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I. WSTĘP 

1.1. Pszenica zwyczajna (Triticum aestivum L.) 

Pszenica zwyczajna (Triticum aestivum L.) jest podstawowym i ważnym zbożem, 

zajmującym czołowe miejsce obok kukurydzy i ryżu, których uprawy łącznie stanowią około 

połowy całkowitej światowej produkcji żywności. Służy nie tylko do wypieku chleba, ale także 

do wyrobu ciast, makaronów, płatków śniadaniowych i produktów fermentowanych. Staje się 

również popularna jako roślina pastewna. Od kilkunastu lat słoma pszenna jest 

wykorzystywana jako materiał paszowy oraz do produkcji etanolu. Jako zboże 

wykorzystywane do produkcji chleba, towarzyszy człowiekowi od dawna. Źródła podają, że 

pierwsze wzmianki o uprawie pszenicy datowane są na rok ok. 7000 p.n.e. i pochodzą 

z wykopalisk archeologicznych na Bliskim Wschodzie [Feldman, 1976]. W Europie pojawiła 

się w epoce neolitu (około 5000 lat p.n.e.) w starożytnym Rzymie i Grecji. Pierwsze ślady 

występowania pszenicy na terenach dzisiejszej Polski datowane są na rok 1000-2000 p.n.e., 

o czym świadczy obecność śladów pszenicy płaskurki (Triticum dicoccon Schubl.) 

w jaskiniach na terenie Ojcowskiego Parku Narodowego.  

1.2. Klasyfikacja pszenicy heksaploidalnej  

Pod względem botanicznym pszenica zwyczajna (Triticum aestivum L.) należy 

do podrodziny Pooideae, rodziny Poaceae. Do tej rodziny należą między innymi podrodziny 

Bambusoideae obejmujące ryż (Oryza sativa) i Panicoideae obejmujące kukurydzę (Zea mays). 

w obrębie podrodziny Pooideae pszenica należy do superplemienia Triticodeae i do plemienia 

Triticeae. Plemię Triticeae obejmuje trzy ważne podplemiona: Triticineae z gatunkami 

Triticum i Aegilops, Secalineae z żytem (Secale cereale) i Hordineae z jęczmieniem (Hordeum 

vulgare). Ponad dwa tuziny pojedynczych gatunków zostały scharakteryzowane jako 

członkowie rodzaju Triticum, wśród których tylko T. monococcum L., T. turgidum L. i 

T. aestivum L. są powszechnie uprawiane. 

Heksaploidalna pszenica chlebowa (Triticum aestivum L. 2n = 6x = 42) jest gatunkiem 

allopoliploidalnym, który powstał w uprawie 8000 lat temu w wyniku hybrydyzacji, po której 

nastąpiło spontaniczne podwojenie chromosomów, pomiędzy T. turgidum ssp. dicoccum 

i diploidalną trawą Aegilops tauschii ssp. (2n= 6x =14, genom DD; [McFadden i Sears, 1946; 

Jaaska, 1980]. Wczesne badania cytogenetyczne sugerowały, że genomy A poliploidów zostały 

wniesione przez T. monococcum [Sax, 1922; Lilienfeld i Kihara, 1934], tymczasem nowsze 

badania udokumentowały, że dawcą genomu A jest T. urartu [Natarajan i Sharma, 1974; 

Huang i in, 2002]. Pochodzenie genomu B pozostaje niepewne i kontrowersyjne [Kerby 
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i in.; 1988]. Pierwotnie uważano, że genom B pochodzi od Aegilops speltoides [Sarkar 

i Stebbins, 1956]. Feldman [1979] zaproponował Triticum longissimum i Triticum searsii jako 

przodków genomu B. Nath i in. [1983] doszli do wniosku, że T. searsii było możliwym 

źródłem genomu B po zbadaniu kilku prawdopodobnych przodków. Obecnie uważa się, że 

pierwotny dawca genomu B pszenicy nie występuje już w środowisku, ale był prawdopodobnie 

członkiem sekcji Sitopsis pszenżyta spokrewnionej z Aegilops speltoides [ (Feuillet i in.; 2007]. 

1.3. Ekonomiczne znaczenie pszenicy i czynniki ograniczające jej produkcję  

W przeciwieństwie do ryżu i kukurydzy, które preferują wyższe temperatury, większość 

odmian pszenicy jest przystosowana do wzrostu w umiarkowanym klimacie [ (Gupta i in., 

2008]. Według FAO [FAOSTAT, 2021] pszenica zajmuje około 20% powierzchni upraw (w 

2020 roku wynosiła 219 mln ha, natomiast ryżu i kukurydzy odpowiednio 164 mln ha i 202 

mln ha), a jej roczna produkcja wynosi 761 mln ton ziarna. W Unii Europejskiej powierzchnię 

gruntów wykorzystana na uprawę pszenicy w 2020 roku oszacowano na 22,9 mln ha, a 

w Polsce na 2,4 mln ha; roczna produkcja wynosiła odpowiednio 126,7 mln ton i 12,4 mln ton 

ziarna.  

Rolnictwo staje przed wyzwaniem, aby do 2050 roku zwiększyć produkcję żywności o około 

50% ze względu na wzrost światowej populacji i zmianę diety [FAOSTAT, 2021]. Jako że 

pszenica to jedna z podstawowych roślin dostarczająca 20% kalorii i białka w żywieniu 

człowieka [Tilman i in., 2011], jej produkcja również powinna wzrosnąć, by zapewnić 

prognozowane zapotrzebowanie na żywność. Wzrost ten powinien opierać się głównie na 

wzroście plonów, ponieważ istnieje silna konkurencja o rzadkie grunty orne ze strony innych 

sektorów gospodarczych [FAOSTAT, 2021]. Przyszłe zapotrzebowanie będzie musiało zostać 

zaspokojone poprzez zrównoważony wzrost produkcji łączący zintegrowane zarządzanie 

chorobami i szkodnikami, przy zwiększonej częstotliwości występowania stresów 

abiotycznych, zmian klimatu, przy ograniczonej dostępności wody i innych zasobów 

niezbędnych do funkcjonowania rośliny.  

 Ogromny wpływ na produkcję pszenicy ma środowisko, w którym rozwijają się 

rośliny. Czynniki środowiskowe wpływające na wielkość plonu można podzielić na biotyczne 

i abiotyczne. Stresy abiotyczne obejmują m.in. suszę, ale też zbyt duże opady deszczu, pH 

gleby czy zasolenie, niedobór lub nadmiar składników odżywczych oraz mikro- 

i makroelementów.  
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Susza odnosi się do sytuacji, w której ilość wody dostępnej w wyniku opadów i/lub 

nawadniania jest niewystarczająca do zaspokojenia potrzeb uprawy w zakresie 

ewapotranspiracji [Kumaraswamy i Shetty, 2016]. Zmiany klimatu wpływają na wzrost stresów 

abiotycznych, takich jak dostępność wody, prowadząc do suszy, zwiększonej częstości 

występowania chorób i szkodników oraz ekstremalnych zjawisk pogodowych w skali lokalnej 

i regionalnej [Kumaraswamy i Shetty, 2016]. Stres spowodowany wilgocią lub suszą 

odpowiada za około 30–70% utraty produktywności upraw polowych w okresie wegetacji 

roślin [Kumaraswamy i Shetty, 2016]. Stres suszy może indukować gromadzenie się kwasu 

abscysynowego (ABA) w komórkach ochronnych, co powoduje zamknięcie aparatów 

szparkowych [Li i Cui, 2014]. Susza powoduje również nieprawidłowy metabolizm, który 

może spowolnić wzrost roślin i/lub spowodować obumarcie całej rośliny. Susza ma różne 

skutki na różnych etapach wzrostu roślin, przy czym najbardziej wrażliwym etapem jest okres 

kwitnienia. Wysoka temperatura wpływa na procent kiełkowania nasion, wydajność 

fotosyntezy, czas kwitnienia, żywotność pyłku [Kumaraswamy i Shetty, 2016; Antle i 

McGuckin, 1993]. Pod wpływem stresu cieplnego dochodzi do zahamowania pęcznienia ziaren 

pyłku, co skutkuje słabym uwalnianiem pyłku z pylników w fazie pękania. Stres cieplny może 

przyczyniać się do około 40% całkowitej utraty plonów pszenicy [Elbasyoni, 2018]. Żyzność 

gleby jest jednym z ważnych czynników produkcji roślinnej, ponieważ jest głównym źródłem 

mikroelementów (Fe, B, Cl, Mn, Zn, Cu, Mo, Ni) i makroelementów (N, P, K, Ca, S, Mg, C , 

O, H), które są potrzebne do wzrostu roślin. Brak tych składników pokarmowych w glebie 

powoduje niedobory u roślin, a ich nadmiar prowadzi do toksyczności, która ma negatywny 

wpływ na plony. Intensywna produkcja rolnicza charakteryzująca się nadmiernym 

stosowaniem nawozów i chemikaliów bez przestrzegania zasad zrównoważonego rozwoju 

rolnictwa prowadzi do pogorszenia stanu gleby, jej degradacji i poważnych problemów 

środowiskowych [Shah i Wu, 2019]. Stres związany z zasoleniem jest jednym z głównych 

problemów wpływających na produkcję roślinną na całym świecie, a szacuje się, że około 20% 

gruntów uprawnych i 33% gruntów nawadnianych jest zasolonych [Machado i Serralheido, 

2017]. Sól powoduje stres osmotyczny u roślin uprawnych. W normalnych warunkach wyższe 

ciśnienie osmotyczne w komórkach roślinnych umożliwia wchłanianie wody i niezbędnych 

składników odżywczych z roztworu glebowego do komórek korzeniowych. Jednak wysokie 

stężenie soli w roztworze glebowym uniemożliwia wchłanianie wody i niezbędnych 

składników mineralnych, ale ułatwia wnikanie jonów Na+ i Cl− do komórek, co prowadzi do 

toksycznego wpływu na błony komórkowe, jak również na aktywność metaboliczną w cytozolu 

[Kumar, 2013]. W wyniku uwalniania zakwaszających jonów glinu, żelaza i manganu, 
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wypłukiwania jonów zasadowych, takich jak wapń, magnez, potas i sód, rozkładu materii 

organicznej gleby i regeneracji kwasów organicznych, nitryfikacji nawozów amoniakalnych 

[Heggeenstaller, 2012; Johnson i Lincoln, 2000] oraz praktyki gospodarowania gruntami, 

obniża się pH gleby [Tandzi i in., 2018].  

Choroby roślin są wywoływane przez różne mikroorganizmy, takie jak wirusy, bakterie 

i grzyby. Ponadto na produkcję roślinną wpływają również szkodniki bytujące w glebie i na jej 

powierzchni. Namnażaniu się patogenów często sprzyjają często zmieniające się warunki 

klimatyczne, jednocześnie negatywnie wpływając na produktywność roślin i żyzność gleby, 

a przez to zmniejszenie dostępnych zasobów dla roślin, skutkując zmniejszeniem plonowania. 

Zmieniający się klimat przyczynia się do migracji patogenów i szkodników. W ten sposób 

lokalnie przystosowane genotypy roślin uprawnych konfrontują się z nowymi biotycznymi 

czynnikami stresowymi.  

 Najczęstszymi chorobami grzybowymi odnotowanych u pszenicy, są choroby, takie jak rdza 

brunatna liści wywoływana przez Pucinia triticina, fuzarioza kłosów wywoływana obecnością 

grzybów z rodzaju Fusarium, głównie F. graminearum, brunatna plamistość liści powodowana 

przez P. striformis tritici i mączniak prawdziwy wywoływany przez Blumeria graminis [Gaju 

i in., 2014]. Wśród chorób odwirusowych wyróżnia się wirus mozaiki pszenicy, wirus żółtej 

mozaiki pszenicy i wirus mozaiki wrzecionowatości pszenicy. Wirus mozaiki pszenicy 

bytujący w glebie spowodował w USA straty plonu na poziomie 50%. Objawami choroby jest 

zahamowanie wzrostu rośliny oraz słabo rozwinięty system korzeniowy, a w późniejszym 

czasie pojawienie się żółtej mozaiki na liściach. Natomiast wirus mozaiki wrzecionowatości 

pszenicy może powodować do 30% straty plonów pszenicy ozimej. Zaburza wzrost roślin 

i kształtowanie się nasion [Perovic i in., 2009; Segundo i in., 2007]. Wśród szkodników 

odnotowuje się nicienie, ich młode osobniki drugiego stadium wnikają do korzeni 

i przemieszczają się w kierunku układu naczyniowego. Nicienie poprzez swój wzrost i rozwój 

rozwijają syncytie, które pobierają pokarm i składniki odżywcze z pobliskich komórek, 

osłabiając tym samym pszenicę [Kumar i inni, 2018]. W celu zapobiegania negatywnym 

skutkom wyżej wymienionych stresów nastąpił rozwój innowacyjnych technologii 

w rolnictwie, takich jak odmiany odporne, poprawa praktyk agronomicznych i zarządzania 

(zintegrowane zarządzanie składnikami odżywczymi i pestycydami), udoskonalenie maszyn 

rolniczych [Kumaraswamy, 2016]. 
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Nowym programem badawczym jest tzw. Inteligentne rolnictwo klimatyczne (CSA – ang. 

Climate smart agriculture) powszechnie akceptowane jako najlepsze podejście do radzenia 

sobie ze skutkami zmian klimatu w rolnictwie. CSA promuje transformację systemów 

rolniczych i wymaga transformacji polityki rolnej w celu zwiększenia produkcji żywności, 

zwiększenia bezpieczeństwa żywnościowego, zapewnienia przystępności cenowej żywności 

(niski koszt nakładów), przy jednoczesnym zapewnieniu zrównoważonego zarządzania 

zasobami naturalnymi i odporności roślin na zmieniający się klimat. 

Na podstawie wyników symulacji plonów i prognozy pogody, rolnicy mogą zmienić termin 

sadzenia roślin, zastosować odpowiednie genotypy roślin, dostosować cykle nawożenia 

i nawadniania tak, aby uzyskać satysfakcjonujące plony, zmniejszając tym samym ryzyko 

wystąpienia nieoczekiwanych zdarzeń [Tandzi i Mutengwa, 2019]. Poprawa wydajności 

nawadniania i gospodarki wodnej ma kluczowe znaczenie dla zapewnienia dostępności wody 

zarówno do produkcji żywności, jak i do zaspokojenia konkurencyjnych potrzeb ludzi 

i środowiska. Aby poprawić produktywność i trwałość upraw, bardzo ważna jest ocena wpływu 

działalności człowieka na żyzność gleby poprzez stosowanie odpowiednich systemów 

rolniczych, takich jak uprawa roli, stosowanie zalecanych dawek i typów nawozów, 

wprowadzanie obornika i/lub resztek pożniwnych do gleby (zwiększenie podaży N, P, K 

i innych składników pokarmowych) oraz unikanie nawadniania osadami ściekowymi. 

Stosowanie tych nakładów długoterminowo poprawia właściwości fizyczne gleby lub glebowej 

materii organicznej i zapewnia zrównoważone rolnictwo. 

1.4. Mikrobiom roślin 

Pierwsze interakcje roślin z mikroorganizmami datowane są na 400 mln lat temu. 

Istnieją dowody kopalne, które wskazują na nawiązanie interakcji pomiędzy roślinami 

a grzybami – mikoryza arbuskularna [Krings i in., 2007]. Pojawienie się roślin i nawiązanie 

z nimi oddziaływań umożliwiło mikroorganizmom kolonizację wewnętrznych tkanek korzeni, 

liści i łodyg [Upson i in., 2018]. W ten sposób wykształciły się symbiotyczne, ale też 

komensalne asocjacje. Obecnie zdecydowana większość mikroorganizmów wykazuje 

neutralny charakter interakcji w roślinami [Morgan i in., 2005], a inne wpływają negatywnie 

na rozwój rośliny gospodarza [Zhang i in., 2010; Tian i in., 2020].  

W przeciwieństwie do patogenów, istnieją również mikroorganizmy, które rozwijają się 

razem z roślinami, czerpiąc obopólne korzyści z tego połączenia; roślina wytwarza związki 

w procesie fotosyntezy, podczas gdy heterotroficzne mikroorganizmy zapewniają ochronę 

przed patogenami, stymulują wzrost poprzez syntezę i sekrecję związków o różnym 
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pochodzeniu i funkcji [Arif i in., 2020; Bakker i in., 2020; Hassan i in., 2019; Haney i in., 2015]. 

Przykładem mogą być grzyby z rodzaju Trichoderma, które poprzez zdolność do syntezy 

związków pełnią fundamentalną rolę w interakcji z roślinami, czy to poprzez stymulowanie ich 

wzrostu czy jako antagoniści grzybów patogennych lub nicieni [Santoyo i in., 2021; Méndez-

Santiago i in., 2021]. Również grzyby mikoryzowe, które bytują w korzeniach, i są związane 

z cyklami biogeochemicznymi, poprawiają warunki żyzności gleby, a tym samym poprawiają 

stan odżywienia rośliny [Bona i in., 2017]. Bardzo szybko znaleziono zastosowanie tej 

mikrobioty związanej z roślinami o korzystnych zdolnościach metabolicznych. Została 

wykorzystana jako bioinokulanty (tj biofungicydy/bionawozy lub oba) do poprawy wzrostu 

i produkcji zbóż, warzyw i owoców w różnych systemach rolniczych [ Sarma i in., 2015; Díaz-

Rodríguez i in., 2021; Orozco-Mosqueda i in., 2021]. Stanowią więc doskonały zamiennik 

stosowanych agrochemikaliów, które zanieczyszczają środowisko i są toksyczne dla zdrowia 

człowieka [Walters i in., 2014; Adesemoye i in., 2009]. 

Rodzaj interakcji między rośliną a jej mikrobiomem może ulec zmianie, od stanu neutralnego 

lub komensalnego do patogennego. Newton i in. [2010] podkreślają że warunki środowiskowe, 

w których bytuje roślina gospodarz mogą wpływać na zmiany wymagań troficznych 

mikroorganizmu od patogenicznego w mutualistyczny i odwrotnie, przekształcić organizm 

mutualistyczny w pasożyta lub patogena. Część mikroorganizmów występujących 

w środowisku może wchodzić w  krótkotrwałe interakcje z roślinami. Inne mikroorganizmy 

wchodzą w długotrwałe interakcje i mikroorganizmy te nazywamy core microbiome 

[Lemanceau i in., 2017; Massoni i in., 2020], czyli te, które bytują i rozwijają się w różnych 

organach roślinnych takich jak korzenie, liście, nasiona i związane są z rośliną, a ich interakcje 

nie ulegają zmianie niezależnie od czynników zewnętrznych [Arif i in., 2020; Orozco-

Mosqueda i in., 2018; Hanin i in., 2016; Liu i in., 2019]. Czynniki biotyczne i abiotyczne mają 

wpływ na długość i charakter interakcji roślin z mikrobiomem [Qu i in, 2020]. Do 

najważniejszych czynników abiotycznych należą pH gleby, dostępność składników 

odżywczych, tlen, temperatura, woda, występowanie metali ciężkich, zasolenie, temperatura 

[Fierer i Jackson, 2006; Zarraonaindia i in., 2015].Skład mikrobiomu determinuje również 

organ roślinny (korzenia, łodyga, liście) oraz etapu rozwoju. 

Rośliny jako organizmy statyczne, uzależnione są od interakcji z otaczającymi je organizmami 

[Zhu, 2016], dopiero potomstwo niektórych roślin może nawiązać nowe interakcje z mikrobiotą 

występującą w glebie czy otaczającym je środowisku przy pomocy nasion, które mogą zostać 

przeniesione na duże odległości [Wright i in., 2008]. Jednak, gdy nasiona wykiełkują, wchodzą 
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w interakcje z mikrobiotą występującą w glebie poprzez korzenie [Compant i in., 2010]. 

Organy naziemne roślin są również podatne na kolonizację przez mikroorganizmy przenoszone 

przez wiatr, ptaki czy owady [Schlechter i in., 2019]. Mikroorganizmy zasiedlające ryzosferę, 

takie jak bakterie, grzyby czy wirusy, jak również nicienie i owady [Hartmann i in., 2008] mogą 

wchodzić w interakcje z rośliną poprzez korzenie. Część z nich definiowana jako endofity 

migruje w tkankach nadziemnych, często do nasion i jest przenoszona wertykalnie do 

kolejnych pokoleń roślin. Korzenie roślin wchodzą w interakcje z mikrobiotą glebową, 

wydzielając substancje takie jak aminokwasy, cukry, witaminy, kwasy tłuszczowe [Vives-

Peris i in., 2020]. Wykazano, że niektóre substancje jak flawonoidy, cytryniany, kamaleksyna, 

zaangażowane są w selektywną rekrutację taksonów mikroorganizmów [Arif i in., 2020]. 

W warunkach stresu, na przykład w obecności fosforanów czy ograniczonym źródle żelaza, 

niektóre rośliny zwiększają sekrecję cytrynianów czy szczawianów, w ten sposób wzbogacając 

ryzosferę w węgiel organiczny, będący atraktantem dla roślin [Vives-Peris i in., 2020]. Rośliny 

strączkowe wydzielają związki fenolowe, takie jak flawonoidy i izoflawonoidy, które 

zwiększają ekspresję genów nodulacji (nod) w symbiotycznych bakteriach wiążących azot, 

znanych jako rhizobia. W odpowiedzi ryzobia wytwarza czynniki nod będące 

oligosacharydami, których funkcją jest indukowanie szeregu zmian fizjologicznych w korzeniu 

rośliny, aby następnie utworzyć guzki wiążące azot. Kilka przykładów tego typu 

symbiotycznych i niezwykle specyficznych interakcji to Rhizobium spp. które są symbiontami 

Phaseolus spp. (np. fasola zwyczajna), Sinorhizobium spp. gatunków Medicago (np. lucerna), 

Mesorhizobium spp. Lotus spp. (np. lotos, ciecierzyca) i Bradyrhizobium spp. glicyny spp. (np. 

soja) [Abd-Alla i in., 2014; Li i in., 2020; Lopez-Gomez i in., 2012; Peralta i in., 2004]. 

Endosymbioza ryzobii w obrębie korzeni roślin sugeruje wspólny szlak sygnałowy w roślinach 

dla grzybów (np. mikoryzowych grzybów arbuskularnych) i symbiotycznych proteobakterii, 

który został nazwany wspólnym szlakiem symbiotycznym (ang. common symbiotic pathway, 

CSP) [Genre i Russo, 2016; Genre i in., 2020]. Badania z wykorzystaniem ryżu sugerują, że 

roślina ta reaguje na endofityczną kolonizację Azoarcus sp., indukując zmiany metaboliczne 

i sygnalizację zależną od Ca2+, bez CSP [Chen i in., 2015]. To dodatkowo podkreśla 

specyficzność rozpoznawania i nawiązywania interakcji roślin-endofitów. Liu i in. [2019] 

zaobserwowali, że genotyp roślin soi (Glycine max) jest ważny w budowaniu mikrobiomu 

ryzosfery.  Bez względu na rodzaj gleby stwierdzono obecność określonych rodzajów bakterii, 

takich jak Rhizobium, Novosphingobium, Phenylobacterium, Streptomyces i Nocardioides. 

W badaniach Micallefa i in. [2009] zasugerowano, że wiek i genotyp rośliny wpływają na 

sukcesywną progresję zbiorowiska bakterii ryzosferycznych w roślinach modelowych, takich 
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jak Arabidopsis thaliana. Natomiast Bakker i in. [2015] zaobserwowali, że skład mikrobiomu 

zależy nie tylko od substancji wydzielanych przez roślinę, ale też od rodzaju gleby. W 

zależności od typu gleby, może powstać specyficzny mikrobiom ryzosferyczny (wraz 

z mikrobiomem nasion) [Kong i in., 2019; Zarraonaindia i in., 2015; (Girsowicz i Steinberger, 

2019; Ramakrishnan i in., 2017]. Zdolność rośliny do rekrutacji związanego z nią mikrobiomu 

może być ograniczona przez natywną mikrobiotę glebową.  

1.5. Endofity 

Dla mikroorganizmów, których wspólną cechą jest bytowanie w roślinie gospodarzu 

wypracowano kilka definicji. Termin endofit pochodzi od greckiego słowa „w roślinie” [Siegel 

i in., 1987] Prawdopodobnie to mykolog Thomas de Bary jako pierwszy zasugerował ten termin 

endofit [Kusari i in., 2012]. Początkowo zaproponowano, aby endofitem określać organizmy 

bytujące w roślinie przez cały swój cykl życiowy (włączając w ten sposób mikoryzy) i nie 

wywołujące symptomów chorobowych przynajmniej przez część swojego życia w roślinie, 

a tym samym obejmując wiele patogenów roślin. Ponadto zasugerowano, że endofity są nie 

tylko mutualistami, ponieważ ten sam mikroorganizm uznawany za mutualistę w roślinie może 

wykazywać właściwości antagonistyczne, co zaobserwowano w przypadku niektórych 

endofitów buławinkowych (clavicipitaceous). Wilson [Wilson, 1995] był zdania, że patogeny 

mogą być uznane za endofity, chyba że natychmiast wywołują objawy chorobowe. Kontrastuje 

to z Wennströmem [Wennström, 1994], który podkreślał, że patogeny takie jak grzyby 

z rodzaju Puccinia wywołujące rdzę zbóż i Ustilago maydis wywołujące głownię kukurydzy 

nie powinny być klasyfikowane jako endofity. Wilson [1995] argumentował również, że sam 

fakt, że organizm został wyizolowany z tkanki wyglądającej na zdrową, nie oznacza, że nie jest 

patogenem.  

Jedną z cech kwalifikujących endofity jest ich lokalizacja. Według Saikkonen i in. [Saikkonen 

i in., 1998] endofity bytują głównie w liściach i sporadycznie występują w korzeniach. 

Podobnie jak Wilson [1995] zaproponowali, aby grzyby mykoryzowe, takie jak arbuskularne 

grzyby mykoryzowe (AM) lub ektomykoryzy nie mogły być uważane za endofity, ponieważ 

ich strzępki rozciągają się poza korzenie. Wśród grzybów bytujących w korzeniach są dark 

separate endophytes (DSE) [Addy i in., 2005]. Busby i in. [2015] wspomnieli, że niektóre 

epifity występują również jako endofity. Ta klasyfikacja dotycząca lokalizacji przestrzennej nie 

zawsze pomaga w zdefiniowaniu endofitu. Innym kryterium definicji endofitu są domeny 

taksonomiczne. 
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Niektóre definicje ograniczają termin „endofity” do grzybów [Carroll, 1988], podczas gdy inne 

uznają bakterie za endofity, które znajdują się w roślinie i tworzą z nią bądź interakcję 

symbiotyczną lub neutralną z jakąkolwiek interakcją symbiotyczną lub bez niej [Hallmann i in., 

1997].  

Sposób wykrywania endofitów ma również wpływ na ich definicję. Opisywanie endofitów jako 

„bakterii i grzybów, które można wykryć w określonym momencie w tkankach pozornie 

zdrowych roślin żywicielskich” [Schulz i Boyle, 2006]. Definicja endofitu na podstawie 

sposobu ich wykrywania wyklucza mikroorganizmy, których nie można wyizolować z tkanek 

roślinnych. 

Znaczącą rolę w próbach zdefiniowania endofitów odegrało przejście od lokalizacji 

mikroorganizmu i jego wykrywania do związku z żywicielem [Wennström, 1994; Wilson, 

1995]. Schulz i in. [Schulz i in., 1999] uważali, że endofity istnieją w stanie „zrównoważonego 

antagonizmu” z żywicielem, w którym endofit różni się od patogenu tym, że ten pierwszy nie 

może pokonać mechanizmów obronnych żywiciela. Kogel i in. [2006] mieli podobny pogląd, 

przy czym ich zdaniem „równowaga” była związana z reakcją i produkcją reaktywnych form 

tlenu (ROS) przez endofit lub roślinę. Photita i in. [2004] stwierdzili, że niektóre endofity są 

utajonymi patogenami roślin, tj. ostatecznie pokonują mechanizmy obronne żywiciela 

roślinnego, potwierdzając argument Wilsona [1995], że nawet patogeny można uznać za 

endofity na pewnym etapie ich cyklu życiowego.  

Najszersze definicje endofitów klasyfikują je jako organizmy, które aktywnie kolonizują 

wnętrze rośliny, rozprzestrzeniają się i rozmnażają w niej [van Overbeek i in, 2006]. Sikora 

i in. [2007] opisali endofity jako „wszelkie organizmy żyjące w tkance roślinnej, obojętne, 

korzystne lub szkodliwe”. Te dwie ostatnie definicje wyczerpująco klasyfikują wszystkie 

organizmy, które spędzają w żywej tkance roślinnej część lub całość swojego cyklu życiowego.  

1.5.1. Endofity grzybowe 

Termin „endofit grzybowy” może odnosić się szeregu taksonów grzybów. Niektóre 

wysoce przystosowane symbionty traw są członkami Clavicipitaceae [Clay, 1990]; te endofity 

są postrzegane za najczęściej badane ze wszystkich mikroorganizmów, które wykazują 

pożyteczne oddziaływanie z rośliną żywicielską [Anand i in., 2006]. Inna grupa grzybów, dark 

separate endophytes (DSE), jest uważana za najliczniejszą [Sieber i Grünig, 2006]. DSE często 

należą do Ascomycota, są zróżnicowane taksonomicznie i mogą obejmować gatunki 
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ektomikoryzowe [Jumpponen, 2001; Addy i in., 2005], a grzyby ektomikoryzowe mogą 

należeć do Basidiomycota, Ascomycota i Zygomycota [Tedersoo i in., 2010].  

Uważa się, że endofity grzybowe występują w prawie wszystkich roślinach lądowych 

i wodnych [Stone i in., 2000], a nawet w wodorostach [Suryanarayanan, 2012]. Hardoim i in. 

[2015] omówili ich obecność w trawach, roślinach dwuliściennych, porostach, mchach 

i paprociach oraz korze drzew.  

Opracowano kilka systemów kategoryzowania grzybów endofitycznych. Nomenklatura 

służąca do klasyfikacji endofitów grzybowych opracowana przez Carrol [1988] zdefiniowała 

endofity typu I i II jako, odpowiednio konstytutywne i indukowalne [ (Yuan i in., 2010]. 

Rodriguez i in. [2009] opisali endofity typu I jako endofity układowe, zwykle należące do 

rodziny Clavicipitaceae, przenoszone przez nasiona, a endofity typu II jako należące do 

szerokiej gamy organizmów przenoszonych poziomo [Yuan, 2009]. Transmisja pozioma ma 

miejsce, gdy endofity są przenoszone ze środowiska, w tym z innych roślin, na roślinę 

żywicielską [Chung i Schardl, 1997]; podczas gdy przenoszenie z rodzica na potomstwo przez 

nasiona jest określane jako przenoszenie pionowe [Afkhami i Rudgers, 2008]. Sposób, w jaki 

grzyb endofit dociera do żywiciela, był jednym kryteriów wykorzystanych przez Rodrigueza 

i in. [2009] do opracowania systemu ich klasyfikacji. Według tych autorów endofity 

Clavicipitaceae i endofity Non-Clavicipitaceae można podzielić na cztery klasy w oparciu 

o zestaw kryteriów obejmujący zakres rośliny gospodarza, skolonizowane tkanki, stopień 

kolonizacji i różnorodności, sposób przenoszenia i korzyści związane z przystosowaniem 

nadane gospodarzowi. Endofity klasy 1 obejmują gatunki Clavicipitaceae, które mają wąski 

zakres żywicieli; potrafią intensywnie kolonizować pędy i kłącza; są przenoszone pionowo 

i poziomo oraz przynoszą żywicielowi korzyści niezwiązane z siedliskiem. Wszystkie endofity 

klasy 2, 3 i 4 to endofity Non- Clavicipitaceae i mają szeroki zakres żywicieli. Endofity klasy 

2 mają zdolność do kolonizacji pędów, korzeni i kłączy, mają niską różnorodność biologiczną, 

są przenoszone pionowo i poziomo i zapewniają roślinie gospodarzowi zarówno korzyści 

związane jak i niezwiązane z siedliskiem. Endofity klasy 3 kolonizują pędy tylko 

w ograniczonym stopniu, i mają szeroki zakres żywicieli. Są przenoszone poziomo, przynosząc 

żywicielowi korzyści niezwiązane z adaptacją do siedliska. Endofity klasy 4 obszernie 

kolonizują korzenie i mają szeroki zakres żywicieli Są przenoszone poziomo i podobnie jak 

endofity klasy 3 przynoszą żywicielowi korzyści nieuwarunkowane z siedliskiem.  
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Według Rodrigueza i in. [2009] endofity grzybów należące do tego samego rodzaju mogą 

różnić się kategoryzacją, np. gatunek Epichloë może należeć do typu I lub II. Te endofity mogą 

kontrolować sposób ich przenoszenia, a w niektórych przypadkach mogą kontrolować rozwój 

roślin poprzez produkcję hormonów roślinnych, w tym auksyn. Backman i Sikora [2008] 

ogólnie podzielili endofity na trzy grupy: patogeny innych roślin żywicielskich, które są 

nieszkodliwe jako endofity; niepatogenne mikroorganizmy; lub zmodyfikowane patogeny, 

które utraciły swoją patogenność, ale nie zdolność do kolonizacji żywiciela. 

1.5.2. Kolonizacja tkanek  

Grzyby endofityczne bytują w prawie 300 tys. gatunków roślin lądowych, przy czym 

sugeruje się, że każda roślina posiada swój unikalny zestaw endofitów [Arnold, 2007]. Badania 

nad endofitami wykazały, że niektóre mikroorganizmy mają zdolność do zasiedlania tylko 

określonych tkanek lub organów rośliny gospodarza, podczas gdy inne gatunki mogą bytować 

w różnych tkankach tej samej rośliny. Badano również różnorodność endofitów w skórce 

i tkankach wewnętrznych, na przykład ksylemie. Prowadzono badania, w których analizowano 

zasiedlanie przez najpowszechniejsze grzyby endofityczne roślin rosnących w bliskim 

sąsiedztwie oraz oddalonych znacznie od siebie. Wskazano, że związek między endofitem 

a rośliną gospodarzem może być uwarunkowany tzw. specyficznością gospodarza, 

powtarzalnością gospodarza, selektywnością gospodarza lub preferencjami gospodarza 

i [Cohen, 2006; Selim i in., 2012; Sharma i Gautam, 2019]. Specyficzność gospodarza (ang. 

host-specificity) jest to relacja, w której mikroorganizm ogranicza się do pojedynczego 

gospodarza lub grupy spokrewnionych gatunków, a taka specyficzność sugeruje, że między 

rośliną gospodarzem a związanymi z nią endofitami zachodzi złożona interakcja biochemiczna 

[Strobel, 2003; Strobel i Daisy, 2003]. Zjawisko to można zinterpretować jako formę adaptacji 

ekologicznej, gdzie morfologicznie identyczne szczepy tego samego gatunku będą wykazywać 

różne cechy fizjologiczne, związane z interakcją z gospodarzem [Petrini, 1991]. Przykładem 

takiej interakcji jest grzyb Pestalotiopsis microspora, spotykany najczęściej w cisach (Taxa) [ 

Tan i Zou, 2001; Firáková i in., 2007]. Powtarzalność gospodarza (ang. host-recurrence) odnosi 

się do zjawiska częstego lub dominującego występowania danego gatunku endofitu 

w konkretnej roślinie gospodarzu lub szeregu roślin gospodarzy, przy rzadkim występowaniu 

tego endofitu w innych roślinach, w tym samym siedlisku [Zhou i Hyde, 2001]. Jako 

selektywność gospodarza (ang. host selectivity) określa się zjawisko kolonizacji tkanki dwóch 

lub wielu roślin gospodarzy przez pojedynczy gatunek endofityczny z preferencją jednego 

konkretnego gospodarza roślinnego [Cohen, 2006]. Natomiast pojęcie preferencji gospodarza 

(ang. host-preference) najczęściej stosuje się przy wskazaniu wspólnego występowania lub 
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wyjątkowości występowania endofitów u konkretnego gospodarza, a także do wskazania 

różnicy w składzie zbiorowisk grzybów endofitycznych i częstości relacji u różnych roślin 

gospodarza [Suryanarayanan i Kumaresan, 2000]. Grzyby endofityczne są również zdolne do 

kolonizacji wielu gatunków roślin gospodarzy w tym samym siedlisku, a rozmieszczenie 

niektórych endofitów może być podobne w blisko spokrewnionych gatunkach roślin [Huang 

i in., 2008]. Grzyby endofityczne z rodzaju Colletotrichum, Phoma, Phomopsis i Phyllosticta 

mogą kolonizować kilka taksonomicznie niespokrewnionych roślin gospodarzy [Pandey i in., 

2003; Jeewon i in., 2004; Murali i in., 2006; Sieber, 2007; Hyde i Soytong, 2008] – sugeruje 

to, że grzyby rozwinęły adaptacje, by przezwyciężyć różne typy mechanizmów obronnych 

gospodarza.  

1.5.3. Sposób rozmnażania i transmisji grzybów endofitycznych  

Powszechnie uważa się, że na bioróżnorodność, rozmieszczenie endofitów oraz 

charakter ich interakcji z roślinami ma wpływ, oprócz czynników biotycznych i abiotycznych, 

sposób rozmnażania i transmisji endofitów. Taka cecha, jak sposób przenoszenia się grzybów 

endofitycznych w dużej mierze determinuje przestrzenne i czasowe rozmieszczenie endofitów 

w tkankach roślinnych [Saikkonen i in., 2004]. Czas generacji endofitów przenoszonych 

wertykalnie jest stosunkowo długi, często obejmujący kilka pokoleń roślin. W przeciwieństwie 

do tego, liczebność i różnorodność endofitów przenoszonych horyzontalnie w roślinach 

kumuluje się przez cały sezon wegetacyjny, głównie w liściach [Faeth i Sullivan, 2003; 

Saikkonen i in., 2004].  

Sposób rozmnażania określa cechy płciowe lub bezpłciowe procesu, podczas gdy sposób 

transmisji opisuje mechanizmy rozprzestrzeniania się grzybów endofitycznych w tkankach 

roślin pomiędzy generacjami, jak i pomiędzy różnymi osobnikami tego samego pokolenia. Jak 

dotąd opisano dwa sposoby przenoszenia się grzybów endofitycznych: wertykalny, inaczej 

pionowy - od rodzica do potomstwa lub horyzontalny – poziomy, pomiędzy 

niespokrewnionymi osobnikami. Endofity grzybowe przenoszone pionowo są bezpłciowo 

i przenoszą się przez strzępki grzybów bytujące w nasionach rośliny gospodarza (np. 

Neotyphodium). Grzyby te wykazują często mutualistyczny charakter, ponieważ ich cykl 

reprodukcyjny jest ściśle związany z rośliną gospodarzem. Natomiast grzyby przenoszone 

horyzontalnie, rozmnażają się przez zarodniki i mogą być przenoszone np. przez wiatr czy 

owady. Ich sposób rozprzestrzeniania się jest porównywalny do tego, który reprezentują 

patogeny grzybowe [Selosse i in., 2004].  
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Strzępki grzybów mogą rosnąć klonalnie w nasiona rośliny gospodarza i w ten sposób są 

przenoszone na potomstwo kolonizowanych roślin, co jest powszechnie określane jako 

przenoszenie wertykalne. Alternatywnie, grzyb może wytwarzać zarodniki i sprzyjać transmisji 

horyzontalnej. Aby jednak w pełni zrozumieć ekologiczne i ewolucyjne konsekwencje tych 

strategii historii życia, konieczne jest rozpoznanie, że grzyby mogą wytwarzać mitotyczne 

bezpłciowe lub mejotyczne zarodniki płciowe. Tak więc rozmnażanie grzybów bezpłciowych 

jest możliwe poprzez transmisję wertykalną przez nasiona rośliny-gospodarza i transmisję 

poziomą przez zarodniki lub ewentualnie strzępki, podczas gdy rozmnażanie płciowe wymaga 

wytwarzania zarodników płciowych i dlatego jest zawsze poziome [Tadych i in., 2014]. Istnieje 

przekonanie, że sposób rozmnażania i przenoszenia grzyba jest dostosowany do historii życia 

rośliny-gospodarza. Większość danych literaturowych na temat grzybów endofitycznych 

koncentruje się na dwóch pokrewnych rodzajach grzybów, a mianowicie Neotyphodium 

i Epichloë, które zasocjowane są z trawami. Obydwa występują jako kolonizacja 

ogólnoustrojowa (tj. rozrastają się przez roślinę gospodarza do rozwoju kwiatostanów/kłosów 

i nasion) i są przenoszone pionowo z roślin matecznych na potomstwo. Sugerowano, że 

endofity z rodzaju Neotyphodium są przenoszone wyłącznie pionowo [Clay, 1992; (Eaton i in., 

2011]. Jednakże nie należy wykluczać rozprzestrzeniania się poziomego nawet w przypadku 

endofitów z rodzaju Neotyphodium, ponieważ wytwarzają one bezpłciowe konidia na 

podłożach wzrostowych i na żywych roślinach [di Menna i in., 2012; White Jr i Torres, 2010]. 

Endofity z rodzaju Epichloë mogą być natomiast przenoszone zarówno wertykalnie przez 

zarodniki jak i horyzontalnie [Clay, 1992; Schardl i in., 2004]. Tadych i in. [2014] wskazują na 

transmisję horyzontalną w naturalnych populacjach traw.  

1.6. Molekularne mechanizmy interakcji roślin z mikroorganizmami 

Rośliny będące składową większości łańcuchów pokarmowych są stale narażone na 

stres biotyczny. Pomimo tego, że rośliny nie mają tak zaawansowanego układu 

odpornościowego jak zwierzęta, to wykształciły mechanizmy pozwalające na obronę przed 

atakiem patogenów. Wnikanie patogenów do środka rośliny może nastąpić poprzez aparaty 

szparkowe, uszkodzenia fizyczne jak i bezpośrednią penetrację powierzchni rośliny . Interakcja 

ta obejmuje rozpoznanie rośliny gospodarza i wybór najlepszego sposobu wniknięcia do rośliny 

w celu kolonizacji tkanek roślinnych [Guest i Brown, 1997].  

Pierwszą linią obrony roślin jest bariera fizyczna. Skórka zapobiega wnikaniu 

mikroorganizmów do wnętrza rośliny [Nurnberger i Lipka, 2005]. Rośliny są zdolne do 

rozpoznania zmian zachodzących w skórce, co powoduje aktywację mechanizmów obronnych 
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[Guest i Brown, 1997]. Naruszenie bariery fizycznej skutkuje zainicjowaniem drugiej linii 

obrony, która zmniejsza uszkodzenia strukturalne powstałe poza miejscem infekcji 

i uszkodzenia tkanek. Druga linia systemu obronnego opiera się na zdolności roślin do 

rozpoznawania niektórych mikroorganizmów na podstawie ich metabolitów wtórnych i innych 

wzorców molekularnych. Cząsteczki te oddziałują z powierzchnią roślin, co wzmacnia sygnały 

otrzymywane poprzez transmisję roślinnych cząsteczek sygnałowych, które indukują kaskady 

sygnałowe i aktywują geny związane z reakcjami obronnymi i odpornościowymi u odmian 

odpornych [Reimer-Michalski i Conrath, 2016]. 

1.6.1. Odporność wrodzona 

W przypadku odporności wrodzonej możemy wyróżnić odporność nieswoistą (ogólną) 

– która zapewnia roślinom (bez rozróżniania na gatunek) obronę przeciwko różnym szczepom 

i gatunkom mikroorganizmów oraz odporność swoistą, która zapewnia ochronę jednemu 

gatunkowi rośliny przeciwko specyficznym, wybranym mikroorganizmom. Odporność 

nieswoista jest charakterystyczna dla większości roślin. Trwałą, a zarazem najbardziej 

powszechną formą odporności roślin jest odporność „non-host”, która zapewnia odporność 

wszystkim gatunkom roślin na wszystkie szczepy mikroorganizmów. Wyróżnia się dwa typy 

odporności „non-host”. W pierwszym typie odporności, rośliny rozpoznają elicytory 

wydzielane przez patogeny (PAMP - ang. pathogen-associated molecular patterns), następnie 

dochodzi do aktywacji odpowiedzi obronnej poprzez kaskadę kinaz MAP co wpływa na 

wzmocnienie ściany komórkowej roślin poprzez jej lignifikację, akumulację związków 

fenolowych, produkcję saponin i fitoaleksyn oraz indukcję genów kodujących białka związane 

z patogenezą (ang. pathogenesis-related protein, PR) [O’Brien i in., 2012]. System obronny 

rośliny zahamowuje infekcję, sprawiając, że nie obserwuje się widocznych symptomów 

chorobowych, jak na przykład nekroz, które są wynikiem reakcji nadwrażliwości (ang. 

hypertensive response, HR). Drugi typ odporności „non-host” jest zawsze związany 

z aktywacją mechanizmu obronnego prowadzącego do reakcji nadwrażliwości [Mysore i Ryu, 

2004]. Fenotypowo jest on bardziej podobny do odporności typu „gen na gen”. Rośliny 

rozpoznają substancje wydzielane przez patogeny, w cytoplazmie lub błonie komórkowej 

rośliny, aktywując mechanizm obronny. Zapobiega to dalszemu rozprzestrzenianiu się 

patogenów w komórkach roślinnych. Równowaga między reaktywnymi formami tlenu (ang. 

reactive oxygen species, ROS) a antyoksydantami jest kluczowym elementem w ograniczeniu 

infekcji w roślinie[Király i in., 2007]. Odporność podstawowa występuje na wczesnym etapie 

interakcji roślina gospodarz – mikroorganizm. Receptory roślinne rozpoznają elicytory 

wydzielane przez mikroorganizmy lub metabolity, które powstają w wyniku lizy ściany 
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komórkowej rośliny gospodarza. Ten typ odporności roślin obejmuje nagromadzenie się ROS, 

wzrost aktywności genów PR (chitynazy i β-1-3-glukanazy) oraz akumulację składników 

przeciwmikrobiologicznych [Kiraly i in., 2007]. Podczas interakcji rośliny z grzybami 

najczęściej obserwuje się odporność polegającą na trwałym wyciszeniu genów patogenu 

odpowiedzialnych za infekcję oraz odporność, która hamuje tempo wzrostu patogena 

i ogranicza jego sporulację [Song i in., 2003]. W tym przypadku dochodzi do akumulacji ROS, 

natomiast nie obserwuje się reakcji nadwrażliwości [Kiraly i in., 2007].  

W przypadku odporności swoistej można wyróżnić kilka typów odporności swoistej, m.in.: 

odporność ekstremalną, odporność „gen na gen”, odporność przeciw toksynom. Odporność 

ekstremalna oparta jest na mechanizmie „gen na gen”, jednakże nie występuje tu reakcja 

nadwrażliwości [Bendahmane i in., 1999]. Nie poznano jednak mechanizmów molekularnych 

czy biochemicznych aktywujących tę odporność [Kiraly i in., 2007]. Odporność swoista „gen 

na gen” charakteryzuje się powstawaniem nekroz tkankowych rozwijających się 

w zainfekowanych tkankach roślinnych. Interakcja „gen na gen” rozpoczyna się od 

rozpoznania patogenu i podczas odpowiedzi aktywowany jest łańcuch transdukcji sygnału 

[Garrido i Pérez-Martín, 2003]. Niektóre metabolity wtórne wydzielane przez szczepy grzybów 

mogą wywołać choroby roślin. Swoista odporność przeciw toksynom zakłada, że rośliny 

wytwarzają białka/enzymy odpowiedzialne za rozkład i dezaktywację toksyn. Skutecznym 

sposobem jest również sekrecja toksyn z odpornych roślin [Diener i in., 2004]. 

1.6.2. Odporność nabyta 

Odporność nabyta rozwija się u roślin po pierwotnej infekcji grzybowej, która sprawia, 

że otaczające tkanki i oddalone od miejsca infekcji części roślin nabywają odporność przed 

kolejnymi infekcjami. Ten rodzaj odporności jest analogiczny do pamięci immunologicznej 

zwierząt wyższych, jednak mechanizmy są zupełnie inne. Nabyta odporność jest indukowana 

w tkankach odległych od miejsca infekcji. Roślina rozwija „pamięć stresową” jako 

konsekwencję pierwotnej infekcji, nie zapewnia jednak ochrony roślinie żywicielskiej przed 

kolejnymi atakami patogenów, ale może spowodować osłabienie objawów chorobowych[Liu 

i in., 2021]. Nabytą odporność można podzielić na lokalną odporność nabytą (ang. local 

acquired resistance, LAR), która aktywowana jest w komórkach otaczających zainfekowane 

miejsce i systemową: systemiczną odporność indukowaną (ang. induced systemic resistance, 

ISR) oraz systemiczną odporność nabytą (ang. systemic acquired resistance, SAR) [Kiraly i in., 

2007; (Busby i in.; 2016]. Mechanizm odporności nabytej można podzielić na następujące 

etapy: rozpoznanie elicytorów przez komórki roślinne, przekazanie sygnału do oddalonych 
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organów roślinnych oraz ekspresja genów związanych z reakcjami obronnymi 

i odpornościowymi mając na celu ograniczenie wnikania mikroorganizmów do tkanek rośliny 

gospodarza [Henry i in., 2012]. Lokalna odporność nabyta prowadzi do systemicznej 

odporności nabytej. LAR stymuluje rośliny do produkcji białek PR, produkcji metabolitów 

wtórnych (szczególnie terpenów i fenylopropanoidów) oraz kwasu salicylowego (ang. salicylic 

acid, SA) [Costet i in., 1999]. Elicytorami aktywującymi ISR są wzorce molekularne związane 

z niepatogennymi mikroorganizmami (ang. microbe-associated molecular patterns MAMP). 

w ISR zaangażowane są szlaki sygnalne kwasu jasmonowego (ang. jasmonic acid, JA) oraz 

etylenu (ET) [Henry i in., 2012], natomiast nie zaobserwowano akumulacji kwasu salicylowego 

czy ekspresji białek PR [Vallad i Goodman, 2004].  

SAR aktywowana jest w oddalonych od miejsca infekcji organach roślinnych. Elicitorami SAR 

są: wzorce molekularne związane z patogenami (ang. pathogen-associated molecular patterns, 

PAMP), fragmenty ściany komórkowej roślin uwalniane w wyniku działania patogennych 

enzymów (ang. damage-associated molecular patterns, DAMP), elicitory chemiczne oraz 

zranienie. Natomiast mobilnymi cząsteczkami sygnalnymi SAR są: metylosalicylan (MeSA), 

kwas azelainowy i diterpenoid [Henry i in., 2012]. Rodzaj mobilnych cząsteczek sygnalnych 

uczestniczących w SAR jest determinowany gatunkiem rośliny oraz typem interakcji roślina 

gospodarza – mikroorganizm. Są odpowiedzialne za przekazywanie sygnału z miejsca infekcji 

do pozostałych organów, co prowadzi do akumulacji SA, a w konsekwencji do wzrostu 

ekspresji genów białek PR [Steven i Xinnian, 2012]. Mobilną cząsteczką sygnalną indukującą 

odporność jest metylosalicylan (MeSA) powstający z SA w wyniku działania enzymu 

metylotransferazy w zainfekowanych komórkach. Transport cząsteczkek MeSA z komórki do 

komórki odbywa się przez plasmodesmy, a do pozostałych organów roślinnych przez floem. 

Do powtórnego przekształcenia z MeSA do SA dochodzi przy udziale enzymu esterazy MeSA, 

co zapewnia odpowiedni poziom SA w komórkach [Muthamilarasan i Prasad, 2013; Steven 

i in., 2012]. SAR zapewnia roślinie większą odporność podczas kolejnych ataków patogenów. 

Dzięki tak wytworzonej pamięci immunologicznej, związanej z procesem przygotowania 

komórki (ang. priming), może zostać ona przekazana następnym generacjom. „Priming” 

zostaje aktywowany podczas akumulacji w komórce składników sygnalnych, uruchamianych 

jedynie w przypadku kolejnej infekcji patogenami. Przygotowanie komórek polega na 

akumulacji nieaktywnych MPK3 i MPK6 oraz NPR1 (zarówno mRNA jak i białek), które 

ulegną aktywacji dopiero po infekcji [Shah i Zeier, 2013]. Kwas salicylowy wpływa na 

modyfikację chromatyny: zmiany w metylacji i acetylacji DNA i histonów, a tym samym na 
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procesy związane z aktywacją genów zaangażowanych w mechanizm odporności. Lokalna 

infekcja może zmieniać status metylacji i acetylacji histonów, a w szczególności wpływać na 

sekwencje promotorów genów w tkankach systemicznych [Steven i in., 2012].  

 

1.6.3. Systemy obronne roślin 

Wzajemne oddziaływanie między systemami obronnymi roślin a ich tłumieniem przez 

patogeny zostało przedstawione jako „model zigzag” przez Jonesa i Dangla [2006]. Model ten 

sugeruje, że odpowiedzi immunologiczne roślin składają się z dwóch gałęzi. Pierwszą linią 

obrony u roślin jest rozpoznanie konserwatywnych cząsteczek charakterystycznych dla wielu 

drobnoustrojów. Te elicytory są również znane jako wzorce molekularne związane 

z drobnoustrojami lub patogenami (MAMP lub PAMP). MAMP są niezbędnymi strukturami 

dla drobnoustrojów dlatego też występują u patogenów, mikroorganizmów niepatogennych, 

jak i saprofitycznych. MAMP są rozpoznawane przez receptory rozpoznawania wzorców (ang. 

pattern recognition receptors, PRR), które są zlokalizowane na powierzchni komórek 

roślinnych; ta pierwsza faza indukcji obronnej nazywana jest odpornością wyzwalaną przez 

MAMP (ang. MAMP-triggered immunity, MTI) [Ausubel, 2005; Jones i Dangl, 2006]. Drugą 

linią obrony roślin jest bezpośrednie lub pośrednie rozpoznanie danego efektora poprzez zestaw 

produktów genów odporności roślin (R), co skutkuje odpornością wyzwalaną przez efektor 

(ang. effector-triggered immunity, ETI) [Jones i Dangl, 2006]. ETI jest na ogół przyspieszoną 

i wzmocnioną odpowiedzią MTI i jako taka jest skuteczną odpowiedzią obronną, która 

w większości przypadków prowadzi do śmierci komórki, znanej jako reakcja nadwrażliwości 

(ang. hypersensitive response, HR). HR obejmuje nagromadzenie się ROS, akumulację kwasu 

salicylowego oraz wzrost ekspresji genów zaangażowanych w szlaki biosyntezy 

fenylopropanoidów i terpenoidów [Costet i in., 1999] 

 

1.6.4. Białka PR 

Jak wspomniano wcześniej, podczas interakcji rośliny z patogenem aktywowany jest 

mechanizm indukcji ETI w roślinach, co prowadzi do akumulacji białek związanych 

z patogenezą [Mazumder, 2013]. Nagromadzenie PR zapobiega ponownym infekcjom, co 

skutkuje rozwojem SAR [Zhang i in., 2013]. Zostały one podzielone na podstawie masy 

molekularnej, właściwości biologicznych, sekwencji aminokwasowych na 17 rodzin [Kaur 

i in., 2017]. Białka te mają różnorodne funkcje, poczynając od wzmocnienia ściany 

komórkowej roślin, transdukcji sygnału i aktywności antymikrobiologicznej. W roślinach 

głównie występują chitynazy, glukazany i białka podobne do taumatyny [ (Farrakh i in., 2018]. 
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PR są małe (10-40 kDA), dzięki czemu mogą gromadzić się w przestrzeniach wewnątrz- 

i międzykomórkowych. Niektóre geny kodujące białka związane z patogenezą są uważane za 

geny sygnaturowe szlaków kwasu salicylowego i kwasu jasmonowego (ang. jasmonic asid, JA) 

w wielu roślinach uprawnych, w których patogeny biotroficzne aktywują szlak SA, a patogeny 

nekrotroficzne aktywują szlak JA [Ali i in., 2017]. Wiele PR ma działanie przeciwgrzybicze, 

co wynika m.in. z hydrolitycznego wpływu na ściany komórkowe [Zandvakili i in., 2017]. 

Niektóre PR, jak np. PR10 mogą działać jako RNazy, co sugeruje, że mogą degradować RNA 

grzybów podczas infekcji [Chen i in., 2013] 

1.6.5. Ściana komórkowa w odporności roślin  

Pierwszą, zewnętrzną barierę roślin przed infekcjami stanowi ściana komórkowa, 

zbudowana głównie z celulozy, pektyn, hemicelulozy i lignin; zawiera również białka 

strukturalne [Keegstra, 2010; Somerville i in., 2004]. Mikroorganizmy atakując roślinę 

wydzielają enzymy degradujące ścianę komórkową. W początkowym etapie dochodzi do 

degradacji pektyn poprzez działanie pektynaz, a w konsekwencji do rozluźnienia struktury 

ściany komórkowej i odsłonięcia pozostałych składników ściany, umożliwiając w ten sposób 

rozkład celulozy i hemicelulozy przez enzymy grzybowe. Poprzez działanie enzymów 

wydzielanych przez mikroorganizmy uwalniane są oligogalakturoniany, fragmenty pektyn 

pełniące rolę elicytorów, i tym aktywujące mechanizmy obronne roślin [ (Miedes i in., 2014]. 

1.6.6. Fitohormony w odporności roślin  

Fitohormony opisywane są jako cząsteczki niezbędne do prawidłowego rozwoju, 

wzrostu i przeżycia roślin, działają w niskich stężeniach jako cząsteczki sygnalne. Główne 

hormony produkowane przez rośliny to auksyny, gibereliny (GA), cytokininy (CK), kwas 

abscysynowy (ABA), etylen (ET), kwas salicylowy (SA), kwas jasmonowy (JA), 

brassinosteroidy (BR) i strigolaktony. Wśród nich wiadomo, że ABA, SA, JA i ET odgrywają 

główną rolę w pośredniczeniu w odpowiedzi obronnej roślin na patogeny i stresy abiotyczne 

[Bari i Jones, 2009; Nakashima i Yamaguchi-Shinozaki, 2013]. Zazwyczaj ABA odpowiada za 

obronę roślin przed stresami abiotycznymi, ponieważ wiadomo, że warunki środowiskowe, 

takie jak susza, zasolenie, zimno, stres cieplny i zranienia, powodują wzrost poziomów ABA 

[Lata i Prasad, 2011; Zhang i in., 2006]. Natomiast SA, JA i ET odgrywają główną rolę 

w odpowiedzi na warunki stresu biotycznego, ponieważ ich poziom wzrasta wraz z infekcją 

patogenem [Bari i Jones, 2009]. Jednak mechanizm reakcji na stres nie ogranicza się wyłącznie 

do tych hormonów. Badania dostarczyły istotnych dowodów na interakcje ABA, SA, JA i ET 

z auksynami, GA i CK w regulacji odpowiedzi obronnej roślin [Bari i Jones, 2009; Navarro 

i in., 2008; Nishiyama i in., 2013].  
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SA, JA i ET odgrywają znaczącą rolę w regulowaniu odpowiedzi obronnych roślin przed 

różnymi patogenami i szkodnikami [Bari i Jones, 2009]. SA bierze udział w aktywacji 

odpowiedzi obronnej przeciwko patogenom biotroficznym i hemibiotroficznym [Loake 

i Grant, 2007], podczas gdy JA i ET są odpowiedzialne za obronę przed patogenami 

nekrotroficznymi i owadami roślinożernymi [Wasternack i Hause, 2013; Gamalero i Glick, 

2012]. 

Synteza SA zachodzi w odpowiedzi na interakcję rośliny z patogenem. Gdy szlak SA zostanie 

aktywowany w miejscu infekcji, reakcja obronna jest często wyzwalana w dystalnych 

częściach rośliny w celu ochrony nieuszkodzonych tkanek. Ponadto wzrost poziomu SA 

w tkankach eksponowanych na patogen powoduje indukcję genów PR [van Loon i in., 2006]. 

Jednym z kluczowych elementów regulatorowych w zależnej od SA aktywacji genów PR jest 

NPR1 (ang. non-expressor of PR gene 1). Wiadomo, że SA reguluje deoligomeryzację NPR1 

do jego aktywnych form monomerycznych [Loake i Grant, 2007]. Wzrost poziomu JA 

w odpowiedzi na infekcję patogenem wyraźnie podkreśla jego udział w odpowiedzi obronnej 

roślin [Wasternack i Hause, 2013]. ET odgrywa różne role w odpowiedzi obronnej roślin [Bari 

i Jones, 2009; Gamalero i Glick, 2012]. W warunkach osmotycznych, takich jak wysokie 

zasolenie i susza, ABA stymuluje krótkoterminowe reakcje, takie jak zamykanie aparatów 

szparkowych, co skutkuje utrzymaniem równowagi wodnej [Busk i Pages, 1998] 

i długoterminowymi reakcjami wzrostu poprzez regulację genów reagujących na stres. 

Szlaki sygnałowe ABA, SA, JA i ET oddziałują między sobą w różnych punktach, jak 

chociażby produkcja czynników transkrypcyjnych reagujące na hormony w celu regulacji 

odpowiedzi obronnej roślin. Warto jednak zauważyć, że adaptacja całej rośliny 

i zrównoważony wzrost to kluczowe cechy właściwej odpowiedzi obronnej w warunkach 

stresowych. Dlatego interakcje ABA, SA, JA i ET z głównymi hormonami promującymi 

wzrost, tj. auksynami, giberelinami i cytokininami, odgrywa ważną rolę w pośredniczeniu 

w odpowiedzi na stres. Również reakcje obronne aktywowane w roślinach w odpowiedzi na 

różne stresy zależą od rodzaju interakcji między szlakami sygnalizacji hormonalnej, a nie 

wyłącznie od indywidualnego wkładu każdego hormonu. Szlaki sygnałowe SA i JA przecinają 

się w różnych punktach, ponieważ SA i JA antagonistycznie regulują odpowiedzi na stres 

biotyczny [Bari i Jones, 2009; Spoel i in., 2003]. Chociaż większość badań dowodzi 

antagonistycznej interakcji między SA i JA, to przy niskich stężeniach SA-JA i jednoczesnej 

indukcji obu mechanizmów obronnych obserwowano interakcje synergistyczne [Li i in., 2004; 

Peterson i in., 2000]. W przeciwieństwie do, w dużej mierze antagonistycznych funkcji SA i JA, 
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JA i ET działają synergistycznie w regulacji genów związanych z obroną po zakażeniu 

patogenem. Zarówno szlaki JA, jak i ET wykazują synergię w rozwoju włośników i odporności 

na nekrotrofy [Zhu i in., 2011]. Dodatnia interakcja JA-ET powoduje indukcję genów 

kodujących inhibitory proteinazy w odpowiedzi na zranienie pomidora [O'Donnell i in., 1996]. 

Podobnie zarówno JA, jak i ET są wymagane do jednoczesnej aktywacji genów PR [ (Lorenzo 

i in., 2003]. Auksyny są odpowiedzialne za regulację rozwoju roślin. Wiążą się z etylenem 

w celu regulacji rozwoju korzeni i architektury, co jest kluczowym aspektem tolerancji na suszę 

i zasolenie [Kohli i in., 2013]. Ujemna regulacja tworzenia korzeni bocznych i dodatnia 

regulacja tworzenia korzeni przybyszowych przez etylen poprzez modulację transportu 

auksyny stanowi kolejny przykład interakcji auksyny-etylenu w modyfikacji architektury 

korzenia [Negi i in., 2010]. Cytokininy są również znane z interakcji z kaskadą sygnalizacyjną 

SA w celu regulacji mechanizmów obronnych roślin. Wykazano zwiększoną odporność na 

infekcję hemibiotroficznych patogenów [Reusche i in., 2013] 

1.7. Rola i znaczenie grzybów endofitycznych 

Mikroorganizmy endofityczne promują wzrost roślin i zapewniają ochronę przed 

szkodnikami i patogenami poprzez różne mechanizmy [Busby, i in. 2016a; 2016b; Fessel i 

Zuccaro]. Endofity wytwarzają i wydzielają wtórne metabolity, które zmniejszają negatywne 

skutki patogenów roślin, w tym związki lotne, które są w stanie powstrzymać wzrost 

patogenów [Kottb i in., 2015]. Inne endofity chronią swoją roślinę żywicielską poprzez 

indukowanie mechanizmów obronnych roślin [Shoresh i in., 2010], co można osiągnąć przez 

ogólnoustrojową odporność nabytą (SAR) lub indukowaną odporność systemiczną (ISR) 

[Busby i in., 2016b; Suárez-Estrella i in., 2013]. Przykładem mechanizmu obronnego 

indukowanego przez żywiciela jest P. indica, indukujący odpowiedź obronną zależną od JA 

u A. thaliana poprzez koinokulację patogenem [Stein i in., 2008]. Niektóre endofity mogą 

demonstrować swój potencjał jako czynnik biokontroli poprzez wydzielanie związków 

przeciwgrzybiczych i przeciwbakteryjnych, hamując w ten sposób współzawodnictwo 

patogenów. Endofity również bezpośrednio konkurują z patogenami gospodarza o przestrzeń 

i składniki odżywcze [Alabouvette i in., 2009]. Dolistna aplikacja wyjałowionych liści 

Theobroma cacao mieszanką endofitów hamuje rozwój nekrozą wywoływanych przez 

Phytophthora sp. [Arnold i inni, 2003]. Mechanizm obronny aktywowany został 

w inokulowanych liściach i nie mogł być łatwo skorelowany z interakcjami endofitów in vitro, 

co sugeruje, że złożone interakcje międzygatunkowe (takie jak konkurencja i wzajemny 

antagonizm) mogą odgrywać ważną rolę w pośredniczeniu w wynikach obrony gospodarza. 
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Oprócz bezpośredniej ochrony roślin gospodarza przed patogenami, endofity mają też 

właściwości promujące wzrost roślin. Endofity te nie tylko dostarczają składników 

odżywczych, takich jak azot, fosfor i żelazo, ale mogą ułatwiać wzrost i rozwój roślin poprzez 

stymulację wzrostu [Saleem i in., 2007]. Związane z korzeniami mikroorganizmy mogą 

wytwarzać związki chemiczne, które wpływają na wzrost i rozwój roślin. Należą do nich 

hormony roślinne kwas indolo-3-octowy (IAA), gibereliny i cytokininy [Nadeem i in., 2016]. 

Endofity mogą również modulować hormony roślinne, takie jak auksyna, cytokinina, etylen 

i giberelina oraz wytwarzać inne związki bioaktywne [Joseph i Priya, 2011].  

Endofity zapewniają gospodarzom korzystne właściwości biologiczne, takie jak odstraszanie 

drobnoustrojów chorobotwórczych, owadów i innych roślinożerców, a także dostarczają 

stymulatorów wzrostu i rozwoju roślin [Sudha i in., 2016]. Ponieważ patogeny roślin 

i szkodniki są dobrze poznanymi czynnikami limitującymi plony o około 30 do 50% rocznie 

[Mousa i Raizada, 2013], endofity, których korzystne właściwości mogą poprawić kondycję 

roślin i plony przy jednoczesnym zachowaniu jakości i bezpieczeństwa, stanowią godną uwagi 

drogę w przeciwdziałaniu utraty plonów. Endofity mogą łagodzić abiotyczne i biotyczne 

czynniki stresogenne, takie jak susza, zasolenie, metale ciężkie i inne toksyczne związki 

wprowadzane przez środowisko, powódź, ekstremalne temperatury, drapieżniki i patogeny [Su 

i in., 2021]. 

Susza jest jednym z istotnych stresów zmniejszających plony i bezpośrednio 

zagrażającym osiągnięciu bezpieczeństwa żywnościowego w krajach rozwijających się. 

u roślin wyzwalany jest szereg reakcji fizjologicznych i biochemicznych w warunkach suszy, 

takich jak zamknięcie aparatów szparkowych, wzmożone oddychanie, zahamowanie wzrostu 

i fotosyntezy. Rola endofitów w zapewnianiu tolerancję na stres suszy poprzez regulację genów 

indukowanych stresem odnotowano u ogórka [Waqas i in., 2012], kukurydzy [Guler i in., 2016; 

Hosseini i in., 2019], ryżu [Pandey i in., 2016], pomidora [Valli i Muthukumar, 2018], pszenicy 

[Ripa i in., 2019] i trzciny cukrowej [Vargas i in., 2014]. Łagodzenie stresu suszy na skutek 

działania endofitów może być wynikiem wzrostu enzymów antyoksydacyjnych, związków 

bioaktywnych, zawartości chlorofilu, zawartości karotenoidów i fluorescencji chlorofilu. 

Grzyb P. indica, stymuluje wzrost rośliny, zwiększa zawartość chlorofilu i wspomaga 

kształtowanie ziaren w warunkach suszy. Endofit ten jest jednym z mikroorganizmów, który 

wspomaga tolerancję na suszę u pszenicy [Ripa i in., 2019]. Badano również grzyby z rodzaju 

Fusarium, Trichoderma, Penicillium, Aspergillus, Alternaria pod kątem wpływu na wzrost 

roślin i ich tolerancję na stres. Większość z nich zwiększała tolerancję pszenicy na suszę. 
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Udowodniono, że rośliny związane z grzybami endofitycznymi (np. ryż czy pomidor) 

potrzebują znacznie mniej wody do produkcji biomasy niż rośliny nie wchodzące w interakcje 

symbiotyczne. Związane jest to z zwiększoną akumulacją substancji rozpuszczonych 

w tkankach roślin, w których bytują endofity w porównaniu z roślinami pozbawionymi 

endofitów, spowolnieniem strumienia transpiracyjnego lub tworzeniem się grubszej kutykuli 

[Ripa i in., 2019]  

Zasolenie to kolejny istotny stres abiotyczny ograniczający wzrost i produktywność 

roślin na całym świecie. Tolerancja na stres solny jest związana z aktywacją enzymów 

antyoksydacyjnych, tj. ROS, w tym glutationu, askorbinianu i tokoferolu oraz enzymów 

dysmutazy ponadtlenkowej (ang. superoxide dismutase, SOD), katalaz (ang. catalase, CAT), 

peroksydaz zależnych od askorbinianu lub tiolu (ang. ascorbate- or thiol-dependent 

peroxidase, APX), reduktazy glutationowej (ang. glutathione reductase, GR), reduktazy 

dehydroaskorbinianowe (ang. dehydroascorbate reductase, DHAR) i reduktazy 

mondehydroaskorbinianowe (ang. mono-dehydroascorbate reductase, MDHAR) [Rouhier 

i in., 2008]. Enzymy te są zaangażowane w usuwanie ROS bezpośrednio (SOD, CAT i APX) 

lub pośrednio poprzez odbudowę askorbinianu i glutationu w komórce. Na przykład grzyb 

P. indica zwiększa produkcję biomasy roślin w warunkach stresu solnego poprzez 

intensyfikację ich zdolności antyoksydacyjnych, zmianę składu kwasów tłuszczowych, 

aktywację peroksydazy lipidowej, reduktazy dehydroaskorbonianowej, katalazy i akumulację 

enzymów reduktazy glutationowej w jęczmieniu [Baltruschat i in., 2008]. Według Murphy i in. 

[2018] szczep LHL08 gatunku z rodzaju Exopiala wyizolowanego z korzenia ogórka, nadaje 

roślinom ryżu tolerancję na zasolenie i stres suszy u ryżu. Wzrost tolerancji ryżu na zasolenie 

zaobserwowano również w wyniku inokulacji gatunkami P. indica oraz S.vermifera, 

a najlepsze efekty obserwowano w obecności obu tych grzybów [Franken, 2012]. Ponadto 

u ryżu zaobserwowano stymulację wzrostu roślin, długości korzeni oraz większą akumulacją 

osmolitów po traktowaniu roślin endofitycznym szczepu FcRed1 grzyba Fusarium culmorum 

[Egamberdieva i in., 2017; Ma i in., 2019]. Odnotowano, że obecność endofitycznych grzybów 

w roślinie może zmniejszać też poziom proliny, który wzrasta w roślinie w warunkach stresu 

solnego [Abdelaziz i in., 2019]. Zmniejszanie cytoplazmatycznego stresu osmotycznego 

spowodowanego wzrostem stężenia soli w ryzosferze jest kontrolowany przez ABA [Cao i in., 

2014]. 

Grzyby endofityczne mogą pośredniczyć w regulacji szkodliwego wpływu wysokiej 

temperatury na roślinę poprzez regulację lub modyfikację aktywności fizjologicznej, 
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biochemicznej i metabolicznej roślin w zależności od ich biologii, stadium rozwojowego 

i odmiany rośliny gospodarza. Prowadzono badania dotyczące interakcji endofitów z roślinami 

gospodarzami w warunkach stresu wysokiej temperatury oraz ich roli w aklimatyzacji roślin do 

środowiska i tolerancji stresu [Lata i in., 2018]. Badania Ali i in. [2018] wykazały, że inokulacja 

roślin ogórka termofilnym endofitem z rodzaju Thermomyces zmniejszała niekorzystne skutki 

stresu termicznego, utrzymując maksymalną wydajność fotosystemu II, szybkość fotosyntezy 

i efektywność wykorzystania wody. Ponadto traktowanie roślin Thermomyces sp. powodowało 

znaczną akumulację cukrów, flawonoidów, saponin, rozpuszczalnych białek i zwiększenie 

aktywności enzymu antyoksydacyjnego w warunkach stresowych wysokiej temperatury. 

Zaobserwowano, że korzenie roślin ogórka traktowane grzybami z rodzaju Thermomyces były 

dłuższe w porównaniu do korzeni nietraktowanych roślin. Wzrost korzeni jest istotną cechą 

adaptacyjną w ekosystemach pustynnych; rośliny poddane stresowi termicznemu zwiększają 

przewodnictwo szparkowe, a tym samym wskaźnik transpiracji. Termofilne grzyby 

zapobiegają nadmiernej utracie wody z rośliny poprzez zamykanie aparatów szparkowych jako 

fizjologiczno-adaptacyjna strategia oszczędzania wody przed dalszymi uszkodzeniami 

spowodowanymi stresem temperaturowym [Ali i in., 2018].  

Zanieczyszczenia metalami ciężkimi są poważnym problemem w krajach rozwijających 

się. Akumulacja metali ciężkich w roślinach poprzez glebę i wodę hamuje ich wzrost ale może 

stanowić zagrożenie dla życia i zdrowia ludzi oraz zwierząt. Stąd bioremediacja i augumentacja 

z udziałem mikroorganizmów ma kluczowe znaczenie. W tym kontekście, interakcje 

symbiotyczne roślin z endofitami wzmacniają aktywność enzymów antyoksydacyjnych 

poprzez pobieranie metali ciężkich z gleby, a następnie ich detoksykację i transport 

prowadzony w wyniku aktywację genów: ZYP, PCS i MTP [Ma i in., 2016; Wang i in., 2016b]. 

Wykazano że grzyby endofityczne z rodzaju Penicillium, Mucor, Alternaria, Microsphaeropsis 

mogą łagodzić niekorzystne skutki stresu metalami ciężkimi u roślin. Stwierdzono, że endofity 

biorą udział w biosorpcji kadmu [Xiao i in., 2010], miedzi [Li i in., 2012] oraz chlorku sodu 

[Khan i in., 2013] i w ten sposób stabilizują negatywny wpływ metali ciężkich [Khan i in., 

2013]. Zahoor i in. [2017] wyizolowali i przebadali niektóre endofity, hodując je na glebach 

skażonych metalami ciężkimi (chromem, kobaltem, miedzią, manganem i cynkiem). 

Zaobserwowano, że niektóre szczepy z rodzaju Mucor (szczep MHR-7) hodowane na glebach 

skażonych metalami ciężkimi (chromem, kobaltem, miedzią, manganem i cynkiem) mają 

zdolność do tolerancji ich toksyczności. Natomiast traktowanie roślin pszenicy rosnących 

w glebie skażonej metalami ciężkimi, grzybem P. roqueforti przyczyniło się do ograniczenia 
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przenoszenia metali ciężkich z gleby do roślin [Malik i in., 2020]. Ponadto rośliny pszenicy 

były wyższe, zaobserwowano również niskie stężenie metali ciężkich w pędzie i korzeniach. 

1.7.1. Zastosowanie grzybów endofitycznych w integrowanej ochronie roślin. 

Nadrzędnym celem produkcji roślinnej jest uzyskanie jak najwyższych plonów. Należy 

jednak mieć na uwadze wpływ produkcji na środowisko naturalne. Podejściem, które można 

wykorzystać do rozwiązania problemów z chwastami, szkodnikami i patogenami jest 

zintegrowana ochrona roślin (ang. integrated pest management, IPM) [Mrówczyński, 2013]. 

Strategia ta koncentruje się na długoterminowym zapobieganiu występowania 

szkodników/patogenów i ograniczaniu wywoływanych przez nie szkód i chorób poprzez 

połączenie kontroli biologicznej, modyfikacji praktyk agronomicznych i stosowanie odpornych 

odmian. Pestycydy są stosowane tylko wtedy, gdy wymaga tego potrzeba, zgodnie z ustalonymi 

wytycznymi. Środki do zwalczania szkodników i patogenów są wybierane i stosowane 

w sposób minimalizujący ryzyko dla zdrowia ludzkiego, mikroorganizmów pożytecznych 

[Jamiołkowska i in., 2017]. W Polsce od 1 stycznia 2014 roku obowiązuje przestrzeganie zasad 

IPM, zgodnie z rozporządzeniem Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi, przez wszystkich 

profesjonalnych użytkowników. Rozporządzenie to oparte jest na Rozporządzeniu nr 

1107/2009 oraz art. 14 dyrektywy Parlamentu Europejskiego i Rady Wspólnoty Europejskiej 

nr 2009/128/WE z dnia 21 października 2009. W myśl tej dyrektywy przez „użytkownik 

profesjonalny” rozumie się każdą osobę, która stosuje pestycydy w toku swej działalności 

zawodowej [Ministerstwo Rolnictwa i Rozwoju Wsi, 2021]. Regulacje prawne nakazują 

powszechne stosowanie metod integrowanych, gdzie pierwszeństwo mają metody mechaniczne 

i biologiczne.  

1.7.2. Biologiczna kontrola 

Rozwój odporności szkodników i patogenów na pestycydy/środki agrochemiczne 

wymaga bardziej zrównoważonych rozwiązań, najlepiej zarządzania środowiskiem 

pestycydowym przy użyciu środków kontroli biologicznej [Baron i Rigobelo, 2021]. Kontrola 

biologiczna definiowana jest jako zmniejszenie populacji patogenów lub czynników 

warunkujących chorobę przez organizm, który nie jest człowiekiem ani rośliną [Cook i Baker, 

1983]. Jest również określana jako próba przeniesienia powszechnego zjawiska z natury do 

systemów rolniczych, z wykorzystaniem naturalnych i ustalonych zależności [Mathre i in., 

1999]. Biopestycydy muszą spełnić kilka wymogów, takich jak np.: nieszkodliwość dla roślin, 

ludzi i zwierząt, skuteczność w kontroli patogenów, bardzo dobra przeżywalność 

w niesprzyjających warunkach środowiskowych, są ekonomicznie opłacalne [Jatala i in., 1981; 



25 
 

De Souza i in., 2015]. Z uwagi na rolę jaką grzyby endofityczne mogą pełnić w roślinie, co 

zostało opisane w rozdziale 1.7., mikroorganizmy te mają potencjał do wykorzystania 

w biologicznej ochronie roślin [Mane i in., 2018; Grabka i in., 2022]. Endofity poprawiają 

kondycję roślin poprzez stymulację wzrostu i rozwoju oraz plonowania roślin uprawnych, ale 

też poprzez bezpośrednie antagonistyczne oddziaływania z ich patogenami, wykorzystując 

procesy konkurencji, antybiozy czy mykopasożytnictwa [Lugtenberg i in., 2016; Daguerre i in., 

2017; Murphy i in., 2018; Singh i in., 2021, Sansawal i in., 2017; Bamisile i in., 2018]. Grzyby 

z rodzaju Aspergillus, Colletotrichum, Fusarium, Petriella, Piriformospora, Trichoderma, 

Epicoccum, Epichloë itp. to tylko niektóre przykłady zdolne do uruchomienia odporności na 

stres biotyczny, jednocześnie stymulujące wzrost rośliny gospodarza [Sallam i in., 2021; 

Gonzalez i in., 2020; Rojas i in., 2020]. Grzyby te bytują w roślinach uprawnych nie wywołując 

symptomów chorobowych, więc mogą być uważane za potencjalne środki kontroli biologicznej 

(ang. biological control agent, BCA) [Adeleke i in., 2022]. Grzyby z rodzaju Epichloë 

zapewniają odporność roślinie gospodarzowi oraz zwalczają owady roślinożerne [Laihonen 

i in., 2022]. Piriformospora indica – grzyb kolonizujący korzenie roślin kserofitycznych, 

najczęściej pszenicy, ryżu, kukurydzy, jęczmienia [Arora i in., 2022] – przyspiesza produkcję 

fitoaleksyn, aktywację askorbinianu glutationu (enzymu obrony antyoksydacyjnej) [Waller 

i in., 2005]. Badania wykazały, że grzyb P. indica zmniejsza występowanie chorób tj. 

mączniaka, mozaikowatość liści czy zwalcza nicienie [Waller i in., 2005]. Grzyby w rodzaju 

Trichoderma kolonizują korzenie oraz części nadziemne roślin wielu roślin uprawnych, takich 

jak soja, pszenica, kukurydza czy pomidor, wykazując przy tym działanie antagonistyczne 

wobec wielu patogenów grzybowych [Rai i in., 2016; Kumar i in., 2012]. Niektóre szczepy 

grzybów Trichoderma, głównie z gatunku T. harzianum, T. koningii, T. atroviride, T. virens, 

T. reesei i T. citrinoviride zostały opisane jako te mające potencjał do kontroli biologicznej 

[Singh i in., 2021]. Nuangmek i in. [2021] odkryli szczep T. phayaoense, który dzięki swoim 

właściwościom mykopasożytniczym i przeciwgrzybiczym przeciwko patogenom grzybowym 

redukował ponad 90% grzybni. Doniesiono również, że szczepy T. botryosum, 

T. caeruloviride, T. lentissimum i T. pseudopyramidale wyizolowane z dzikiej kawy w Afryce 

dzięki właściwościom mykopasożytniczym zapewniają biologiczną ochronę uprawom [ (Del 

Carmen i in., 2021]. Dodatkowo grzyby te mogą produkować fitohormony (kwas indolo-3-

octowy (IAA) lub analogi auksyn, kwas abscysynowy i gibereliny) [Basińska-Barczak, 2021] 

siderofory i inne substancje promujące wzrost roślin (6-pentyloapiron, cyklonerodiol, 

harzianolid i koningininy) wzbogacając mykoflorę gleby [El Enshasy i in., 2020; Keswani i in., 

2022]. Innym grzybem endofitycznym występującym w glebie oraz wielu roślinach uprawnych 
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jest Myrothecium verrucaria uważany za naturalny mykoherbicyd za względu na produkcję 

fitoaleksyn i enzymów litycznych [Clarke i in., 2007]. Grzyb Purpureocillium lilacinum może 

kolonizować nicienie korzeniowe (Meloidogyne spp), a tym samym niszczyć samice, ich jaja 

i cysty [Sharma i in., 2020]. Wykorzystuje również mechanizm antybiozy przeciwko grzybom 

S. sclerotiorum, antagonizując je, wytwarzając i wydzielając enzymy zewnątrzkomórkowe, 

które hamują rozwój czynnika białej pleśni in vitro [Elsherbiny i in., 2019]. Filtraty kultury 

grzybowej i ekstrakt z ściany komórkowej Piriformospora indica ograniczały infekcję 

Heterodera schachtii u Arabidopsis [Daneshkhah i in., 2013]. Podobnie grzyby Aureubasidium 

pullulans i Candida orthopsilosis wyizolowane z rośliny tekowej mogą pomagać w walce 

z chorobami wywoływanymi przez grzyby z rodzaju Aspergillus w uprawach cytrusów 

[Sukmawati i in., 2021]. Inną grupą wyróżniających się endofitów są niepatogenne szczepy 

patogenów roślinnych. Fusarium oxysporum może wchodzić w interakcję z roślinami jako 

patogen, powodując gnicie lub więdnięcie korzeni. Jednak niektóre szczepy F. oxysporum 

mogą kolonizować rośliny jako endofity i chronić je przed chorobami grzybowymi 

wywoływanymi np. przez Pythium ultimum i Verticillium dahliae [De Lamo i Takken, 2020]. 

Fusarium oxysporum może również konkurować o składniki odżywcze korzeni co hamuje 

rozwój patogenów roślin grzybiczych [De Lamo i Takken, 2020; Fadiji i Babalola, 2020]. 

Antagonistyczne działanie grzybów endofitycznych sprzężone jest z syntezą związków 

bioaktywnych biorących udział w systemach obronnych [Rustamova i in., 2022], takich jak np. 

metabolity przeciwdrobnoustrojowe, przeciwgrzybicze i przeciwwirusowe, perfumoid, 

fomoenamid, dwusiarczek dimetylu, dibenzofuran, metanotiol, ketony, enzymy rozkładające b-

1,3-glukan, b-1,4-glukan i b-glukozyd, chityna i β-glukany, β-1,3-glukanazy, chitynaza, 

celuloza, proteaza, enzymy hydrolizujące, fumonizyna, beuwerycyna itp., które przyczyniają 

się do zwalczania patogenów. Badania Sarrocco i Vannacci, [2018] wykazały potencjał 

nietoksycznych szczepów Aspergillus flavus w zwalczaniu mykotoksycznego Aspergillus 

w zbożach. Strategia unikania zanieczyszczenia aflatoksynami jeszcze przed zbiorami 

obejmuje wprowadzenie niepatogennych szczepów A. flavus w celu konkurowania i tłumienia 

toksycznych szczepów z rodzaju Aspergillus [Sarrocco i Vannacci, 2018]. Inne środki 

biokontroli były podobnie stosowane do kontrolowania toksycznych szczepów grzybów 

z rodzaju Fusarium w kukurydzy [Sarrocco i Vannacci, 2018; Sarrocco i in., 2019].  

1.7.2.1. Komercyjne wykorzystanie grzybów endofitycznych w biokontroli 

Rozwój badań nad wykorzystaniem endofitów w biologicznej ochronie roślin 

doprowadził do opracowania biopreparatów na bazie tych mikroorganizmów i wdrożenia ich 

do przemysłu. Stały się one alternatywą dla chemicznych pestycydów [ (Le Cocq i in., 2017]. 
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Na rynku dostępne są następujące preparaty zawierające grzyby endofityczne: BioEnsureR-

Corn i BioEnsureR-Rice, które według informacji producenta mogą zwiększyć plony nawet 

o 80% w warunkach suszy i innych warunkach stresowych. Produkty te są w postaci płynnej, 

aplikowane na nasiona przed siewem. Wchodzą w symbiotyczną interakcję z nasionami jeszcze 

przed kiełkowaniem i wspomagają wzrost i rozwój roślin. Kolejnymi przykładami są preparaty, 

w skład których wchodzą grzyby z rodzaju Epichloë. Popularne są zwłaszcza w Australii, 

Nowej Zelandii, Stanach Zjednoczonych i Ameryce Południowej [Young i in., 2013; Johnson 

i in., 2013]. Stosowane są w celu zwiększenia odporności na stresy biotyczne i abiotyczne. 

Grzyby z rodzaju Trichoderma mogą być w tym samym czasie antagonistą patogena ale też 

symbiontem [Lorito i in., 2010]. Ze względu na te właściwości są tak szeroko wykorzystywane 

w preparatach. Szeroko rozpowszechnione, szczególnie w Azji, są także preparaty zawierające 

grzyby z rodzaju Trichoderma [Kumar i in., 2014; Cumagun, 2012]. Producentami preparatów 

są głównie firmy z Wietnamu, Stanów Zjednoczonych, Izraela, ale też Francji, Belgii, Danii, 

a także Polski. Polskim preparatem jest noszący nazwę Bip T, w skład którego wchodzi T.viride 

[Cumagun, 2012].  

1.8. Grzyby endofityczne w pszenicy 

Gatunki grzybów endofitycznych występujące w roślinach, jak już wcześniej wspomniano 

mogą być symbiontami lub patogenami, jednak rodzaj interakcji może mieć charakter czasowy 

i zmieniać się zależnie od warunków środowiskowych [Hardoim i in., 2015; Malcolm i in., 

2013]. Coraz więcej badań sugeruje wpływ stresów biotycznych i abiotycznych, genotypu 

rośliny gospodarza, organu roślinnego na funkcje grzybów endofitycznych [Schulz i Boyle, 

2005]. Aczkolwiek ekologiczna rola endofitów grzybowych w pszenicy jest nadal słabo 

poznana. Badania dotyczące rozmieszczenia i interakcji endofitów w pszenicy skupiały się 

głównie na grzybach z rodzaju Epichloë i Neothypodium [Card i in., 2014]. Brak jest jednak 

dostatecznej wiedzy na temat ekologicznej roli większości gatunków endofitycznych innych 

niż grzyby z rodzaju Epichloë i Neothypodium. Niemniej jednak udokumentowano 

występowanie endofitów w pszenicy, a także rozpoznano ich różne funkcje w roślinie, od 

symbiotycznych przez saprofityczne, po utajone patogeny. Do grzybów uważanych za 

patogenne zalicza się głównie gatunki z rodzajów Fusarium, Botritis, Septoria, Sclerotinia, 

Rhizoctonia, Pyrenophora, Penicillium, Microdochium czy Epicoccum [Comby i in., 2016; 

Comby i in., 2017; Taheri i in., 2016; Al-Sadi, 2021]. Natomiast grzyby mające symbiotyczny 

charakter lub korzystny wpływ na wzrost i rozwój pszenicy lub antagonistyczne działanie 

wobec jej patogenów, to grzyby z rodzaju Trichoderma i Clonostachys, czy Chaetomium 
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globosum [Vujanovic i in., 2012; Istifadah i McGee, 2006; Roberti i in., 2008]. Istnieją opinie, 

że gatunki powszechnie uważane za patogeny czy saprofity roślin, w tkankach pszenicy mogą 

pełnić zupełnie inną rolę. Podstawą poznania funkcji grzybów endofitycznych zasiedlających 

tkanki pszenicy jest określenie ich interakcji z rośliną, jak również interakcji z innymi 

mikroorganizmami w niej występującymi. Drugim, również ważnym kryterium jest 

rozpoznanie strategii „rekrutacji” mikroorganizmów i umożliwienie zasiedlenia swoich tkanek 

przez roślinę gospodarza.  

Obecna wiedza na temat grzybów endofitycznych w pszenicy opiera się na badaniach 

prowadzonych w wąskim zakresie warunków doświadczalnych, w tym genotypów pszenicy, 

organów roślinnych, stadium rozwoju rośliny czy warunków środowiskowych. Comby i in. 

[2016] analizowali społeczność grzybów bytujących w organach dwóch odmian pszenicy 

w zależności od genotypu rośliny gospodarza, typu organu roślinnego (korzeń i organy 

naziemne) czy stadium rozwojowego rośliny. Ich wyniki wskazują na dużą bioróżnorodność 

grzybów bytujących w pszenicy, z endofitami i patogenami występującymi w badanych 

organach roślinnych. Wykazali wpływ organu i stadium rozwojowego na różnice społeczności 

grzybów w pszenicy. Larran i in. [2002] analizowali bioróżnorodność grzybów bytujących 

w liściach trzech odmian pszenicy. Wykazali oni wpływ stadium rozwojowego czy interakcji 

mikroorganizm-mikroorganizm na społeczność grzybów występujących w liściach. Późniejsze 

badania tego zespołu [ (Larran i in., 2007] skupiły się na analizie składu grzybów 

endofitycznych w organach roślinnych (liście, łodygi, plewy i ziarna) pięciu odmian pszenicy 

zwyczajnej w pięciu fazach wzrostu. Wykazali oni zależność między organami roślinnymi, fazą 

wzrostu pszenicy czy genotypu a zmianami w społeczności grzybów.  

Badania te opierały się jednak na metodach zależnych od hodowli, co wykluczało identyfikację 

gatunków biotroficznych i wolnorosnące, faworyzujących natomiast gatunki szybkorosnące 

[Alkan i in., 2021; Mahoney i in., 2017]. Rozwój technologii wysokoprzepustowych stworzył 

możliwość badań bioróżnorodności grzybów, także obligatoryjnych grzybów endofitycznych 

[Nicolaisen i in. 2014; Karlsson i in., 2014; Schlatter i in., 2019, Rossmann i in., 2020]. Metoda 

ta, pozwala jednak na klasyfikację grzybów endofitycznych do poziomu taksonomicznego 

jakim jest rodzaj [Toju i in., 2018]. Aby uzyskać kompletną wiedzę na temat mykobiomu 

endosfery roślin pszenicy należałoby zastosować zarówno metody wymagające hodowli jak 

i niezależne od hodowli. Poznanie funkcji endofitów jest jednak możliwe poprzez 

wyizolowanie go z tkanek roślinnych i dysponowanie jego kulturą na podłożach 

laboratoryjnych. Ważna jest klasyfikacja taksonomiczna do poziomu gatunku i określenie 
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właściwości danego szczepu w warunkach in vitro. Podejściem umożliwiającym rozpoznanie 

funkcji endofitu jest poddanie go interakcjom z roślinami pszenicy. W związku 

z niedostateczną wiedzą w tym temacie podjęto próbę charakterystyki grzybów endofitycznych 

bytujących w tkankach pszenicy. W oparciu o obecną wiedzę i badania wstępne [realizowane 

w ramach pracy magisterskiej, pt: Grzyby endofityczne zasiedlające pszenicę zwyczajną 

(Triticum aestivum L.) pod promotorstwem dr hab. Lidii Błaszczyk] sformułowano hipotezy 

i cele pracy doktorskiej.  
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II. HIPOTEZA 
 

W pracy weryfikowano następujące hipotezy badawcze:  

1) Skład gatunkowy grzybów zasiedlających endosferę pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum 

L.) zależy od genotypu rośliny gospodarza, organu roślinnego i warunków uprawy. 

2) Grzyby endofityczne pszenicy mają zdolność zarówno do horyzontalnej jak i wertykalnej 

transmisji w tkankach roślin.  

3) Zmiany w składzie gatunkowym grzybów endofitycznych pszenicy mają wpływ na ekspresję 

jej genów. 

 

III. CEL PRACY 
 

Celem pracy doktorskiej było poznanie struktury i czynników determinujących skład 

gatunkowy grzybów zasiedlających endosferę pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum L.) oraz 

zbadanie wpływu zmian zachodzących w mykobiomie endosfery pszenicy na ekspresję 

wybranych genów roślinnych.  

Aby osiągnąć cel główny pracy, sformułowano następujące cele szczegółowe: 

1) Określenie różnorodności i zmian w składzie społeczności grzybów wyizolowanych 

z endosfery roślin, uwarunkowanych odmianą i formą pszenicy, częścią rośliny 

i warunkami wzrostu. 

2) Określenie sposobu przenoszenia się grzybów endofitycznych. 

3) Zbadanie oddziaływań wyizolowanych grzybów endofitycznych na podstawie testów 

in vitro 

4) Określenie wpływu grzybów endofitycznych na ekspresję wybranych genów pszenicy. 
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IV. MATERIAŁ i METODY 

 4.1. Materiał roślinny 

Materiał roślinny stanowiły dwie formy pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum L.), 

jara – odmiany: Arabella, Bombona, Kandela, Rospuda i Rusałka oraz ozima – odmiany: 

Arkadia, Bamberka, Euforia, Legenda, Ostroga.  

Ziarno pszenicy odmian Arkadia, Ostroga, Arabella, Bombona, Kandela uzyskano 

dzięki uprzejmości Danko, Hodowla Roślin Sp. z o.o. w Choryni. Ziarno pszenicy odmian 

Bamberka, Euforia, Rospuda i Rusałka uzyskano dzięki uprzejmości Hodowli Roślin 

Strzelce Grupa IHAR. Ziarno pszenicy odmiany Legenda uzyskano dzięki uprzejmości 

Poznańskiej Hodowli Roślin. Odmiany te zostały wybrane z uwagi na powszechne 

stosowanie ich w rolnictwie oraz według Centralnego Ośrodka Badań Odmian Roślin 

Uprawnych charakteryzują się umiarkowaną odpornością na choroby grzybowe (Tabela 1). 

ARABELLA – odmiana pszenicy zwyczajnej, formy jarej, wpisana do Krajowego 

Rejestru w 2011 roku. Znajduje się w grupie a – jest jakościową odmianą chlebową. 

Cechuje się wysoką zawartością białka i glutenu, a także dobrą odpornością na wyleganie. 

Charakteryzuje się dobrą (w skali 9o) odpornością na choroby grzybowe [DANKO Hodowla 

Roślin Sp. z o.o., 2021].  

BOMBONA – odmiana pszenicy zwyczajnej, formy jarej, wpisana do Krajowego 

Rejestru w 2005 roku. Dzięki wysokim wartościom technologicznym i parametrom 

wypiekowym mąki zaliczana jest do elitarnej odmiany chlebowej (E). Charakteryzuje się 

również wysoką zawartością białka oraz glutenu, a także cechuje się dobrą odpornością na 

choroby grzybowe. [DANKO Hodowla Roślin Sp. z o.o., 2021]  

KANDELA – odmiana pszenicy zwyczajnej, formy jarej, wpisana do Krajowego 

Rejestru w 2010 roku. Została zakwalifikowana jako jakościowa odmiana chlebowa (grupa 

A). Rośliny są średniej wielkości, wykazują małą odporność na wyleganie. Odmiana 

charakteryzuje się dużą odpornością na choroby powodowane przez mączniaka 

prawdziwego oraz rdzę brunatną, średnią odpornością na brunatną plamistość liści, 

septoriozę liści i plew oraz małą odpornością na fuzariozę kłosów i choroby podstawy 

źdźbła. [DANKO Hodowla Roślin Sp. z o.o., 2021] 

ROSPUDA – odmiana pszenicy zwyczajnej, formy jarej. Rośliny są średniej wysokości, 

wykazują średnią odporność na wyleganie. Charakteryzują się także średnią zawartością 

białka i glutenu. Odmiana ma wysoką odporność na mączniaka prawdziwego oraz brunatną 
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plamistość liści, a także średnią odporność na septoriozę liści, plew, a także fuzariozę 

kłosów i chorób podstawy źdźbła. [Hodowla Roślin STRZELCE Sp. z o.o., 2021]  

RUSAŁKA – jest odmianą pszenicy zwyczajnej, formy jarej, wpisana do Krajowego 

Rejestru w 2016 roku. Została zakwalifikowana jako jakościowa odmiana chlebowa (grupa 

A). Charakteryzuje się średnią odporność na choroby grzybowe. Rośliny tej odmiany są 

średniej wysokości, o przeciętnej odporności na wyleganie [Hodowla Roślin STRZELCE Sp. 

z o.o., 2021].  

ARKADIA – jest wysokogatunkową (grupa A) odmianą pszenicy ozimej, wpisaną do 

Krajowego Rejestru w 2011 roku. Charakteryzuje się średnią zawartością białka i glutenu 

oraz dobrą odpornością na wyleganie. Cechuje się średnią odpornością na choroby 

grzybowe [DANKO Hodowla Roślin Sp. z o.o.].  

BAMBERKA – odmiana pszenicy zwyczajnej, formy ozimej, wpisana do Krajowego 

Rejestru w 2009 roku. Według danych z COBORU odmiana ta charakteryzuje się średnią 

odpornością na większość chorób grzybowych, takich jak: mączniak prawdziwy, rdza 

brunatna, brunatna plamistość liści, septorioza liści i plew oraz choroby podstawy źdźbła 

i niską odpornością na fuzariozę kłosów. Rośliny są średniej wysokości o przeciętnej 

odporności na wyleganie. Charakteryzują się dużą zawartością białka i glutenu. [Hodowla 

Roślin STRZELCE Sp. z o.o., 2021] 

EUFORIA – odmiana pszenicy zwyczajnej formy ozimej, wpisana do Krajowego 

Rejestru w 2018 roku. Została zakwalifikowana jako jakościowa odmiana chlebowa (grupa 

A). Charakteryzuje się dobrą odpornością na choroby grzybowe, szczególnie na rdzę żółtą 

i mączniaka prawdziwego. Rośliny są niskie, ale o dużej odporności na wyleganie oraz 

porastanie w kłosie. Charakteryzują się średnią zawartością białka oraz dużą ilością glutenu 

[Hodowla Roślin STRZELCE Sp. z o.o., 2021].  

LEGENDA – odmiana pszenicy ozimej. Została wpisana do Krajowego Rejestru 

w 2005 roku, zakwalifikowano ją jako jakościową odmianę chlebową (grupa A). Według 

informacji zawartych na stronie producenta [Poznańska Hodowla Roślin, 2021] 

charakteryzuje się wysoką zawartością białka i glutenu. Jest odmianą o wysokiej 

odporności na choroby pszenicy.  

OSTROGA – odmiana oścista pszenicy zwyczajnej. Została wpisana do Krajowego 

Rejestru w 2008 roku. Zakwalifikowana jako jakościowa odmiana chlebowa (grupa A). 
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Wyróżnia się wysoką zawartością białka i glutenu, a także bardzo dobrą odpornością na 

choroby grzybowe [DANKO Hodowla Roślin Sp. z o.o., 2021].  

W Tabeli nr 1, przedstawiono porównanie badanych odmian pszenicy zwyczajnej według 

polowej oceny odporności na wybrane choroby grzybowe (skala 9-stopniowa), gdzie nota 

w przedziale 8-9 wskazuje, że odmianę można zaliczyć do odpornych, nota w przedziale 7-8 

wskazuje, że odmiana jest średnio odporna, natomiast noty poniżej 7 wskazują, że odmiana jest 

nieodporna. 

  

 

 

 

Opracowanie własne, na podstawie: Skrzypek A., 2018, 2019, 2020, 2021; Najewski A., 2018, 2019, 2020, 2021 

Białe pola oznaczają, że nie znaleziono informacji, aby dana odmiana była badana pod kątem odporności na wymienione 

choroby grzybowe. 

4.2. Metody 

W przedstawionej pracy doktorskiej wykonano cztery doświadczenia ściśle ze sobą 

powiązane. Schemat tych doświadczeń przedstawiono na Rycinie nr 1. W Doświadczeniu 

nr 1 (zielona ramka na Rycinie nr 1) wyizolowano i zidentyfikowano grzyby pozyskane 

z organów nadziemnych i podziemnych pszenicy wzrastających w warunkach 

szklarniowych (generacja G1) oraz polowych.  

Doświadczenie nr 2 (żółta ramka na Rycinie nr 1) polegało na przeprowadzeniu testów 

mikrobiologicznych (Rozdział 4) w bikulturach na podłożach agarowych 

z wykorzystaniem wszystkich gatunków grzybów endofitycznych, wyizolowanych 

w Doświadczeniu nr 1 z roślin (generacja G1) wzrastających w warunkach szklarniowych 

i zidentyfikowanych molekularnie. 

Doświadczenie nr 3 (pomarańczowa ramka na Rycinie nr 1.) obejmowało analizę składu 

społeczności grzybów w dwóch generacjach roślin G1 i G2 wzrastających w warunkach 

szklarniowych oraz w aksenicznych siewkach pszenicy traktowanych 

wyselekcjonowanymi na podstawie Doświadczenia nr 2 szczepami grzybów endogennych.  

Doświadczenie nr 4 (czerwona ramka na Rycinie 1) obejmowało inokulację aksenicznych 

siewek wybranymi (na podstawie wyników z Doświadczenia nr 2) szczepami grzybów 

Tabela 1 Stopnie odporności na choroby u odmian pszenicy zwyczajnej wykorzystanych w badaniach (skala 9o) 

Arabella Arkadia Bamberka Bombona Euforia Kandela Legenda Ostroga Rospuda Rusałka

Mączniak prawdziwy 8,1 6,3 7,7 7,5 8 8,2 7,8 7,2 7,7 7,3

Rdza brunatna 7,5 7,4 6,8 6,9 6,9 7,7 7,6 7,8 7,8 6,9

Rdza żółta 8,2 5,8 8,1 8 8,6 8,6 7 7,7 7,7

Septorioza liści 6,9 6,4 6,6 6,4 7,1 7,2 6,7 7 6,6 7,1

Septorioza plew 7,4 7,3 7,5 7,7 7,6 7,4 7,9 7,6 7,2

Fuzarioza kłosa 7 7,5 7,5 7,5 7,5 7,6 9 7,9 7,5 7,3

Choroby podstawy źdźbła 7,4 7,3 7,4 7,8 7,9 6,9 7,4 7,8 7,6 7,7

Brunatna plamistość liści 7,2 7,5 7,6 7,3 7,6 7,3 8 7,9 7,6
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endofitycznych, mieszaniną tych grzybów oraz wodą destylowaną jako kontrolą, w celu 

określenia ich wpływu na ekspresję wybranych genów pszenicy.
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Rycina 1 Schemat doświadczeń 
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4.1.1. Przygotowanie ziarniaków i warunki wzrostu roślin 

A) Warunki szklarniowe 

a) rośliny G1 i G2: 

W warunkach szklarniowych uprawiano rośliny tzw. generacji G1 i G2. Rośliny 

generacji G1 uzyskano z ziarniaków otrzymanych bezpośrednio ze spółek 

hodowlanych, a rośliny generacji G2 uzyskano z ziarniaków roślin z generacji G1. 

W celu izolacji i identyfikacji grzybów związanych z endosferą roślin (generacja 

G1) pszenicy (Doświadczenie nr 1) oraz zaobserwowania wertykalnego sposobu 

przemieszczania się grzybów związanych z endosferą pszenicy (Doświadczenie nr 

3) rośliny (generacja G1 i G2) były uprawiane w kontrolowanych warunkach 

w wyjałowionej glebie (gleba gliniasto-piaskowa zmieszana z piaskiem 

kwarcowym). Ziarniaki otrzymane bezpośrednio od spółek hodowlanych (Materiał 

roślinny, 1) jałowiono poprzez moczenie ziarniaków w 70% alkoholu etylowym 

[Avanator Performance Materials Poland S.A. – dawniej: POCH S.A., 44-101 

Gliwice, ul. Sowińskiego, Polska] przez 30 s., a następnie w roztworze podchlorynu 

sodu [ACE Classic – Procter and Gamble DS. Polska Sp. z o.o., ul. Zabrniecka 20 

03-872 Warszawa, Polska] przygotowanym przez zmieszanie z wodą destylowaną 

w stosunku 1:9, przez 2 min. Następnie ziarniaki przemywano kilkakrotnie wodą 

destylowaną w celu usunięcia resztek alkoholu i podchlorynu sodu. Tak 

przygotowane ziarniaki umieszczano w jałowych warunkach na szkiełkach Petriego 

o średnicy 15 cm, wyłożonych nasączoną wodą bibułą filtracyjną, zgodnie 

z procedurą Djonowić i in. [2006]. Po 3 dniach inkubacji w temperaturze pokojowej 

siewki o podobnej długości korzeni i liści umieszczano w dwuściennych 

doniczkach o średnicy 25 cm i wysokości 35 cm, w wyjałowionej glebie. Rośliny 

uprawiane były w szklarni w kontrolowanych warunkach: fotoperiod 12h/12h 

dzień/noc, temperatura 25 ± 3°C. Wilgotność była utrzymywana na poziomie 40% 

w okresach światła i ciemności. Po 14 dniach inkubacji w podanych warunkach, 

siewki ozimych odmian pszenicy poddane zostały jaryzacji w temperaturze 4°C 

przez 8 tygodni w warunkach: fotoperiod 16/8 h dzień/noc. Po tym czasie wszystkie 

sadzonki (odmian form jarych oraz ozimych) były uprawione w temperaturze 

dzień/noc 22/18°C z fotoperiodem 16/8 h (dzień/noc). Doświadczenie w warunkach 

laboratoryjnych zorganizowano w całkowicie zrandomizowanym systemie: 10 

odmian x trzy powtórzenia doniczkowe x pięć roślin na powtórzenie/doniczkę. 

b) akseniczne siewki uzyskane przez ekstrakcję zarodka 
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W celu uzyskania aksenicznych siewek ziarniaki pszenicy sterylizowano 

powierzchniowo 70% alkoholem etylowym [Avanator Performance Materials 

Poland S.A. – dawniej: POCH S.A., 44-101 Gliwice, ul. Sowińskiego, Polska], 

a następnie 0,5% podchlorynem sodu [ACE Classic – Procter and Gamble DS. 

Polska Sp. z o.o., ul. Zabrniecka 20 03-872 Warszawa, Polska] i kilkukrotnie 

przepłukano w wodzie destylowanej. Przed ekstrakcją zarodka ziarniaki moczono 

w wodzie przez całą noc w temperaturze 4oC. Wysterylizowane powierzchniowo 

ziarna pszenicy zostały wypłukane w świeżej wodzie destylowanej, a zarodek został 

wyseparowany z każdego ziarniaka przez oddzielenie go od bielma. Wyseparowany 

zarodek został umieszczony w 95% etanolu [Avanator Performance Materials 

Poland S.A. – dawniej: POCH S.A., 44-101 Gliwice, ul. Sowińskiego, Polska], 

a następnie dokładnie wypłukany w wodzie destylowanej. Takie zarodki hodowane 

były na pożywce Gamborga (B5) [Gamborg i in., 1968]. Po 7 dniach inkubacji 

w temperaturze pokojowej, siewki zostały przesadzone do doniczek 

doświadczalnych o wymiarach 3x3x12 cm wypełnionych sterylnym piaskiem 

kwarcowym i uprawiane w fitotronie w warunkach podanych jak powyżej 

(2.1.A.a).  

Doświadczenia z udziałem aksenicznych siewek prowadzono w całkowicie 

zrandomizowanym systemie: 10 odmian pszenicy x dziesięć traktowań (8 różnych 

gatunków grzybów wyselekcjonowanych na podstawie Doświadczenia nr 2, 

mieszanina tych 8 gatunków grzybów, sterylna woda destylowana) x trzy 

powtórzenia doniczkowe x pięć roślin na powtórzenie/doniczkę.  

B) Warunki polowe 

Rośliny wykorzystane w Doświadczeniu nr 1 były uprawiane w sezonie 2018/2019 

w warunkach polowych w Cerekwicy (zachodnia Polska; współrzędne GPS: N 

52.521012, E 16.692005) na polach doświadczalnych należących do Instytutu 

Genetyki Roślin PAN w Poznaniu. Do doświadczenia wykorzystano ziarna 

pozyskane bezpośrednio od spółek hodowlanych. Doświadczenie w warunkach 

polowych zostało przeprowadzone w sposób zrandomizowany, z dwoma 

zmodyfikowanymi strategiami uprawy [tradycyjna – stosowano nawożenie NPK 

(azot-fosfor-potas) i herbicydy oraz ekologiczna – bez nawożenia i środków 

ochrony roślin; w obu strategiach nie stosowano fungicydów], dziesięcioma 

odmianami pszenicy, trzema poletkami (jedno poletko =1m2)/odmianę oraz 

trzystoma roślinami na powtórzenie.  
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4.2. Warunki meteorologiczne w trakcie prowadzenia badań 

Warunki pogodowe w latach 2018-2019, w których prowadzone były doświadczenia 

zostały zapisane na podstawie wykonanych pomiarów w stacji meteorologicznej położonej na 

polu doświadczalnym Instytutu Genetyki Roślin w Cerekwicy oraz w stacji meteorologicznej 

Zakładu Doświadczalno-Dydaktycznego Gorzyń filia w Złotnikach (miesiące luty oraz marzec 

2019). Średnie temperatury powietrza oraz opadów zostały przedstawione poniżej, na Rycinie 

nr 2 oraz Rycinie nr 3.  

 

Rycina 2 Średnie temperatury powietrza [oC] w latach 2018-2019 w Cerekwicy. 
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Rycina 3 Sumy opadów atmosferycznych [mm] w latach 2018-2019 w Cerekwicy. 

Poniżej przedstawiono charakterystykę poszczególnych miesięcy, w których 

prowadzone było doświadczenie, pod względem średniej temperatury powietrza oraz sumy 

opadów atmosferycznych. Pomimo, że optymalnym terminem wysiewu pszenicy ozimej jest 

druga połowa września, doświadczenie zostało założone w październiku, dlatego pominięto 

w analizie dane dotyczące temperatury powietrza oraz sumy opadów w miesiącu wrześniu.  

Październik – temperatura w tym miesiącu wynosiła 10oC, a suma opadów wynosiła 27 mm. 

Warunki meteorologiczne były optymalne dla siewu pszenicy ozimej.  

Listopad – w tym miesiącu temperatura spadła prawie o połowę i wynosiła 5,22oC, również 

suma opadów, w porównaniu z miesiącem poprzednim zmalała i wynosiła 10,6 mm.  

Grudzień – średnia temperatura w tym miesiącu wynosiła 2,69oC i była niższa o 2,53oC 

w porównaniu z temperaturą w listopadzie. Jednakże suma opadów była wyższa aż o 46,8 mm 

w porównaniu z miesiącem poprzednim i wynosiła 57,4 mm.  
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Styczeń – średnia temperatura nieznacznie spadła w porównaniu z grudniem i wynosiła 1,83oC, 

również suma opadów nieznacznie zmalała i wynosiła 47 mm.  

Luty – był to miesiąc, w którym temperatura wzrosła o 1,43C i wynosiła 3,26C. Natomiast 

suma opadów znacząco zmalała i wynosiła jedynie 12 mm.  

Marzec -miesiąc ten był sprzyjający dla siewu pszenicy jarej, gdyż średnia temperatura 

powietrza wynosiła 5,82oC. Również suma opadów kształtowała się na zadowalającym 

poziomie, wynosząc 33 mm.  

Kwiecień – średnia temperatura wzrosła o 1,3oC i wynosiła 7,16oC. Sprzyjało to wschodom 

pszenicy jarej, ale też dalszemu rozwojowi pszenicy ozimej. Suma opadów nieznacznie się 

zmniejszyła i wynosiła 28,4 mm.  

Maj – średnia temperatura powietrza zwiększyła się dwukrotnie i wynosiła 15,67oC, a suma 

opadów w tym miesiącu również zwiększyła się dwukrotnie, wynosząc 58 mm. Były to 

warunki sprzyjające kształtowaniu się liścia flagowego.  

Czerwiec – temperatura powietrza znacząco wzrosła do 22,77oC, osiągając najwyższą wartość 

w okresie prowadzonego doświadczenia. Bardzo mała suma opadów, na poziomie 3,6 mm, 

spowodowało wykształcenie się niepełnowartościowego ziarna.  

Lipiec – średnia temperatura powietrza w ostatnim miesiącu doświadczenia kształtowała się na 

poziomie 19,83oC, była nieznacznie niższa w porównaniu do średniej temperatury w miesiącu 

poprzednim. Natomiast suma opadów była o 39,4 mm wyższa niż w miesiącu czerwcu.  

4.3. Zbiór materiału roślinnego.  

a) Rośliny uprawiane w warunkach szklarniowych oraz polowych 

Rośliny (warunki polowe: 5 roślin/odmiana/powtórzenie/strategia uprawy; warunki 

kontrolowane: 5 roślin (generacja G1 lub G2)/odmiana/powtórzenie) zbierane były w stadium 

dojrzałości mlecznej ziarniaka (BBCH 75-77). Natomiast kłosy z generacji G1 z dojrzałymi 

nasionami, które posłużyły jako materiał siewny dla generacji G2 zostały zebrane w późnym 

stadium dojrzewania (BBCH 89).  

Świeżo zebrane rośliny zostały przeniesione do laboratorium i były przechowywane 

w temp. 4oC maksymalnie do 24h przed dalszym przetwarzaniem. Zebrane nasiona oraz kłosy 

z dojrzałymi nasionami były przechowywane w papierowych torebkach w temperaturze 

pokojowej do czasu ich obróbki (Doświadczenie nr 3). 
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b) Akseniczne siewki uprawiane w fitotronach 

21-dniowe siewki (5 roślin/odmiana/traktowanie/powtórzenie) uprawiane w warunkach 

in vitro w fitotronach zostały zebrane, oczyszczone z piasku kwarcowego i wypłukane 

w destylowanej wodzie. Materiał roślinny podzielono na kilka części: po 50 mg korzeni i liści 

(łącznie 100 mg) z 5 siewek umieszczono w 2ml próbówkach typu Eppendorf i zamrożono 

w ciekłym azocie, następnie próby przechowywano w -80oC do czasu dalszych badań 

(Doświadczenie nr 4); fragmenty korzeni oraz liści z 5 siewek umieszczono w 50ml 

próbówkach typu falkon i przechowywano je przez maksymalnie 24h w temperaturze 4oC do 

czasu re-izolacji szczepów grzybów, którymi traktowano rośliny (Doświadczenie nr 3). 

4.4. Przygotowanie inokulum i zaszczepianie aksenicznych siewek 

Tabela nr 2 przedstawia listę szczepów wykorzystanych w Doświadczeniu nr 2 (rozdział 4), 

natomiast Tabela nr 3 listę izolatów wykorzystanych w Doświadczeniu nr 3 i 4 (z 

wykorzystaniem aksenicznych siewek (rozdział 2.5.b oraz rozdział 5). 

Tabela 2 Izolaty grzybów endofitycznych wykorzystane jako inokulum w testach mikrobiologicznych 

– bikultury. 

Numer kolekcyjny (szczep) Nazwa gatunkowa 

E80 Trichoderma viride 

E191 Trichoderma koningii 

E81 Trichoderma hamatum 

E69_1_1 Penicillium olsonii 

E193 Penicillium expansum 

E106 Penicillium crustosum 

E11 Sarocladium spinificis 

E22 Sarocladium strictum 

E202 Fusarium proliferatum 

E35 Engyodontium album 

E83 Clonostachys candelabrum 

E208 Nigrospora gorlenkoana 
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Tabela 3 Izolaty grzybów endofitycznych wykorzystane do inokulacji aksenicznych siewek. 

Numer kolekcyjny (szczep) Nazwa gatunkowa 

E11 Sarocladium spinificis 

E35 Engyodontium album 

E69_1_1 Penicillium olsonii 

E81 Trichoderma hamatum 

E83 Clonostachys candelabrum 

E193 Penicillium expansum 

E202 Fusarium proliferatum 

E208 Nigrospora gorlenkoana 

 

Skolekcjonowane izolaty grzybów przechowywane były w 2 ml próbówkach kriogenicznych 

na podłożu stałym SNA (ang. synthetic nutrient-poor agar; Tabela nr 4) [Nirenberg, 1976] 

w 4oC. w celu ich ożywienia, czyste kultury endogennych grzybów były przeszczepiane ze 

skosów wyjściowych na szalki Petriego o średnicy 90 mm, na podłoże stałe PDA (ang. potato 

dextrose agar, Tabela nr 5). Szalki następnie inkubowano 7 dni w inkubatorze [Sanyo MIR-

254, SanLab, Polska], w stałych warunkach świetlnych 12h/12h dzień/noc i w temperaturze 

22oC. Do przygotowania inokulum w Doświadczeniu nr 2 – bikultury (Tabela nr 2) oraz 

Doświadczeniu nr 3 i 4 (Tabela nr 3) wykorzystano 7-dniowe kultury.  

Tabela 4 Skład stałego podłoża mikrobiologicznego SNA (ang. Synthetic nutrient-poor agar) 

[Nirenberg, 1976] 

Składnik Ilość składnika/litr 

Glukoza 0,2g 

Sacharoza 0,2g 

KH2PO4 1g 

KNO3 1g 

MgSO4·7H2O 0,5g 

KCl 0,5g 

agar 15g 
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Tabela 5 Skład stałego podłoża mikrobiologicznego PDA (ang. Potato Dextrose Agar) 

Składnik Ilość składnika/litr 

PDA (Oxoid) 39g 

Agar (Sigma) 10g 

 

Formy inokulacji: 

a) inokulacja doglebowa 

14-dniowe akseniczne siewki rosnące jak opisano w podrozdziale 2.1.A.b zaszczepiano 

wybranym izolatem grzyba lub mieszaniną izolatów wszystkich badanych gatunków 

(Tabela 3) umieszczając krążek agarowy o średnicy 0,8 cm, wycięty za pomocą 

korkoboru z 7-dniowej kultury, na głębokość ok 0,5 cm przy strefie korzeniowej każdej 

siewki. w przypadku badania wpływu wszystkich wybranych grzybów na roślinę 

w pobliżu bryły korzeniowej umieszczono krążki wycięte z kultur wszystkich badanych 

gatunków grzybów. 

b) inokulacja części nadziemnych 

liście 14-dniowych siewek pszenicy zostały zainokulowane poprzez oprysk zawiesiną 

zarodników grzybów otrzymaną przez zmieszanie 10 ml wody destylowanej z 1ml 

Triton X-100 (Sigma Aldrich, USA) i 3 krążkami agarowymi o średnicy 0,8 cm 

wyciętymi z 7-dniowej kultury grzybowej, na podstawie zmodyfikowanej procedury 

zaproponowanej przez Basińska – Barczak i in. [2020]. Podobnie jak w przypadku 

korzeni, w celu sprawdzenia wpływu wszystkich badanych gatunków grzybów 

sporządzono mieszaninę, w skład której oprócz wody destylowanej oraz Triton X-100 

(Sigma Aldrich, USA) wchodziły 3 krążki agarowe wycięte z 7-dniowej kultury 

każdego izolatu grzyba (Doświadczenie nr 3 oraz nr 4). 

4.5. Izolacja grzybów z endosfery części nadziemnych i podziemnych roślin pszenicy. 

a) Rośliny uprawiane w warunkach szklarniowych oraz polowych 

Rośliny z generacji G1 i G2 wzrastające w warunkach szklarniowych oraz rośliny 

uprawiane w warunkach polowych poddano przygotowaniu wstępnemu. 
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Rycina 4 Schemat przedstawiający fragmenty rośliny wykorzystane do izolacji grzybów 

endofitycznych. 

Powierzchnię korzeni oczyszczono mechanicznie przy użyciu szczotki z pozostałości gleby. 

Do analiz brano 3 ziarniaki z kłosa (Rycina 4A), fragment z środkowej części czwartego liścia, 

fragment czwartego międzywęźla (Rycina 4C) oraz fragment korzeni w odległości około 2 cm 

poniżej węzła krzewienia (Rycina 4D). Następnie poszczególne części rośliny (korzenie, 

łodygę, liście) pocięto na około 2-centrymetrowe skrawki przy użyciu sterylnego skalpela 

i poddano je jałowieniu. z ziarniaków usunięto okrywę nasienną przed jałowieniem. Fragmenty 

roślin płukano w 70% alkoholu etylowym [Avanator Performance Materials Poland S.A. – 

dawniej: POCH S.A., 44-101 Gliwice, ul. Sowińskiego, Polska] przez 30 sekund, następnie 

w 0,5% podchlorynie sodu [ACE Classic – Procter and Gamble DS. Polska Sp. z o.o., ul. 

Zabrniecka 20 03-872 Warszawa, Polska] przez 2 min. Tak oczyszczone fragmenty 

kilkukrotnie przemywano wodą destylowaną, by usunąć pozostałości alkoholu etylowego 

i podchlorynu sodu.  
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Rycina 5 Izolacja grzybów endofitycznych z wyjałowionych części roślin pszenicy - schemat 

Następnie wyjałowione skrawki wszystkich części roślin oraz ziarniaki umieszczono na 

agarze ziemniaczano-dekstrozowym (PDA) [OxoidTM Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

MA, USA] z dodatkiem 50 µl ampicyliny [Merck Life Science Sp.z.o.o., Darmstadt, Germany] 

o stężeniu 100mg/ml na płytkach Petriego o średnicy 90 mm (Rycina 5A), przy zachowaniu 

warunków sterylnych. Ziarniaki przed wyłożeniem na podłoże agarowe były przecinane wzdłuż 

płaszczyzny osiowej i umieszczane wewnętrzną stroną ziarniaka w kierunku podłoża.  

 Hodowlę prowadzono w inkubatorze [Sanyo MIR-254, SanLab, Polska] 

w temperaturze 21oC i przy fotoperiodyzmie 12/12 (dzień/noc) do czasu zaobserwowania 

wzrostu kultur grzybowych, które następnie pasażowano kilkukrotnie na płytki Petriego 

o średnicy 90 mm z podłożem PDA w celu uzyskania monokultur. Grzybnię zbierano do 1,5 

ml próbówek typu Eppendorf i przechowywano w temperaturze -20oC do czasu izolacji DNA. 

Uzyskane izolaty grzybów kolekcjonowano poprzez inokulację w warunkach sterylnych 

skosów z podłożem PDA oraz SNA zestalonych w 2 ml próbówkach kriogenicznych. 

Utworzono dwie kopie kolekcji, gdzie jedna jest przechowywana w temperaturze -80oC - 

w tym celu, po kilkudniowej inkubacji w temperaturze 21oC do probówek kriogenicznych 

dodawano 10% roztwór glicerolu w wodzie (v/v), a druga kopia kolekcji grzybów 

przechowywana jest w 4oC.  

b) Siewki akseniczne 

Podczas re-izolacji grzybów endofitycznych z aksenicznych siewek, części korzenia oraz liści 

umieszczano na podłożu PDA na płytkach Petriego o średnicy 90 mm, pomijając etap 

wcześniejszego jałowienia (Rycina 5B). Hodowlę prowadzono w inkubatorze [Sanyo MIR-

254, SanLab, Polska] w temperaturze 21oC i fotoperiodyzmie 12/12 (dzień/noc) do czasu 

zaobserwowania wzrostu kultur grzybowych, które następnie kilkukrotnie pasażowano na 

płytki Petriego o średnicy 90 mm z podłożem PDA w celu uzyskania monokultur. Grzybnię 
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zbierano do 1,5 ml próbówek typu Eppendorf i przechowywano w temperaturze -20oC do czasu 

izolacji DNA. 

Uzyskane izolaty grzybów kolekcjonowano poprzez inokulację w warunkach sterylnych 

skosów z podłożem PDA oraz SNA zestalonych w 2 ml próbówkach kriogenicznych. 

Utworzono dwie kopie kolekcji, gdzie jedna jest przechowywana w temperaturze -80oC - 

w tym celu, po kilkudniowej inkubacji w temperaturze 21oC do probówek kriogenicznych 

dodawano 10% roztwór glicerolu w wodzie (v/v), a druga kopia kolekcji grzybów 

przechowywana jest w 4oC.  

4.6. Identyfikacja molekularna 

Identyfikacja molekularna opierała się na analizie sekwencji wybranych markerów 

filogenetycznych: regionu ITS1 i ITS2 rDNA [White i in., 1990] dużej podjednostki (LSU) 

nrRNA [Vilgalys i Hester, 1990] oraz małej podjednostki (SSU) nrRNA [White i in., 1990], 

fragmentu genu elongacyjnego czynnika translacyjnego 1-α (tef1) [Roger i in., 1999], 

fragmentu genu β-tubuliny (tub2) [Edlind i in., 1996], fragmentu genu aktyny (act) [Drouin 

i in., 1995] oraz fragmentu genu kalmoduliny (cmd) [Hong i in., 2005]. 

4.6.1. Izolacja genomowego DNA 

Materiał do izolacji genomowego DNA stanowiła grzybnia uzyskana z hodowli na płytkach 

Petriego o średnicy 90 mm z PDA, przechowywana w 1,5 ml próbówkach typu Eppendorf 

w temperaturze -20oC. Izolację przeprowadzono zgodnie z protokołem zamieszczonym przez 

producenta Wizard® Genomic DNA Purification Kit [Promega, Madison, WI, USA] 

z modyfikacjami. Zebraną wcześniej grzybnię zamrożono w ciekłym azocie, a następnie 

roztarto przy pomocy pistla z tworzywa sztucznego. Uzyskany homogenat zawieszono 

w 600 μl roztworu do lizy i worteksowano przez 1-3 sekundy. Próby umieszczono w łaźni 

wodnej i inkubowano w 65oC przez 15 minut. Po inkubacji próbki pozostawiono 

w temperaturze pokojowej na okres 5 minut. Do próbówek dodano 200 μl roztworu do strącania 

białek, a następnie próby zworteksowano i wirowano przy 10 500 rpm przez 3 min. Supernatant 

zawierający DNA przeniesiono do nowych, 1,5 ml próbówek typu Eppendorf, do których 

dodano 600 μl isopropanolu [Merck Life Science Sp.z.o.o., Darmstadt, Germany] 

o temperaturze pokojowej. Próby kilkukrotnie mieszano przez odwracanie próbówek, które 

następnie wirowano przy 10 500 rpm przez 1 min w temperaturze pokojowej. Po zakończeniu 

wirowania, ostrożnie zlano supernatant, a do osadu dodano 600 μl 70% alkoholu etylowego 

[Avanator Performance Materials Poland S.A. – dawniej: POCH S.A., 44-101 Gliwice, ul. 

Sowińskiego, Polska] o temperaturze pokojowej. Probówki kilkakrotnie odwracano w celu 
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przemycia DNA. Próby ponownie zwirowano przy 10 500 rpm przez 1 min w temperaturze 

pokojowej. Ostrożnie usunięto cały etanol używając pipety automatycznej. Osad suszono przez 

15 minut poprzez umieszczenie odwróconych próbówek na czystym papierze absorbującym. 

Dodano 100 μl roztworu do rehydratacji DNA. Próby inkubowano przez całą noc 

w temperaturze 4oC. Roztwór DNA przechowywano w -20oC.  

 4.6.2. Reakcja amplifikacji 

Regiony ITS1 i ITS2 klastra genów rDNA były amplifikowane przy użyciu starterów 

ITS1F i ITS4 [White i in., 1990]. Fragment DNA kodujący dużą podjednostkę (LSU) nrRNA 

był amplifikowany przy użyciu starterów LROR i LR6 [Vilgalys i in., 1990; Rehner i Samuels, 

1995], a kodujący małą podjednostkę (SSU) nrRNA - przy użyciu starterów NS1 i NS4 [White 

i in., 1990]. Fragment genu tef1 amplifikowany był przy użyciu starterów ef1 i ef2 [ (Geiser 

i in., 2004; Maciá-Vicente i in., 2008] i starterów Ef728M i Tef1R [Carbone i Kohn, 1999; 

Kullnig-Gradinger i in., 2002] oraz starterów Ef1-1018f i Ef1-1620R [Stielow i in., 2015]. 

Fragment genu kodującego β-tubulinę był amplifikowany przy użyciu starterów Bt2a i Bt2b 

[Glass i Donaldson, 1995]. Fragment genu kodującego aktynę był amplifikowany przy użyciu 

starterów act-1F oraz act-4R [Voigt i Wöstemeyer, 2000], a fragment genu kodującego 

kalmodulinę był amplifikowany przy użyciu starterów CMD5 i CMD6 [Hong i in., 2005]. Lista 

wykorzystanych w badaniach par starterów została przedstawiona w Tabeli nr 6.  

Reakcję PCR prowadzono w objętości 25 µl w termocyklerze BioRad C100 Thermal Cykler 

[BioRad, Hercules, Kalifornia, USA], gdzie matrycę stanowiło genomowe DNA wyizolowane 

z grzybni. w Tabeli nr 7, zamieszczono skład mieszaniny reakcyjnej. Warunki temperaturowe 

reakcji amplifikacji poszczególnych fragmentów genów oraz regionów zostały opisane 

w Tabeli nr 8. 
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Tabela 6 Startery wykorzystane do identyfikacji molekularnej grzybów endofitycznych 

 

 

 

Nazwa (locus) 
Długość 

amplikonu 
Starter Sekwencja startera 5’-3’ Referencje 

Internal 

Transcribed 

Spacer (ITS) 

region rRNA 

~450-800 

pz 

ITS1F CTT GGT CAT TTA GAG GAA GTA A 
White i in., 

1990 
ITS4R TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 

Duża 

podjednostka 

(LSU) rRNA 

~1200 pz 

LROR ACC CGC TGA ACT TAA GC Vilgalys i in., 

1990; Rehner 

i in., 1995 
LR6 CGC CAG TTC TGC TTA CC 

Mała 

podjednostka 

(SSU) rRNA 

~1200 pz 

NS1 GTA GTC ATA TGC TTG TCT C 
White i in., 

1990 NS4 CTT CCG TCA ATT CCT TTA AG 

Elongacyjny 

czynnik 

transkrypcyjny  

1-α 

~700 pz 

 

ef1 
ATG GGT AAG GA(A/G) GAC AAG AC 

 

Geiser i in., 

2004; Maciá-

Vicente i in., 

2008 
ef2 GGA (G/A)GT ACC AGT (G/C)AT CAT GTT 

Ef728M 
CATCGAGAAGTTCGAGAAGG 

 

Carbone i in., 

1999; Kullnig-

Gradinger i in., 

2002 Tef1R GCCATCCTTGGAGATACCAGC 

~600 pz 
Ef1-1018F GAY TTC ATC AAG AAC ATG AT Stielow i in., 

2015 Ef1-1620R GAC GTT GAA DCC RAC RTT GTC 

β-tubulina ~500 pz 
Bt2a GGT AAC CAA ATC GGT GCT GCT TTC 

Glass i in., 1995 
Bt2b ACC CTC AGT GTA GTG ACC CTT GGC 

Kalmodulina ~580 pz 
CMD5 CCG AGT ACA AGG AGG CCT TC 

Hong i in., 2005 
CMD6 CCG ATA GAG GTC ATA ACG TGG 

Aktyna ~370 pz 

Act-1F TGGGACGATATGGANAANATCTGGCA Voigt 

i Wostemeyer, 

2000 
Act-4R TCNTCGTATNCTNGCTNNGANATCCACAT 
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Tabela 7 Skład mieszaniny reakcyjnej dla reakcji amplifikacji. 

 

 

 

  

Składnik Stężenie wyjściowe Objętość dla jednej próby 

Dla starterów: 

ITS1F/ITS4; LROR/LR6; 

bt2a/bt2b; ef1018f/ef1620R; 

ef1/ef2; 

Act; 

CMD5/CMD6 

Bufor reakcyjny 

PCR 
10x 2,5 µl 2,5 µl 

Mieszanina dNTP 2,5 µM 1,2 µl 2 µl 

Starter 1 (forward) 100 µM 0,2 µl 0,1 µl 

Starter 2 (rewers) 100 µM 0,2 µl 0,1 µl 

Woda  20,7 µl 19,5 µl 

Polimeraza Taq 2 U/µl 0,2 µl 0,25 µl 

Matryca  50ng/µl 1 µl 1 µl 
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Tabela 8 Warunki temperaturowe reakcji amplifikacji 

Nazwa 

regionu/genu 

Region ITS1 

i ITS2 rDNA 

Duża 

podjednostka 

(LSU) rRNA 

Mała 

podjednostka 

(SSU) rRNA 

Elongacyjny czynnik translacyjny 1-α β-tubulina Kalmodulina Aktyna 

Startery 

ITS1

F/ITS

4 

 LROR/LR6 NS1/NS4 ef1/ef2 
Ef1-1018f/ 

Ef1-1620r 

Ef728M/ 

Tef1R 
Bt2a/Bt2b CMD5/CMD6 Actin512 

Denaturacja 

wstępna 

95oC 

3 min 

 

1x 

95oC 

3 min 

 

1x 

95 oC 

5 min 

 

1x 

95 oC 

3 min 

 

1x 

95 oC 

2min 

 

1x 

95oC 

3 min 

 

1x 

94oC 

3min 

 

1x 

95oC 

3min 

 

1x 

95oC 

3min 

 

1x 

 
        66oC-56oC 

touchdown  

 

9x 
        

Denaturacja 
95 oC 

45s 
 

 

35x 

 

 

95 oC 

45s 
 

 

35x 

 

 

95 oC 

30s 
 

 

35x 

 

 

95 oC 

30s 
 

 

36x 

 

 

95 oC 

30 s 

36

x 

95oC 

30s 
 

 

35x 

 

 

94oC 

45s 

 

 

 

34x 

95 oC 

30s 

 

 

 

35x 

95 oC 

30s 

 

 

 

35x 

Wiązanie starterów 

58 oC 

45s     

58 oC 

45s     

52 oC 

30s     

57 oC 

30s     

56 oC 

1min 

58oC 

30s     

58oC 

45s     

55 oC 

30s 

55 oC 

30s 

Synteza 
72 oC 

1 min 

72 oC 

1 min 

72 oC 

1 min 

72 oC 

1 min 

72 oC 

1min 

72oC 

1 min 

72oC 

1min 

72oC 

1min 

72oC 

1min 

Synteza końcowa 

72 oC 

5 min 

 

1x 

72 oC 

5 min 

 

1x 

72 oC 

8 min 

 

1x 

72 oC 

5 min 

 

1x 

72oC 

10 min 

 

1x 

72oC 

10 

min 

 

1x 

72oC 

5min 

 

1x 

72 oC 

10min 

 

1x 

72 oC 

10min 

 

1x 

Przechowywanie 
4oC 

∞ 

4oC 

∞ 

4oC 

∞ 

4oC 

∞ 

4oC 

∞ 

4oC 

∞ 

4oC 

∞ 

4oC 

∞ 

4oC 

∞ 
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4.6.3. Elektroforeza w żelu agarozowym 

W celu sprawdzenia amplifikacji wybranego regionu DNA, produkty PCR rozdzielano w 1,5% 

żelu agarozowym, sporządzonym w buforze 1xTBE z dodatkiem GelRedTM Nucleic Acid Gel 

Stain [Biotum Inc., Fremont, Kalifornia, USA]. W kieszonki żelu nakładano 10 µl próby. Jako 

wzorzec ciężarów wysokocząsteczkowych stosowano Marker Gene Ruler 0,5 µg/µl 

[ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA], który nanoszono do pierwszej 

kieszonki w objętości 5 µl. Elektroforezę prowadzono w aparacie BioRad Power Pac 300 

[BioRad, Hercules, Kalifornia, USA], w buforze elektrodowym (1xTBE) przy napięciu nie 

przekraczającym 3V/cm odległości między elektrodami. Wizualizacji fragmentów DNA 

dokonano z wykorzystaniem wizualizatora UV [Syngene, Wielka Brytania] emitującego 

światło nadfioletowe o długości 302 nm. 

4.6.4. Oczyszczanie enzymatyczne produktów PCR 

W celu oczyszczania produktów amplifikacji z pozostałych w roztworze, niewykorzystanych 

starterów i nie włączonych trifosforanów dezoksynukleozydów (dNTP), zastosowano 

egzonukleazę I [ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA] oraz alkaliczną 

fosfatazę [ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA]. Do 100 µl próbówek typu 

Eppendorf przeniesiono 3 µl produktu PCR, dodano 0,4 µl fosfatazy alkalicznej (1U/µl) oraz 

0,1 µl egzonukleazy I (20U/µl) i uzupełniono wodą Millique do 10 µl. Próby zwirowano, 

a następnie inkubowano w termocyklerze BioRad C100 Thermal Cykler [BioRad, Hercules, 

Kalifornia, USA], według podanych w Tabeli nr 9 profili temperaturowych. 

Tabela 9 Warunki reakcji enzymatycznego oczyszczania produktów PCR 

37oC 30 minut 

85oC 15 minut 

4oC 5 minut 

Oczyszczone produkty reakcji PCR stanowiły matrycę do sekwencjonowania.  

4.6.5. Sekwencjonowanie produktów amplifikacji 

Sekwencjonowanie przeprowadzono metodą terminacji syntezy DNA w obecności 

trifosforanów di-deoksynukleotydów, tzw metodą Sangera [Sanger i in., 1977]. Do reakcji 

znakowania stosowano BigDyeTM Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit [Applied 

BiosystemsTM, ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA] wykorzystując 

BigDye™ Terminator v3.1 Ready Reaction Mix oraz 5X Sequencing Buffer. Starterami, które 

zostały użyte do reakcji były odpowiednio te startery, przy pomocy których w reakcji PCR 



52 
 

uzyskano fragmenty DNA. w próbówkach typu Eppendorf o objętości 100 µl sporządzono 

mieszaninę reakcyjną, której skład przedstawiono w Tabeli nr 10. 

Tabela 10 Składniki mieszaniny reakcyjnej do reakcji znakowania 

Składnik Objętość na 1 próbę 

5X bufor do sekwencjonowania 2 µl 

Mieszanina do znakowania BigDyeTM Terminator v3.1 0,5 µl 

Starter forward 0,5 µl 

Woda Millique 4,5 µl 

Matryca DNA 2,5 µl 

 

Próby krótko wirowano przy 1200 rpm, a następnie inkubowano w termocyklerze BioRad 

C100 Thermal Cykler [BioRad, Hercules, Kalifornia, USA] według podanych w Tabeli nr 11 

warunków reakcji. 

Tabela 11 Warunki reakcji znakowania 

Denaturacja wstępna 96oC 2 minuty 

Denaturacja 96 oC 30 sekund 

Przyłaczanie startera 50 oC 15 sekund 

Synteza 60 oC 4 minuty 

Chłodzenie 4 oC ∞ 

 

4.6.6. Oczyszczanie produktów sekwencjonowania 

Otrzymane produkty oczyszczono z substratów nie włączonych podczas reakcji 

(enzymy, sole, nadmiar dideoksynukleotydów). w tym celu wykorzystano płytkę filtracyjną 

[Merck Life Science Sp.z.o.o., Darmstadt, Germany], gdzie do każdego dołka odważano 0,4 g 

Sephadex® G-50 [Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, United States of America], 

a następnie dodawano 300 µl wody Millique. Tak przygotowana płytkę inkubowano 2h 

w temperaturze pokojowej. Po tym czasie, w celu przemycia złoża, płytkę wirowano przez 

8 min w temperaturze pokojowej przy 3180 rpm. Zmieniono płytkę odbierającą, a na złoże 

nałożono 10 µl produktu po znakowaniu. Płytkę zwirowano przy 3180 rpm w temperaturze 

pokojowej przez 3 min. Po wirowaniu, do każdego dołka dodano 15 µl wody Millique. Całość 

przeniesiono do próbówek, które zamknięto i zabezpieczono parafilmem. 

25x 
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Odczyt sekwencyjny wyznakowanych fragmentów DNA prowadzono w ramach usługi 

w firmie Genomed S.A. w Warszawie.  

4.7. Hodowla izolatów grzybów w bi-kulturach na podłożach agarowych 

W celu zbadania interakcji grzyb-grzyb wykonano testy in vitro w bikulturach, 

w systemie każdy izolat z każdym izolatem, na pożywce PDA. Do analizy wytypowano 13 

izolatów grzybów (wymienione powyżej w Tabeli nr 2) wyizolowanych z endosfery roślin 

generacji G1 wzrastających w warunkach szklarniowych i zidentyfikowanych do poziomu 

gatunku na podstawie analiz molekularnych. 

Izolaty grzybów pobrane z kolekcji ożywiano poprzez ich wzrost na płytkach Petriego 

o średnicy 90 mm z podłożem stałym PDA i inkubację w Sanyo MIR-254 [SanLab, Polska], 

w stałych warunkach świetlnych 12h/12h dzień/noc, w temperaturze 22oC. 

Dla każdej kombinacji grzyb-grzyb, krążki grzybni o średnicy 3mm, wycięte korkoborem z 7-

dniowej kultury każdego szczepu, umieszczano w odległości 5 mm od brzegu szalki Petriego 

zawierającej 20 ml pożywki PDA. Odległość pomiędzy krążkami obu szczepów wynosiła 80 

mm, jak pokazano na Rycinie 6. 

 

 

 

 

 

 

 

Doświadczenie prowadzono w 3 powtórzeniach dla każdej kombinacji. Kontrolę stanowiły 

pojedyncze kultury badanych grzybów. Płytki inkubowano w 22°C, 12 godz./12 godz. 

ciemność/światło. Promieniowy wzrost każdego grzyba mierzono codziennie linijką do chwili 

kontaktu obu grzybni. Po 14 dniach inkubacji przeprowadzono jakościową ocenę oddziaływań 

grzybów w oparciu o zmodyfikowaną skalę Mańki [Mańka, 1974]: +8, jeden z izolatów 

grzybów (tzw. szczep główny) zajmuje 95% powierzchni płytki; +6, jeden z izolatów grzybów 

Rycina 6 Schemat przedstawiający hodowlę grzybów w bikulturach. 
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zajmuje 85% powierzchni płytki; +4, jeden z izolatów grzybów zajmuje 75% powierzchni 

płytki, 0, jeden z grzybów zajmuje 50% powierzchni płytki [Popiel i in., 2008, Rycina 7]. 

 

Rycina 7 Schemat przedstawiający skalę wykorzystaną do jakościowej oceny oddziaływań grzybów 

4.8. Analiza ekspresji genów metodą Real-time PCR 

  

4.8.1. Izolacja RNA 

Materiał do izolacji całkowitego RNA stanowiły fragmenty liści oraz korzeni aksenicznych 

siewek zebrane po 50 mg do 2 ml próbówek typu Eppendorf, przechowywane w temperaturze 

-80°C do czasu analiz (Rozdział 4.3.b.). Wszystkie czynności związane z rozdrobnieniem 

tkanek roślinnych wykonywano w ujemnych temperaturach. w tym celu moździerze i pistle 

były przechowywane co najmniej 24 h w temperaturze -20°C, a podczas procedury 

rozdrabniania umieszczano je w styropianowych pojemnikach z ciekłym azotem. Izolacje 

przeprowadzono zgodnie z protokołem zamieszczonym przez producenta The GeneMATRIX 

Universal RNA Purification Kit [EurX Sp. z o.o., Gdańsk, Polska]. Wyizolowany RNA 

zawieszano w 40 µl wody. 

4.8.2.  Ocena ilościowa i jakościowa preparatów RNA 

W celu sprawdzenia stężenia oraz czystości otrzymanego RNA przeprowadzono pomiary 

na spektrofotometrze NanoDrop [ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA]. Za 

dobrej jakości próbę uznawano, gdy współczynniki A260/A280 oraz A260/A230 wynosiły 

odpowiednio ~2 oraz 1,8-2,2. Przeprowadzono elektroforezę w 1% żelu agarozowym 

sporządzonym w buforze 1xTAE [Bioshop, Kanada] z dodatkiem GelRedTM Nucleic Acid Gel 

Strain [Biotum Inc., Fremont, Kalifornia, USA]. W kieszonki żelu nakładano 2 µl próby. Jako 

wzorzec ciężarów wysokocząsteczkowych Marker Gene Ruler 0,5 µg/µl [ThermoFisher 

Scientific, Waltham, Massachusetts, USA], który nanoszono do pierwszej kieszonki 

w objętości 5 µl. Elektroforezę prowadzono w aparacie BioRad Power Pac 300 [BioRad, 
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Hercules, Kalifornia, USA], w buforze elektrodowym (1xTAE) przy napięciu nie 

przekraczającym 3V/cm odległości między elektrodami. Wizualizacji fragmentów DNA 

dokonano z wykorzystaniem wizualizatora UV [Syngene, Wielka Brytania] emitującego 

światło nadfioletowe o długości 302 nm. 

4.8.3. Odwrotna transkrypcja 

Reakcję odwrotnej transkrypcji przeprowadzono w termocyklerze BioRad C100 

Thermal Cykler [BioRad, Hercules, Kalifornia, USA]. Wykorzystano komercyjny zestaw firmy 

BioRad - iScript™ gDNA Clear cDNA Synthesis Kit [BioRad, Hercules, Kalifornia, USA), 

gdzie etapem poprzedzającym odwrotną transkrypcję było oczyszczenie prób z genomowego 

DNA. Reakcję przeprowadzono zgodnie z protokołem wskazanym przez producenta. Każdą 

z prób standaryzowano, by zawierała 1µg RNA.  

4.8.4.  Optymalizacja reakcji amplifikacji metodą PCR  

W celu optymalizacji reakcji amplifikacji i oceny specyficzności wybranych na 

podstawie literatury starterów przeprowadzono konwencjonalny PCR. w Tabeli nr 12 

przedstawiono sekwencje starterów, dla których optymalizowano warunki reakcji. Matrycę 

stanowiło cDNA uzyskane w wyniku reakcji odwrotnej transkrypcji. Skład mieszaniny 

reakcyjnej przedstawiono w Tabeli nr 13, natomiast warunki reakcji w Tabeli nr 14. Wykonano 

gradient temperaturowy, gdzie temperatura zmieniała się o 1oC. 

Tabela 12 Startery dla potencjalnych genów referencyjnych oraz badanych genów markerów stresu. 

Nazwa startera Sekwencja startera 5’-3’ Nazwa genu Referencje 

GENY REFERENCYJNE 

140135-F CCGGTATTGCCATGGATGC TaYUC10.3 

Gen zaangażowany w 

biosyntezę auksyn 

Li i in., 2014 
140135-R AATTTTGCAGCATCTGATCGAA 

Ubiq-F GCGAAGATCCAGGACAAGGA Ubiq 

Ubikwityna 

Jurczyk i in., 

2014 

Ubiq-R CTGCTTACCGGCAAAGATGAG 

EF1A-F CAGATCAGCAACGGCTATGC EF1A 

Elongacyjny czynnik 
transkrypcyjny 1-α 

EF1A-R TCTGGATCTCAGCAAACTTGACA 

ACT-F ACCTTCAGTTGCCCAGCAAT ACT 

Aktyna ACT-R TCGACCGCTGGCATACAAG 

GAPDH-F GGTGTCAATGAGAAGGAATACAAGTC GAPDH 

Dehydrogenaza aldehydu 
3-fosfoglicerynowego 

GAPDH-R CAAGAGGAGCAAGGCAGTTAGTG 

Tubb4-F CATATGTTTCCGCACGTCAAAG Tubb4 

β-tubulina Tubb4-R CTCATGGTAGCAGAGATAAGATGGTT 

ADP-F GAGATGCGGATCCTGATGGT ADP 

ADP-rybozylo transferaza ADP-R CCCCGAGCTTGAGCTTGTAG 
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CYP18-F ACGGCTCCCAGTTCTTCATCT CYP18 

Cyklofilina A CYP18-R CCCACCTTCTCGATGTTCTTG 

18S-R GTGACGGGTGACGGAGAATT 18S 

Podjednostka rybosomu 
18S 

Scholtz i 

Visser, 2013 

18S-F GACACTAATGCGCCCGGTAT 

RLI-F CGATTCAGAGCAGCGTATTGTTG RLI 

RNAse L inhibitor like 

protein 
RLI-R AGTTGGTCGGGTCTCTTCTAAAT 

Ta2291-F GCTCTCCAACAACATTGCCAAC ADP 

ADP-rybozylo transferaza 

Paolacci, i 

in., 2009 

Ta2291-R GCTTCTGCCTGTCACATACGC 

Ta2776-F CGATTCAGAGCAGCGTATTGTTG RLI 

RNAse L inhibitor like 

protein 
Ta2776-R AGTTGGTCGGGTCTCTTCTAAATG 

Ta54227-F CAATACGCCATCAGGGAGAACATC CDC 

Białka kontrolujące 
podziały komórkowe, 

nadrodzina ATPaz AAA 

Ta54227-R CGCTGCCGAAACCACGAGAC 

Cyclophilin-F CAAGCCGCTGCACTACAAGG CYP18 

Cyklofilina A 

Crismani i 

in., 2006 

Cyclophilin-R AGGGGACGGTGCAGATGAA 

EFA1-cris-F CAGATTGGCAACGGCTACG EF1A 

Elongacyjny czynnik 

transkrypcyjny 1-α 
EFA1-cris-R CGGACAGCAAAACGACCAAG 

GAPdH-F TTCAACATCATTCCAAGCAGCA GAPDH 

Dehydrogenaza aldehydu 

3-fosfoglicerynowego 
GAPdH-R CGTAACCCAAAATGCCCTTG 

Actin-F GACCCAGACAACTCGCACT ACT 

Aktyna Actin-R CTCGCATATGTGGCTCTTGA 

SAR-F GAGTCTGCCCACCCATTCGTAA SAR 

Long i in., 

2010 

SAR-F GACATGCCATAGGTTTCAGCGAC 

HnRNPQ-F TCACCTTCGCCAAGCTCAGAACTA HnRNPQ 

Heterogenna jądrowa 
rybonukleina Q 

HnRNPQ-R AGTTGAACTTGCCCGAAACATGCC 

Actin-1-F CTCTGACAATTTCCCGCTCA ACT 

Aktyna 

Zhang i in., 

2016 Actin-1-R ACACGCTTCCTCATGCTATCC 

B-actin-F GTTCCAATCTATGATGAGGGATACACG 

C 

β-actin 

Aktyna 
Duan i in., 

2014 
B-actin-R GAACCTCCACTGAGAACAACATTACC 

GAPDHa-F ATTAAGGGTGGTGCCAAGCCG GAPDH 

Dehydrogenaza aldehydu 

3-fosfoglicerynowego 

Campos i in., 

2018 GAPDHa-R CAGACTTGTATTCCTTCTCATTGAC 

Actin-asbahiF AATGGTCAAGGCTGGTTTCGC Actin1 

Aktyna 

Al-Asbahi, 

2012 Actin-asbahiR CTGCGCCTCATCACCAACATA 

GENY MARKERÓW STRESU 

SOD-F CATTGTCGATAGCCAGATTCCTTT SOD 
Dysmutaza 

ponadtlenkowa 

Zhang i in., 

2016 
SOD-R AGTCTTCCACCAGCATTTCCAGTA 

POD-F CAGCCCTGTAGCCAACATAAA POD 
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POD-R GCACTTCCACGACTGCTTTG 

CAT-F TTTGATGGGAGTCTTGTGCTTGTG CAT 

katalaza CAT-R ACGGTGAGGGAGTTGTCGTTGTT 

PR-1-F CTGGAGCACGAACTCCAG PR1 

 

Duan i in., 

2014 

PR-1-R CGAGTGCTGGAGCTTGCAGT 

PR2-F CTCGACATCGGTAACGACCAG PR2 

Β-1,3-glukanaza PR2-R GCGGCGATGTACTTGATGTTC 

PR-3-F AGAGATAAGCAAGGCCACGTC PR3 

endochitynaza PR-3-R GGTTGCTCACCAGGTCCTTC 

PR-4-F CGAGGATCGTGGACCAGTG PR4 

endochitynaza PR-4-R GTCGACGAACTGGTAGTTGACG 

PR-5-F ACAGCTACGCCAAGGACGAC PR5 

Białko podobne do 

taumatyny 

PR-5-R CGCGTCCTAATCTAAGGGCAG 

PR-9-F GAGATTCCACAGATGCAAACGAG PR9 

peroksydaza PR-9-R GGAGGCCCTTGTTTCTGAATG 

PR-10-F TTAAACCAGCACGAGAAACATCAG PR10 

Białko podobne do 

rybonukleazy 

PR-10-R ATCCTCCCTCGATTATTCTCACG 

TA-JA2-F AAGAAGGTGAGTGGGCTAT TA-JA2 

TA-JA2-R TGCGAAGGCTCTGTGAA 

Ta-GLP2a-F AACAAAGGTGATGTGTTCGTCTT Glp2a 

Ta-GLP2a-R GAGCCGGTCTATTGTATTCTTTT 

pr-1-f CAATAACCTCGGCGTCTTCATCAC PR1 

Casassola i 

in., 2015 

pr-1-r TTATTTACTCGCTCGGTCCCTCTG 

PR2-f AAGCACTTTGGGCTGTTCAATCCG PR2 

Β-1,3-glukanaza PR2-r CCAGGCAGCTTATTCGAACGCAAA 

pr-4-f AAGTGCCTCCAGGTGACGAA PR4 

endochitynaza pr-4-r TGCACTGGTCGACGATCCT 

pr-9-f CAAGGTGAACTCGTGATGGA PR9 

peroksydaza pr-9-r TTGAGGATTCAACCGTCGTT 

pr-10-f CAAGATGGTCGAGGCTTACC PR10 

Białko podobne do 

rybonukleazy 

pr-10-r CGAAGTCGATCATGAAGCAA 

AMF-f CAGGCTGGAGTGCAGAGAGGTAC AMF Al.-Asbahi 

2012 AMF-r ACAGACATGCACCACCACATC 

PR1.1f CTGGAGCACGAAGCTGCAG PR1 Desmond i 

in., 2005 PR1.1r CGAGTGCTGGAGCTTGCAGT 

PAL-F GGCCCACAAATCGAAGTTATTC PAL 
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PAL-R GGAAGTTGCCACCGTGGAT Sardesai i in., 

2005 

Ta-PERO-PR9-F GAGATTCCACAGATGCAAACGAG PR9 

peroksydaza 
Desmond 

i in., 

2006 

Ta-PERO-PR9-R GGAGGCCCTTGTTTCTGAATG 

WCl2-F TAGGAACTGGAACTTCACCGAGC WCL2 

WCl2-R GGTAGTCCTTGATGTGCAGCGAC 

HSP70-F CGACTCGGAGCGTCTCATC HSP70 

Białko szoku 

cieplnego 

Sardesai i in., 

2005 
HSP70-R TGTCACTCTGACAGGGCATCA 

LIPASE-f CACAAAATATCGACCCACCAC LIPASE 
Lu i in., 2006 

LIPASE-r ACTGGGTATTCGTCTGTCAGC 

PR5a-f ACAGCTACGCCAAGGACGAC PR5 

Białko podobne do 

taumatyny 

Gao i in., 

2013 
PR5a-r CGCGTCCTAATCTAAGGGCAG 

CHI3f GACCTCCTTGGCGTCAGCTA CHI3 

class 1b neutral 

chitinase 
Liu i in., 

2016 

CHI3r TGCATGTCTTCTCGCATCATATA 

TaAOS-f TCCCGAGAGCGCTGTTTAAA TaAOS 

JA biosynthesis TaAOS-r GACGATTGACGGCTGCTATGA 

GNS-f TCATCCTCGACATCGGTAACG GNS Sardesai i in., 

2005 GNS-r CGGCGATGTACTTGATGTTCA 

Chitinase1-PR3-f AGAGATAAGCAAGGCCACGTC PR3 

endochitynaza Wang i in., 

2016 

Chitinase1-PR3-r GGTTGCTCACCAGGTCCTTC 

Wheatwin1-2-PR4-f CGAGGATCGTGGACCAGTG PR4 

endochitynaza Wheatwin1-2-PR4-r GTCGACGAACTGGTAGTTGACG 

WAS3a-PR5-f ACAGCTACGCCAAGGACGAC PR5 

Białko podobne do 

taumatyny 

Ameya i in. WAS3a-PR5-r CGCGTCCTAATCTAAGGGCAG 

WCI-5-f CATCTGGACCACCTTCAACCA PR17 

Sardesai i in., 

2005 

WCI-5-r ACTGGGCTCGGAGTTGGATA 

LRK10-f CCGTCCTGCTGCTACCTCTT LRK 

LRK10-r TACCGCCACATCCACATGAT 

Cyclops-f ATCTAGGTTGTCATCAGAGGCAG CYCLOPS 

Campos i in., 

2018 

Cyklops-r GTTATTCGTGTATTCAGGAGGAA 

CCaMK-f GATTATGGATTTCGGTTTGAGTT CAMK 

CCaMK-r ATGAAATGGTGGGCATCCG 

POLLUX-f ACCTGGCTTGGCACAGATATG POLLUX 

POLLUX-r GGCACAGCATCAGGGAATG 

CASTOR-f CATGATGCTTGGTCTTGTGACTG CASTOR 

CASTOR-r TTCAGTAAAGATCCCAACTTGTC 
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SCL26-f AACTGCATACTCCACCAAGC SCL 

SCL26-r CCTCCTCCTCGTTCTTCTCC 

 

Tabela 13 Skład mieszaniny reakcyjnej 

Składnik Stężenie wyjściowe Objętość na 1 próbę 

Bufor reakcyjny PCR 10x 

stężony (DreamTaq Green 

Buffer, Thermo Scientific) 

10X 2,5 µl 

Starter F 100µM 0,2 µl 

Starter R 100µM 0,2 µl 

Mieszanina dNTP (Sigma 

Aldrich) 
2,5µM 1,5 µl 

Matryca cDNA 50ng/µl 1 µl 

Polimeraza (Dream Taq, 

Thermo Scientific 
2U/µl 0,25 µl 

Woda  19,35 µl 

 

Tabela 14 Warunki reakcji PCR 

Proces Powtórzenie Temperatura Czas 

Denaturacja wstępna 1x 94oC 2 minuty 

Denaturacja 

40x 

94 oC 5 sekund 

Przyłączanie starterów Zmiennie* 30 sekund 

Synteza 72 oC 1 minuta 

Synteza końcowa 1x 72 oC 3 minuty 

przechowywanie 1x 4 oC ∞ 

*gradient temperaturowy w zakresie temperatur 55oC-62oC 

W celu sprawdzenia poprawności wykonania reakcji PCR oraz wybrania najlepszej 

temperatury wiązania badanych starterów wykonano elektroforezę w 1,5% żelu agarozowym 

w buforze 1xTBE z dodatkiem GelRedTM Nucleic AcidGel Strain [Biotum Inc., Fremont, 

Kalifornia, USA]. W kieszonki żelu nakładano 5 µl próby. Jako wzorzec ciężarów 

wysokocząsteczkowych wykorzystano Marker Gene Ruler 0,5 µg/µl [ThermoFisher Scientific, 

Waltham, Massachusetts, USA], który nanoszono do pierwszej kieszonki w objętości 5 µl. 

Elektroforezę prowadzono w aparacie BioRad Power Pac 300 [BioRad, Hercules, Kalifornia, 

USA], w buforze elektrodowym (1xTBE) przy napięciu nie przekraczającym 3V/cm odległości 
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między elektrodami przez 40 minut. Wizualizacji fragmentów DNA dokonano 

z wykorzystaniem wizualizatora UV [Syngene, Wielka Brytania] emitującego światło 

nadfioletowe o długości 302 nm.  

4.8.5. Reakcja Real-time qPCR 

Reakcję Real-time qPCR przeprowadzano w objętości 10 µl z wykorzystaniem aparatu 

CFX-96 Real-Time System [BioRad, Herkules, Kalifornia, USA] oraz komercyjnie dostępnego 

zestawu tej samej firmy: iTaq Universal SYBR Green Supermix [BioRad, Hercules, Kalifornia, 

USA]. Matrycą do tej reakcji było uzyskane w reakcji odwrotnej transkrypcji cDNA. Skład 

mieszaniny reakcyjnej pokazano w Tabeli nr 15, natomiast profil temperaturowy w Tabeli 

nr 16.  

Tabela 15 Skład mieszaniny reakcyjnej do reakcji real-time qPCR 

Składnik Stężenie wyjściowe Objętość dla 1 próby 

iTaq SYBR Green  5 µl 

Starter F 100mM 0,75 µl 

Starter R 100mM 0,75 µl 

Matryca cDNA  3,5 µl 

 

Tabela 16 Profil temperaturowy zastosowany w reakcji real-time qPCR 

Proces Temperatura czas Powtórzenia 

A
m

p
li

fi
k

ac
ja

 w
 c

za
si

e 

rz
ec

zy
w

is
ty

m
 

Denaturacja wstępna 98 oC 2 min 1x 

Denaturacja 98 oC 0,15 s 

40x 

Przyłączanie starterów zmiennie 1 min 

Synteza 

P
o

je
d

y
n

cz
y

 

o
d

cz
y

t 

fl
u

o
re

sc
en

cj
i 

72 oC 30 s 

K
rz

y
w

a 
to

p
n

ie
n

ia
 

p
ro

d
u

k
tó

w
 P

C
R

 Przyłączanie 

starterów 

C
ią

g
ły

 o
d

cz
y

t 

fl
u

o
re

sc
en

cj
i 

65 oC 0,05 s 1x 

Denaturacja 95 oC 0,5 s 1x 

Chłodzenie 4 oC 10 min 1x 
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4.8.6. Analiza stabilności genów 

Gen uznawano za stabilny, jeśli jego ekspresja była równoważna we wszystkich 

badanych próbkach. Stabilność genów badano trzema różnymi algorytmami: geNorm 

[Vandesompele i in., 2002], NormFinder [Andersen i in., 2004] i BestKeeper [Pfaffl i in., 2004] 

oraz z porównawczej metody delta-Ct [Silver i in., 2006]. Analizy z geNorm (wersja 3.5), 

NormFinder (wersja 0.953) oraz porównawczej metody delta-Ct przeprowadzono na ΔCq, 

a analizę z BestKeeper (wersja 1.0) na surowych danych Cq jako danych wyjściowych. Każde 

traktowanie badano niezależnie oraz zbiorczo. 

Do analizy otrzymanych wyników wykorzystano program CFX Maestro [BioRad, Hercules, 

Kalifornia, USA]. Do analizy zmiany ekspresji badanych genów względem genów 

referencyjnych wykorzystano metodę 2-ΔΔCt [Schmittgen i Livak, 2008]. 

4.9. Analiza danych i wizualizacja wyników 

 

4.9.1. Analiza chromatogramów 

Za pomocą programu Chromas v.2.6.6 [Applied Biosystems] dokonano analizy 

uzyskanych sekwencji DNA.  

4.9.2. Analiza porównawcza sekwencji 

Analizę porównawczą przeprowadzono z zastosowaniem algorytmu CLUSTAL w [Thompson 

i in., 1994] oraz BLAST [Altschul i in., 1990]. Analizę porównawczą sekwencji regionu ITS1, 

ITS2 rDNA, dużej podjednostki (LSU) nrRNA [Vilgalys i Hester, 1990] oraz małej 

podjednostki (SSU) nrRNA [White i in., 1990], fragmentu genu elongacyjnego czynnika 

translacyjnego 1-α (tef1) [Roger i in., 1999], fragmentu genu β-tubuliny (tub2) [Edlind i in., 

1996], fragmentu genu aktyny (act) [Drouin i in., 1995] oraz fragmentu genu kalmoduliny (cmd) 

wykonano przy pomocy programu Geneious v. 2022.2.1 [Kearse i in., 2012]. Dane 

sekwencyjne do analizy porównawczej zostały przygotowane poprzez ręczne dopasowanie 

wielu sekwencji (ang. multiple sequence aligments), uzyskanych z użyciem narzędzia 

CLUSTALW [Thompson i in. 1994]. Poprawek dokonano przy użyciu programu BioEdit 

Sequence Alignment Editor v. 7.2.6 (31.3.2017) [Hall, 1999]. 

4.9.3. Analiza bioróżnorodności 

Skład i zróżnicowanie mykobiomu nadziemnych i podziemnych części pszenicy 

(korzenie, liście, łodygi i nasiona) oraz dziesięciu odmian pszenicy w dwóch analizowanych 

pokoleniach, dwóch systemach uprawy (ekologiczna i tradycyjna) oraz dwóch warunkach 

uprawy (pole oraz szklarnia) generacji G1 oceniano za pomocą wskaźnika bioróżnorodności 
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Shannona (H), wskaźnika równości Shannona (E) [Shannon, 1948], wskaźnika Margalef’a 

(MRI) [Margalef, 1951] oraz wskaźnika Menhinick’a (d) [Menhinick, 1964].  

Zastosowano następujące równania:  

𝐻 = −∑𝑝𝑖 ∗

𝑆

𝑖=1

ln(𝑝𝑖) 

𝑝𝑖 =
𝑛𝑖

𝑁𝑖
 

𝐸 =
𝐻

ln(𝑆)
 

𝑀𝑅𝐼 = 
𝑆 − 1

ln𝑁𝑖
 

𝑑 = 
𝑆

√∑ 𝑛𝑖𝑖

 

 

 

 

 

 

4.9.4. Analiza wpływu szczepu II na wzrost szczepu i w testach biologicznych w bikulturach 

na podłożu PDA 

Analizę wpływu wzrostu badanych grzybów względem siebie wykonano dla pomiarów 

dokonanych w 5 dniu po ko-inkubacji na podłożu PDA. Procent inhibicji wzrostu obliczono 

według poniższego wzoru [Edington i in., 1971]:  

𝐼 =
𝑅𝑐 − 𝑅

𝑅𝑐
× 100 

Gdzie:  

I – współczynnik wzrostu 

Rc – średnia wzrostu szczepu głównego w kontroli 

R – średnia wzrostu szczepu głównego w bikulturze 

Gdzie:  

H – wskaźnik różnorodności 

Shannona (ang. Shannon Index), 

EH – wskaźnik równości (ang. 

Equitability Index), 

MRI – wskaźnik Margalefa (ang. 

Margalef Richness Index), 

d – wskaźnik Menhinick’a (ang. 

Menhinick Index), 

ni - liczebność osobników danego 

gatunku,  

Ni - liczebność wszystkich 

osobników wszystkich gatunków. 

S – liczba osobników na danym 

obszarze (w odmianie/części 

rośliny) 
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Jakościową ocenę wzrostu grzyba (szczep I) oparto na obserwacjach kolonii po 14 dniach 

wzrostu w bikulturze. w celu selekcji najbardziej i najmniej skutecznych antagonistów wartości 

[zmodyfikowana skala Mańki, 1974; Popiel i in. 2008] zostały uśrednione i porównane.  

W celu zobrazowania kinetyki wzrostu szczepów w bi-kulturach przeprowadzono analizę 

krzywych regresji wzrostu. Regresję liniową obliczono dla każdego szczepu i w obecności lub 

nie (kontrola) szczepu II (w trzech powtórzeniach) w oparciu o pomiary wykonywane w dniach 

od 1 do 5 po ko-inkubacji. Analizę wariancji wzrostu kolonii szczepu i przeprowadzono dla 

wszystkich interakcji szczep I-szczep II we wszystkich dniach obserwacji na poziomie 

istotności α=0,001.  

4.9.5.  Wizualizacja danych i analiza statystyczna 

Diagramy Venn,a, jak i siecio-podobne diagramy Venn’a (ang. network-like Venn diagram) 

zostały uzyskane dzięki wykorzystaniu programu Cytoscape (v. 3.8.2) [Shannon i inni, 2003]. 

Wykresy sporządzono z wykorzystaniem pakietu ggplot2 [Wickham, 2016] w środowisku R 

[R.C. Team., 2021] lub w programie Exel. Analizę statystyczną wyników przeprowadzono 

z wykorzystaniem środowiska R. 
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V. WYNIKI 
W wyniku prowadzonych doświadczeń w pracy doktorskiej wyizolowano z endosfery 

polskich odmian pszenicy zwyczajnej 879 izolaty grzybów, z czego molekularnie 

zidentyfikowano 828 na poziomie gatunku zidentyfikowano 521. Na Rycinie 8 przedstawiono 

liczby izolatów z uwzględnieniem generacji i warunków wzrostu roślin i wyników 

identyfikacji molekularnej. Lista zidentyfikowanych molekularnie izolatów została 

umieszczona w suplemencie wraz z numerami akcesyjnymi dla sekwencji zdeponowanych 

w GenBank NCBI [Sayers i in., 2021] (Tabela S1) oraz sekwencjami w formacie FASTA.  

Rycina 8 Liczba szczepów grzybów endofitycznych wyizolowana (kolor czerwony) oraz zidentyfikowana (kolor 

niebieski) u roślin wzrastających w warunkach szklarniowych (generacja G1) i polowych – uprawa ekologiczna 

oraz tradycyjna. 

5.1. Doświadczenie nr 1 

Doświadczenie nr 1 polegało na wyizolowaniu i zidentyfikowaniu grzybów endofitycznych 

z części nadziemnych i podziemnych dziesięciu odmian pszenicy rosnącej w warunkach 

szklarniowych (generacja G1) oraz w warunkach polowych (uprawa ekologiczna oraz 

tradycyjna). 

5.1.1. Kształtowanie się struktury społeczności grzybów endofitycznych wyizolowanych 

z endosfery roślin pszenicy zdeterminowany jej warunkami uprawy. 

W generacji G1, w poszczególnych systemach uprawy (warunki szklarniowe, warunki 

polowe – uprawa ekologiczna i tradycyjna) wyizolowano 803 szczepy grzybów, z czego 

molekularnie zidentyfikowano 764 szczepy. Na ryc. 8 przedstawiono ilość wyizolowanych 

(kolor czerwony) oraz zidentyfikowanych (kolor niebieski) szczepów grzybów endofitycznych.  
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Przeprowadzono reakcję sekwencjonowania fragmentów DNA uzyskanych w reakcji 

amplifikacji regionu ITS1-ITS2 rDNA dla 803 szczepów. Analiza porównawcza uzyskanych 

sekwencji z sekwencjami zamieszczonymi w bazie danych NCBI z wykorzystaniem programu 

BLAST pozwoliła na jednoznaczne (podobieństwo sekwencji wynosiło >99% na całej długości 

analizowanego fragmentu DNA) określenie rodzaju dla wszystkich badanych izolatów. 

W kolejnym etapie przeprowadzono reakcję sekwencjonowania fragmentów DNA uzyskanych 

w reakcji amplifikacji fragmentu genu tef1 dla 144 szczepów, fragmentu genu β-tub dla 209 

szczepów, fragmentu genu act dla 19 szczepów, a także uzyskanych w reakcji amplifikacji 

dużej podjednostki nrDNA dla 75 szczepów oraz małej podjednostki nrDNA dla 113 szczepów. 

Na podstawie przeprowadzonych analiz zidentyfikowano 764 szczepy grzybów endofitycznych 

wyizolowanych z roślin uprawianych w warunkach kontrolowanych (szklarnia) oraz polowych 

(uprawa ekologiczna i tradycyjna).  

Zidentyfikowano 28 gatunków lub rodzajów endofitów, otrzymanych z roślin 

uprawianych w warunkach szklarniowych, z roślin uprawianych w systemie ekologicznym na 

polu 35 gatunków lub rodzajów, a z pszenicy uprawianej w systemie tradycyjnym 52 gatunki 

lub rodzaje.  

 

Rycina 9 a - sieć powiązań wspólnych rodzajów/gatunków grzybów endofitycznych występujących 

w analizowanych systemach uprawy pszenicy; B – diagram Venna obrazujący unikalny i wspólny mykobiom 

endosfery roślin pszenicy dla trzech systemów uprawy. 

Rycina 9A przedstawia sieć wzajemnych powiązań rodzajów bądź gatunków grzybów 

występujących w roślinach uprawianych w trzech systemach uprawy (warunki kontrolowane – 

szklarnia, warunki polowe – uprawa tradycyjna i ekologiczna). Na diagramie Venn’a (Ryc. 9B) 
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przedstawiono liczbowe odzwierciedlenie prezentowanej sieci. Analizując przedstawione 

powyżej wyniki zaobserwowano, że Penicillium chrysogenum oraz grzyby z rodzaju 

Sarocladium sp., Penicillium sp., Alternaria sp., Cladosporium sp. i Fusarium sp. występują 

w roślinach wzrastających w szklarni i na polu w obu strategiach uprawy (ekologicznej 

i tradycyjnej). Penicillium olsonii zidentyfikowano w pszenicy uprawianej w warunkach 

kontrolowanych oraz na polu – uprawa ekologiczna. Natomiast grzyby z rodzaju Periconia sp., 

Talaromyces sp., Anthracocystis sp., Moesziomyces sp., a także gatunki Microdochium bolleyi, 

Phoma pomorum, Fusarium avenaceum, Exserophilum pedicellatum, Aureobasidium 

pullulans, Anthracocystis flocculosa, Fusarium oxysporum, Waitea circinata, Fusarium solani, 

Alternaria alternata, Periconia macrospinosa i Setophoma terrestris zaobserwowano 

w roślinach uprawianych na polu w obu strategiach uprawy: ekologicznej i tradycyjnej. Pięć 

gatunków lub rodzajów grzybów endofitycznych: Fusarium proliferatum, Sarocladium 

strictum, Penicillium crustosum, Nigrospora gorlenkoana oraz Trichoderma sp., 

zidentyfikowano w roślinach rosnących zarówno w  szklarni jak i na polu w uprawie 

tradycyjnej. Natomiast grzyby z rodzaju Meyerozyma sp., Colletotrichum sp., Didymella sp., 

Gibellulopsis sp., Meira sp., Penidiella sp., Verticillium sp. oraz gatunki Alternaria alternata, 

Epicoccum nigrum, Fusarium temperatum, Leptobacillium leptobactrum, Moesziomyces 

bullatus, Setophoma terrestis wyizolowano z roślin w ekologicznym systemie uprawy. 

w warunkach szklarniowych zaobserwowano grzyby z rodzaju Phlebia sp., Aspergillus sp., 

Acremonium sp. oraz gatunki takie jak Trichoderma viride, Trichoderma koningii, Trichoderma 

hamatum, Sarocladium spinificis, Pseudogymnoascus pannorum, Penicillium expansum, 

Penicillium digitatum, Parengyodontium album, Clonostachys candelabrum, Cladosporium 

cladosporoides, Chrysosporium pseudomerdarium, Akanthomyces lekanii, , Acremonium 

sclerotigenum. 

Najliczebniejszą grupę endofitów wyizolowano z pszenicy uprawianej tradycyjnie na polu. 

Były to grzyby z rodzaju Backusella sp., Chaetomium sp., Lecanicillium sp., Epicoccum sp., 

Arthrinium sp., Phoma sp., Cadophora sp., Neonectria sp., Microdochium sp., Setophoma sp., 

oraz gatunki grzybów takie jak: Isaria farinosa, Penicillium amphipolaria, Alternaria 

conjuncta, Alternaria infactoria, Stemphylium vesicarium, Fusarium redolens, Fusarium poae, 

Rhizoctonia solani, Phoma eupyrena, Didymella pomorum, Stachybotrys bisbyi, Cladosporium 

allicinum, Bipolaris sorokiniana, Achroiostachys betulicola, Talaromyces aculeatus. 
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5.1.2 Kształtowanie się struktury społeczności grzybów endofitycznych wyizolowanych 

z endosfery roślin pszenicy, zdeterminowane odmianą pszenicy. 

Rycina nr 10 (oraz Tabela nr S2) przedstawia sieć wzajemnych powiązań rodzajów bądź 

gatunków grzybów występujących w dziesięciu badanych odmianach pszenicy zwyczajnej 

(Triticum aestivum L.) niezależnie od systemu uprawy.  

W pszenicy jarej odmiany Arabella występują grzyby z rodzaju Alternaria, 

Cladosporium, Fusarium, Penicillium, Talaromyces, Sarocladium oraz F. oxysporum, W. 

circinata, E. pedicellatum, F. solani, A. sclerotigenum, C. candelabrum, P. olsonii, S. spinificis, 

T. viride, T. hamatum. z pszenicy ozimej odmiany Arkadia wyizolowano grzyby z rodzaju 

Penicillium, Anthracocystis, Moesziomyces, Alternaria, Fusarium, Periconia, Trichoderma, 

Sarocladium oraz S. vesicarium, E. pedicellatum, F. avenaceum, F. poae, F. proliferatum, M. 

bolleyi, P. macrospinosa, P. eupyrena, S. terrestris, A. flocculosa, A. sclerotigenum, C. 

cladosporioides, S. spinificis, A. lecanii, C. pseudomerdarium. z pszenicy ozimej odmiany 

Bamberka wyizolowano grzyby z rodzaju Alternaria, Backusella, Colletotrichum Fusarium, 

Meyerozyma, Neonectria, Penicillium, Periconia, Phoma, Sarocladium, Setophoma oraz E. 

pedicellatum, F. oxysporum, F. redolens, M. bolleyi, P. macrospinosa, S. terrestris, 

P. chrysogenum, F. proliferatum, P. pannorum, P. olsonii, S. spinificis, P. crustosum, C. 

cladosporioides. w pszenicy jarej odmiany Bombona występują grzyby z rodzaju Alternaria, 

Anthracocystis, Didymella, Fusarium, Gibellulopsis, Meira, Penicillium, Penidiella, 

Talaromyces, Trichoderma, Sarocladium, Verticillium oraz A. alternata, A. flocculosa, E. 

pedicellatum, F. solani, F. oxysporum, L. leptobactrum, P. crustosum, P. digitatum, P. olsonii, 

P. album, W. circinata. z pszenicy ozimej odmiany Euforia wyizolowano grzyby z rodzaju 

Alternaria, Aspergillus, Cladosporium, Fusarium, Lecanicillium, Microdochium, Penicillium, 

Periconia, Phoma, Sarocladium, Trichoderma oraz A. lecanii, E. pedicellatum, F. oxysporum, 

F. avenaceum, F. redolens, F. poae, F. proliferatum M. bolleyi, N. gorlenkoana, 

P. macrospinosa, P. expansum, P. olsonii, S. terrestris, T. koningii, T. viride. w pszenicy jarej 

odmiany Kandela występują grzyby z rodzaju Acremonium, Alternaria, Anthracocystis, 

Fusarium, Moesziomyces, Penicillium, Phlebia, Phoma, Sarocladium oraz A. infectoria, 

A. flocculosa, A. sclerotigenum, A. lecanii, B. sorokiniana, E. pedicellatum, F. oxysporum, 

F. proliferatum, F. redolens, M. bolleyi, P. macrospinosa, P. pomorum, P. olsonii, 

P. digitatum, S. spinificis, S. terrestris. z pszenicy ozimej odmiany Legenda wyizolowano 

grzyby z rodzaju Alternaria, Cadophora, Epicoccum, Fusarium, Penicillium, Periconia, 

Phoma, Sarocladium, Setophoma oraz A. sclerotigenum, A. lecanii, E. pedicellatum, E. nigrum, 

F. avenaceum, F. oxysporum, F. poae, F. proliferatum, F. redolens, M. bolleyi, N. 
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gorlenkoana, P. crustosum, P. amphipolaria, P. macrospinosa, R. solani, S. spinificis, S. 

strictum, S. terrestris. z pszenicy ozimej odmiany Ostroga wyizolowano grzyby z rodzaju 

Alternaria, Anthracocystis, Aspergillus, Cladosporium, Fusarium Moesziomyces, Penicillium, 

Sarocladium oraz B. sorokiniana, E. pedicellatum, F. redolens, F. oxysporum, F. proliferatum, 

M. bolleyi, P. macrospinosa, P. crustosum, P. digitatum, S. spinificis, S. terrestris. w pszenicy 

jarej odmiany Rospuda występują grzyby z rodzaju Alternaria, Anthracocystis, Arthrinium, 

Chaetomium, Cladosporium, Fusarium, Moesziomyces, Penicillium Periconia, oraz 

A. flocculosa, A. pullulans, A. alternata, A. conjuncta, A.infectoria, C. allicinum, E. 

pedicellatum, F. oxysporum, F. solani, M. bolleyi, P. chrysogenum, P. pomorum, 

P. macrospinosa, S. spinificis, S. strictum, S. terrestris. w pszenicy jarej odmiany Rusałka 

występują grzyby z rodzaju Alternaria, Anthracocystis Cladosporium, Fusarium, Penicillium, 

Trichoderma oraz A. alternata, A. infectoria, A. pullulans, A. betulicola, D. pomorum, E. 

pedicellatum, F. oxysporum, F. temperatum, I. farinosa, M. bolleyi, M. bullatus, 

P. macrospinosa, P. chrysogenum, P. crustosum, S. bisbyi, S. strictum, T. aculeatus.
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Rycina 10 Sieć powiązań wspólnych rodzajów/gatunków grzybów endofitycznych występujących w badanych odmianach pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum L.) 
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Analizowano też społeczność grzybów pod kątem ich występowania w badanych odmianach 

pszenicy w poszczególnych systemach uprawy (Ryciny nr 11-13; Tabela nr S3).  

Społeczność grzybów występująca w tkankach pszenicy wzrastających w warunkach 

kontrolowanych (szklarnia) jest najbardziej uboga wśród badanych systemów uprawy, co 

przedstawia Rycina nr 11. z pszenicy odmiany jarej Arabella wyizolowano grzyby z rodzaju 

Penicillium oraz A. sclerotigenum, C. candelabrum, P. olsonii, S. spinificis, T. hamatum, 

T.viride. z roślin pszenicy odmiany Arkadia wyizolowano grzyby z rodzaju Penicillium 

i Sarocladium oraz A. sclerotigenum, A. lekanii, C. cladosporoides, C. pseudomerdarium, 

F. proliferatum, S. spinificis. w pszenicy odmiany Bamberka występują grzyby z rodzaju 

Sarocladium i Penicillium oraz C. cladosporoides, F. proliferatum, P. pannorum, P. olsonii, 

P. crustosum, S. spinificis. w pszenicy odmiany Bombona występują grzyby z rodzaju 

Penicillium i Trichoderma oraz P. digitatum, P. olsonii, P. album. w pszenicy odmiany Euforia 

występują grzyby z rodzaju Aspergillus, Alternaria, Fusarium, Penicillium, Sarocladium, 

Trichoderma oraz A. lecanii, F. proliferatum, N. gorlenkoana, P. expansum, P. olsonii, 

T. viride, T. koningii. z pszenicy odmiany Kandela wyizolowano grzyby z rodzaju 

Acremonium, Penicillium, Phlebia, Sarocladium oraz A. sclerotigenum, A. lecanii, 

P. digitatum, P. olsonii, S. spinificis. z pszenicy odmiany Legenda wyizolowano grzyby 

z rodzaju Penicillium i Sarocladium oraz A. sclerotigenum, A. lecanii, F. proliferatum, 

P. crustosum, S. spinificis. w pszenicy odmiany Ostroga występują grzyby z rodzaju 

Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Sarocladium oraz F. proliferatum, P. crustosum, 

P. digitatum, S. spinificis. w pszenicy odmiany Rospuda występują grzyby z rodzaju Fusarium 

i Penicillium oraz P. chrysogenum i S. spinificis. w pszenicy odmiany Rusałka występują 

grzyby z rodzaju Cladosporium i Penicillium oraz P. chrysogenum i S. strictum 

W warunkach polowych, w uprawie ekologicznej (Rycina nr 12) w odmianie jarej 

Arabella zidentyfikowano szczepy F. proliferatum, F. solani oraz grzyby z rodzaju 

Cladosporium, Fusarium, Penicillium, Sarocladium i Talaromyces. z pszenicy odmiany ozimej 

Arkadia wyizolowano tylko szczep P. olsonii. w pszenicy odmiany ozimej Bamberka 

występują grzyby z rodzaju Alternaria, Colletotrichum, Fusarium, Meyerozyma, Periconia 

oraz F. oxysporum, M. bolleyi, P. macrospinosa, P. chrysogenum, S. terrestris. w odmianie 

jarej Bombona zidentyfikowano grzyby z rodzaju Alternaria, Anthracocystis, Didymella, 

Fusarium Gibelulopsis, Meira, Penicillium, Penidiella, Sarocladium, Talaromyces, 

Verticillium oraz A. flocculosa, E. pedicellatum, F. oxysporum, L.leptobactrum, P. olsonii, 

Waitea circinata. z pszenicy ozimej odmiany Euforia wyizolowano grzyby z rodzaju 
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Alternaria i Periconia oraz P. macrospinosa. w pszenicy odmiany Kandela zidentyfikowano 

grzyby z rodzaju Fusarium, Moesziomyces, Penicillium, Sarocladium oraz A. flocullosa, M. 

bolleyi, S. terrestris. z pszenicy odmiany Legenda wyizolowano grzyby E. nigrum, F. 

avenaceum, M. bolleyi, natomiast z roślin odmiany Ostroga wyizolowano grzyby z rodzaju 

Anthracocystis, Cladosporium i Moesziomyces oraz E. pedicellatum, M. bolleyi i S. terrestris. 

w pszenicy odmiany Rospuda zidentyfikowano grzyby z rodzaju Alternaria, Anthracocystis, 

Penicillium oraz A. alternata, A. pullulans, E. podicellatum, F. oxysporum, M. bolleyi, 

P. chrysogenum, P. pomorum, S. terrestris. z pszenicy odmiany Rusałka wyizolowano grzyby 

z rodzaju Anthracocystis, Cladosporium oraz Fusarium i F. oxysporum, F. temperatum, M. 

bolleyi, M. bullatus, P. macrospinosa.  

 W warunkach polowych, w uprawie tradycyjnej (Rycina nr 13) w odmianie jarej 

Arabella zidentyfikowano grzyby z rodzaju Alternaria, Fusarium, Penicillium, Talaromyces 

oraz E. pedicellatum, F. oxysporum i W. circinata. z pszenicy odmiany Arkadia wyizolowano 

grzyby z rodzaju Alternaria, Anthracocysits, Fusarium Moesziomyces, Penicillium, Perionia, 

Trichoderma oraz A. flocculosa, E. pedicellatum, F. avenaceum, F. poae, M. bolleyi, 

P. macrospinosa, P. eupyrena, S. terrestris, S. vesicarium. w pszenicy odmiany Bamberka 

zaobserwowano grzyby z rodzaju Alternaria, Backusella, Fusarium, Neonectria, Phoma, 

Penicillium, Setophoma oraz E. pedicellatum, F. oxysporum, F. redolens, M. bolleyi, 

P. chrysogenum, P. macrospinosa, S. terrestris. z pszenicy odmiany jarej Bombona 

wyizolowano grzyby z rodzaju Alternaria, Fusarium, Penicillium, Sarocladium oraz 

A. alternata, E. pedicellatum, F. oxysporum, F. solani, P. crustosum. w pszenicy odmiany 

Euforia występują grzyby z rodzaju Alternaria, Cladosporium, Fusarium, Lecanicillium, 

Microdochium, Phoma, Sarocladium oraz E. pedicellatum, F. avenaceum, F. redolens, 

F. oxysporum, F. poae, M. bolleyi, P. macrospinosa, S. terrestris. z pszenicy odmiany Kandela 

wyizolowano grzyby z rodzaju Alternaria, Anthracocystis Fusarium, Penicillium, Phoma, 

Sarocladium oraz A. infectoria, B. sorokiniana, E. pedicellatum, F. oxysporum, 

F. proliferatum, F. redolens, M. bolleyi, P. macrospinosa, P. pomorum, S. terrestris. 

z pszenicy odmiany Legenda wyizolowano grzyby z rodzaju Alternaria, Cadophora, 

Epicoccum, Fusarium, Periconia, Phoma, Penicillium, Setophoma oraz E. pedicellatum, 

F. avenaceum, F. oxysporum, F. poae, F. redolens, M. bolleyi, N. gorlenkoana, 

P. macrospinosa, P. amphipolaria, R. solani, S. strictum, S. terrestris. w pszenicy odmiany 

Ostroga zidentyfikowano grzyby z rodzaju Alternaria, Cladosporium, Fusarium, Penicillium 

oraz F. oxysporum, F. redolens, P. macrospinosa, S. terrestris. w pszenicy odmiany Rospuda 
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występują grzyby z rodzaju Alternaria, Anthracocystis, Arthrinium, Chaetomium, 

Cladosporium, Fusarium, Moesziomyces, Penicillium, Periconia oraz A. flocculosa, 

A. conjuncta, A. infectoria, C. allicinum, E. pedicellatum, F. solani, F. oxysporum, 

P. macrospinosa, P. pomorum, S. terrestris. z pszenicy odmiana Rusałka wyizolowano grzyby 

z rodzaju Alternaria, Cladosporium, Fusarium, Penicillium, Trichoderma oraz A. infectoria, 

A. alternata, A. pullulans, A. betulicola, D. pomorum, E. pedicellatum, I. farinosa, M. bolleyi, 

P. crustosum, P. macrospinosa, T. aculeatus S. bisbyi, S. strictum.  

.  
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Rycina 11 Sieć powiązań wspólnych rodzajów/gatunków grzybów endofitycznych występujących w badanych odmianach pszenicy uprawianych w warunkach kontrolowanych 



74 
 

 

Rycina 12 Sieć powiązań wspólnych rodzajów/gatunków grzybów endofitycznych występujących w badanych odmianach pszenicy uprawianych w warunkach polowych - 

uprawa ekologiczna 
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Rycina 13 Sieć powiązań wspólnych rodzajów/gatunków grzybów endofitycznych występujących w badanych odmianach pszenicy uprawianych w warunkach polowych - 

uprawa tradycyjna 
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Rycina 14 Grzyby endofityczne występujące w każdej z badanych strategii uprawy. 

Rycina 14 przedstawia analizę porównawczą mykobiomu dziesięciu odmian pszenicy 

w trzech strategiach uprawy: szklarnia oraz pole: uprawa tradycyjna i ekologiczna. Wykazano, 

że grzyby z rodzaju Sarocladium występują w każdej strategii uprawy w odmianie Kandela. 

Zaobserwowano również, że grzyby z rodzaju Fusarium oraz Penicillium chrysogenum 

występują w każdej strategii uprawy, niezależnie od odmiany pszenicy. 

5.1.3. Wskaźniki bioróżnorodności dla badanych odmian pszenicy w różnych strategiach 

uprawy 

Przeanalizowano wskaźniki bioróżnorodności (Indeks Shannon’a, Indeks Margalefa 

oraz Indeks Menhinick’a) i równomierności w badanych odmianach pszenicy z podziałem na 

strategie uprawy: szklarnia oraz pole (uprawa ekologiczna i tradycyjna) [Rycina nr 15].  

Pszenica ozima odmiany Euforia w warunkach szklarniowych charakteryzowała się 

największą bioróżnorodnością. Potwierdzają to wartości badanych wskaźników; indeks 

Shannon’a (H) wyniósł 2,20, indeks Margalefa (MRI) 3,50, a indeks Menhinick’a (d) 2,30. 

Natomiast wartości tych wskaźników były najniższe w odmianie jarej Rospuda (H= 0,69, MRI 

= 1,10, d = 1). Wartości rozmieszczenia gatunkowego (E) wahały się od E=0,94 dla odmiany 

Bombona do E=0,50 dla odmiany Rospuda.  

W warunkach polowych w uprawie tradycyjnej odmiana Rospuda charakteryzowała się 

nie tylko największą bioróżnorodnością (H = 2,90; MRI = 5,60; d = 3,70), ale też najlepszym 
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rozmieszczeniem gatunkowym (E = 0,95). Wartości indeksu Shannon’a (H = 1,40) oraz indeksu 

Margalef’a (MRI = 2,0) w odmianie Arabella były najniższe, natomiast wartości indeksu 

Menhenick’a (d = 1,50) były najniższe w odmianie Ostroga.  

W uprawie ekologicznej nie podano wartości dla omawianych wskaźników przy 

odmianie Arkadia, ponieważ wyizolowano tylko Penicillium olsonii (Ryc. S1). Spośród 

pozostałych odmian, Bombona charakteryzuje się największą bioróżnorodnością (H = 2,60; 

MRI = 4,50; d = 2,90) oraz dobrym rozmieszczeniem gatunkowym (E = 0,91). Odmiana 

Legenda była najbardziej uboga w poszukiwane mikroorganizmy (H = 2,60; MRI = 4,50; d = 

2,90), a także charakteryzowała się najgorszym rozmieszczeniem gatunkowym (E = 0,86). 

Natomiast najbardziej równomierne rozmieszczenie gatunkowe zaobserwowano u odmiany 

Ostroga (E = 0,97).  

Analizując wskaźniki pod względem sposobu uprawy, zauważono, że uprawa na polu 

w systemie tradycyjnym charakteryzowała się największą bioróżnorodnością (H = 2,90; MRI 

= 5,60; d = 3,70). Natomiast najbardziej ubogie w mikroorganizmy były rośliny uprawiane 

w warunkach szklarniowych (H = 2,20; MRI = 3,50; d= 2,30). Rozmieszczenie gatunkowe było 

porównywalne we wszystkich badanych systemach uprawy. Wahało się w przedziale od 

E=0,97 -uprawy polowej, ekologicznej do E=0,94 - warunków szklarniowych.  

 

Rycina 15 Wskaźniki bioróżnorodności i równomierności dziesięciu odmian pszenicy w badanych systemach 

uprawy 
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5.1.4. Kształtowanie się struktury społeczności grzybów endofitycznych wyizolowanych 

z roślin pszenicy, zdeterminowane organem roślinny (ziarniaki, liście, łodygi, korzenie).  

 

Rycina nr 16 (oraz Tabela nr S3) przedstawia sieć wzajemnych powiązań rodzajów bądź 

gatunków grzybów występujących w organach roślinnych (ziarniaki, liście, łodygi i korzenie) 

niezależnie od systemu uprawy.  

W ziarniakach stwierdzono występowanie grzybów z rodzaju Alternaria, 

Anthracocystis, Cladosporium, Didymella, Fusarium, Gibellulopsis, Moesziomyces, 

Penicillium, Sarocladium, Talaromyces, Trichoderma oraz A. flocculosa, A. alternata, 

A. infactoria, A. sclerotigenum, A. lekanii, C. calndelabrum, D. pomorum, F. oxysporum, 

F. proliferatum, F. temperatum, P. crustosum, P. chrysogenum, P. digitatum, P. expansum, 

P. olsonii, P. album, S. bisbyi, S. spinificis, S. strictum, T. koningii, T. viride.  

W liściach zidentyfikowano grzyby z rodzaju Acremonium, Alternaria, Anthracocystis, 

Aspergillus, Cladosporium, Fusarium, Meira, Moesziomyces, Penidiella, Periconia, Phoma, 

Penicillium, Sarocladium oraz A. sclerotigenum, A. lecanii, A. infectoria, A. conjuncta, 

A. pullulans, A. flocculosa, C. cladosporoides, C. allicunum, E. pedicellatum, F. oxysporum, 

F. proliferatum, N. gorlenkoana, P. chrysogenum, P. crustosum, P. amphipolaria, 

P. macrospinosa, S. spinificis, S. stritum.  

W łodygach zaobserwowano występowanie grzybów z rodzaju Alternaria, 

Anthracocystis, Cadophora, Cladosporium, Fusarium, Moesziomyces, Phlebia, Penicillium, 

Periconia, Sarocladium, Talaromyces, Verticillium oraz A. infectoria, A. alternata, A. lecanii, 

A. flocculosa, A. pullulans, C. pseudomerdarium, E. pedicellatum, F. oxysporum, 

F. proliferatum, F. solani, L. leptobactrum, M. bullatus, M. bolleyi, P. pannorum, 

P. crustosum, P. chrysogenum, P. olsonii, P. macrospinosa, R. solani S. spinificis, S. strictum, 

S. bisbyi, S. versicarium, S. terrestris, T. aculeatus.  

Z korzeni roślin pszenicy pozyskano grzyby z rodzaju Alternaria, Arthrinium, 

Backusella, Chaetomium, Cladosporium, Colletotrichum, Epicoccum, Fusarium, 

Lecanicillium, Meyerozyma, Microdochium, Neonectria, Periconia, Penicillium, Phoma, 

Setophoma, Sarocladium, Talaromyces, Trichoderma oraz A. betulicola, A. sclerotigenum, B. 

sorokiniana, E. nigrum, E. pedicellatum, F. oxysporum, F. proliferatum, F. avenaceum, 

F. poae, F. redolens, F. solani, I. farinosa, M. bolleyi, N. gorlenkoana, P. digitatum, 
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P. chrysogenum, P. olsonii, P. macrospinosa, P. pomorum, P. eupyrena, S. spinificis, S. 

strictum, S. terrestris, T. viride, T. hamatum, W. circinata.  
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Rycina 16 Sieć powiązań wspólnych rodzajów/gatunków grzybów endofitycznych występujących w poszczególnych organach rośliny. 
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Określono ponadto strukturę społeczności grzybów w poszczególnych organach rośliny 

(ziarniakach, liściach, łodydze i korzeniu) dla kazdego systemu uprawy (Rycina 17). 

W warunkach polowych, w uprawie ekologicznej (Rycina 17A), w ziarniakach 

zidentyfikowano grzyby z rodzaju Alternaria, Anthracocystis, Cladosporium, Didymella, 

Fusarium, Gibellulopsis, Moesziomyces, Penicillium, Sarocladium, Talaromyces oraz F. 

temperatum. w liściach zidentyfikowano grzyby z rodzaju Alternaria, Anthracocystis, 

Cladosporium, Meira, Penicillium, Penidiella, Sarocladium oraz A. flocculosa. w łodygach 

zidentyfikowano grzyby z rodzaju Anthracocystis, Alternaria, Fusarium, Moesziomyces, 

Periconia, Sarocladium, Talaromyces, Verticillium oraz A. flocculosa, A. pullulans, 

A. alternata, F. solani, L. leptobactrum, M. bolleyi, M. bullatus, P. chrysogenum, 

P. macrospinosa, S. terrestris. w korzeniach zidentyfikowano grzyby z rodzaju 

Colletotrichum, Fusarium, Meyerozyma, Penicillium, Sarocladium oraz E. nigrum, E. 

pedicellatum, F. oxysporum, F. solani, F. avenceum, M. bolleyi, P. olsonii, P. chrysogenum, 

P. pomorum, P. macrospinosa, S. terrestris, W. circinata.  

W warunkach polowych, w uprawie tradycyjnej (Rycina 17B), w ziarniakach 

zidentyfikowano grzyby z rodzaju Alternaria, Anthracocystis, Cladosporium, Moesziomyces, 

Penicillium, Sarocladium oraz A. flocculosa, A. alternata, A. infactoria, D. pomorum, 

F. oxysporum, P. crustosum, S. bisbyi. w liściach zidentyfikowano grzyby z rodzaju Alternaria, 

Anthracocystis, Fusarium, Moesziomyces, Periconia, Phoma oraz A. conjuncta, A. infactoria, 

A. pullulans, C. allicinum, E. pedicellatum, F. oxysporum, P. amphipolaria, P. crustosum, 

P. macrospinosa, S. strictum. w łodydze zidentyfikowano grzyby z rodzaju Alternaria, 

Anthracocystis, Cladosporium, Cadophora, Fusarium, Penicillium, Sarocladium oraz 

A. alternata, A. infactoria, E. pedicellatum, F. oxysporum, M. bolleyi, P. macrospinosa, 

P. chrysogenum, R. solani, S. strictum, S. vesicarium, S. bisbyi, T. aculeatus. w korzeniu 

zidentyfikowano grzyby z rodzaju Alternaria, Arthrinium, Backusella, Cladosporium, 

Chaetomium, Epicoccum, Fusarium, Lecanicillium, Microdochium, Neonectria, Penicillium, 

Periconia, Phoma, Setophoma, Talaromyces, Trichoderma oraz A. betulicola, B. sorokiniana, 

E. pedicellatum, F. avenaceum, F. oxysporum, F. proliferatum, F. poae, F. redolens, F. solani, 

I. farinosa, M. bolleyi, N. gorlenkoana, P. macrospinosa, P. eupyrena, P. pomorum, S. 

terrestris, S. strictum, W. circinata.  

W warunkach kontrolowanych (Rycina 17C), w ziarniakach zidentyfikowano grzyby 

z rodzaju Aspergillus, Cladosporium, Penicillium, Sarocladium, Trichoderma oraz 
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A. sclerotigenum, A. lecanii, C. candelabrum, F. rpoliferatum, P. crustosum, P. chrysogenum, 

P. expansum, P. olsonii, P. digitatum, P. album, S. spinificis, S. strictum, T. koningii, T. viride. 

w liściach zidentyfikowano grzyby z rodzaju Acremonium, Aspergillus, Fusarium, 

Sarocladium oraz A. sclerotigenum, A. lecanii, C. cladosporoides, F. proliferatum, N. 

gorlenkoana, P. crustosum, P. chrysogenum, S. spinificis. w łodygach zidentyfikowano grzyby 

z rodzaju Alternaria, Penicillium, Phlebia, Sarocladium oraz A. lecanii, C. pseudomerdarium, 

F. proliferatum, P. crustosum, P. olsonii, P. pannorum S. spinificis, S. strictum. w korzeniach 

zidentyfikowano grzyby z rodzaju Fusarium, Penicillium, Sarocladium, Trichoderma oraz 

A. sclerotigenum, F. proliferatum, P. digitatum, P. olsonii, S. spinificis, T. hamatum, T. viride.  
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Rycina 17 Sieć powiązań wspólnych rodzajów/gatunków grzybów endofitycznych występujących 

w poszczególnych organach rośliny uprawianych na polu w systemie ekologicznym (A) i tradycyjnym (B) oraz 

w warunkach kontrolowanych (C); diagram Venna obrazujący unikalny i wspólny mykobiom poszczególnych 

organów pszenicy uprawianej na polu w systemie ekologicznym (A’) i tradycyjnym (B’) oraz w warunkach 

kontrolowanych (C’). 
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Rycina 18 Grzyby endofityczne występujące w tych samych częściach rośliny w każdej z badanych strategii 

uprawy. 

Dokonano również porównania struktury społeczności grzybów dla każdego organu 

roślinnego i każdego systemu uprawy (warunki kontrolowane, warunki polowe: uprawa 

ekologiczna i tradycyjna). Na Rycinie 18 przedstawiono grzyby występujące w każdym 

systemie uprawy, w tej samej części rośliny. Grzyby z rodzaju Fusarium zaobserwowano 

w korzeniach roślin uprawianych w szklarni oraz w warunkach polowych w obu systemach 

uprawy (ekologicznej i tradycyjnej). Grzyby z rodzaju Sarocladium występowały 

w ziarniakach i łodydze roślin, natomiast grzyby z rodzaju Alternaria występowały tylko 

w łodydze, a grzyby z rodzaju Penicillium i Cladosporium tylko w ziarniakach. 

5.1.5. Wskaźniki bioróżnorodności dla organów roślinnych w różnych strategiach uprawy 

Określono również wskaźników bioróżnorodności i równomierności dla organów roślin 

w badanych systemach uprawy (Tab. S2, Ryc. 19). w warunkach kontrolowanych, w szklarni, 

wartości indeksu Shannon’a wahały się od 2,50 do 2,10. Najwyższe wartości otrzymano 

analizując ziarniaki, natomiast wartości uzyskane dla pozostałych organów - liście, łodygi 

i korzenie były takie same. Wartości indeksu Margalef’a kształtowały się w przedziale: 4,40 – 

2,70, a wartości indeksu Menhinick’a w przedziale: 2,40 – 1,50. Najwyższe wartości indeksu 
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Maralef’a oraz Menhinick’a osiągnięto analizując szczepy grzybów wyizolowane 

z ziarniaków, odpowiednio MRI = 4,40 oraz d = 2,40. Najniższe wartości indeksu Margalef’a 

osiągnięto dla endofitów bytujących w korzeniach i łodydze, a najniższe wartości indeksu 

Menhinick’a w łodydze. Na podstawie tych wartości stwierdzono, że ziarniaki charakteryzują 

się największą bioróżnorodnością, a łodyga jest najbardziej ubogą częścią rośliny w badane 

mikroorganizmy. Natomiast najlepszym rozmieszczeniem gatunkowym (E=0,87) 

charakteryzowały się korzenie, a nierównomiernym - liście (E = 0,79)  

W warunkach polowych, w uprawie tradycyjnej indeksy Shannon’a i Margalef’a miały 

największą wartość w korzeniu, odpowiednio H = 2,80 i MRI = 6,10. Natomiast według 

indeksu Menhinick’a (d = 2,70) łodyga była najbardziej bogatą w mikroorganizmy częścią 

rośliny i charakteryzowała się najlepszym rozmieszczeniem gatunkowym (E = 0,89). 

Analizując wartości badanych indeksów nie można jednoznacznie stwierdzić, która część 

rośliny była najbardziej uboga w mikroorganizmy. Każdy z indeksów wskazuje inną część 

rośliny. Wartości indeksu Shannon’a były najniższe w liściu (H=2,1), indeksu Margalef’a 

w ziarniakach (MRI=3,40), natomiast indeksu Menhinick’a w korzeniu. w tej części rośliny 

zaobserwowano również najniższą wartość wskaźnika opisującego rozmieszczenie gatunkowe 

(E=0,83).  

W warunkach polowych, w uprawie ekologicznej wartości indeksu Shannon’a mieściły 

się w przedziale: 2,60 - 2,0, indeksu Margalef’a w przedziale: 5-2,9, a wartości indeksu 

Menhinick’a w przedziale: 3,30-2,20. Po przeanalizowaniu podanych wartości, 

zaobserwowano, że łodyga jest najbardziej bogatą w mikroorganizmy częścią rośliny (H = 

2,60; MRI = 5; d = 3,30). Natomiast liść był najbardziej ubogą częścią rośliny (H = 2; MRI = 

2,9), ale charakteryzował się najlepszym rozmieszczeniem gatunkowym (E = 0,97). 
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Rycina 19 Wskaźniki bioróżnorodności i równomierności dla poszczególnych organów rośliny (ziarniak, liść, 

łodyga, korzeń) w badanych systemach uprawy 

5.2 Doświadczenie nr 2 

Doświadczenie nr 2 polegało na przeprowadzeniu testów biologicznych w systemie podwójnej 

kultury, na podłożu laboratoryjnym PDA z wykorzystaniem grzybów endofitycznych 

wyizolowanych i zidentyfikowanych w doświadczeniu nr 1 w warunkach kontrolowanych – 

szklarni. Analizowano interakcje izolatów względem siebie.  

W doświadczeniu wykorzystano następujące szczepy grzybów: Trichoderma viride E80, 

Trichoderma koningii E191, Trichoderma hamatum E81, Penicillium olsonii E69_1, 

Penicillium expansum E193, Penicillium crustosum E106, Sarocladium spinificis E11, 

Sarocladium strictum E22, Fusarium proliferatum E202, Parengyodontium album E35, 

Clonostachys candelabrum E83, Nigrospora golenkoana E208.  

5.2.1 Ocena wpływu szczepu II na wzrost szczepu i - głównego w testach biologicznych na 

podłożu laboratoryjnym PDA 

Obliczono procent inhibicji wzrostu szczepu i - głównego w obecności szczepu II (Tab. S1, 

Ryc. 20-) w piątym dniu ko-inkubacji na podłożu PDA 
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Grzyby z rodzaju Trichoderma: T. viride, T. koningii, T. hamatum oraz F. proliferatum i P 

album stymulowały wzrost grzybów z rodzaju Sarocladium: S. spinificis (Ryc. 20) oraz S. 

strictum (Ryc. 21). Wzrost obydwu tych gatunków był stymulowany przez grzyby z rodzaju 

Trichoderma, a a szczególnie T. koningii, podobnie podobnie stymulujący wpływ na wzrost 

grzybni miały te gatunki względem siebie. Jedynie grzyby z rodzaju Penicillium: P. olsonii, 

P. expansum P. crustosum oraz C. candelabrum wpływały hamująco na wzrost grzybni S. 

spinificis oraz S. strictum.  

 

Rycina 20 Wpływ gatunku F. proliferatum, P. album, T. hamatum, T. koningii, P. olsonii, P. expansum, 

P. crustosum, S. strictum, C. candelabrum, N. gorlenkoana, T. viride na wzrost S. spinificis po 5 dniach ko-

inkubacji na podłożu laboratoryjnym PDA. 
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Rycina 21 Wpływ gatunku F. proliferatum, P. album, T. hamatum, T. koningii, P. olsonii, P. expansum, 

P. crustosum, S. spinificis, C. candelabrum, N. gorlenkoana, T. viride na wzrost S. strictum po 5 dniach ko-

inkubacji na podłożu laboratoryjnym PDA. 

Wszystkie badane grzyby hamowały wzrost grzybni Trichoderma koningii. Największy 

procent inhibicji wykazały szczepy z gatunku T. viride, T. hamatum, F. proliferatum i N. 

gorlenkoana. Fusarium proliferatum znacząco hamował (63,75%) wpływał na zahamowanie 

wzrostu grzybni T. viride. Niewielki wpływ na wzrostu grzybni T. koningi – w zakresie od 20% 

do 12,92% miały gatunki: S. strictum, S. spinificis, P. album oraz C. candelabrum (Ryc. 22). 
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Rycina 22 Wpływ gatunku F. proliferatum, P. album, T. hamatum, , P. olsonii, P. expansum, P. crustosum, S. 

spinificis, Sarocladium strictum C. candelabrum, N. gorlenkoana, T. viride na wzrost T. koningii po 5 dniach ko-

inkubacji na podłożu laboratoryjnym PDA 
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 Szczepy N. gorlenkoana i F. proliferatum wpływały na zahamowanie wzrostu T. viride 

odpowiednio o 46,67% i 53,85%. Grzyby z rodzaju Trichoderma oraz z rodzaju Penicillium 

również hamowały wzrost grzybni T. viride w zakresie 18,98% - 15,38%. Niewielki wpływ na 

zahamowanie wzrostu T. viride miały gatunki P. album (8,72%) oraz S. spinificis (3,59%). 

Natomiast S. strictum, stymulował wzrost T. viride w 5 dniu ko-inkubacji w zakresie 12,82% 

(Ryc. 23). 

 

Rycina 23 Wpływ gatunku F. proliferatum, P. album, T. hamatum, P. olsonii, P. expansum, P. crustosum, S. 

spinificis, Sarocladium strictum C. candelabrum, N. gorlenkoana, T. koningii na wzrost T. viride po 5 dniach ko-

inkubacji na podłożu laboratoryjnym PDA 

Wszystkie badane grzyby hamowały wzrost grzybni Trichoderma hamatum. 

Największy procent inhibicji wykazały szczepy z gatunku T. viride (51,25%) oraz T. koningii 

(41,25%), a także F. proliferatum (61,67%) i N. gorlenkoana (50%). Sarocladium strictum, S. 

spinificis, P. album oraz C. candelabrum hamowały wzrost grzybni odpowiednio o 18,33.%, 

18,75%, 15%, 15%. Grzyby z rodzaju Penicillium hamowały wzrost grzybni T. hamatum 

w zakresie 34,17% - 31,25% (Ryc. 24).  
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Rycina 24 Wpływ gatunku F. proliferatum, P. album, T. viride, P. olsonii, P. expansum, P. crustosum, S. 

spinificis, Sarocladium strictum C. candelabrum, N. gorlenkoana, T. koningii na wzrost T. hamatum po 5 dniach 

ko-inkubacji na podłożu laboratoryjnym PDA 

Wzrost grzybni F. proliferatumnajefektywniej hamowały grzyby z rodzaju 

Trichoderma (w zakresie 34,95% - 31,72%) oraz Penicillium (w zakresie 14,51% - 12,37%), 

a także N. gorlenkoana (38,71%) najefektywniej hamowały wzrost grzybni F. proliferatum. 

w wyniku koinkubacji stymulująco na wzrost grzybni F. proliferatum wpływały grzyby 

z rodzaju Sarocladium: S. spinificis (13,98%) i S. strictum (12,37%), a także C. candelabrum 

(3,23%). 
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Rycina 25 Wpływ gatunku T. hamatum, P. album, T. viride, P. olsonii, P. expansum, P. crustosum, S. spinificis, 

Sarocladium strictum C. candelabrum, N. gorlenkoana, T. koningii na wzrost F. proliferatum po 5 dniach ko-

inkubacji na podłożu laboratoryjnym PDA 

Wszystkie badane grzyby hamowały wzrost grzybni N. gorlenkoana. Największy 

procent inhibicji odnotowano w przypadku grzybów z rodzaju Trichoderma: T. viride 

(39,82%), T.hamatum (39,38%) oraz T. koningii (44,25%), a także F. proliferatum (54,42%), 

natomiast najniższy w przypadku gatunków: S. strictum (9,73%), S. spinificis (13,72%), 

P. album (15,93%) oraz C. candelabrum (13,27%). Grzyby z rodzaju Penicillium hamowały 

wzrost grzybni N. gorlenkoana w zakresie 23,89% - 22,57% (Ryc. 26).  
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Rycina 26 Wpływ gatunku T. hamatum, P. album, T. viride, P. olsonii, P. expansum, P. crustosum, S. spinificis, 

S. strictum C. candelabrum, F. proliferatum, T. koningii na wzrost N. gorlenkoana po 5 dniach ko-inkubacji na 

podłożu laboratoryjnym PDA. 

Szczepy z gatunku P. expansum oraz P. crustosum wpływały hamująco na wzrostu 

P. album w 5 dniu ko-inkubacji – w zakresie od 17,65% do 5,88%. Natomiast grzyby z rodzaju 

Trichoderma: T. viride (17,65%), T. koningii (17,65%), T. hamatum (58,82%), a także F. 

proliferatum (70,59%), N. gorlenkoana (64,71%) i S. spinificis (58,82%) wpływały 

stymulująco na wzrost grzybni P. album w bi-kulturach (Ryc. 27). 

 

Rycina 27 Wpływ gatunku T. hamatum, N. gorlenkoana, T. viride, P. olsonii, P. expansum, P. crustosum, S. 

spinificis, Sarocladium strictum C. candelabrum, F. proliferatum, T. koningii na wzrost P. album po 5 dniach ko-

inkubacji na podłożu laboratoryjnym PDA 

Wszystkie badane szczepy z wyjątkiem F. proliferatum i P. expansum hamowały wzrost 

C. candelabrum. Największy wpływ na zahamowanie wzrostu grzybni C. candelabrum w bi-
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kulturach miały gatunki P. crustosum (30,43%) oraz S. spinificis (26,09%). Natomiast grzyby 

T. viride, T. koningii oraz P. olsonii hamowały wzrost C. candelabrum o 8,70% (Ryc. 28). 

 

Rycina 28 Wpływ gatunku T. hamatum, N. gorlenkoana, T. viride, P. olsonii, P. expansum, P. crustosum, S. 

spinificis, Sarocladium strictum, P. album, F. proliferatum, T. koningii na wzrost C. candelabrum po 5 dniach ko-

inkubacji na podłożu laboratoryjnym 

Wszystkie grzyby stymulowały wzrost grzybów z rodzaju Penicillium - P.olsonii, P. expansum 

oraz P. crustosum (Ryc. 29-31). w przypadku P. olsonii największy wpływ na wzrost grzybni 

szczepu z tego gatunku odnotowano w 5 dniu ko-inkubacji z T. koningii (Ryc. 29). 

w przypadku P. expansum stymulujący efekt wywołała obecność szczepu T. viride (Ryc. 30). 

Obydwa te gatunki Trichoderma stymulowały też znacząco wzrost P. crustosum (Ryc. 31). 
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Rycina 29 Wpływ gatunku T. hamatum, N. gorlenkoana, T. viride, P. expansum, P. crustosum, S. spinificis, 

Sarocladium strictum, P. album, F. proliferatum, T. koningii, C. candelabrum na wzrost P. olsonii po 5 dniach ko-

inkubacji na podłożu laboratoryjnym PDA 
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Rycina 30 Wpływ gatunku T. hamatum, N. gorlenkoana, T. viride, P. olsonii, P. crustosum, S. spinificis, 

Sarocladium strictum, P. album, F. proliferatum, T. koningii, C. candelabrum na wzrost P. expansum po 5 dniach 

ko-inkubacji na podłożu laboratoryjnym PDA. 

 

 

 

Rycina 31 Wpływ gatunku T. hamatum, N. gorlenkoana, T. viride, P. olsonii, P. expansum, S. spinificis, 

Sarocladium strictum, P. album, F. proliferatum, T. koningii, C. candelabrum na wzrost P. crustosum po 5 dniach 

ko-inkubacji na podłożu laboratoryjnym PDA. 

5.3 Doświadczenie nr 3 

Doświadczenie nr 3 polegało na analizie składu społeczności grzybów w dwóch 

generacjach roślin G1 i G2 wzrastających w warunkach szklarniowych, a także 

w aksenicznych siewkach pszenicy traktowanych wyselekcjonowanymi, na podstawie 

wyników uzyskanych w Doświadczeniu nr 2, szczepami grzybów, mieszaniną tych 

grzybów oraz wodą sterylną jako kontrolą.  
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5.3.1 Struktura społeczności grzybów wyizolowanych z endosfery pszenicy zwyczajnej 

(Triticum aestivum L.) w generacji G1 i G2 

Skład mykobiomu generacji G1 i G2 dziesięciu odmian pszenicy zwyczajnej (Triticum 

aestivum L.) przedstawiono na Rycinie 32. 

 

Rycina 32 A. Mykobiom dziesięciu badanych odmian pszenic w generacji G1 oraz G2, B diagram Venn’a 

przedstawiający liczbowo skład mykobiomu w generacji G1 i G2. 

 W generacji G1 wyizolowano 225 izolatów, z których 214 zidentyfikowano na 

podstawie analiz molekularnych i przypisano do 28 rodzajów i gatunków grzybów. 

w kolejnej generacji – G2 – wyizolowano jedynie 76 izolatów, z których 64 zostały 

zidentyfikowane do 15 rodzajów/gatunków grzybów. W pokoleniu G1 dominowały gatunki 

S. spinificis i S. strictum. Ich występowanie zaobserwowano w każdej badanej odmianie, 

z wyjątkiem odmiany Bombona (Ryc 33A). Natomiast w pokoleniu G2 dominującym 

gatunkiem we wszystkich badanych odmianach pszenicy był F. proliferatum (Ryc. 33B). 
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Rycina 33 Sieć wspólnych powiązań rodzajów/gatunków grzybów endofitycznych występujących w badanych 

odmianach pszenicy w generacji G1 (A) i G2 (B). Krawędzie zaznaczone kolorem różowym wskazują 

występowanie grzybów z rodzaju Fusarium, a kolorem żółtym grzybów z rodzaju Sarocladium. 

 

Tylko 9 gatunków/rodzajów grzybów endofitycznych było wspólnych dla obydwu pokoleń, 

a były to: Fusarium sp., F. proliferatum, T. koningii, A. lecanii, Trichoderma sp., 

P. crustosum, T. hamatum, P. olsonii, Cladosporium sp. (Ryc. 32A). 

Analiza porównawcza składu mykobiomu dwóch generacji roślin pszenicy G1 i G2, 

przedstawiona na Ryc. 34 wykazała, że F. proliferatum występuje we wszystkich 

odmianach pszenicy ozimej i w obydwu badanych pokoleniach. Oprócz F. proliferatum 

w obydwu generacjach zaobserwowano występowanie A. lecanii w odmianie Legenda i 

T. koningii w odmianie Euforia. Natomiast grzyby z rodzaju Trichoderma zidentyfikowano 

w dwóch generacjach jedynie w pszenicy odmiany Bombona.  
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Rycina 34 Sieć wzajemnych połączeń przedstawiająca analizę porównawczą mykobiomu w badanych odmianach 

pszenicy w obu generacjach (G1 oraz G2). 

 

Rycina 35 Sieć wzajemnych połączeń przedstawiająca analizę porównawczą mykobiomu w badanych częściach 

rośliny w obu generacjach: G1 oraz G2 (A) oraz diagram Venn’a przedstawiający liczbowo daną analizę (B). 

Dodatkowo przeprowadzono porównanie składu mykobiomu w dwóch generacjach 

roślin z uwzględnieniem organów roślin (korzenie, łodyga, liść i ziarniaki) zaobserwowano 

obecność F. proliferatum. Wykazano, że korzenie wszystkich odmian były zasiedlone przez 

grzyby z rodzaju Fusarium i Trichoderma. Natomiast części nadziemne badanych odmian 

zasiedlały grzyby P. crustosum i A. lecanii (Ryc. 35). 
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5.3.2. Wskaźniki bioróżnorodności dla organów roślinnych w generacji G1 i G2 

Wskaźniki bioróżnorodności (Indeks Shannona, wskaźnik Margalefa oraz wskaźnik 

Menhinick’a) i równomierności (Equiatibility Index) wykazały, że największą 

różnorodnością gatunkową (H = 2,52; MRI=4,4; d=2,4) i stosunkowo dobrym 

rozmieszczeniem gatunkowym (E = 0,83) w pokoleniu G1 charakteryzowały się ziarniaki, 

natomiast najniższe wartości różnorodności gatunkowej w pokoleniu G1 zaobserwowano 

w łodydze (H =2,01; MRI=2,7; d=1,5). Warto zauważyć, że wartości indeksu Shannona 

w korzeniu i liściach były takie same jak w łodydze (H=2,01) Natomiast w pokoleniu G2 

najwyższy wskaźnik bioróżnorodności zaobserwowano w liściach (H = 2,0; MRI=2,7; 

d=2,1). Wartości wskaźników w pozostałych częściach rośliny były na podobnym poziomie 

(H = 1,3-1,0; MIR= 1,7-1,4; d= 1,5=1,2). w pokoleniu G2 najwyższą wartość wskaźnika 

równomierności E zaobserwowano w łodydze (0,95), a najniższą w korzeniu (0,69) [Tab. 

S1 i Ryc. 36]. 

 

Rycina 36 Wskaźniki bioróżnorodności i równomierności w odniesieniu do organów roślin pszenicy w generacji 

G1 i G2. 
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Rycina 37 Wskaźniki bioróżnorodności i równomierności w odniesieniu do odmian pszenicy w pokoleniu G1 

i G2. 

Przeanalizowano również wartości wskaźników bioróżnorodności i równomierności 

w odniesieniu do odmian pszenicy w pokoleniu G1 i G2 (Tab. S2, Ryc. 37). Wartości 

wskaźnika bioróżnorodności (H) wahały się od 2,2 do 0,69 w pokoleniu G1. Należy zauważyć, 

że wyższe wartości zaobserwowano w odmianach pszenicy ozimej. Najwyższym wskaźnikiem 

spośród wszystkich badanych odmian charakteryzowała się o Euforia (H = 2,2), a najniższym 

Rospuda (H = 0,69). w pokoleniu G1 stosunkowo dobrym rozmieszczeniem gatunkowym (E) 

charakteryzowały się odmiany pszenicy ozimej. Wartości wahały się od E = 0,93 w odmianie 

Arkadia do E = 0,78 w odmianie Ostroga. Natomiast w odmianach pszenicy jarej najmniej 

jednorodne rozmieszczenie gatunków zaobserwowano w odmianie Rospuda (E = 0,50). Z kolei 

odmiana Bombona charakteryzowała się dobrym rozmieszczeniem gatunkowym (E = 0,94). 

Była to najwyższa wartość spośród wszystkich badanych odmian w tym pokoleniu. 

Przeanalizowano również wskaźnik bogactwa gatunkowego, czyli wskaźnik zróżnicowania 

Menhinick’a (d). w pokoleniu G1 wartości tego wskaźnika mieściły się w przedziale 2,3 - 1, 

gdzie najwyższą wartość zaobserwowano w odmianie Euforia, a najniższą w odmianie 

Rospuda. Potwierdza to także wskaźnik Margalefa, który również w odmianie Euforia 

przyjmuje wartość najwyższą (MRI = 3,5), a w odmianie Rospuda najniższą (MRI = 1,1).  
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W pokoleniu G2 wartości wskaźników bioróżnorodności: Indeksu Shannona, Wskaźnika 

Margalefa oraz Menhinick’a były niższe niż w pokoleniu G1. Wyjątkiem były tu następujące 

odmiany: Bombona, Rospuda i Ostroga, a także Legenda w przypadku wskaźnika Margalefa 

i Menhinick’a. Odmiana Bombona charakteryzowała się najwyższą bioróżnorodnością 

gatunkową (H=1,7; MRI= 2,4; d=2,1). Odmiana Arabella okazała się najuboższa 

w poszukiwane mikroorganizmy (H=0,41; MRI=0,51; d=0,76). Wartości wskaźnika 

rozmieszczenia gatunków (E) w pokoleniu G2 były na porównywalnym poziomie. Jedynie 

w odmianie Arabella zaobserwowano najmniej jednorodne rozmieszczenie gatunków (E = 

0,59). 

5.3.3. Transmisja pozioma 

W Tabeli nr 17 przedstawiono wyniki re-izolacji i re-identyfikacji wyselekcjonowanych 

szczepów grzybów, którymi traktowano akseniczne siewki pszenicy w celu zbadania zdolności 

tych gatunków do horyzontalnej transmisji do tkanek roślinnych. Siedem dni po traktowaniu 

14-dniowych siewek aksenicznych pszenicy wybranymi endofitami dokonano identyfikacji 

molekularnej re-izolowanych szczepów grzybów. W tym celu przeprowadzono analizę 

porównawczą sekwencji nukleotydowych odpowiednich markerów filogenetycznych dla 

wyizolowanych grzybów z sekwencjami nukleotydowymi uzyskanymi wyjściowo po 

pierwotnej izolacji badanych endofitów z tkanek pszenicy (Ryc. S3-S6). Analiza porównawcza 

sekwencji wykazała, że szczepy F. proliferatum, P. olsonii, P. expansum i T. hamatum były 

zdolne do ponownego zasiedlenia tkanek badanych odmian pszenicy. Fusarium proliferatum 

nie wykryto jedynie w odmianach Bombona i Ostroga; P. expansum nie wykryto jedynie 

w odmianie Bamberka, a T. hamatum nie zidentyfikowano jedynie w odmianach Bombona, 

Kandela i Rospuda. Penicillium olsonii zasiedlił tkanki wszystkich badanych odmian. 

w wariantach traktowanych mieszaniną gatunków grzybów endofitycznych P. expansum oraz 

F. proliferatum były tymi, które ponownie skolonizowały tkanki roślinne. Trichoderma 

hamatum wyizolowano ponownie z tkanek odmiany Kandela. Natomiast w odmiany Rospuda 

oprócz P. expansum wyizolowano również P. olsonii. 
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Tabela 17 Identyfikacja szczepów grzybów endofitycznych po inokulacji siewek aksenicznych pszenicy. 

 

W przypadku szczepów E. album, S. spinificis, C. candelabrum i N. gorlenkoana nie 

zaobserwowano obecności tych grzybów w tkankach żadnej z badanych odmian pszenicy 

z wyjątkiem odmiany Bombona, w której wykryto szczep N. gorlenkoana. 
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5.4. Doświadczenie nr 4 

Doświadczenie nr 4 miało na celu analizę ekspresji wybranych genów pszenicy po 7 dniach od 

traktowania roślin zawiesiną F. proliferatum, P. olsonii, P. expansum, T. hamatum oraz 

mieszaniną tych grzybów.  

5.4.1 Optymalizacja reakcji PCR – wybór starterów 

Reakcje PCR dla wytypowanych par starterów (Tab. 12 – Roz. metodyka) 

przeprowadzono w gradiencie temperatur 55oC – 62oC, w celu znalezienia optymalnej 

temperatury przyłączania starterów i uzyskania specyficznych produktów reakcji PCR. w Tab. 

S1 przedstawiono listę wszystkich starterów wytypowanych do analizy ekspresji badanych 

genów pszenicy, natomiast w Tab. 18 zamieszczono listę starterów wraz ze zoptymalizowaną 

temperaturą ich przyłączania, które wykorzystano w dalszych etapach doświadczenia.  

Tabela 18 Startery wytypowane do reakcji real-time PCR. 

Nazwa startera 

Temperatura 

przyłączania 

starterów 

GAPDH-F 
61 oC 

GAPDH-R 

18S-R 
60 oC 

18S-F 

RLI-F 
60 oC 

RLI-R 

Ta2291-F 
60 oC 

Ta2291-R 

SAR-F 
60 oC 

SAR-F 

 

5.4.2 Optymalizacja reakcji real-time PCR dla genów referencyjnych 

W celu optymalizacji reakcji real-time PCR i oceny specyficzności wybranych par 

starterów opracowano krzywe topnienia, stosując seryjne rozcieńczenia od 10-1 do 10-8 puli 

cDNA dla każdego układu doświadczalnego: siewki akseniczne kontrolne (traktowane wodą), 

siewki akseniczne P. expansum, siewki akseniczne P. olsonii, siewki akseniczne 

F. proliferatum, siewki akseniczne traktowane T. hamatum. Przy opracowywaniu krzywych 

topnienia kierowano się wartościami parametru R² i współczynnika efektywności. Dla czterech 

par starterów, oprócz pary RLI-F/R uzyskano prawidłowe krzywe topnienia (Ryc. S1-S5). 
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w próbkach bez matrycy nie zaobserwowano żadnych dimerów starterów i produktów PCR. 

Ponadto wartości Ct uzyskane dla poszczególnych powtórzeń biologicznych danego układu 

doświadczalnego i dla każdej pary starterów (z wyjątkiem RLI-F/R) mieściły się w liniowym 

zakresie krzywych topnienia. 

5.4.3 Wybór genów referencyjnych 

Stabilność genów badano przy użyciu czterech różnych algorytmów: geNorm, NormFinder 

i BestKeeper oraz porównawczej metody delta-Ct. Wykonano analizy dla każdego układu 

doświadczalnego - traktowania niezależnie. Nie wykazano jednak istotnych różnic między 

traktowaniami, sugerującymi wybór innego genu referencyjnego jak do pozostałych. Na Ryc. 

38 pokazano wyniki analiz przeprowadzonych dla wszystkich układów doświadczalnych. 

Odnotowano, że najbardziej stabilnym genem jest GAPDH, natomiast analiza Genorm 

wskazała, że najbardziej stabilną parą genów jest GAPDH oraz SAR. Potwierdziła to też analiza 

porównawcza, biorąca pod uwagę wyniki wszystkich wykorzystanych algorytmów (Ryc. 39).  

 

 

Rycina 38 Kombinacja genów referencyjnych odpowiednich do normalizacji, zdefiniowana przez normFinder 

(A), deltaCT (B) BestKeeper (C) oraz Genorm(D). Kolorem zielonym na wykresie zaznaczono najbardziej 

stabilny gen. 
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Rycina 39 Kombinacja genów referencyjnych odpowiednich do normalizacji. Kolorem zielonym na wykresie 

zaznaczono najbardziej stabilny gen. 

5.4.4 Optymalizacja reakcji PCR dla markerów stresu 

W Tab. S1 przedstawiono pary starterów dla markerów stresu, które poddano 

optymalizacji. Reakcje PCR prowadzono w gradiencie temperaturowym 55-62oC. Na 

podstawie reakcji PCR oraz rozdziałów elektroforetycznych wytypowano do dalszych analiz 

startery, które przedstawiono w Tab. 19.  

Tabela 19 Startery wytypowane do reakcji real-time PCR. 

Nazwa startera 

Temperatura 

przyłączania 

starterów 

SOD-F 
60 oC 

SOD-R 

TA-JA2-F 
62 oC 

TA-JA2-R 

Ta-GLP2a-F 
62 oC 

Ta-GLP2a-R 
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Ta-PERO-PR9-F 
58 oC 

Ta-PERO-PR9-R 

HSP70-F 
60 oC 

HSP70-R 

CHI3f 
58 oC 

CHI3r 

Wheatwin1-2-PR4-f 
55 oC 

Wheatwin1-2-PR4-r 

TaABA8OH1F 
60 oC 

TaABA8OH1 

WAS3a-PR5-f 
56 oC 

WAS3a-PR5-r 

 

5.4.5 Optymalizacja reakcji real-time PCR dla wybranych markerów stresu 

W wyniku analiz real-time PCR wyznaczono liniowy zakres dynamicznego Cq dla 

każdej pary starterów stosując seryjne rozcieńczenia od 10-1 do 10-8 puli cDNA dla każdego 

traktowania. Genami ulegającymi ekspresji w pięciu traktowaniach były HSP70, PR9 oraz 

SOD. Wydajności qPCR nie różniły się istotnie między genami i były bliskie 100% przy 

akceptowalnych wartościach R². Swoistość qPCR zweryfikowano za pomocą analizy krzywej 

topnienia. w próbkach bez matrycy nie zaobserwowano żadnych dimerów starterów. 

Ostatecznie ekspresja wszystkich tych genów w próbkach mieściła się w liniowym zakresie 

dynamicznym. Pozostałe geny zostały wyeliminowane z dalszych analiz.  

5.4.6 Analiza zmiany ekspresji wybranych markerów stresu 

Ryciny 40-50 przedstawiają wykresy obrazujące zmiany w ekspresji genów kodujących 

peroksydazę (PR9) oraz dysmutazę ponadtlenkową (SOD) w roślinach pszenicy jarej i ozimej 

po 7 dniach od traktowania grzybami F. proliferatum, P. olsonii, P.expansum, T. hamatum oraz 

mieszaniną tych grzybów. Jako referencyjny zastosowano gen kodujący dehydrogenazę 

aldehydu 3-fosfoglicerynowego (GAPDH) oraz gen kodujący SAR (ang. Scaffold-associated 

region DNA binding protein). Obliczenia wykonywano z użyciem program CFX Maestro 

qPCR (BioRad, California, USA).Wykresy przedstawiono w skali logarytmicznej.  
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5.4.6.1 Zmiany ekspresji genów zachodzące w pszenicy 

 

 

Rycina 40 Porównanie poziomu ekspresji genów HSP70 (kolor czerwony), PR9 (kolor żółty) oraz SOD (kolor 

zielony) w siewkach badanych odmian pszenicy po 7 dniach od inokulacji F. proliferatum, P. expansum, P. olsonii, 

T. hamatum oraz mieszaniną tych grzybów (MIX).  

Analiza real-time PCR wykazała spadek poziomu ekspresji genu PR9 w roślinach 

pszenicy zwyczajnej niezależnie od traktowania. Zaobserwowano natomiast, że gen HSP70 

ulega nadekspresji w roślinach traktowanych T. hamatum i P. expansum, a po traktowaniu 

P. olsonii jego ekspresja spada poniżej poziomu wykrytego u roślin kontrolnych. Nadekspresję 

genu SOD odnotowano w roślinach traktowanych F. proliferatum oraz P. expansum. Natomiast 

traktowanie P. olsonii oraz T. hamatum wpłynęło na obniżenie poziomu ekspresji tego genu.  

5.4.6.2 Zmiany ekspresji genów zachodzące w 21-dniowych siewkach pszenicy jarej odmiany 

Arabella 

W przypadku odmiany Arabella analiza ekspresji genów wykazała, że w 21-dniowych 

siewkach gen PR9 ulega nadekspresji u roślin traktowanych poszczególnymi gatunkami 

grzybów oraz ich mieszaniną. w siewkach tej odmiany zaobserwowano natomiast znaczny 

spadek ekspresji genu HSP70 we wszystkich układach doświadczalnych. Podobnie jak 

w przypadku genu HSP70, zaobserwowano spadek ekspresji genu SOD po traktowaniu 

mieszaniną grzybów, a także po traktowaniu grzybami z rodzaju Penicillium oraz Trichoderma 

hamatum. Jedynie po traktowaniu siewek F. profileratum zauważono niewielki wzrost 

ekspresji tego genu. Dla wszystkich badanych genów nie wykazano jednak różnic istotnych 

statystycznie pomiędzy traktowaniami (Ryc. 41). 
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Rycina 41 Porównanie ekspresji genów HSP70 (kolor czerwony), PR9 (kolor żółty) oraz SOD (kolor zielony) w 

siewkach pszenicy odmiany Arabella po 7 dniach od inokulacji F. proliferatum, P. expansum, P. olsonii, 

T.hamatum oraz mieszaniną tych grzybów (MIX). 

5.4.6.3 Zmiany ekspresji genów zachodzące w 21-dniowych siewkach pszenicy ozimej 

odmiany Arkadia 

W przypadku odmiany Arkadia analiza ekspresji genów wykazała, że w 21-dniowych 

siewkach gen PR9 ulega nadekspresji u roślin traktowanych grzybami F. proliferatum. 

Wykazano wysoce istotne różnice statystyczne (p<0,1) pomiędzy kontrolą a roślinami 

traktowanymi tym gatunkiem. w przypadku pozostałych traktowań zaobserwowano spadek 

ekspresji tego genu. Wykazano istotne statystycznie różnice pomiędzy kontrolą a roślinami 

traktowanymi P. expansum oraz mieszaniną grzybów na poziomie istotności p<0,1. w siewkach 

odmiany Arkadia traktowanych F. proliferatum, P. olsonii oraz mieszaniną grzybów 

zaobserwowano spadek ekspresji genu HSP70, natomiast w siewkach traktowanych 

P. expansum oraz T. hamatum odnotowano wzrost ekspresji tego genu. Nie wykazano jednak 

różnic istotnych statystycznie pomiędzy kontrolą a roślinami inokulowanymi grzybami. 

u odmiany Arkadia wykazano spadek ekspresji genu SOD po traktowaniach pojedynczymi 

gatunkami grzybów jak i ich mieszaniną. Jednakże, tylko po traktowaniu siewek mieszaniną 

tych grzybów zauważono różnice istotne statystycznie (przy p<0,1) w stosunku do kontroli 

(Ryc. 42). 
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Rycina 42 Porównanie ekspresji genów HSP70 (kolor czerwony), PR9 (kolor żółty) oraz SOD (kolor zielony) w 

siewkach pszenicy odmiany Arkadia po 7 dniach od inokulacji F. proliferatum, P. expansum, P. olsonii, 

T.hamatum oraz mieszaniną tych grzybów (MIX). 

5.4.6.4 Zmiany ekspresji genów zachodzące w 21-dniowych siewkach pszenicy ozimej 

odmiany Bamberka 

Analiza ekspresji genów u odmiany Bamberka wykazała, że w 21-dniowych siewkach 

następował spadek ekspresji genu PR9 w roślinach traktowanych grzybami oraz ich 

mieszaniną. Wzrost ekspresji genu HSP70 w roślinach tej odmiany wykazano po jej 

traktowaniu grzybami z rodzaju Penicillium: P. expansum oraz P. olsonii. Natomiast gen SOD 

ulegał obniżonej ekspresji u roślin traktowanych zarówno pojedynczymi szczepami jak i ich 

mieszaniną (Ryc. 43). Nie wykazano jednak różnic istotnych statystycznie pomiędzy roślinami 

kontrolnymi a traktowanymi szczepami grzybów. 

 

 

Rycina 43  Porównanie ekspresji genów HSP70 (kolor czerwony), PR9(kolor żółty) oraz SOD (kolor zielony) w 

siewkach pszenicy odmiany Bamberka po 7 dniach od inokulacji F. proliferatum, P. expansum, P. olsonii, 

T.hamatum oraz mieszaniną tych grzybów (MIX). 

 

5.4.6.5 Zmiany ekspresji genów zachodzące w 21-dniowych siewkach pszenicy jarej odmiany 

Bombona 

Analiza ekspresji genów przeprowadzona w odniesieniu do roślin odmiany Bombona 

wykazała spadek ekspresji genu PR9 w 21-dniowych siewkach pszenicy traktowanych 
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grzybami P. expansum. Traktowanie roślin pozostałymi gatunkami grzybów wpłynęło na 

podniesienie poziomu ekspresji tego genu w roślinach. w siewkach odmiany Bombona 

zaobserwowano spadek ekspresji genu HSP70 po traktowaniu grzybami P. expansum, 

F. proliferatum oraz mieszaniną wszystkich grzybów. w pozostałych próbach (rośliny 

traktowane T. hamatum oraz P. olsonii) zaobserwowano wzrost ekspresji tego genu. Natomiast 

ekspresja genu SOD w siewkach pszenicy inokulowanych P. expansum uległa obniżeniu 

w porównaniu do roślin kontrolnych, a u roślin inokulowanych F. proliferatum oraz P. olsonii 

zaobserwowano wzrost ekspresji tego genu. Nie wykazano jednak różnic istotnych 

statystycznie (Ryc. 44). 

 

 

Rycina 44  Porównanie ekspresji genów HSP70 (kolor czerwony), PR9 (kolor żółty) oraz SOD (kolor zielony) w 

siewkach pszenicy odmiany Bombona po 7 dniach od inokulacji F. proliferatum, P. expansum, P. olsonii, 

T.hamatum oraz mieszaniną tych grzybów (MIX). 

5.4.6.6 Zmiany ekspresji genów zachodzące w 21-dniowych siewkach pszenicy ozimej 

odmiany Euforia 

W 21-dniowych siewkach odmiany Euforia traktowanych zarówno pojedynczymi 

gatunkami grzybów jak i ich mieszaniną odnotowano spadek ekspresji genu PR9. w siewkach 

tej odmiany zaobserwowano nieznaczny spadek ekspresji genu HSP70 po traktowaniu 

P. olsonii oraz mieszaniną grzybów. w roślinach traktowanych T. hamatum, P. expansum oraz 

F. proliferatum zaobserwowano natomiast wzrost ekspresji tego genu. w przypadku ekspresji 

genu SOD w siewkach pszenicy zaobserwowano jego niewielki spadek po traktowaniu 

grzybami T. hamatum. Nie wykazano jednak różnic istotnych statystycznie (Ryc. 45). 
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Rycina 45 Porównanie ekspresji genów HSP70 (kolor czerwony), PR9 (kolor żółty) oraz SOD (kolor zielony) w 

siewkach pszenicy odmiany Euforia po 7 dniach od inokulacji F. proliferatum, P. expansum, P. olsonii, T.hamatum 

oraz mieszaniną tych grzybów (MIX). 

5.4.6.7 Zmiany ekspresji genów zachodzące w 21-dniowych siewkach pszenicy jarej odmiany 

Kandela 

W przypadku odmiany Kandela analiza ekspresji genów wykazała spadek ekspresji genu PR9 

w 21-dniowych siewkach poddanych inokulacji grzybami endofitycznymi. Natomiast 

w roślinach traktowanych grzybami F. proliferatum, P. olsonii, P. expansum, T. hamatum oraz 

mieszaniną wszystkich gatunków zaobserwowano wzrost ekspresji genu HSP70. w przypadku 

traktowania roślin T. hamatum różnice te odnotowano jako istotne statystycznie (p<0,1). 

Podobnie w roślinach traktowanych T. hamatum odnotowano istotnie (p<0,1) wyższy poziom 

ekspresji genu SOD niż w roślinach kontrolnych (Ryc. 46). 

 

 

Rycina 46 Porównanie ekspresji genów HSP70 (kolor czerwony), PR9(kolor żółty) oraz SOD (kolor zielony) w 

siewkach pszenicy odmiany Kandela po 7 dniach od inokulacji F. proliferatum, P. expansum, P. olsonii, T 

.hamatum oraz mieszaniną tych grzybów (MIX). 

5.4.6.8 Zmiany ekspresji genów zachodzące w 21-dniowych siewkach pszenicy ozimej 

odmiany Legenda 

W 21-dniowych siewkach odmiany Legenda traktowanych grzybami analiza real-time 

PCR wykazała wzrost ekspresji genu PR9. w przypadku traktowania siewek grzybami F. 

proliferatum, zaobserwowano różnice istotne statystycznie (na poziomie istotności p<0,1) 

pomiędzy kontrolą a roślinami traktowanymi. Podobnie, w roślinach traktowanych grzybami 
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zaobserwowano wzrost ekspresji genu HSP70 . w przypadku traktowania siewek T. hamatum 

różnice pomiędzy kontrolą a traktowaniem uznano jako istotne statystycznie na poziomie 

istotności p<0,1. w siewkach odmiany Legenda traktowanych grzybami zaobserwowano 

również wzrost ekspresji genu SOD. Różnice te pomiędzy kontrolą a roślinami traktowaniami 

grzybami nie były jednak istotne statystycznie (Ryc. 47). 

 

 

Rycina 47  Porównanie ekspresji genów HSP70 (kolor czerwony), PR9 (kolor żółty) oraz SOD (kolor zielony) w 

siewkach pszenicy odmiany Legenda po 7 dniach od inokulacji F. proliferatum, P. expansum, P. olsonii, 

T.hamatum oraz mieszaniną tych grzybów (MIX). 

5.4.6.9 Zmiany ekspresji genów zachodzące w 21-dniowych siewkach pszenicy ozimej 

odmiany Ostroga 

Analiza real-time PCR przeprowadzona dla roślin odmiany Ostroga wykazała spadek 

ekspresji genu PR9 i HSP70 we wszystkich próbach roślin traktowanych grzybami. 

w przypadku ekspresji genu SOD zaobserwowano jej niewielki spadek w siewkach pszenicy 

po traktowaniu mieszaniną grzybów oraz wzrost ekspresji po traktowaniu grzybami 

P. expansum oraz F. proliferatum. Nie wykazano jednak różnic istotnych statystycznie (Ryc. 

48). 

 

Rycina 48  Porównanie ekspresji genów HSP70 (kolor czerwony), PR9 (kolor żółty) oraz SOD (kolor zielony) w 

siewkach pszenicy odmiany Ostroga po 7 dniach od inokulacji F. proliferatum, P. expansum, P. olsonii, 

T.hamatum oraz mieszaniną tych grzybów (MIX). 
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5.4.6.10 Zmiany ekspresji genów zachodzące w 21-dniowych siewkach pszenicy jarej 

odmiany Rospuda 

U odmiany Rospuda zaobserwowano wzrost ekspresji genu PR9 jedynie w roślinach 

traktowanych P. expansum oraz wzrost ekspresji genu HSP70 wyłącznie w roślinach 

traktowanych T. hamatum. w roślinach traktowanych grzybami zaobserwowano natomiast 

obniżony poziom ekspresji genu SOD. Różnice te nie wykazano jednak jako istotne 

statystycznie (Ryc. 49). 

 

Rycina 49 Porównanie ekspresji genów HSP70 (kolor czerwony), PR9 (kolor żółty) oraz SOD (kolor zielony) w 

siewkach pszenicy odmiany Rospuda po 7 dniach od inokulacji F. proliferatum, P. expansum, P. olsonii, 

T.hamatum oraz mieszaniną tych grzybów (MIX). 

5.4.6.11 Zmiany ekspresji genów zachodzące w 21-dniowych siewkach pszenicy jarej 

odmiany Rusałka 

W roślinach pszenicy odmiany Rusałka traktowanych grzybami zaobserwowano spadek 

ekspresji genu HSP70 oraz SOD przy wzroście ekspresji genu PR9. Różnice pomiędzy 

roślinami kontrolnymi a tymi traktowanymi zarodnikami grzybów nie uznano jednak jako 

istotne statystycznie (Ryc. 50). 

 

Rycina 50 Porównanie ekspresji genów HSP70 (kolor czerwony), PR9 (kolor żółty) oraz SOD (kolor zielony) w 

siewkach pszenicy odmiany Rusałka po 14 dniach od inokulacji F. proliferatum, P. expansum, P. olsonii, 

T.hamatum oraz mieszaniną tych grzybów (MIX). 
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VI Dyskusja 
 

W rozprawie doktorskiej analizowano skład gatunkowy społeczności grzybów 

zasocjowanych z wewnętrznymi tkankami pszenicy. Strukturę mykobiomu endosfery 

analizowano w pięciu polskich odmianach pszenicy formy jarej i pięciu odmianach formy 

ozimej. Skład gatunkowy określano w głównych organach roślinnych, a mianowicie 

w korzeniach, liściach, łodydze i ziarniakach w fazie dojrzałości mlecznej. Ponadto badano 

wpływ warunków uprawy pszenicy na występowanie grzybów endofitycznych. W pracy 

zastosowano klasyczne podejście do analizy mykobiomu endosfery, oparte na izolacji grzybów 

z tkanek i ich hodowli na podłożach laboratoryjnych. Podejście to umożliwiło uzyskanie 

jednorodnych izolatów grzybów, które skolekcjonowano i wykorzystano w dalszych 

badaniach. Wszystkie uzyskane izolaty grzybów poddano identyfikacji gatunkowej. 

 Identyfikacja gatunkowa grzybów endofitycznych na podstawie obserwacji morfologicznych 

i wzrostu grzybni na podłożu laboratoryjnym jest niezwykle trudna i wymaga dużego 

doświadczenia [Raja i in., 2017]. Dlatego też w niniejszej pracy skoncentrowano się na 

metodach molekularnych opartych na analizie sekwencji wybranych fragmentów DNA 

jednorodnych kultur grzybów, wyizolowanych z tkanek wewnętrznych roślin. Najczęściej 

używanym regionem do różnicowania grzybów na poziomie rodzaju i gatunku jest region ITS1 

i ITS2 rDNA [Kuzdraliński i in., 2017; Nilsson i in., 2014]. Region ITS jako marker 

molekularny wykorzystano do identyfikacji wielu ważnych dla rolnictwa grzybów, takich jak 

Colletotrichum sp., Fusarium sp., Alternaria sp., Puccinia sp., Rhizoctonia sp. [Nilsson i in., 

2014]. Zastosowanie regionu ITS jako markera filogenetycznego ma wiele zalet, takich jak 

udana amplifikacja wśród wszystkich rodzajów grzybów przy użyciu uniwersalnych starterów, 

odpowiednie dla sekwencjonowania długości fragmentów, oraz dostępne bazy danych 

molekularnych (NCBI, UNITE i EzTaxon). Pomimo zalet, region ITS nie jest odpowiedni dla 

wszystkich gatunków grzybów jako marker filogenetyczny klasyfikujący do poziomu gatunku. 

Istnieją bowiem różne odległości międzygatunkowe i wewnątrzgatunkowe [Sun i in., 2011], 

a określenie progu rozbieżności sekwencji ITS w celu rozróżnienia gatunków grzybów jest 

wówczas trudne [Glass i Donaldson, 1995]. Wykazano natomiast, że duża podjednostka (LSU, 

28S) rRNA ma lepszą rozdzielczość selekcyjną niż ITS, ponieważ gen 28S dla niektórych 

taksonów grzybów jest bardziej zmienny i używany na poziomie rodzajów i gatunków [Vu 

i in., 2019]. Ponadto do identyfikacji grzybów zalecane jest wykorzystanie fragmentów genów 

kodujących uniwersalne białka: β-tubulinę, elongacyjny czynnik translacji 1α, polimerazę RNA 
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II, syntazę ATP, γ-aktynę, kalmodulinę [Lutzoni i in., 2004; Carbone i Kohn, 1999; Hong i in., 

2005; Maciá-Vicente i in., 2008; Brun i in., 2013]. W badaniach nad endofitami pszenicy region 

ITS był najczęściej używanym markerem w identyfikacji molekularnej, wykazując pewien 

potencjał w badaniach różnorodności lub w poszukiwaniu szczepów endofitycznych 

korzystnych dla pszenicy, pomimo istniejących ograniczeń w rozróżnianiu gatunków [Gdanetz 

i Trail, 2017]. Ten region DNA był używany przez Larrana i in. [2007] do identyfikacji 

grzybów endofitycznych wyizolowanych z liści pszenicy, łodyg, plew i ziaren; przez 

Comby'ego i in. [2016] do klasyfikacji endofitów z korzeni i organów nadziemnych, w tym 

liści, łodyg, pylników, plew; oraz przez Bouzouina i in. [2021] w celu określenia gatunków 

grzybów endofitycznych wyizolowanych z korzeni pszenicy. Natomiast zestaw kilku 

markerów molekularnych został wykorzystany przez Llorens i in. [2019] w celu prawidłowej 

klasyfikacji 2 izolatów Acremonium sp. z Aegilops sharonensis; przez Salamon i in. [2020] 

w celu identyfikacji 54 izolatów z endosfery korzeni pszenicy zwyczajnej i pszenicy orkisz oraz 

przez Rojas i in. [2020] w celu określenia gatunku dla 163 izolatów grzybów pozyskanych 

z kłosów pszenicy. W niniejszej pracy, w celu prawidłowego zaklasyfikowania 

wyizolowanych grzybów do gatunku, oprócz analizy regionu ITS, wykorzystano dodatkowo 

dużą podjednostkę (LSU) nRNA [Vilgalys i in., 1990] oraz małą podjednostkę (SSU) nRNA 

[White i in., 1990], a także fragment genu kodującego elongacyjny czynnik translacyjny 1-α 

(tef1) [Roger i in., 1999], fragment genu kodującego β-tubulinę (tub2) [Edlind i in., 1996], 

fragment genu kodującego aktynę (act) [Drouin i in., 1995] i fragment genu kodującego 

kalmodulinę (cmd) [Hong i in., 2005].  

6.1. Skład gatunkowy grzybów zasiedlających endosferę pszenicy zwyczajnej  

W niniejszej pracy, w tkankach wewnętrznych polskich odmian pszenicy zwyczajnej 

zaobserwowano występowanie dużego bogactwa grzybów z gatunkami dominującymi oraz 

rzadkimi. W endosferze pszenicy wzrastającej w warunkach kontrolowanych (generacja G1 

i G2) i polowych zidentyfikowano 85 następujących rodzajów/gatunków grzybów: 

Acremonium sp. (A. sclerotigenum), A. betulicola, A. lecanii, Alternaria sp. (A. alternata, 

A. conjuncta, A. infectoria), Anthracocystis sp. (A. flocculosa), Arthrinium sp., Aspergillus sp. 

(A. westerdijkiae), A. pullulans, Backusella sp., B. sorokiniana, Cadophora sp., Chaetomium 

sp. Cladosporium sp. (C. allicinum, C. cladosporoides), C. pseudomerdarium, C. candelabrum, 

Colletotrichum sp., Didymella sp. (D. pomorum), Epicoccum sp. (E. nigrum), E. pedicellatum, 

Fusarium sp. (F. avenaceum, F. oxysporum, F. poae, F. proliferatum, F. redolens, F. solani, 

F. temperatum), Gibellulopsis sp., I. farinosa, Lecanicillium sp., L. leptobactrum, Meira sp., 

Meyerozyma sp., Microdochium sp. (M. bolleyi), M. bullatus, Moesziomyces sp., Neonectria 
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sp., N. gorlenkoana, P. album, Penicillium sp., (P. amphipolaria, P. chrysogenum, 

P. crustosum, P. digitatum, P. expansum, P. olsonii), Penidiella sp., Periconia sp. (P. 

macrospinosa), Phlebia sp., Phoma sp. (P. eupyrena P. pomorum), P. pannorum, R. solani, 

Sarocladium sp. (S. spinificis, S. strictum), Setophoma sp. (S. terrestris), S. bisbyi, S. chinense, 

S. versicarium, Talaromyces sp. (T. aculeatus), Trichoderma sp. (T. asperellum, T. atroviride, 

T. hamatum, T. harzianum, T. koningii, T. viride), Verticillium sp., W. circinata.  

Spośród 85 gatunków bądź rodzajów wyizolowanych grzybów, jedynie grzyby z rodzaju 

Alternaria, Acremonium, Cladosporium, Phoma, Chaetomium, Fusarium i E. nigrum opisane 

zostały w literaturze jako endofity grzybowe pszenicy [Larran i in., 2007 ; Vujanovic i in., 

2012; Lenc i in., 2015; Nicolaisen i in., 2014, Rojas i in., 2020, Latz i in.2020]. Larran wraz ze 

współpracownikami [2002] wyizolowali 130 izolatów grzybów z liści pszenicy 

i zidentyfikowali 19 gatunków grzybów, w tym B. sorokiniana, Alternaria sp., E. nigrum, 

Stemphylium sp., Phoma sp., Nigrospora sp. w kolejnych badaniach, autorzy ci, 

przeanalizowali grzyby wyizolowane z liści, łodyg, plew oraz ziaren pięciu odmian pszenicy 

identyfikując 30 rodzajów grzybów [Larran i in., 2007]. Najczęściej obserwowano grzyby 

z rodzaju Alternaria, Cladosporium, Epicoccum, Fusarium i Penicillium. Ofek-Lalzar i in. 

[2016] porównali bioróżnorodność grzybów występujących w Triticum dicoccoides 

i A. sharonensis. Do najczęściej występujących rodzajów grzybów zaliczono Alternaria, 

Aspergillus, Chaetomium, Cladosporium i Stemphylium. Latz wraz z współpracownikami 

[2020] wyizolowali 69 izolatów z liści pszenicy należących do rodzajów: Penicillium, 

Lecanicillium, Acremonium, Epicoccum, Alternaria, Chaetomium i Phoma. Rojas i in. [2020] 

zidentyfikowali 20 gatunków spośród 163 izolatów, otrzymanych z kłosów 2 odmian ozimych 

pszenicy. Struktura społeczności grzybów zasiedlająca kłosy pszenicy została zdominowana 

przez grzyby z rodzaju Cladosporium i Alternaria. Innymi rodzajami grzybów, które 

występowały w badanych kłosach były Fusarium i Epicoccum. Nicolaissen i in [2014] 

przeanalizowali grzyby bytujące w ziarniakach pszenicy wykorzystując metody 

niewymagające hodowli. Wykryto 173 OTU, które przypisano do takich rodzajów jak: 

Alternaria, Cladosporium, Pyrenophora, Epicoccum, Fusarium, Microdochium, Phoma 

i Stemphylium.  

W pracy doktorskiej część ze zidentyfikowanych gatunków/rodzajów opisywana jest jako 

powszechne patogeny roślin uprawnych, w tym zbóż i pszenicy np. F. poae, F. oxysporum, B. 

sorokiniana, R. solani, czy grzyby z rodzaju Arthrinium i Colletotrichum [Beccari i in., 2016; 

Iftikhar i in., 2008; Mavragani i Abdellatif, 2007]. Natomiast większość wyizolowanych 
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w pracy gatunków nie została jak dotąd opisana jako endofity pszenicy. Tymczasem dane 

literaturowe wskazują, że grzyby z rodzaju Sarocladium często związane są z roślinami 

Poaceae, jak na przykład: S. bacillisporum, S. bactrocephalum i S. strictum [Tunali i in., 2000; 

Hormazabal i Piontelli, 2009]. Sarocladium attenuatum, S. oryzae i S. sinense wykryto u ryżu, 

a S. zeae jest znany jako endofit kukurydzy [Wicklow i in., 2005; Poling i in., 2008; Gromadzka 

i in, 2019; Błaszczyk i in., 2021]. 

W pracy uzyskano także pojedyncze izolaty z takich rodzajów jak: Acremonium, 

Arthrinium, Backusella, Cadophora, Chaetomium, Colletotrichum, Gibellulopsis, 

Lecanicillium, Meira, Meyerozyma, Neonectria, Penidiella, Phlebia, Verticillium oraz 

z gatunku A. betulicola, A. conjuncta, A. westerdijkiae, B. sorokiniana, C. allicinum, C. 

candelabrum, Ch. pseudomerdarium D. pomorum, E. nigrum, F. temperatum, I. farinosa, L. 

leptobactrum, M. bullatus, P. amphipolaria, P. expansum, P. eupyrena, P. album, 

P. pannorum, R. solani, T. aculeatus, T. harzianum. Wiadomo, iż grzyby Chaetomium sp., 

Arthrinium sp., B. sorokiniana, E.nigrum [Laran i in., 2002; Abdullah i Atroshi, 2014], oraz 

T. harzianum [Taheri i in., 2016; Błaszczyk i in., 2017], i A.betulicola [Lombard i in., 2016] 

występują w pszenicy. Rodzaj Backusella jak dotąd wyizolowano z ściółki leśnej i gleby 

z rezerwatu, w którym uprawiano cytrusy, eukaliptusy i sosny [de Souza i in., 2014], 

Cadophora z traw takich jak: Ephedra dystachia, Festuca vaginata, Fumana procumbens 

[Knapp i in., 2012], natomiast Colletotrichum sp. zidentyfikowano w Andrographis paniculata 

[Li i in., 2022] i truskawkach [Drobek i in., 2021], Meyerozyma sp. w drzewie Protium 

heptaphyllum [Fierro-Cruz i in., 2017], Neonectria w jabłkach [Gómez-Cortecero i in., 2016], 

Penidiella sp. w próbach pobranych z opuszczonych kopalni [Horiike i Yamashita, 2015], 

Phlebia sp. w Piper hispidum [Orlandelli i in., 2012]. Grzyby z rodzaju Verticillium 

wyizolowano z pieprzu i truskawki [Drobek i inni, 2021; Plăcintă i Murariu, 2016], A.conjuncta 

z Pastinaca sativa [Gannibal i in., 2022], A. westerdijkiae z kawy, winogron i pomarańczy 

[Diaz i in., 2009 Marino i in., 2009; Alvindia i de Guzman, 2016], C. allicinum z jęczmienia 

[Sandoval-Denis i in., 2016], C. candelabrum z rozkładających się liści [Ayers i in., 2010]. 

Gatunek Ch. pseudomerdarium opisano jako występujący w soi [Hamayun i in., 2009], 

I. farinosa wyizolowano z truskawek, piór ptaków wolno żyjących, osadów ściekowych 

i szczątków organicznych w wodach słodkich [Domsch i in., 1980] oraz z kornika [Kirschner, 

2001] i ściółki z jodły balsamicznej [Harney i Widden, 1991]. Moesziomyces bullatus wykryto 

w endosferze traw z rodzaju Leersia, Panicum, Paspalum, Pennisetum, Polytrias [Li i in., 

2019], P. amphipolaria wyizolowano z spróchniałego drewna [Das i in., 2020], P. expansum 
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zidentyfikowano w owocach takich jak jabłka czy gruszki [Luciano-Rosario i in., 2020], 

P. eupyrena zaobserwowano w ziemniakach [A’Hara, 2015], P. album wykryto na wielu 

budynkach dziedzictwa kulturowego od malowideł ściennych, kamienia, gipsu i cegły po szkło, 

drewno i papier [Leplat i in., 2020]. Kolejny gatunek jakim jest P. pannorum opisano jako 

powszechnie występujący w jaskiniach Europy i Ameryki Północnej [Out i in., 2016; 

Vanderwolf i in., 2019; Sanchez-Moral i in., 2021; Chaturvedi i in., 2018], a L. leptobactrum 

jako zasiedlający jaskinie na terytorium Francji, Hiszpanii i Niemiec [Bastian i in., 2009; Porca 

i in., 2011; Burow i in., 2019, Dominguez-Moñino i in., 2021]. W kwaśnych wodach w kopalni 

węgla wykryto T. aculeatus [Katar i in., 2017]. Natomiast rola tych grzybów jako endofitów 

pszenicy pozostaje nieznana, a zrozumienie zjawiska asocjacji tych gatunków grzybów 

z tkankami pszenicy wymaga dalszych badań. 

6.2. Wpływ rośliny gospodarza na strukturę mykobiomu endosfery 

W niniejszej pracy doktorskiej, do realizacji badań nad poznaniem społeczności 

grzybów zasiedlających tkanki pszenicy zwyczajnej, wykorzystano polskie odmiany wpisane 

do Krajowego Rejestru w latach 2005-2018, które według oceny agronomicznej spółek 

hodowlanych, należą do odmian umiarkowanie odpornych na choroby grzybowe. Wśród 

wytypowanych do analiz odmian, pięć reprezentowało formy jare: Arabella, Bombona, 

Kandela, Rospuda i Rusałka, a pięć formy ozime: Arkadia, Bamberka, Euforia, Legenda 

i Ostroga. Przeprowadzone badania wykazały, niezależnie od pozostałych badanych czynników 

(organów, warunków uprawy), że cztery odmiany: dwie formy ozimej - Bamberka i Legenda 

oraz dwie formy jarej - Bombona i Rusałka, charakteryzowały się najbardziej różnorodnym 

zbiorem grzybów endofitycznych. W odmianach tych najczęściej występującymi rodzajami 

grzybów były: Fusarium., Sarocladium, Alternaria, Trichoderma, Penicillium i Cladosporium. 

Wykazano natomiast, że najbardziej ubogą w grzyby endofityczne odmianą jest Arabella. Tutaj 

zidentyfikowano jedynie 18 gatunków/rodzajów grzybów, a wśród nich grzyby z rodzaju 

Fusarium (F. solani, F. proliferatum, F. oxysporum), grzyby z rodzaju Penicillium (P. olsonii), 

z rodzaju Trichoderma (T. hamatum, T. viride), Sarocladium (S. spinificis), jak również 

A. sclerotigenum, C. candelabrum, E. pedicellatum, W. circinata czy grzyby z rodzaju 

Chaetomium. Społeczność grzybów pozostałych odmian pszenicy była na porównywalnym 

poziomie. W dwóch odmianach pszenicy jarej: Bombona i Rusałka występowało najwięcej 

unikalnych gatunków/rodzajów grzybów. W odmianie Bombona były to: A. westerdikiae, 

Gibellulopsis sp., L. leptobactrum, Meira sp., Penidiella sp., Verticillium sp. natomiast 

w odmianie Rusałka: A. betulicola, D. pomorum, F. temperatum, I. farinosa, M. bullatus, 
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T. aculeatus. Pomimo różnic w składzie mykobiomu pomiędzy badanymi odmianami pszenicy, 

wartości wskaźników bioróżnorodności były podobne, co może świadczyć o braku wpływu 

genotypu rośliny na społeczność endofitów grzybowych. 

Istnieje przekonanie, że rośliny mogą kontrolować skład gatunkowy grzybów poprzez 

ich rekrutację, najczęściej z gleby, pożytecznych dla nich mikroorganizmów [Arif i in., 2020; 

Hartmann i in., 2008]. Potwierdzeniem tego stanowiska są badania prowadzone 

z wykorzystaniem metod niewymagających hodowli, które wskazały na związek pomiędzy 

genotypem gospodarza a społecznością endofitów [Sapkota i in., 2015, 2017; Simonin i in., 

2020; Latz i in., 2020]. Tymczasem w pracy Salamon i in. [2020] wykazano, że odmiana 

pszenicy orkisz Zollernspelz miała najbardziej unikalną kompozycję grzybów endofitycznych 

w korzeniach, jednak nie stwierdzono istotnego statystycznie wpływu genotypu gospodarza na 

mykobiom korzeni. W badaniach Comby i in. [2016] również nie stwierdzono wyraźnego 

wpływu odmiany na strukturę społeczności endofitów. Zarówno w niniejszej pracy doktorskiej, 

jak i badaniach Salamon i in. [2020] oraz Comby i in. [2016] wykorzystano do identyfikacji 

endofitów metody zależne od hodowli. Na tej podstawie można wnioskować, że jedynie 

wykorzystanie technik wysokoprzepustowego sekwencjonowania, jak w przypadku badań 

Sapkota i in. [2015, 2017] czy Latz i in. [2020], gdzie uwzględnia się obecność gatunków 

biotroficznych i wolnorosnących pozwala na szczegółowe zobrazowanie roli genotypu rośliny 

gospodarza w kształtowaniu struktury społeczności mikroorganizmów w endosferze. Co 

ciekawe, wykorzystując metody niewymagające hodowli, Zheng i in. [Zheng i in., 2021] 

odnotowali wpływ genotypu gospodarza na skład mykobiomu endosfery pszenicy, aczkolwiek 

zauważyli oni, że warunki wzrostu rośliny (środowisko) mają silniejszy wpływ niż odmiana.  

6.3. Wpływ organu rośliny na strukturę mykobiomu endosfery 

Realizowane w pracy badania obejmowały również analizę składu grzybów 

zasiedlających tkanki wewnętrzne czterech organów roślinnych: ziarniaków, liści, łodyg 

i korzeni. Uzyskane wyniki pokazały istnienie znaczących różnice w składzie mykobiomu 

pomiędzy częściami podziemnymi - korzeniami, a organami nadziemnymi. Badania pokazują, 

że grzyby endofityczne mogą kolonizować odrębne nisze ekologiczne i wykazują pewnego 

rodzaju „swoistość organową”, która może wynikać z adaptacji niektórych gatunków do ściśle 

określonych warunków ekologicznych i fizjologicznych, charakterystycznych dla danego 

organu roślinnego [Larran i in., 2007; Comby i in., 2016]. Rodzajami, które najczęściej 

obserwowano w korzeniach były Exerophillum, Fusarium, Microdochium, Penicillium, 

Periconia, Setophoma, Trichoderma. Grzyby z rodzaju Microdochium, w szczególności M. 
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bolleyi [Comby i in., 2016], oraz E. pedicellatum [Özer i in., 2020], podobnie jak grzyby 

z rodzaju Fusarium: F. avenaceum [Salamon i in., 2020], F. redolens [Taheri i in., 2016; 

Salamon i in., 2020], F. oxysporum [Banerjee i Mittra, 2018] powszechnie identyfikowano 

w korzeniach pszenicy. Pojedyncze izolaty gatunków: W. circinata [Salamon i in., 2020], I. 

farinosa [da Silva Lopes i in., 2017] również identyfikowano w korzeniach pszenicy. Grzyby 

T. harzianum oraz B. sorokiniana zaobserwowano w korzeniach pszenicy durum [Taheri i n., 

2016]. Poza powyższymi gatunkami w korzeniach badanych w ramach pracy doktorskiej 

odmian pszenicy zidentyfikowano również grzyby z rodzaju Arthrinium i Epiccocum, 

Chaetomium oraz F. poae. Wcześniejsze doniesienia wskazują, że grzyby z rodzaju Arthrinium 

[Bankina i in., 2017; Abdullah i Atroshi, 2014], i Epiccocum występują zazwyczaj 

w ziarniakach [Lazzaro i in., 2015; Bankina i in., 2017], natomiast grzyby z rodzaju 

Chaetomium i F. poae izolowano z liści i ziaren pszenicy [Istifadah i in., 2006; Kurowski i in., 

2012]. Interesujący wydaje się fakt, iż rodzaje Backusella, Lecanicillium, Neonectria, oraz 

gatunki P. eupyrena, P. pomorum, S. terrestris, które zostały opisane w niniejszej pracy jako te 

zasiedlające endosferę korzeni pszenicy występują powszechnie w innych środowiskach. 

Grzyby w rodzaju Backusella wyizolowane zostały ze ściółki leśnej i gleby z rezerwatu, 

w którym uprawiają cytrusy, eukaliptusy i sosny [de Souza i in., 2014], Neonectria sp. 

z jabłkach [Saville i Olivieri, 2019], Lecanicillium sp. [Bhagyasree i in., 2018; Błaszczyk i in., 

2021] i P. pomorum [Ramos Romero i in., 2021] z kukurydzy, P. eupyrena z ziemniaków 

[A’Hara, 2015], S. terrestris z cebuli i czosnku [Rivera-Mendez i in., 2019], a P. macrospinosa 

zwykle izolowana jest z korzeni traw [Mandyam i in., 2010]. 

W liściach dziesięciu odmian pszenicy najczęściej obserwowano grzyby z rodzaju 

Alternaria, Cladosporium, Fusarium, Penicillium, Sarocladium. Zidentyfikowano również 

pojedyncze izolaty grzybów T. hamatum, T. koningii, P. macrospinosa, Penidiella sp., N. 

gorlenkoana, Meira sp., A. pullulans, A. westerdijkiae, A. lecanii, A. sclerotigenum. Podobnie 

z liści pszenicy wyizolowano A. infectoria [Comby i in., 2016], C. cladosporoides, 

P. macrospinosa [Taheri i in., 2016], F. oxysporum i T. hamatum [Comby i in., 2016], drożdże 

A. pullulans [Vujanovic i in., 2012]. Co ciekawe, drożdże A. pullulans zostały opisane jako 

grzyby wytwarzające substancje polisacharydowe o wysokiej lepkości, umożliwiające adhezję 

do liści [Gaur i in., 2010], ułatwiając kolonizację tkanek jako endofity. Z liści pszenicy 

wyizolowano również grzyby, które w literaturze opisano jako występujące w pszenicy, ale 

w innych organach, np.: P. crustosum opisano jako grzyb związany z korzeniami [Salamon 

i in., 2020], A. westerdijkiae z ziarniakami [AL-Hussaini i Rahaif, 2021]. Warto zauważyć też, 
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że grzyby z rodzaju Phoma wykryto w liściach kukurydzy [Ramos Romero i in., 2021], 

a S. strictum w kolbach tego zboża [Błaszczyk i in., 2021]. 

W łodydze badanych w pracy odmian pszenicy najczęściej izolowano grzyby z rodzaju 

Alternaria, Anthracocystis, Cladosporium, Fusarium, Penicillium, Sarocladium. Alternaria 

alternata jest często opisywanym grzybem zasiedlającym łodygi pszenicy [Larran i in., 2007; 

(Xu i inni, 2018)], podobnie jak A. infectoria [Comby i in., 2016] czy Cladosporium sp., 

[Taheri i in., 2016; Comby i in., 2016] oraz F. oxysporum [Banerjee i in., 2018]. Gatunek 

drożdży A. pullulans, który zidentyfikowano w niniejszej pracy w tkankach wewnętrznych 

liści, wykryto również w łodydze. Wynik ten potwierdza badania Vujanovic i in. [2012] oraz 

Gaur i in. [2010] świadczące o roli wydzielanej przez drożdże substancji o dużej lepkości 

umożliwiającej adhezję do łodyg czy liści roślin, a następnie kolonizację tkanek wewnętrznych. 

Grzyby z rodzaju Cadophora czy gatunki P. macrospinosa i R. solani najczęściej opisywano 

jako endofity korzeni pszenicy [Knapp i in., 2018; Taheri i in., 2016; Yakti i in., 2019; Özer 

i in., 2021]. Stemphylium versicarium izolowano z liści pszenicy [ (Farag, Ghebrial, Abou Zeid 

i Atwa, 2022)], jednak znacznie częściej opisywany jest jako patogen liści pomidora [ (Bessadat 

i inni, 2022)] czy cebuli [Arif i in., 2020]. Zidentyfikowano też grupę grzybów, które jak dotąd 

nie zostały opisane jako zasocjowane z roślinami pszenicy. Należą do nich m.in. Ch. 

pseudomerdarium, L. leptobactrum, P. pannorum, Verticillium sp., Penicillium sp. 

Chrysosporium pseudomerdarium wykryto w nasionach soi [Hamayun i in., 2009], a S. 

strictum w kolbach kukurydzy [Błaszczyk i in., 2021]. Grzyby z rodzaju Verticillium występują 

w truskawce [Drobek i in., 2021], a M. bullatus w trawach z rodzaju Leersia, Panicum, 

Paspalum, Pennisetum, Polytrias [Li i in., 2019]. Grzyby z rodzaju Penicillium najczęściej 

występują jako patogeny owoców cytrusowych czy jabłek [Vico i in., 2014]. Leptobacillium 

leptobactrum występuje w europejskich jaskiniach [Bastian i in., 2009; Porca i in., 2011; 

Burow i in., 2019], a P. pannorum zarówno w europejskich jaskiniach jak i w zlokalizowanych 

w Ameryce Północnej [Out i in., 2016; Vanderwolf i in., 2019; Sanchez-Moral i in., 2021].  

Badania realizowane w ramach pracy doktorskiej pozwoliły na zidentyfikowanie 

w ziarniakach pszenicy 32 gatunków/rodzajów grzybów, przy czym najliczniej reprezentowane 

w tych częściach roślin były grzyby z rodzaju Alternaria, Fusarium, Penicillium, Sarocladium. 

Podobne spostrzeżenia odnotowali Tralamazza i in. [2016] w odniesieniu do grzybów 

Alternaria sp. i Fusarium sp. zidentyfikowanych w ziarniakach pszenicy zwyczajnej oraz 

Cavarelli i in. [2015], którzy opisali rodzaj Fusarium jako najliczniej kolonizujący ziarniaki 

pszenicy durum. Warto nadmienić, że grzyby z rodzaju Alternaria choć powszechnie bytują 

https://apsjournals.apsnet.org/doi/10.1094/PDIS-04-21-0786-PDN
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w ziarniakach pszenicy [Ofek-Lalzar i in.2016], to występowanie tej grupy grzybów zależy od 

warunków uprawy roślin-gospodarza i gatunku grzyba [Müller i Korn, 2013]. W tym 

kontekście interesujący wydaje się zatem fakt, że w obecnej pracy grzyby z rodzaju Alternaria 

wykryto wyłącznie w ziarniakach zebranych z roślin wzrastających w warunkach polowych. 

Grzyby z rodzaju Cladosporium występowały w ziarniakach niezależnie od warunków uprawy, 

co jest zgodne z badaniami Kulik i in. [2015], którzy wskazywali na występowanie 

Cladosporium sp. w ziarniakach zarówno w uprawie konwencjonalnej jak i organicznej. 

W ziarniakach, niezależnie od warunków uprawy, zidentyfikowano również grzyby z rodzaju 

Fusarium. Należy podkreślić, że grzyby te zostały wyizolowane ze zdrowo wyglądających 

kłosów i ziarniaków. Zidentyfikowano w pracy 3 gatunki z rodzaju Fusarium: F. oxysporum 

(warunki polowe: uprawa tradycyjna), F. proliferatum (warunki szklarniowe), F. temperatum 

(warunki polowe: uprawa ekologiczna). Występowanie Fusarium sp. zależy od warunków 

uprawy, praktyki agronomicznej, miejsca doświadczenia czy opadów atmosferycznych 

i temperatury [Bankina i in, 2017]. Opady atmosferyczne oraz duża wilgotność podczas 

kwitnienia i dojrzewania roślin pszenicy sprzyja wnikaniu grzybów z rodzaju Fusarium do 

rośliny. Tymczasem w doświadczeniu polowym, podczas fazy kwitnienia, suma opadów 

wynosiła tylko 3,6 mm. Te niesprzyjające rozwojowi grzybów warunki pogodowe 

prawdopodobnie przyczyniły się do tak niskiego stopnia zasiedlenia tkanek pszenicy, w tym 

ziarniaków przez gatunki grzybów z rodzaju Fusarium. Niejako potwierdzają to badania 

Bankina i in. [2017], którzy zidentyfikowali większą liczbę gatunków z rodzaju Fusarium 

w ziarniakach pszenicy, jednakże w momencie kwitnienia roślin wilgotność powietrza i suma 

opadów była większa. W pracy zaobserwowano występowanie w ziarniakach pszenicy 

w warunkach kontrolnych kilku gatunków grzybów z rodzaju Penicillium: P. chrysogenum, 

P. crustosum, P. digitatum, P. expansum oraz P. olsonii. Penicillium chrysogenum, 

P. crustosum i P. olsonii wyizolowano również z roślin rosnących na polu. W literaturze, 

grzyby z rodzaju Penicillium zostały opisane jako pożniwne patogeny [Chen i in., 2019] 

przyczyniające się do strat żywności powodując choroby ziarna podczas przechowywania 

[Mohapatra i in., 2017]. Warto dodać, że P. crustosum, P. digitatum i P. expansum zostały 

zidentyfikowane jako patogeny cytrusów, gruszek i jabłek [Vico i in., 2014; Yang i in., 2018; 

(Luciano-Rosario i in., 2020]. W ziarniakach pszenicy zidentyfikowano również dwa gatunki 

Sarocladium sp.: S. strictum oraz S. spinificis pozyskane z tkanek roślin uprawianych 

w warunkach kontrolowanych, ponadto S. strictum również z roślin uprawianych na polu. 

Błaszczyk i in. [2021] wyizolowali S. strictum z ziaren kukurydzy. Również w ziarniakach 

pszenicy zaobserwowano grzyby z rodzaju Moesziomyces, które powszechnie występują 
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w nasionach kawy [Vega i in., 2008], grzyby A. lecanii (jako L. lecanii) opisane jako endofity 

ziarniaków kukurydzy [Błaszczyk i in., 2021], A. sclerotigenum w nasionach winorośli [Lo 

Piccolo i in., 2015]. W ziarniakach zaobserwowano również grzyby takie jak P. album, które 

zostały dobrze poznane i opisane jako grzyby występujące na budynkach sakralnych 

i dziedzictwa kulturowego [Leplat i in., 2020] czy S. chinense, które wyizolowane zostały 

w larw jedwabnika [Zhao i in., 2013]. Grzyby z rodzaju Trichoderma, jak np. T. koningii i 

T. viride, które wyizolowano z ziarniaków pszenicy badanych w niniejszej pracy, opisywane są 

jako mikroorganizmy glebowe i endofity korzeni [Otadoh i in., 2011]. Zidentyfikowany tutaj, 

D. pomorum (jako P. pomorum) jak dotąd pozyskano wcześniej z liści kukurydzy [Ramos 

Romero i in., 2021]. 

Grzyby z rodzaju Alternaria, Cladosporium, Fusarium, Penicillium, Sarocladium 

wykryto natomiast we wszystkich organach roślinnych. Odnajduje to swoje potwierdzenie 

w wynikach prac Comby i in. [2016] oraz Vujanovic i in [2012], którzy obserwowali 

w endosferze pszenicy Cladosporium sp. Penicillium sp. i Sarocladium sp. Grzyby z rodzaju 

Fusarium zostały zidentyfikowane w pszenicy przez Ripa i in., [2019] i Salamon i in. [2020]. 

Obecność gatunków S. strictum, P. olsonii, F. proliferatum których występowanie opisano we 

wszystkich organach roślinnych badanych w niniejszej pracy odmian pszenicy stwierdzono 

również w organach pszenicy jako wynik badań Esmaeili i in. [2016] oraz Rojas i in. [2020].  

6.4. Wpływ strategii i warunków uprawy na strukturę mykobiomu endosfery 

Badania realizowane w ramach pracy doktorskiej obejmowały również analizę wpływu 

warunków wzrostu roślin (warunki kontrolowane i polowe) i agrotechniki (uprawa 

konwencjonalna i uprawa bez zabiegów) na społeczność grzybów zasiedlających wewnętrzne 

tkanki pszenicy. Uzyskane wyniki mogą sugerować, że na endosferę pszenicy znacznie większy 

wpływ ma mikrobiota występująca w glebie i powietrzu niż zabiegi agrotechniczne, w tym 

nawożenie mineralne i zastosowanie pestycydów. Rośliny w warunkach polowych wzrastały 

na tym samym polu i na tym samym typie gleby. Można więc przypuszczać, że pomimo 

fizycznego oddzielenia poletek roślin uprawianych konwencjonalnie od poletek roślin 

uprawianych bez zabiegów, rośliny te wzrastały w podobnych warunkach środowiskowych, 

o podobnym składzie mikrobioty. Dotychczasowe prace, w których porównywano 

społeczności mikroorganizmów związanych z ryzosferą roślin uprawianych w systemach 

ekologicznych i konwencjonalnych doprowadziły badaczy do różnych wniosków [Hartman, 

2018, Lenc i in., 2015, Li i in., 2012]. Hartman i in. [2018] i Gdanetz i Trail [2017] 

zaobserwowali, że wpływ strategii zarządzania na skład mykobiomu roślinnego był 
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ograniczony. Natomiast Rascovan i in., [2016] udokumentowali wpływ strategii uprawy na 

społeczność mikroorganizmów w przypadku lokalizacji, które były znacznie oddalone 

geograficznie. Tymczasem Sharma-Poudyal i in. [2017] stwierdzili, że różnorodność grzybów 

związanych z pszenicą jest uzależniona od systemu uprawy. Do podobnych wniosków, po 

analizie wyników uzyskanych z wysokoprzepustowego sekwencjonowania doszli Mbuthia 

i in., [2015], Sale i in., [2015]; ,Wang Z. i in., [2016c]. Tymczasem Degrune i in. [2016] 

zauważyli, że różnorodność i bogactwo grzybów zmniejszyło się przy uprawie ekologicznej 

w porównaniu z uprawą konwencjonalną oraz, że kilka gatunków grzybów, które obserwowano 

w roślinach uprawianych metodą konwencjonalną nie zostało zidentyfikowanych w uprawie 

ekologicznej. Spostrzeżenia tych autorów są spójne z wynikami otrzymanymi w ramach 

niniejszej pracy doktorskiej, gdzie z roślin uprawianych w systemie konwencjonalnym 

wyizolowano 52 rodzaje bądź gatunki grzybów, a z roślin wzrastających w warunkach 

ekologicznych 33 gatunki bądź rodzaje. Potwierdzają to również uzyskane w tej pracy wartości 

wskaźników bioróżnorodności i równomierności. Przyczyną zidentyfikowania w uprawie 

tradycyjnej większej liczby grzybów niż w ekologicznej może być fakt, że niestosowanie 

środków ochrony roślin w uprawie ekologicznej przyczyniło się do rozwoju grzybów 

szybkorosnących i powszechnie występujących.  

Różnice w społeczności enodfitów grzybowych występowały również pomiędzy 

roślinami wzrastającymi w warunkach kontrolowanych i polowych. Natomiast liczba 

zidentyfikowanych gatunków bądź rodzajów grzybów w roślinach uprawianych w warunkach 

kontrolowanych (28 gatunków/rodzajów) była na porównywalnym poziomie jak w uprawie 

ekologicznej. W roślinach zbieranych z pola dominowało kilka gatunków grzybów, co może 

świadczyć o ich konkurencyjności i zasiedlaniu endosfery pszenicy oraz zdolności do wzrostu 

szczególnie w mniej sprzyjających warunkach środowiskowych. W roślinach wzrastających na 

polu najczęściej obserwowano grzyby z rodzaju Alternaria (A. alternaria, A. conjuncta, 

A. infectoria), Anthracocystis (A. flocculosa), Fusarium (F. avenaceum, F. oxysporum, 

F. poae, F. redolens, F. solani), E. pedicellatum, M. bolleyi, P. macrospinosa, S. terrestis. 

Taksony te sklasyfikowane zostały na podstawie danych literaturowych jako patogeny pszenicy 

[Beccari i in., 2018; Meena i in., 2017; Perello i in., 2006], ale również ostrołukowej tykwy 

[Sarkar i in., 2019], dyni, rzepaku i cebuli [Ikeda i in., 2012; Yang i in., 2017]. Z roślin 

wzrastających w warunkach kontrolowanych wyizolowano grzyby z rodzaju Penicillium (P. 

chrysogenum, P. crustosum, P. digitatum, P. expansum, P. olsonii), Sarocladium (S. spinificis 
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i S. strictum), Trichoderma (T. atriviride, T. asperellum, T. hamatum, T. harzianum, 

T. koningii, T. viride) oraz A. lecanii i F. proliferatum.  

Istnieje wiele doniesień literaturowych mówiących o tym, że uprawa bezorkowa lub 

uproszczona może nasilać choroby grzybowe pszenicy, zwłaszcza wywoływane przez 

patogeny bytujące w resztkach pożniwnych [Simón, i in. Börner i Struik, 2021]. Fuzarioza 

kłosów wywoływana przez F. graminearum nasila się, gdy resztki pożniwne pozostają na 

powierzchni gleby. Patogen ten może zimować i wytwarzać w słomie formy przetrwalnikowe. 

Fuzariozy wywoływane przez F. pseudograminearum i F. culmorum występują powszechnie 

i są jedną z przyczyn utraty plonów [Poole i in., 2013; Smiley i in., 2005]. Tymczasem 

niezależnie od zastosowanej agrotechniki w niniejszej pracy, zidentyfikowano F. avenaceum, 

F. oxysporum oraz F. solani. Dodatkowo w roślinach uprawianych na polu przy ekologicznym 

sposobie uprawy zidentyfikowano F. termperatum, a przy tradycyjnym sposobie uprawy F. 

redolens oraz F. poae. Natomiast F. proliferatum został zidentyfikowany w roślinach 

wzrastających w warunkach kontrolowanych oraz na polu, w systemie tradycyjnym. 

Występowanie grzybów z rodzaju Fusarium w roślinach uprawianych na polu potwierdzają 

badania prowadzone na świecie [Comby i in., 2016]. Inną grupą grzybów, na którą wpływa 

sposób uprawy jest m.in. Rhizoctonia solani, której wzrost liczby szczepów następuje po 

zaprzestaniu uprawy [Okubara i in., 2014]. Jest to sprzeczne, z wynikami przedstawionymi 

w niniejszej pracy, ponieważ R. solani zaobserwowano w roślinach uprawianych na polu 

w systemie tradycyjnym. W badaniach Fernandez i in. [2007] wykazano, że populacja 

M. bolleyi w korzeniach pszenicy w uprawie bezorkowej jest wyższa niż uprawie 

konwencjonalnej. Tymczasem wyniki prezentowane w tej pracy pokazują jednak obecność 

M. bolleyi na porównywalnym poziomie w korzeniach pszenicy uprawianej na polu w systemie 

ekologicznym jak i tradycyjnym.  

6.5.  Transmisja wertykalna i horyzontalna  

Endofity grzybów są rekrutowane ze środowiska lub przenoszone endogennie przez 

nasiona [Klaedtke i in., 2016; Wassermann i in., 2019]. Przyjmuje się, że mikroorganizmy 

rekrutowane z środowiska występują sporadycznie, ponieważ ich obecność w roślinie jest 

bezpośrednio związana z otoczeniem, w którym wzrasta. Tymczasem obecność 

mikroorganizmów, bytujących w roślinie, niezależnie od warunków środowiska jest bardziej 

stabilna i często mikroorganizmy te określa się core microbiome [Neu i in., 2021]. Co ważne, 

wiele gatunków grzybów może być transmitowana zarówno wertykalnie jak i horyzontalnie. 

Sposób transmisji mikroorganizmów może znacznie wpłynąć na skład, a tym samym na 
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funkcjonalność społeczności grzybów endofitycznych. Oprócz sposobu transmisji do rośliny, 

na skład mykobiomu roślinnego mają wpływ warunki środowiskowe, gatunki roślin – 

gospodarzy, zmiany fizjologiczne w trakcie rozwoju roślin oraz różnice anatomiczne organów 

roślinnych, co komplikuje rozróżnienie gatunków pochodzenia zewnętrznego i endogennego. 

W prezentowanej pracy doktorskiej podjęto również badania mające na celu wyjaśnienie 

sposobu przenoszenia się endofitów ze środowiska do roślin – transmisja horyzontalna oraz 

z jednego pokolenia pszenicy na kolejne – transmisja wertykalna.  

Zaobserwowano różnice w składzie i liczebności społeczności grzybów endofitycznych 

w roślinach dwóch generacji (G1 i G2). Endofitami, które występowały w obu generacjach są 

grzyby z rodzaju Trichoderma (T. koningii, T. hamatum), Fusarium (F. proliferatum), 

Cladosporium, A. lecanii, P. crustosum, P. olsonii. Odnotowano wyższą bioróżnorodność 

grzybów wyizolowanych z wszystkich badanych odmian pszenic generacji G1, potwierdzoną 

wartościami wskaźników bioróżnorodności. Może ona wynikać z pochodzenia nasion 

wykorzystanych jako materiał siewny w celu uzyskania roślin generacji G1. Nasiona te zostały 

pozyskane bezpośrednio od różnych spółek hodowlanych, można więc zakładać, iż rośliny 

mateczne wzrastały w różnych warunkach polowych i miały bezpośredni kontakt ze 

środowiskiem. Natomiast rośliny generacji G2 uzyskano już z nasion roślin wzrastających 

w autoklawowanej glebie, w warunkach kontrolowanych, ograniczających kontakt roślin ze 

środowiskiem zewnętrznym. Wiewióra i in. [2015] badali sposób transmisji grzybów z rodzaju 

Neothypodium w życicy wieloletniej (Lolium perenne L.) i zaobserwowali mniejszą liczbę 

endofitów grzybowych w nasionach roślin potomnych niż w nasionach roślin matecznych. 

Niewiele w literaturze badań skupiających się na sposobie transmisji grzybów endofitycznych 

w pszenicy. Moreira i in. [2020] analizowali społeczność grzybów nasion pszenicy dwóch 

pokoleń roślin z wykorzystaniem wysokoprzepustowego sekwencjonowania. Zaobserwowali 

oni, że na społeczność grzybów największy wpływ ma strategia uprawy, jak również pokolenie. 

W roślinach potomnych zaobserwowano mniejszą różnorodność taksonomiczną grzybów 

w porównaniu do roślin matecznych, co jest zbieżne z wynikami uzyskanymi w niniejszej 

pracy.  

Analizując wpływ genotypu rośliny na obecność grzybów endofitycznych w dwóch 

generacjach zaobserwowano, że F. proliferatum występuje w odmianach ozimych pszenicy: 

Arkadia, Bamberka, Euforia, Legenda i Ostroga, natomiast grzyby z rodzaju Trichoderma 

występują w odmianie jarej Bombona. Zaobserwowano również, że grzyby z rodzaju 

Trichoderma i Fusarium występują w korzeniach roślin pszenicy niezależnie od generacji. Nie 
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znaleziono danych literaturowych, które analizowałyby społeczność endofitów 

w poszczególnych organach roślinnych w kilku pokoleniach pszenicy. 

Tymczasem badania z wykorzystaniem aksenicznych siewek pszenicy traktowanych grzybami: 

T. hamatum, P. olsonii, P. expansum, F. proliferatum, C. candelabrum, N. gorlenkoana, 

P. album, S. spinificis, S. strictum oraz mieszaniną tych grzybów, wykazały obecność grzybów 

z rodzaju Penicillium (P. expansum i P. olsonii), F. proliferatum i T. hamatum w tkankach tych 

roślin 7 dni po inokulacji. Nie zaobserwowano natomiast kolonizacji tkanek grzybami 

wolnorosnącymi takimi jak S. spinificis, C. candelabrum, P. album, co może wskazywać, że 

czas, który upłynął od inokulacji był zbyt krótki, aby grzyby mogły skolonizować tkanki. 

Istnieje również przypuszczenie, że warunki środowiskowe (sterylna gleba – piasek kwarcowy) 

nie sprzyjały wzrostowi tych grzybów. Prowadzono już badania dotyczące sposobu 

przemieszczania się grzybów endofitycznych w tkankach roślinnych. Wiewióra i in. [2015] 

analizowali sposób przemieszczania się grzybów z rodzaju Neothypodium w życicy 

wieloletniej (Lolium perenne L.) uprawianej na poletkach doświadczalnych. Zauważyli oni, że 

na średnie porażenie endofitami badanych roślin miało wpływ położenie rośliny w polu (rośliny 

krawędziowe lub środkowe). Ich zdaniem świadczy to o poziomej transmisji endofitów między 

roślinami, zwłaszcza rosnącymi obok siebie. Zaobserwowano również, że endofity grzybów 

(gromada Ascomycota i grupa Coelomycetes) występujących w dębach, są przenoszone 

poziomo przez owady roślinożerne [Faeth i Hammon, 1997]. Iannone i in. [2017] zasugerowali, 

że pozioma transmisja endofitów z rodzaju Neothypodium z roślin zainfekowanych na 

niezainfekowane ma miejsce również w trawach Bromus auleticus w Afryce Południowej. 

Wyniki przedstawione w pracy doktorskiej wskazują, że F. proliferatum zasiedlający polskie 

odmiany pszenicy zwyczajnej, jest przenoszony zarówno wertykalnie, jak i horyzontalnie. 

Natomiast obecność grzybów z rodzaju Trichoderma i Penicillium w obu pokoleniach może 

wskazywać na zdolność tych grzybów do transmisji wertykalnej, aczkolwiek potwierdzenie tej 

opinii wymaga dalszych badań, jako że przeprowadzony w pracy schemat doświadczeń nie 

umożliwił obserwacji transmisji danego szczepu. 

6.6. Znaczenie gatunków grzybów endofitycznych 

W niniejszej pracy wyizolowano grzyby z rodzaju Acremonium (A. sclerotigenum), 

Trichoderma (T. atroviride, T. hamatum, T. harzianum, T. koningii, T. viride), Talaromyces, 

jak również Ch. pseudomerdarium, które potencjalnie mogą mieć pożyteczny wpływ na wzrost 

i rozwój roślin. Grzyby z rodzaju Trichoderma stymulują wzrost roślin, ułatwiają pobieranie 

składników odżywczych z gleby. Stwierdzono, że T. harzianum ma zdolność rozpuszczania 
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fosforanów i mikroelementów, które mogą być wówczas dostępne dla roślin [Li i in., 2015]. 

Trichoderma harzianum i T. viride zwiększają długość korzeni i pędów ryżu oraz pomidora [ 

(Balasubramanian i in., 2014; Shukla i in., 2012]. Udokumentowano, że po inokulacji 

gatunkiem T. viride kiełkowanie nasion, długość korzeni, długość pędów, świeża i sucha masa 

oraz wskaźnik wigoru były istotnie zwiększone w bawełnie [Shanmugaiah i in., 2009]. 

Zaobserwowano, że Trichoderma koningii, który skolonizował korzenie Lotus japonicas, 

wytwarzał flawonoidy i fitoaleksinvesitol oraz zwiększał suchą masę tych roślin [Masunaka 

i in., 2011]. Wykazano również, że grzyby z rodzaju Trichoderma wytwarzają lotne związki 

organiczne (ang. Volatile Organic Compounds, VOC), które zostały uznane za kluczowe 

czynniki w promowaniu wzrostu [Garnica-Vergara i in., 2016; Kanchiswamy i in., 2015]. 6-

pentylo-2H-piran-2-on (6-PAP) jest związkiem wykrywanym w kilku gatunkach Trichoderma, 

w tym głównie T. atroviride [Reithner i in., 2005; Stoppacher i in., 2010, Jeleń i in., 2014], 

T. asperellum [Wickel i in., 2013; Kottb i in., 2015], T. viride [Collins i Halim, 1972], 

T. harzianum [Claydon i in., 1987], T. koningii [Simon i in., 1988], T. hamatum [Jeleń i in., 

2014]. Wykazano, że związek ten pochodzący z grzybów z rodzaju Trichoderma indukuje 

tworzenie korzeni bocznych u A. thaliana [Garnica-Vergara i in., 2016]. Chrysosporium 

pseudomerdarium wyizolowany z nasion soi, zwiększał długość pędów roślin i zawartość 

chlorofilu poprzez wytwarzanie giberelin promujących wzrost roślin [Hamayun i in., 2009]. 

Natomiast gatunek A. pullulans ma właściwości przeciwbakteryjne, dzięki wydzielaniu wielu 

związków chemicznych, takich jak np. kwas akrylowy czy kwas butanodiowy [Su i Niu, 2018]. 

Grzyby z rodzaju Talaromyces, podobnie jak A. pullulans, wykazują zdolność do syntezy 

związków bioaktywnych, o właściwościach antybiotycznych i przeciwdrobnoustrojowych 

mogących mieć zastosowanie w medycynie, rolnictwie i różnych gałęziach przemysłu. 

Wykazano, iż altenuzyna i dehydroaltenuzyna, wytwarzane w dużych ilościach przez grzyby 

z rodzaju Talaromyces, są inhibitorami sfingomielinazy, mają właściwości 

przeciwnowotworowe, przeciwgrzybicze i przeciw pierwotniakom z rodzaju Trypanosoma 

wywołującym chorobę Chagasa [Su i Niu, 2018]. Metabolity te wykazują też silne działanie 

przeciwgrzybicze względem Aspergillus fumigatus i Candida albicans [Komai i in., 2006]. 

Tymczasem grzyby z rodzaju Acremonium wyizolowane z kostrzewy strzelistej 

zidentyfikowano jako producentów IAA [ (De Battista i in., 1990]. Wytwarzanie IAA 

i sideroforów zaobserwowano w A. sclerotigenum wyizolowanym z Terminalia bellirica 

[Prathyusha i in., 2015]. Natomiast Llorens i in. [2019] wykazali, że A. sclerotigenum 13237 

wyizolowany z A. sharonensis, zwiększał tolerancję na stres suszy. Te dane literaturowe 

wskazują, iż powyższe gatunki i rodzaje grzybów wyizolowane z endosfery pszenicy mogą być 
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wykorzystane w dalszych badaniach nad wykryciem potencjalnych czynników kontroli 

biologicznej lub biostymulatorów.  

W prezentowanej pracy z endosfery pszenicy wyizolowano również gatunki grzybów, 

które powszechnie znane są jako patogeny pszenicy, np. F. poae i F. avenaceum [Beccari i in., 

2016], F. oxysporum [Beccari i in., 2016], B. sorokiniana [Alkan i in., 2022], R. solani [Lisiecki 

i in., 2022], Arthrinium sp.[ Mavragani i in., 2007] i Colletotrichum sp. [Iftikhar i in., 2008]. 

Warto dodać, że grzyby z rodzaju Arthrinium są również patogenami jęczmienia [Martínez-

Cano i in., 1992], a grzyby z rodzaju Colletotrichum, wywołują antraknozy u roślin 

drzewiastych i zielnych. Infekują przeważnie truskawki, mango, cytrusy, awokado, banany, 

kawę, ale też kukurydzę, trzcinę cukrową i sorgo [Cannon i in., 2008]. Grzyby z rodzaju 

Fusarium są jednymi z najczęstszych patogenów atakujących rośliny uprawne, w tym pszenicę, 

wywołujące choroby zwane fuzariozami [Balmas i in., 2015]. Do najczęściej występujących 

należą F. avenaceum i F. poae, wyizolowane w niniejszej pracy, a także F. culmorum, F. 

graminearum. F. pseudograminearum, F. tricinctum, F. equiseti, F. langsethiae i F. 

sporotrichioides [Czaban i in, 2015; Nielsen i in., 2011]. Gatunki te zdolne są do wytwarzania 

mykotoksyn, w tym zearalenonu (ZEA), moniliforminy (MON), beauwerycyny (BEA), 

enniatyn (EN) i trichotecenów, takich jak deoksyniwalenol (DON), niwalenol (NIV), 3- i 15- 

acetylo-DON (3-AcDON, 15-AcDON), toksyna HT-2 i T-2 [Zhu i in., 2019; Kriss i in., 2012]. 

Grzyby z rodzaju Alternaria, a szczególnie A. alternata są szeroko rozpowszechnionymi 

patogenemi wielu ważnych gospodarczo roślin, w tym zbóż, jak np. pszenicy, rzepaku, jabłek, 

brokułów, kalafiora, ziemniaków, pomidorów, owoców cytrusowych, gruszek, truskawek 

i tytoniu [Meena i in., 2017]. Alternaria alternata wytwarza ponad 70 fitotoksyn, w tym 

alternariol (AOH), eter monometylowy alternariolu (AME), kwas tenuazonowy (TeA), 

altenuen (ALT) i tentoksynę (TEN), które zostały uznane przez Europejski Urząd ds. 

Bezpieczeństwa Żywności (EFSA) za potencjalne czynniki ryzyka dla zdrowia ludzi [Meena 

i in., 2017; (CONTAM)., 2011]. Natomiast A. infectoria występująca w zbożach, m.in. 

w pszenicy powodując zgorzel jej siewek [Perelló i in., 2008]. Oprócz wywoływania chorób 

roślin, grzyby z rodzaju Alternaria, w szczególności A. alternata i A. infectoria, zostały 

opisane jako czynniki wywołujące podskórną grzybicę dziąseł i grzybicze zapalenie rogówki 

[Pastor i Guarro, 2008] oraz alergiczny nieżyt nosa i astmę [Knutsen i in., 2012].  

Niektóre zidentyfikowane w pracy gatunki są znane jako patogeny innych roślin niż pszenica; 

należą do nich F. proliferatum, M. bullatus, Neonectria sp., N. gorlenkoana (syn. N. oryzae) 

P. digitatum, P. crustosum, P. expansum, P. macrospinosa, S. terrestris, S. strictum, 
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S. versicarium, Verticillium sp. Grzyby z rodzaju Neonectria są patogenami infekującymi 

drzewa [Weber i Børve, 2021; Karadžić i in., 2020], S. terrestris powoduje różową zgniliznę 

korzeni dyni, rzepaku i cebuli [Ikeda i in., 2012, Yang i in., 2017]. Fusarium proliferatum ma 

szeroki zakres gospodarza roślinnego; występuje od kukurydzy do mango [Leslie i in., 2007], 

przez kasztanowca [Kushiro i in., 2012] po banana [Li i in., 2012] i ryż [Park i in., 2005]. 

Penicillium digitatum zidentyfikowano jako patogen cytrusów, wywołujący zieloną pleśń 

[Chen i in., 2019]. Penicillium crustosum i P. expansum zostały sklasyfikowane jako patogeny 

cytrusów, gruszek i jabłek [Vico i in., 2014; Yang i in., 2018; Luciano-Rosario i in., 2020]. 

Grzyby z rodzaju Verticillium zidentyfikowano jako patogeny pieprzu i truskawki [Drobek 

i in., 2021, Plăcintă i Murariu, 2016]. Moesziomyces bullatus występuje jako patogen, 

wywołujący chorobę głownia prosa perłowego [Diagne-Leye i in., 2010]. Kolejnym grzybem 

endofitycznym wyizolowanym z badanych roślin pszenicy jest Stemphylium vesicarium. Grzyb 

jest znany jako patogen powodujący ważne choroby liści Allium sp. oraz szeregu roślin 

ozdobnych i drzewiastych oraz warzyw [Hay i in., 2021]. Tymczasem P. macrospinosa, który 

wcześniej został opisany jako korzystny endofit [Mandyam i in., 2010], na podstawie badań 

Sarkar i in. [2019] wykazano, że gatunek ten jest patogenem powodującym martwicę liści 

ostrołukowej tykwy znalezionej w Indiach. Również grzyby z rodzaju z Nigrospora są 

związane z roślinami o dużym znaczeniu gospodarczym, takimi jak ryż, banany czy rośliny 

ozdobne. Charakter tych asocjacji jest patogeniczny, choć gatunki Nigrospora mogą 

występować jako endofity [Hao i in., 2020; Wang i in., 2016]. Do patogenów roślinnych zalicza 

się głównie N. oryzae (syn. N. gorlenkoana), N. sphaerica i N. musae, które powodują zarazę 

łodyg na różnych żywicielach roślin, w tym ryżu, gorczycy brunatnej i herbacie w Chinach. 

Nigrospora oryzae jest również przyczyną zgnilizny kolby kukurydzy [Wang i in., 2016]. 

Sarocladium strictum w literaturze opisywany jest jako patogen kukurydzy [Tagne i in., 2002] 

i truskawki [Racedo i in., 2013]. Jest też również gatunkiem o znaczeniu klinicznym. Pojawiły 

się bowiem doniesienia o infekcjach S. strictum u ludzi, gdzie najczęściej izolowano go z skóry 

i krwi [Perdomo i in., 2011; Pérez-Cantero i Guarro, 2020]. Infekcja S. strictum jest również 

przyczyną wystąpienia zapalenia opon mózgowo-rdzeniowych u osób z zaburzoną odpornością 

[Yao i in., 2019].  

Ponadto w pracy zidentyfikowano wiele gatunków grzybów o nierozpoznanym 

wpływie na rośliny pszenicy, w tym gatunki z rodzaju Meira i Penidiella oraz C. 

cladosporoides, L. leptobactrum, P. album, P. pannorum. Wykazano jak dotąd, że grzyby 

z rodzaju Penidiella (szczep T9) są zdolne w warunkach in vitro do akumulacji dysprosium – 
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pierwiastka z grupy pierwiastków ziem rzadkich [Horiike i Yamashita, 2015]. Gatunki Meira 

są zwykle rozmieszczone w tkankach roślin lub na powierzchni liści [Yasuda i in., 2006; 

Limtong i in., 2017]. Obecność P. album stwierdzono badając budynki dziedzictwa 

kulturowego od malowideł ściennych, kamienia, gipsu i cegły po szkło, drewno i papier [Leplat 

i in., 2020], P. pannorum występuje powszechnie w jaskiniach Europy i Ameryki Północnej 

[Out i in., 2016; Vanderwolf i in., 2019; Sanchez-Moral i in., 2021; Chaturvedi i in., 2018], a L. 

leptobactrum w jaskiniach znajdujących się na terytorium Francji, Hiszpanii i Niemiec [Bastian 

i in., 2009; Porca i in., 2011; Burow i in., 2019, Dominguez-Moñino et al., 2021]. 

Cladosporium cladosporioides jest według literatury pospolitym i kosmopolitycznym 

saprobiontem [Bensch i in., 2010]. Gatunek ten został wykryty jako wtórny patogen na 

nekrotycznych organach różnych roślin żywicielskich. Według doniesień C. cladosporioides 

jest przyczyną wielu problemów zdrowotnych u ludzi, w tym infekcji płuc i skóry [Sandoval-

Denis i in., 2016] 

6.7. Wpływ grzybów endofitycznych na reakcje odpornościowe pszenicy.  

Rośliny przystosowały się do różnych mechanizmów radzenia sobie ze stresem zarówno 

biotycznym jak i abiotycznym na poziomie morfologicznym, fizjologicznym, biochemicznym 

i genetycznym, aby umożliwić im przetrwanie w niesprzyjających warunkach [Huber i Bauerle, 

2016]. Rośliny reagują na atak patogenów za pomocą uwarunkowanego genetycznie układu 

odpornościowego składającego się z odporności wyzwalanej przez PAMP (PTI – ang.: PAMP 

triggered immunity) i odporności wyzwalanej przez efektor (ETI – ang.: elicitors triggered 

immunity) [Abdul Malik i in., 2020]. PTI reprezentuje mechanizm wczesnego reagowania, 

w którym pośredniczą receptory rozpoznawania wzorców (PRR- ang.: patern recognition 

receptor), które następnie wiążą PAMP [Nürnberger i Kemmerling, 2009]. ETI jest reakcją na 

efektory wydzielane przez patogeny zakłócające PTI. Ta druga bariera obronna rekrutuje białka 

oporności (R), które specyficznie rozpoznają efektory patogenów i zwykle wywołują reakcję 

nadwrażliwości i śmierć komórki [Abdul Malik i in., 2020]. Białka szoku cieplnego (HSP – 

ang. heat shock proteins) m.in.: Hsp40, Hsp60, Hsp70, Hsp90 i Hsp101, które tworzą jedną 

z najbardziej wszechobecnych klas białek chaperonowych, biorą udział w różnych procesach 

biologicznych. u zwierząt HSP bezpośrednio stymulują komórki układu odpornościowego, co 

sugeruje, że są jego aktywatorami [Cui i in., 2011]. Na przykład stres cieplny indukuje syntezę 

Hsp70 i promuje tolerancję krewetek (Penaeus vannamei) na stres ciepła, czy obecność metali 

[Sung i in., 2018], a także zapobiega niewydolności serca lub starzeniu się u ludzi [Ranek i in., 

2018]. Tylko w kilku gatunkach roślin zbadano ekspresję genu HSP70. Należą do nich 
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jęczmień (Hordeum vulgare L.) [Landi i in., 2019], Brachypodium distachyon L., Beauv. [Wen 

i in., 2017], A. thaliana [Leng i in., 2017] oraz topola kalifornijska (Populus trichocarpa Torr. 

& A. Gray) [Yer i in., 2018]. Roślinne Hsp70 są zlokalizowane w cytozolu, retikulum 

endoplazmatycznym, mitochondriach, chloroplastach i peroksysomach [Sung i in., 2001]. 

Chociaż przeprowadzono ograniczone badania funkcjonalne roślinnych Hsp70, uważa się, że 

białka HSP70 są integralną częścią odporności roślin i uczestniczą zarówno w odpowiedziach 

PTI, jak i ETI. Pełnią wiele funkcji w roślinach i działają jak Hsp70 opisane u innych 

organizmów eukariotycznych.  

Wyniki badań przedstawionych w pracy wskazują na ograniczoną ekspresję genu 

HSP70 po traktowaniu F. proliferatum E202, P. olsonii E69_1 oraz mieszaniną grzybów w 7 

dniu po inokulacji. Natomiast po traktowaniu P. expansum E193 i T. hamatum E81w 7 dniu po 

inokulacji zaobserwowano nadekspresję genu HSP70. Warto zauważyć, że profile ekspresji 

HSP70 są różne w zależności jakim szczepem roślina była inokulowana, co może oznaczać, że 

szczepy te wywołują różną odpowiedź u roślin pszenicy na poziomie badanego białka szoku 

cieplnego. Podobne wyniki uzyskali Guo i in. [2021], którzy badali poziom ekspresji genu 

HSP70 w pszenicy po inokulacji Blumeria graminis f. sp. tritici oraz Puccinia striiformis f. sp. 

tritici. Chunduri i in. [2021] badali wpływ stresu cieplnego na ekspresję genu HSP70 

w pszenicy i wykazali spadek ekspresji do 14 dnia po ekspozycji na stres, natomiast Kumar 

i in. [2014] wzrost ekspresji genu HSP70 po 2 godzinach stresu cieplnego. Tak różna reakcja 

pszenicy na stres może mieć związek z czasem jaki upłynął od kontaktu z czynnikiem 

stresowym. W pracy doktorskiej analizowano siewki w 7 dniu po inokulacji. Zakłada się, że 

w pierwszych godzinach po traktowaniu roślin badanymi szczepami jak również 

w późniejszym niż tygodniowy okres inkubacji odpowiedź na rośliny na poziomie genu HSP70 

również byłaby odmienna. Wpływ traktowania roślin tymi gatunkami (F. proliferatum E202, 

P. olsonii E69_1, P. expansum E193 i T.hamatum E81) w 7 dniu inokulacji uwarunkowany jest 

najprawdopodobniej też genotypem rośliny/odmianą pszenicy. Analizując ekspresję genu 

HSP70 zaobserwowano jej spadek ekspresji tego genu w siewkach odmiany Arabella, Arkadia, 

Bamberka Bombona, Ostroga, Rospuda i Rusałka po traktowaniu F. proliferatum E202. 

Tymczasem inokulacja F. proliferatum E202 wywołała nadekspresję genu HSP70 siewkach 

pszenicy odmiany Euforia, Kandela i Legenda. Po traktowaniu siewek pszenicy odmiany 

Arabella, Arkadia, Euforia, Ostroga, Rospuda i Rusałka P. olsonii E69_1 odnotowano spadek 

ekspresji genu HSP70, natomiast w siewkach odmian Bamberka, Bombona i Kandela 

zaobserwowano wzrost ekspresji badanego genu, a w siewkach odmiany Legenda nie 

zaobserwowano różnic między roślinami traktowanymi a roślinami kontrolnymi. Po 
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traktowaniu siewek pszenicy odmiany Arabella, Arkadia, Bamberka Bombona, Euforia, 

Ostroga i Rusałka mieszaniną grzybów zaobserwowano spadek ekspresji genu HSP70, 

natomiast w odmianie Kandela i Legenda zaobserwowano nadekspresję tego genu. w siewkach 

odmiany Rospuda nie zaobserwowano różnic między roślinami traktowanymi a kontrolnymi. 

Szczep P. expansum E193 w siewkach odmian Arabella, Bombona, Ostroga, Rospuda 

i Rusałka wpłynął na obniżenie poziomu ekspresji genu HSP70 w porównaniu do roślin 

kontrolnych. Natomiast w siewkach odmian Arkadia, Bamberka, Euforia, Kandela i Legenda 

po traktowaniu P. expansum E193 poziom ekspresji był wyższy. Trichoderma hamatum E81 

w siewkach pszenicy wywołał spadek ekspresji genu HSP70 u odmiany Arabella, Bamberka, 

Ostroga i Rusałka i jego wzrost w siewkach odmian Arkadia, Bombona, Euforia, Kandela, 

Legenda i Rospuda. Dane te wskazują, że niezależnie od szczepu/gatunku grzyba traktowanie 

roślin odmian Arabella, Ostroga i Rusałka wywołało spadek ekspresji genu HSP70. Natomiast 

w siewkach odmiany Kandela niezależnie od traktowania mikroorganizmem ekspresja genu 

HSP70 była podwyższona. Świadczy to najprawdopodobniej o tym, że reakcja ta była zależna 

od odmiany, a nie od genotypu grzyba. Nie udało się natomiast znaleźć danych literaturowych, 

które opisywały badania wpływu odmiany/genotypu roślin pszenicy traktowanych grzybami na 

ekspresję genu HSP70. Podobnie brak jest wiedzy dotyczącej wpływu wymienionych wyżej 

gatunków grzybów na ekspresję genu HSP70 u pszenicy. Tymczasem inni badacze wskazują, 

że wpływ na odpowiedz roślin na ich interakcje z mikroorganizmami, głównie patogenicznymi, 

może mieć odporność odmian. W badaniach prowadzonych przez Kubienova i in. [2013] 

wykorzystano trzy gatunki pomidora wystawione na działanie wysokich i niskich temperatur 

wraz z infekcją przez Phytophthora infestans. Wskazano, że czynniki te wywołują zwiększoną 

ekspresję genów HSP70 i zwiększoną syntezę białek HSP70, aczkolwiek wzrost liczby białek 

HSP70 stwierdzono jedynie u roślin podatnych odmian pomidora poddanych stresowi wysokiej 

temperatury. Natomiast u roślin odpornych zaobserwowano wyłącznie wzrost ekspresji genów 

kodujących te białka, przy braku wzrostu liczby białek. Natomiast w badaniach Kallamadi i in. 

[2018], gdzie badano ekspresję genu HSP70 u słonecznika po infekcji mączniaka, 

zaobserwowano większy wzrost ekspresji genu HSP70 w odmianach odpornych niż 

w podatnych na infekcję patogena. Badania donoszą również, że ekspresja genów HSP 

pozytywnie reguluje aktywność enzymów. Zaobserwowano, że u Arabidopsis nadekspresja 

HSP17.8 zwiększyła aktywność SOD, a w tytoniu nadekspresja HSP16.9 zwiększyła 

aktywność POD, CAT i SOD [Driedonks i in., 2015]. Podobną zależność zaobserwowano 

w niniejszej pracy w siewkach odmiany Bombona i Kandela po traktowaniu P. olsonii E69_1. 

Wykazano tutaj zarówno nadekspresję genu HSP70 jak i SOD (dymutaza ponadtlenkowa). 
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Podobną zależność zaobserwowano w siewkach pszenicy Kandela i Legenda po traktowaniu 

F. proliferatum E202, P. expansum E193 oraz T. hamatum E81. 

Dysmutaza ponadtlenkowa (SOD) bierze udział w sygnalizacji i redukcji reaktywnych form 

tlenu wytwarzanych w wyniku stresu biotycznego i abiotycznego. Ekspresja tego genu 

w siewkach pszenicy po traktowaniu F. proliferatum E202, P. olsonii E69_1, P. expansum 

E193, T. hamatum E81 oraz mieszaniną grzybów była niższa w porównaniu do kontroli. 

Prowadzono badania, w których wykazano wpływ grzybów z rodzaju Trichoderma na 

ekspresję genu kodującego dysmutazę ponadtlenkową. Aamir i in. [2019] analizowali 

aktywność SOD u pomidora po inokulacji przez Trichoderma erinaceum oraz F. oxysporum 

(FolC). Stwierdzono, że aktywność SOD wzrastała wraz z czasem inkubacji (do 72h), 

a następnie spadała. Najwyższą aktywność enzymu SOD zanotowano po upływie 48h od 

inokulacji. W pracy doktorskiej analizowano natomiast ekspresję genu SOD dopiero po 

upływie 7 dni od inokulacji. Opierając się na wynikach badań Aamir i in. [2019] i własnych 

obserwacjach można przypuszczać, że przyczyną obniżonej ekspresji genu SOD większości 

badanych odmian pszenicy jak np. Arkadia, Bamberka, Rospuda i Rusałka traktowanych F. 

proliferatum E202, w siewkach odmian Arabella, Arkadia, Bamberka, Bombona, Ostroga, 

Rospuda i Rusałka traktowanych mieszaniną grzybów i w odmianach Arabella, Arkadia, 

Bombona, Bamberka, Euforia, Rospuda i Rusałka traktowanych T. hamatum E83 był dłuższy 

czas, jaki upłynął od inokulacji roślin do ich analizy. Traktowanie roślin obydwoma gatunkami 

Penicillium -P. expansum E193 i P. olsonii E69_1 dało zbieżne wyniki ekspresji genu 

kodującego dysmutazę ponadtlenkową. W przypadku takich odmian jak: Arabella, Arkadia, 

Bamberka, Rospuda i Rusałka, zaobserwowano obniżenie ekspresji tego genu, w odmianach 

Kandela i Legenda, odnotowano niższą ekspresję genu SOD niż w roślinach kontrolnych, 

natomiast u odmiany Euforia nie zaobserwowano różnic między traktowaniem a kontrolą. 

Różne wyniki uzyskano jedynie dla roślin odmiany Bombona i Ostroga. 

Dane literaturowe pokazują wpływ odmiany na ekspresję genu SOD. Przykładem są badania 

aktywności genu dysmutazy ponadtlenkowej w siewkach 5 odmian jęczmienia po inokulacji 

Pyrenophora teres f. teres [Kunos i in., 2022]. Podobne obserwacje poczyniono w niniejszej 

pracy. Odnotowano spadek ekspresji genu SOD w odmianach Arkadia, Bamberka, Rospuda 

i Rusałka niezależnie od traktowania, natomiast w przypadku pozostałych odmian reakcja 

roślin na poziomie ekspresji genu SOD była zróżnicowana w zależności od odmiany pszenicy 

i genotypu grzyba. Tymczasem nie badano odmian nieodpornych na choroby grzybowe, ale nie 

wykorzystano też patogenów grzybowych jako inokulum. Tymczasem badania Kunos i in 

[2022] wskazują, że w siewkach jęczmienia odmian podatnych na choroby grzybowe 
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zaobserwowano wyższy poziom ekspresji genu SOD niż w odmianach odpornych. Zbadano 

również wzorzec ekspresji genu SOD2 w jęczmieniu traktowanych Pyrenophora teres  gdzie, 

stwierdzono, istotny wzrost ekspresji tego genu w 8 h po infekcji w genotypie opornym. 

Wzorzec ekspresji ulegał większym wahaniom u wrażliwych odmian [Pandey i in., 2021]. 

Podobne jak w niniejszej pracy, badania prowadzone z wykorzystaniem odmiany Bombona 

i Legenda wykazały również wpływ organu rośliny na poziom ekspresji genu SOD w danym 

przedziale czasowym po traktowaniu roślin szczepami Trichoderma [Basińska-Barczak, 2021], 

jednakże w niniejszej pracy do badań wykorzystano całą roślinę.  

Kolejnym badanym w pracy genem był PR9 [Desmond i in., 2006].Biorąc pod uwagę pszenicę 

jako gatunek, niezależnie od odmiany, stwierdzono spadek ekspresji genu PR9 w siewkach 

pszenicy traktowanych grzybami. Tymczasem ekspresja genu PR9 dla każdego traktowania 

była niższa w porównaniu do kontroli w roślinach odmian Bamberka, Euforia, Kandela 

i Ostroga, natomiast wzrost ekspresji tego genu dla każdego traktowania nastąpił w siewkach 

pszenicy odmian Arabella, Legenda oraz Rusałka. Różnice w ekspresji genu PR9 odnotowano 

w przypadku odmiany Arkadia po traktowaniu F. proliferatum E202, w odmianie Bombona 

i Rospuda po traktowaniu P. expansum E193. Można zatem uznać, iż podobnie jak 

w przypadku wcześniej opisanych genów reakcja roślin na traktowanie badanymi gatunkami 

grzybów na poziomie genu PR9 uwarunkowana była zarówno odmianą pszenicy jak 

i genotypem grzyba.  

Badania Wu i in., [2014] dotyczące analizy różnych genów kodujących białka PR w pszenicy 

traktowanej F. graminearum udokumentowały brak znaczącej roli genu PR9 w odpowiedzi 

roślin na infekcję grzybową. Natomiast Esmail i in. [2020] wykazali istotny wzrost ekspresji 

genu PR9 w siewkach pszenicy odmian odpornych w 2 i 3 dniu po inokulacji Puccinia 

striiformis F. sp. tritici. w porównaniu do roślin nieodpornych. Podobne obserwacje opisali 

Huang i in., [2013] w przypadku odmiany pszenicy Xingzi 9104 odpornej na rdzę paskowaną. 

Może to po raz kolejny sugerować wpływ odporności roślin i czasu trwania infekcji na reakcje 

pszenicy, co nie było analizowane w prezentowanej tutaj pracy doktorskiej. Dlatego też 

obserwowana specyficzność reakcji rośliny na traktowanie poszczególnymi szczepami 

grzybów otwiera drogę do dalszych badań nad interakcjami grzybów endofitycznych z pszenicą 

w różnych przedziałach czasowych. W przypadku traktowania mieszaniną grzybów należy 

wziąć pod uwagę, że między grzybami a rośliną zachodziły wielokierunkowe interakcje: 

roślina-grzyb, grzyb-grzyb. Stąd poznanie mechanizmu w jaki sposób społeczność 

mikroorganizmów wpływa wzajemnie na siebie w obrębie danej rośliny gospodarza, a także 

w jaki sposób genotyp rośliny modyfikuje te interakcje jest kluczowe przed podjęciem prac nad 
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selekcją mikroorganizmów w tym grzybów endofitycznych, możliwych do wykorzystania 

w biologicznej ochronie roślin. 

6.8. Analiza współoddziaływań grzybów endofitycznych wyizolowanych z tkanek 

pszenicy  

Interakcje między roślinami i drobnoustrojami oraz mikroorganizmami 

i mikroorganizmami są integralną częścią ekosystemu. Istnieje kilka rodzajów interakcji 

między grzybami: antybioza, konkurencja, i mykopasożytnictwo. w pracy doktorskiej 

analizowano oddziaływania wybranych szczepów grzybów wyizolowanych z enosfery 

pszenicy na podłożach laboratoryjnych. Do testów antagonistycznych w bikulturach 

wykorzystano następujące szczepy grzybów: T. viride E80, T. koningii E191, T. hamatum E81, 

P. olsonii E69_1, P. expansum E193, P. crustosum E106, S. spinificis E11, S. strictum E22, F. 

proliferatum E202, P. album E35, C. candelabrum E83, N. golenkoana E208. Selekcji tych 

grzybów dokonano na podstawie danych literaturowych, które wskazują, że F. proliferatum 

oraz N. gorlenkoana są patogenami wielu roślin uprawnych [Park i in., 2005, Wang i in., 2017], 

Grzyby z rodzaju Trichoderma mają potwierdzone działanie antagonistyczne wobec 

patogenów pszenicy, tj. P. tritici, A. alternata, B. sorokiniana, R. solani, Fusarium sp. [Brunner 

i in., 2005; Rojo i in., 2007, El-Sharkawy i in., 2018], grzyby z rodzaju Clonostachys hamują 

wzrost grzybów z rodzaju Fusarium, badania skupiły się jedynie na C. rosea [Jensen i in.2000], 

S. strictum hamują wzrost F. graminearum oraz F. oxysporum [Grunewaldt-Stöcker i von 

Alten, 2003; Rojas i in., 2020], P. olsonii hamują wzrost F. graminearum [Rojas i in., 2020], 

Brak jest natomiast dostatecznej wiedzy o S. spinificis, P. crustosum, P. expansum i P. album 

W pracy wykazano, że wszystkie badane szczepy grzybów stymulowały wzrost 

szczepów grzybów z rodzaju Penicillium: P. olsonii E69_1, P. expansum E193 oraz 

P. crustosum E106 w 5 dniu koinkubacji. Natomiast wpływ szczepów Penicillium sp. na 

badane szczepy był negatywny i wyrażał się zahamowaniem ich wzrostu. Wyjątek stanowił 

szczep P. expansum E193, który w niewielkim stopniu stymulował wzrost C. candelabrum 

E83. Tymczasem wszystkie badane szczepy grzybów hamowały wzrost szczepów grzybów 

z rodzaju Trichoderma: T. viride E80, T. koningii E191, T. hamatum E81 w 5 dniu koinkubacji. 

Wyjątek stanowiły szczepy S. strictum E22 i C. candelabrum E83, które stymulowały wzrost 

T. viride E80. Analizując jednak wpływ szczepów z rodzaju Trichoderma na badane gatunki 

grzybów zaobserwowano, że stymulują wzrost szczepów grzybów P. olsonii E69_1, 

P. expansum E193, P. crustosum E106, S. strictum E22 i S. spinificis E11 oraz P. album E35, 

a hamują wzrost grzybni F. proliferatum E202, C candelabrum E83 i N. gorlenkoana E208.  
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Bardziej zróżnicowany wpływ badanych grzybów odnotowano w P. album E35. Wzrost 

grzybni P. album E35 odnotowano podczas jego interakcji z T. viride E80, T. koningii E191, 

T. hamatum E81 oraz C. candelabrum E83, N. gorlenkoana E208, F. proliferatum E202 i S. 

spinificis E11. Natomiast grzyby z rodzaju Penicillium: P. olsonii E69_1, P. expansum E193, 

P. crustosum E106 i S. strictum E22 działały antagonistycznie na szczep P. album E35. 

Analizując jednak wpływ P. album E35 na badane gatunki grzybów okazało się, że hamuje on 

wzrost T. viride E80, T. koningii E191, T. hamatum E81 oraz C. candelabrum E83, N. 

gorlenkoana E208 i F. proliferatum E202, a stymuluje wzrost: P. olsonii E69_1, P. expansum 

E193, P. crustosum E106, S. strictum E22 i S. spinificis E11. w przypadku wolnorosnącego 

gatunku C. candelabrum E83 większość gatunków hamowało jego wzrost. Wyjątek stanowił 

P. expansum E193 oraz F. proliferatum E202, które stymulowały wzrost C. candelabrum E83. 

Co ciekawe, C. candelabrum działał antagonistycznie względem wszystkich gatunków 

Sarocladium: oraz T. koningii E191, T. hamatum E81, N. gorlenkoana E208, a stymulował 

wzrost wszystkich gatunków Penicillium: P. olsonii E69_1, P. crustosum E106 oraz T. viride 

E80, P. album E35 i F. proliferatum E202. Warto wspomnieć, iż wolnorosnące gatunki 

Clonostachys charakteryzują się wysokim stopniem antagonizmu względem patogenów roślin, 

dzięki antybiozie, uwarunkowanej bogatym profilem metabolicznym [Han i in., 2020]. 

Stymulujący wpływ na wzrost gatunków Sarocladium miały grzyby z rodzaju Trichoderma: 

T. viride E80, T. koningii E191, T. hamatum E81 oraz P. album E35, N. gorlenkoana E208 

i F. proliferatum E202, a także stymulowały siebie nawzajem. Natomiast szczepy grzybów 

rodzaju Penicillium oraz C. candelabrum E83 hamowały wzrost grzybni obu gatunków 

Sarocladium: S. strictum E22 i S. spinificis E11. Wpływ szczepów Sarocladium sp. na wzrost 

badanych grzybów był jednak bardziej zróżnicowany.  

Przeprowadzone badania wykazały, że wszystkie gatunki grzybów działały hamująco 

na wzrost grzybni N. gorlenkoana E208. Pomimo tego zaobserwowano, że hamuje on wzrost 

grzybni Trichoderma sp., F. proliferatum E202 i C. candelabrum E83, a stymuluje wzrost 

grzybów z rodzaju Penicillium i Sarocladium: oraz P. album E35. Jak dotąd nie analizowano 

oddziaływań wymienionych powyżej gatunków grzybów wyizolowanych z endosfery pszenicy 

na podstawie testów w bikulturach. Przeprowadzone w niniejszej pracy doktorskiej badania 

wskazują jednak, iż charakter tych oddziaływań zdeterminowany jest gatunkiem/szczepem 

grzyba i jego specyfiką w odniesieniu do tempa wzrostu i prawdopodobnie zdolności 

metabolicznych (dane własne, nieopublikowane). Natomiast prowadzono wcześniej badania 

nad potencjałem antagonistycznym gatunków Trichoderma wobec F. avenaceum, F. cerealis, 
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F. culmorum, F. graminearum, F. temperatum, F. solani, R. solani [Błaszczyk i i in., 2017; 

Anees i in., 2010]. Podobnie, w niniejszej pracy wszystkie gatunki Trichoderma najefektywniej 

hamowały wzrost grzybni F. proliferatum E202. Inhibicje grzybni F. proliferatum E202 

odnotowano również w ich kokulturze z gatunkami Penicillium, co znajduje odzwierciedlenie 

w badaniach [Rojas i in., 2020], gdzie udokumentowano antagonistyczny wpływ P. olsonii na 

F. graminearum. Również szczepy P. album E35 oraz N. gorlenkoana E208 hamowały wzrost 

grzybni F. proliferatum E202. Odwrotne zjawisko zaobserwowano w przypadku grzybów 

z rodzaju Sarocladium oraz C. candelabrum E83 stymulowały wzrost grzybni F. proliferatum. 

Dostępne dane literaturowe opisują tymczasem antagonistyczny wpływ S. strictum na grzyby 

z rodzaju Fusarium [Rojas i in., 2020; Grunewaldt-Stocker i Alten, 2003]. W obecnej pracy 

obecność F. proliferatum E202 w bikulturze wywołała zahamowanie wzrostu grzybów 

z rodzaju Trichoderma oraz N. gorlenkoana E208, a stymulację wzrostu grzybów z rodzaju 

Penicillium i Sarocladium oraz P. album E35 i C. candelabrum E83.  

Rozważając dany szczep jako potencjalny czynnik kontroli biologicznej należy wziąć 

pod uwagę obustronne oddziaływania zarówno selekcjonowanego szczepu względem patogenu 

i odwrotnie. Analizując wyniki prezentowanej pracy zaobserwowano antagonistyczny wpływ 

szczepów z rodzaju Trichoderma na szczepy F proliferatum E202 oraz N. gorlenkoana E208 

uznane w literaturze za patogeny wielu roślin uprawnych [Park i in., 2005, Wang i in., 2016]. 

Jednakże obecność tych patogenów w bikulturze również wpływała negatywnie na wzrost 

szczepów Trichoderma. Zrozumienie czynników warunkujących te oddziaływania 

wymagałoby przeprowadzenia dalszych badań, np.: metabolicznych. Jednakże 

z przeprowadzonych badań wynika, iż selekcja szczepów antagonistycznych jako 

potencjalnych czynników kontroli biologicznej wymaga nie tylko zbadania ich oddziaływań 

względem istniejących patogenów, ale również względem innych mikroorganizmów, które 

mogą być jako konsorcjum wykorzystane w ochronie roślin lub być związane z tkankami 

pszenicy. Uzyskane wyniki świadczą, iż interakcje te są niezwykle zróżnicowane 

i prawdopodobnie uwarunkowane szeregiem różnych czynników zarówno związanych 

z genotypem grzyba jak i czynnikami zewnętrznymi (rodzaj podłoża, warunki środowiskowe 

a kontrolowane, genotyp rośliny i in.). 

6.9. Wykorzystanie endofitów jako potencjalnych czynników biokontroli  

Choroby wywoływane przez patogeny grzybowe ograniczają produkcję pszenicy, 

a w konsekwencji powodują znaczną redukcję plonów [Fradin i Thomma 2006]. Kontrola ich 

wzrostu zachodzi poprzez stosowanie fungicydów, które są jednocześnie szkodliwe dla 
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środowiska i człowieka [Soares i Porto, 2009]. Co więcej, coraz częściej obserwuje się 

występowanie szczepów opornych na fungicydy [Lucas i in., 2015]. Dlatego też poszukuje się 

nowych rozwiązań, możliwych do wykorzystania przy zarządzaniu chorobami pszenicy. Wśród 

nich wysoki potencjał posiadają tzw. czynniki kontroli biologicznej jak na przykład korzystne 

dla roślin gatunki grzybów, w tym endofity. Mikroorganizmy te mogą chronić roślinę poprzez 

zwiększenie odporności lub tolerancji na stresy biotyczne i abiotyczne lub poprzez 

bezpośrednie działanie antagonistyczne wobec patogenów. Zwiększenie odporności lub 

tolerancji roślin można osiągnąć, gdy mikroorganizmy zmieniają biochemię roślin [Thomma 

i in., 2001; Caplan i in., 2008]. Rozpoznawanie przez rośliny niepatogennych 

mikroorganizmów aktywuje kaskady sygnałowe, które ostatecznie prowadzą do zwiększonej 

odporności roślin. Tolerancja roślin jest często zwiększana przez aktywację działań 

antyoksydacyjnych podczas kolonizacji przez niepatogenne drobnoustroje [White i Torres, 

2010]. Nie prowadzi to do zmniejszenia infekcji patogenami, ale ogranicza rozwój objawów. 

Bezpośredni antagonizm obejmuje różne mechanizmy, w tym współzawodnictwo, 

pasożytnictwo oraz sekrecję metabolitów wtórnych o działaniu antybiotycznym [Heydari 

i Pessarakli, 2010]. 

Wśród grzybów endofitycznych zidentyfikowanych w pracy zaobserwowano dużą grupę 

mikroorganizmów, które mają udokumentowany w literaturze pozytywny wpływ na roślinę 

gospodarza, a należą do nich takie gatunki jak: Acremonium sp., A. flocullosa, A. lecanii, 

A. pullulans, P. olsonii, S. strictum, T. atroviride, T. asperellum, T. hamatum, T. harzianum, 

T. koningii, Chaetomium sp., Clonostachys sp., Cadophora sp., P. album. Badania Dingle 

i McGee [2003] nad endofitami wykazały, że szczepy grzybów z rodzaju Chaetomium 

uzyskane ze zdrowych liści pszenicy przyczyniły się do zmniejszenia rozwoju rdzy 

wywoływanej przez P. recondite f. sp. tritici. Grzyby z rodzaju Trichoderma znane są 

powszechnie jako czynniki kontroli takich patogenów pszenicy jak B. sorokiniana, R. solani, 

czy grzyby z rodzaju Fusarium: F. graminearum i F. oxysporum [Brunner i in, 2005; (Rojo 

i in., 2007]. Szczep T. atroviride HB 20111 wykorzystano do zmniejszenia występowania 

chorób pszenicy wywoływanych przez F. graminearum [Sui i in., 2022]. Szczep T. hamatum 

wykazuje działanie antagonistyczne wobec P. tritici-rependis wywołującego rdzę brunatną 

plamistość pszenicy [Larran i in., 2016]. Trichoderma koningii zastosowano w zwalczaniu 

chorób pszenicy wywoływanych przez grzyby P. tritici-repentis i Mycosphaerella graminicola 

[Perello i in., 2006] oraz B. sorokiniana i A. alternata [Mónaco i in., 2004]. Gatunki tych 

grzybów znane są również jako potencjalne czynniki kontroli biologicznej patogenów innych 
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roślin uprawnych. Trichoderma asperellum wykorzystano do ochrony upraw ryżu [Santos de 

França i in., 2015] i pomidora [Kuzmanovska i in., 2018], a szczep T. viride HL5 opisano jako 

potencjalny czynnik kontroli rdzy zbożowej [ (El-Sharkawy, Rashad i Ibrahim, 2018)]. Szczep 

T-22 T. harzianum użyto do ochrony upraw pomidora przed infekcją wirusa mozaiki ogórka 

CMV (ang. Cucumber Mosaic Virus) [Vitti i in., 2015] oraz przed infekcją B. cinerea 

[Kuzmanovska i in., 2018], szczep HL1 T. harzianum został zaklasyfikowany jako biologiczny 

czynnik kontroli rdzy zbożowej wywoływanej przez grzyby z rodzaju Puccinia graminis Pers. 

f. sp. tritici [Perello i in., 2006; El-Sharkawy i in., 2018]. Anthracocystis floculossa i P. olsonii 

zostały udokumentowane jako potencjalne czynniki biokontroli fuzariozy kłosów [Rojas i in., 

2020]. Ponadto grzyby endofityczne P. olsonii i A. alternata zidentyfikowano jako gatunki 

kontrolujące występowanie Zymoseptoria tritici wywołującego rdzę brunatną u pszenicy [Latz 

i in. 2020]. Sarocladium strictum, choć w literaturze opisany jako patogen kukurydzy 

i truskawki [Tagne i in., 2002; Racedo i in., 2013], to według Rojas i in. [2020] ma zdolność 

do hamowania rozwoju fuzariozy kłosów. Natomiast Grunewaldt-Stocker i Alten [2003] 

zaobserwowali, że inokulacja roślin lnu oraz pomidora grzybami A. strictum (=S. strictum) 

zmniejszała objawy infekcji F. oxysporum. Sarocladium strictum ograniczał również wzrost 

in vitro Helminthosporium solani i zmniejszał populację Meloidogyne incognita [Goswami 

i in., 2008], a także hamował wzrost grzybów z rodzaju Botrytis w pomidorach [Gyung i in., 

2009]. Grzyby z rodzaju Clonostachys, Penicillium i Acremonium również identyfikowano 

jako potencjalne czynniki biokontroli chorób pszenicy takich jak fusarioza kłosów czy 

plamistość liści [Hue i in., 2009, Latz i in., 2020; Rojas i in., 2020a]. Jensen i in. [2016] 

wykazali antagonistyczny stosunek E. nigrum wyizolowanego z ziaren pszenicy wobec 

F. graminearum w testach in vitro. Epicoccum nigrum wykazywał również antagonistyczne 

działanie wobec Sclerotinia sclerotiorum w słoneczniku [Pieckenstain i in., 2001], Pythium 

w bawełnie [Hashem i Ali, 2004] i Monilinia spp. w brzoskwiniach i nektarynach [De Cal i in., 

2009; Larena i Melgarejo, 2009]. W badaniach Wachowska i in. [2013] wykazano, że drożdże 

A. pullulans hamowały wzrost F. avenaceum, F. culmorum i F. poae w ziarnach pszenicy. 

Potwierdzono również w literaturze ich skuteczne działanie przeciw Botrytis cinerea [Lima 

i in., 1997, Schena i in., 1999], P. expansum [Bencheqroun i in., 2007; Zhang i in., 2010], jak 

również przeciwko Rhizopus stolonifer [Lima i in., 1997]. Wykazano też, że w warunkach 

in vitro A. pullulans powodował zmniejszenie siły kiełkowania zarodników grzybów z rodzaju 

Penicillium czy Alternaria [Kapoor i Karnwal, 2021]. 
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W przedstawianej pracy zidentyfikowano również gatunki grzybów, których wpływ na 

pszenicę pozostaje nieznany, jednakże w literaturze opisywane są jako czynniki biologiczne 

wzmacniające odporność roślin na choroby wywoływane przez szkodniki czy zwiększające 

tolerancję roślin na stresy abiotyczne [Grunewaldt-Stocker i Alten, 2003; Yao i in., 2015]. 

Udokumentowano, że grzyby z rodzaju Acremonium, wyizolowane z wieloletnich traw 

wzmacniały odporność roślin na owady [Breen, 1994]. Grzyby z rodzaju Acremonium 

wyizolowane z kukurydzy zwiększały odporność na patogeny takie jak: Pythium ultimum, 

Sclerotium oryzae, R. solani i Pyricularia oryzae [Potshangbam i in., 2017]. Grzyby z rodzaju 

Cadophora, chroniły sadzonki melona przed Fusarium oxysporum F. sp. melonis w pożywkach 

zasilanych organicznym źródłem azotu [Khastini i in., 2014]. W literaturze wykazano ochronne 

działanie A. lecanii (syn. L. lecanii) przeciwko mszycom gorczycowym u A. taliana [Lin i in., 

2016] oraz przędziorkom chmielowcowym w roślinach fasoli [Dash i in., 2018]. Wykazano 

również in vitro antagonistyczny charakter A. lecanii wobec Sclerotinia sclerotiorum, R. solani 

i Aspergillus flavus [Dolatabad i in. 2017]. Podwójnie antagonistyczne działanie, przeciw 

insektom oraz grzybom patogenicznym, stwarza możliwość wykorzystania ich w biologicznej 

ochronie roślin. Takie działanie zostało już potwierdzone w uprawie kawy, gdzie A. lecanii 

zmniejszał liczebność Hemileia vastatrix oraz Coccus viridis [Jackson i in., 2012]. 

Anthracocystis flocculosa został opisany jako epifit lub saprofit roślinny [Avis i Bélanger, 

2002]. Znany jest ze swojej zdolności do zmniejszania występowania Blumeria graminis f.sp. 

hordei w jęczmieniu [Laur i in., 2017]. Parengyodontium album z uwagi na produkcję 

chitynazy może być uznany za grzyb entomopatogenny [Leplat i in., 2020]. Wykazano, że 

M. bolleyi ma zdolność supresji różnych patogenów roślinnych zbóż, takich jak G. graminis 

var. tritici [Fatemi i in., 2018] i B. sorokiniana [Duczek, 1997]. Grzyb ten hamował wzrost 

F. culmorum o 24,5–33% w bikulturach in vitro, a objawy chorobowe na kłosach wywołane 

przez F. graminearum były niższe do 54% w przypadku traktowania M. bolleyi 

[Comby i in., 2017]. Natomiast Simplicillium chinense może być wykorzystany jako 

biologiczny czynnik kontroli roślinnych nicieni pasożytniczych [Zhao i in. 2013; Luyen, 2017]. 

Bogactwo gatunkowe grzybów wyizolowanych z endosfery roślin pszenicy oraz ich 

charakterystyka i poznanie sposobu oddziaływań względem rośliny oraz innych 

mikroorganizmów bytujących w tym samym środowisku, zasocjowanych z rośliną stanowi 

podstawę do zidentyfikowania pożytecznych gatunków grzybów możliwych do wykorzystania 

w biologicznej ochronie roślin oraz jako biostymulatory ich wzrostu. Stąd wyizolowane 

i skolekcjonowane w niniejszej pracy doktorskiej szczepy grzybów stanowią cenne źródło do 
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dalszych badań i prac nad opracowaniem pożytecznych, efektywnych i nowoczesnych środków 

ochrony roślin umożliwiających lepsze zarządzanie chorobami pszenicy.  
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VII Podsumowanie 
W pracy doktorskiej wykonano 4 doświadczenia ściśle ze sobą powiązane. W wyniku 

badań wyizolowano z endosfery polskich odmian pszenicy zwyczajnej 879 izolatów grzybów, 

z czego molekularnie zidentyfikowano 828, a na poziomie gatunku 521. W endosferze pszenicy 

wzrastającej w warunkach kontrolowanych (generacja G1 i G2) i polowych zidentyfikowano 

85 następujących rodzajów/gatunków grzybów. 

1. Doświadczenie nr 1 

Celem Doświadczenia nr 1 było określenie różnorodności i zmian w składzie społeczności 

grzybów wyizolowanych z endosfery roślin, uwarunkowanych odmianą pszenicy, organem 

roślinnym i warunkami wzrostu. Zidentyfikowano 28 gatunków lub rodzajów grzybów 

endofitycznych wyizolowanych z roślin uprawianych w warunkach szklarniowych, 35 

gatunków lub rodzajów endofitów wyizolowanych z roślin rosnących na polu, uprawianych w 

systemie ekologicznym oraz 52 gatunki/rodzaje grzybów wyizolowanych z roślin uprawianych 

w systemie tradycyjnym. Potwierdziły to uzyskane wartości wskaźników bioróżnorodności: 

Indeksu Shannona (H), wskaźnika Margalefa (MRI) oraz wskaźniku Menhinick’a (d). Ich 

najwyższe wartości zaobserwowano w uprawie polowej systemem tradycyjnym, odpowiednio: 

H=2,90; MRI=5,60; d=3,70. Natomiast najniższe wartości obserwowano w warunkach 

szklarniowych, odpowiednio: H=2,20; MRI=3,50; d=2,30. Zaobserwowano, że grzyby z 

rodzaju Sarocladium i Fusarium oraz P. chrysogenum występują w roślinach uprawianych w 

każdym z badanych warunków uprawy, niezależnie od odmiany, przy czym Sarocladium sp. 

zaobserwowano w odmianie Kandela. We wszystkich badanych odmianach pszenic, bez 

rozróżniania na warunki wzrostu, zaobserwowano występowanie grzybów z rodzaju 

Alternaria, Fusarium, Penicillium oraz gatunki E. pedicellatum, F. proliferatum. W większości 

badanych odmian (≥8) zaobserwowano grzyby z rodzaju Sarocladium, w tym S. spinificis, F. 

oxysporum, M. bolleyi, P. macrospinosa.  

We wszystkich organach roślinnych występują grzyby z rodzaju Alternaria, Cladosporium, 

Fusarium (F. oxysporum, F. proliferatum), Penicillium (P. chrysogenum, P. olsonii), 

Sarocladium (S. spinificis, S. strictum). Wyłącznie w organach nadziemnych zaobserwowano 

grzyby: A. lekanii, A. alternata, A. infectoria, Anthracocystis sp. (A. flocculosa), Moesziomyces 

sp., P. crustosum, T. koningii. Wyłącznie w korzeniach zaobserwowano grzyby: A. betulicola 

Arthrinium sp. Backusella sp., B. sorokiniana, Chaetomium sp., Colletotrichum sp., E. nigrum,  

F. avenaceum, F. poae, F. redolens, I. farinosa, Lecanicillium sp., Neonectria sp.S. terrestris, 

P. eupyrena, P. pomorum, T. asperellum, T. atroviride, T. harzianum, W. circinata.  
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Dokonano również porównania struktury społeczności grzybów dla każdego organu 

roślinnego i każdego systemu uprawy (warunki kontrolowane, warunki polowe: uprawa 

ekologiczna i tradycyjna). W roślinach uprawianych w szkalrni oraz w warunkach polowych w 

obu systemach uprawych (uprawa tradycyjna i ekologiczna) zaobserwowano w korzeniach 

roślin grzyby z rodzaju Fusarium, w ziarniakach i łodydze grzyby z rodzaju Sarocladium, 

w łodydze Alternaria sp., a w ziarniakach Penicillium sp. i Cladosporium sp. 

2. Doświadczenie nr 2 

Doświadczenie nr 2 polegało na wykonaniu testów antagonistycznych w bikulturach, 

wykorzystując następujące szczepy grzybów: T. viride E80, T. koningii E191, T. hamatum E81, 

P. olsonii E69_1, P. expansum E193, P. crustosum E106, S. spinificis E11, S. strictum E22, F. 

proliferatum E202, P. album E35, C. candelabrum E83, N. golenkoana E208. Obliczono 

procent zahamowania wzrostu dla wszystkich badanych szczepów w 5 dniu koinkubacji. 

Analizując te dane zaobserwowano, że wszystkie badane szczepy grzybów stymulowały wzrost 

szczepów z rodzaju Penicillium: P. olsonii E69_1, P. expansum E193 oraz P. crustosum E106. 

Natomiast wpływ szczepów Penicillium sp. na pozostałe szczepy był negatywny i wyrażał się 

zahamowaniem ich wzrostu. Wyjątek stanowił szczep P. expansum E193, który w niewielkim 

stopniu stymulował wzrost C. candelabrum E83. Tymczasem wszystkie badane szczepy 

grzybów hamowały wzrost grzybów z rodzaju Trichoderma: T. viride E80, T. koningii E191, 

T. hamatum E81. Wyjątek stanowiły tu szczepy S. strictum E22 i C. candelabrum E83, które 

stymulowały wzrost T. viride E80. Analizując jednak wpływ szczepów z rodzaju Trichoderma 

na badane gatunki grzybów zaobserwowano, że stymulują wzrost szczepów P. olsonii E69_1, 

P. expansum E193, P. crustosum E106, S. strictum E22 i S. spinificis E11 oraz P. album E35, 

a hamują wzrost grzybni F. proliferatum E202, C candelabrum E83 i N. gorlenkoana E208.  

Bardziej zróżnicowany wpływ badanych grzybów odnotowano dla P. album E35. 

Wzrost grzybni P. album E35 odnotowano podczas jego interakcji z T. viride E80, T. koningii 

E191, T. hamatum E81 oraz C. candelabrum E83, N. gorlenkoana E208, F. proliferatum E202 

i S. spinificis E11. Natomiast grzyby z rodzaju Penicillium: P. olsonii E69_1, P. expansum 

E193, P. crustosum E106 i S. strictum E22 działały antagonistycznie na szczep P. album E35. 

Analizując jednak wpływ P. album E35 na badane gatunki grzybów okazało się, że hamuje on 

wzrost T. viride E80, T. koningii E191, T. hamatum E81 oraz C. candelabrum E83, N. 

gorlenkoana E208 i F. proliferatum E202, a stymuluje wzrost: P. olsonii E69_1, P. expansum 

E193, P. crustosum E106, S. strictum E22 i S. spinificis E11. W przypadku wolnorosnącego 
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gatunku C. candelabrum E83 większość szczepów hamowało jego wzrost. Wyjątek stanowił 

P. expansum E193 oraz F. proliferatum E202, które stymulowały wzrost C. candelabrum E83. 

Co ciekawe, C. candelabrum działał antagonistycznie względem wszystkich gatunków 

Sarocladium oraz T. koningii E191, T. hamatum E81, N. gorlenkoana E208, a stymulował 

wzrost wszystkich gatunków Penicillium: P. olsonii E69_1, P. crustosum E106 oraz T. viride 

E80, P. album E35 i F. proliferatum E202. Stymulujący wpływ na wzrost gatunków 

Sarocladium miały grzyby z rodzaju Trichoderma: T. viride E80, T. koningii E191, 

T. hamatum E81 oraz P. album E35, N. gorlenkoana E208 i F. proliferatum E202, i działały 

synergistycznie względem siebie. Natomiast szczepy grzybów rodzaju Penicillium oraz C. 

candelabrum E83 hamowały wzrost grzybni obu gatunków Sarocladium: S. strictum E22 i S. 

spinificis E11. Wpływ szczepów Sarocladium sp. na wzrost badanych grzybów był jednak 

bardziej zróżnicowany. Przeprowadzone badania wykazały, że wszystkie gatunki grzybów 

hamowały wzrost grzybni N. gorlenkoana E208. Z drugiej strony N. gorlenkoana E208 

hamował wzrost grzybni Trichoderma sp., F. proliferatum E202 i C. candelabrum E83, 

a stymulował wzrost grzybów z rodzaju Penicillium i Sarocladium: oraz P. album E35. 

Wszystkie gatunki Trichoderma najefektywniej hamowały wzrost grzybni F. proliferatum 

E202. Inhibicje grzybni F. proliferatum E202 odnotowano również w ich bikulturach 

z gatunkami Penicillium. Również szczepy P. album E35 oraz N. gorlenkoana E208 hamowały 

wzrost grzybni F. proliferatum E202. Odwrotne zjawisko zaobserwowano w przypadku 

grzybów z rodzaju Sarocladium oraz C. candelabrum E83, które stymulowały wzrost grzybni 

F. proliferatum. Obecność F. proliferatum E202 w bikulturze wywołała zahamowanie wzrostu 

grzybów z rodzaju Trichoderma oraz N. gorlenkoana E208, a stymulację wzrostu grzybów 

z rodzaju Penicillium i Sarocladium oraz P. album E35 i C. candelabrum E83.  

3. Doświadczenie nr 3 

Doświadczenie nr 3 polegało na analizie składu społeczności grzybów w dwóch 

generacjach roślin G1 i G2 wzrastających w warunkach szklarniowych, a także w aksenicznych 

siewkach pszenicy traktowanych wyselekcjonowanymi na podstawie wyników uzyskanych w 

Doświadczeniu nr 2 szczepami grzybów, mieszaniną tych grzybów oraz wodą sterylną jako 

kontrolą. W pokoleniu G2 wyizolowano i zidentyfikowano prawie 3-krotnie mniej izolatów niż 

w pokoleniu G1. Znalazło to też odzwierciedlenie w wartościach wskaźników 

bioróżnorodności, które były wyższe w pokoleniu G1. W pokoleniu G1 dominowały gatunki S. 

spinificis i S. strictum. Natomiast w pokoleniu G2 dominującym gatunkiem we wszystkich 

badanych odmianach pszenicy był F. proliferatum. Tylko 9 gatunków/rodzajów grzybów 
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endofitycznych było wspólnych dla obydwu pokoleń, a były to: Fusarium sp., F. proliferatum, 

T. koningii, A. lecanii, Trichoderma sp., P. crustosum, T. hamatum, P. olsonii, Cladosporium 

sp. Analiza porównawcza składu mykobiomu dwóch generacji roślin pszenicy G1 i G2 

wykazała, że F. proliferatum występuje we wszystkich odmianach pszenicy ozimej i w obydwu 

badanych pokoleniach. Oprócz F. proliferatum w obydwu generacjach zaobserwowano 

występowanie A. lecanii w odmianie Legenda i T. koningii w odmianie Euforia. Natomiast 

grzyby z rodzaju Trichoderma zidentyfikowano w dwóch generacjach jedynie w pszenicy 

odmiany Bombona. Dodatkowo przeprowadzono porównanie składu mykobiomu w dwóch 

generacjach roślin z uwzględnieniem organów roślin. W korzenie, łodyga, liść i ziarniaki 

zaobserwowano obecność F. proliferatum. Wykazano, że korzenie wszystkich odmian były 

zasiedlone przez grzyby z rodzaju Fusarium i Trichoderma. Natomiast części nadziemne 

badanych odmian zasiedlały grzyby P. crustosum i A. lecanii. 

Siedem dni po traktowaniu 14-dniowych siewek aksenicznych pszenicy wybranymi 

endofitami dokonano identyfikacji molekularnej re-izolowanych szczepów grzybów. W tym 

celu przeprowadzono analizę porównawczą sekwencji nukleotydowych odpowiednich 

markerów filogenetycznych dla wyizolowanych grzybów z sekwencjami nukleotydowymi 

uzyskanymi wyjściowo po pierwotnej izolacji badanych endofitów z tkanek pszenicy. Analiza 

porównawcza sekwencji wykazała, że szczepy F. proliferatum, P. olsonii, P. expansum i 

T. hamatum były zdolne do ponownego zasiedlenia tkanek badanych odmian pszenicy. 

Fusarium proliferatum nie wykryto jedynie w odmianach Bombona i Ostroga; P. expansum nie 

wykryto jedynie w odmianie Bamberka, a T. hamatum nie zidentyfikowano jedynie 

w odmianach Bombona, Kandela i Rospuda. Penicillium olsonii zasiedlił tkanki wszystkich 

badanych odmian. W wariantach traktowanych mieszaniną gatunków grzybów endofitycznych 

P. expansum oraz F. proliferatum były tymi, które ponownie skolonizowały tkanki roślinne. 

Trichoderma hamatum wyizolowano ponownie z tkanek odmiany Kandela. Natomiast 

w odmianie Rospuda oprócz P. expansum wyizolowano również P. olsonii. W przypadku 

szczepów E. album, S. spinificis, C. candelabrum i N. gorlenkoana nie zaobserwowano 

obecności tych grzybów w tkankach żadnej z badanych odmian pszenicy z wyjątkiem odmiany 

Bombona, w której wykryto szczep N. gorlenkoana. 

4. Doświadczenie nr 4 

Doświadczenie nr 4 miało na celu analizę ekspresji wybranych genów pszenicy po 7 dniach 

od traktowania roślin zawiesiną F. proliferatum, P. olsonii, P. expansum, T. hamatum oraz 
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mieszaniną tych grzybów. Wyniki badań przedstawionych w pracy wskazują na ograniczoną 

ekspresję genu HSP70 po traktowaniu F. proliferatum E202, P. olsonii E69_1 oraz mieszaniną 

grzybów w 7 dniu po inokulacji. Natomiast po traktowaniu P. expansum E193 i T. hamatum 

E81w 7 dniu po inokulacji zaobserwowano nadekspresję genu HSP70. Analizując ekspresję 

genu HSP70 zaobserwowano spadek jego ekspresji w siewkach odmiany Arabella, Arkadia, 

Bamberka Bombona, Ostroga, Rospuda i Rusałka po traktowaniu F. proliferatum E202. 

Tymczasem inokulacja F. proliferatum E202 wywołała nadekspresję genu HSP70 w siewkach 

pszenicy odmiany Euforia, Kandela i Legenda. Po traktowaniu siewek pszenicy odmiany 

Arabella, Arkadia, Euforia, Ostroga, Rospuda i Rusałka P. olsonii E69_1 odnotowano spadek 

ekspresji genu HSP70, natomiast w siewkach odmian Bamberka, Bombona i Kandela 

zaobserwowano wzrost ekspresji badanego genu, a w siewkach odmiany Legenda nie 

zaobserwowano różnic między roślinami traktowanymi a roślinami kontrolnymi. Po 

traktowaniu siewek pszenicy odmiany Arabella, Arkadia, Bamberka Bombona, Euforia, 

Ostroga i Rusałka mieszaniną grzybów zaobserwowano spadek ekspresji genu HSP70, 

natomiast w odmianie Kandela i Legenda zaobserwowano nadekspresję tego genu. 

W siewkach odmiany Rospuda nie zaobserwowano różnic między roślinami traktowanymi 

a kontrolnymi. Szczep P. expansum E193 w siewkach odmian Arabella, Bombona, Ostroga, 

Rospuda i Rusałka wpłynął na obniżenie poziomu ekspresji genu HSP70 w porównaniu do 

roślin kontrolnych. Natomiast w siewkach odmian Arkadia, Bamberka, Euforia, Kandela 

i Legenda po traktowaniu P. expansum E193 poziom ekspresji był wyższy. Trichoderma 

hamatum E81 w siewkach pszenicy wywołał spadek ekspresji genu HSP70 u odmiany 

Arabella, Bamberka, Ostroga i Rusałka i jego wzrost w siewkach odmian Arkadia, Bombona, 

Euforia, Kandela, Legenda i Rospuda. Dane te wskazują, że niezależnie od szczepu/gatunku 

grzyba traktowanie roślin odmian Arabella, Ostroga i Rusałka wywołało spadek ekspresji genu 

HSP70. Natomiast w siewkach odmiany Kandela niezależnie od traktowania ekspresja genu 

HSP70 była podwyższona. W siewkach odmiany Bombona i Kandela po traktowaniu P. olsonii 

E69_1 wykazano zarówno nadekspresję genu HSP70 jak i SOD (dymutaza ponadtlenkowa). 

Podobną zależność zaobserwowano w siewkach pszenicy Kandela i Legenda po traktowaniu 

F. proliferatum E202, P. expansum E193 oraz T. hamatum E81. 

Ekspresja genu SOD w siewkach pszenicy po traktowaniu F. proliferatum E202, P. olsonii 

E69_1, P. expansum E193, T. hamatum E81 oraz mieszaniną grzybów była niższa 

w porównaniu do kontroli. Zaobserwowano obniżoną ekspresję genu SOD w większości 

badanych odmian pszenicy, jak np. Arkadia, Bamberka, Rospuda i Rusałka traktowanych F. 

proliferatum E202; w siewkach odmian Arabella, Arkadia, Bamberka, Bombona, Ostroga, 
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Rospuda i Rusałka traktowanych mieszaniną grzybów i odmianach Arabella, Arkadia, 

Bombona, Bamberka, Euforia, Rospuda i Rusałka traktowanych T. hamatum E83. Traktowanie 

roślin obydwoma gatunkami Penicillium -P. expansum E193 i P. olsonii E69_1 dało zbieżne 

wyniki ekspresji genu kodującego dysmutazę ponadtlenkową w przypadku takich odmian jak: 

Arabella, Arkadia, Bamberka, Rospuda i Rusałka, gdzie zaobserwowano obniżenie ekspresji 

tego genu, a w odmianach Kandela i Legenda, odnotowano wyższą ekspresję genu SOD niż 

w roślinach kontrolnych, natomiast u odmiany Euforia nie zaobserwowano różnic między 

traktowaniem a kontrolą. Różne wyniki uzyskano jedynie dla roślin odmiany Bombona 

i Ostroga. Niezależnie od traktowania spadek ekspresji genu SOD odnotowano w odmianach 

Arkadia, Bamberka, Rospuda i Rusałka. Biorąc pod uwagę pszenicę jako gatunek, niezależnie 

od odmiany, stwierdzono spadek ekspresji genu PR9 w siewkach pszenicy traktowanych 

grzybami. Tymczasem ekspresja genu PR9 dla każdego traktowania była niższa w porównaniu 

do kontroli w roślinach odmian Bamberka, Euforia, Kandela i Ostroga, natomiast wzrost 

ekspresji tego genu dla każdego traktowania nastąpił w siewkach pszenicy odmiany Arabella, 

Legenda oraz Rusałka. Różnice w ekspresji genu PR9 odnotowano w przypadku odmiany 

Arkadia po traktowaniu F. proliferatum E202 i w odmianie Bombona i Rospuda po traktowaniu 

P. expansum E193. 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



149 
 

VIII Wnioski 
1. Endosfera polskich odmian pszenicy jest źródłem wielu gatunków i rodzajów grzybów 

endofitycznych.  

2. W tkankach wewnętrznych polskich odmian pszenicy występuje 85 gatunków lub 

rodzajów grzybów. 

3. Gatunki grzybów tj: A. betulicola, A. lecanii, A. flocculosa, Arthrinium sp., A. 

westerdijkiae, A. pullulans, Backusella sp., Cadophora sp., C. pseudomerdarium, C. 

candelabrum, Colletotrichum sp., D. pomorum, E. pedicellatum, Gibellulopsis sp., I. 

farinosa, L. leptobactrum, Meira sp., Meyerozyma sp., M. bolleyi, M. bullatus, 

Moesziomyces sp., Neonectria sp., N. gorlenkoana, P. album, P. amphipolaria, 

P. chrysogenum, P. crustosum, P. digitatum, P. expansum, P. olsonii, Penidiella sp., P. 

macrospinosa, Phlebia sp., P. pannorum, R. solani, S. spinificis, S. strictum, S. 

terrestris, S. bisbyi, S. chinense, T. aculeatus, T. asperellum, T. atroviride, T. hamatum, 

T. koningii, T. viride, Verticillium sp. oraz W. circinata po raz pierwszy opisano jako 

endofity pszenicy.  

4. Tkanki pszenicy są miejscem bytowania dla rzadkich rodzajów Acremonium, 

Backusella, Cadophora, Colletotrichum, Gibellulopsis, Lecanicillium, Meira, 

Meyerozyma, Neonectria, Penidiella, Phlebia, Verticillium i gatunków A. conjuncta, 

A. westerdijkiae, C. allicinum, C. candelabrum, Ch. pseudomerdarium D. pomorum, 

F. temperatum, I. farinosa, L. leptobactrum, M. bullatus, P. amphipolaria, 

P. expansum, P. eupyrena, P. album, P. pannorum, R. solani, T. aculeatus, które 

powszechnie występują w środowiskach leśnych, sadach, jak również miejscach mało 

dostępnych, jak kopalnie czy jaskinie czy miejsca sakralne i historyczne. 

5. Bioróżnorodność gatunkowa grzybów endofitycznych zasiedlających endosferę 

badanych odmian pszenicy, wyrażona Indeksem Shannona, Indeksem Margalefa oraz 

Indeksem Menhinick’a zdeterminowana jest głównie warunkami uprawy roślin, a nie 

odmianą pszenicy.  

6. Obserwowana niższa bioróżnorodność grzybów zasocjowanych z wewnętrznymi 

tkankami badanych odmian pszenic wzrastających w warunkach polowych, 

uprawianym systemem ekologicznym (33) w stosunku do roślin uprawianych systemem 

tradycyjnym (52 gat./rodzaje) najprawdopodobniej wynika z tego iż niestosowanie 

środków ochrony roślin w uprawie ekologicznej przyczyniło się do rozwoju grzybów 

szybko- i powszechnie występujących, w tym patogenicznych, które zdominowały 

badane siedlisko.  
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7. Grzyby z rodzaju Sarocladium i Fusarium oraz gatunek P. chrysogenum występują w 

roślinach uprawianych w każdym z badanych warunków uprawy, niezależnie od 

odmiany. 

8. Grzyby z rodzaju Alternaria, Fusarium, Penicillium, oraz gatunki E. pedicellatum i F. 

proliferatum występujące we wszystkich badanych odmianach pszenicy, niezależnie od 

warunków uprawy i organu pszenicy.  

9. Grzyby z rodzaju Alternaria, Cladosporium, Fusarium (F. oxysporum, F. proliferatum), 

Penicillium (P. chrysogenum, P. olsonii), Sarocladium (S. spinificis, S. strictum) 

zasiedlają wszystkie organy pszenicy niezależnie od warunków wzrostu i odmiany.  

10. Grzyby z rodzaju Alternaria i Penicillium oraz F. proliferatum mogą stanowić tzw. core 

microbiome polskich odmian pszenicy. 

11. Akanthomyces lecanii A. alternata, A. infectoria,A. flocculosa, Moesziomyces sp., P. 

crustosum, T. koningii zasocjowane są wyłącznie z organami nadziemnymi polskich 

odmian pszenicy, niezależnie od warunków wzrostu rośliny i odmiany pszenicy. 

12. A. betulicola, Arthrinium sp. Backusella sp., B. sorokiniana, Chaetomium sp., 

Colletotrichum sp., E. nigrum,  F. avenaceum, F. poae, F. redolens, I. farinosa, 

Lecanicillium sp., Neonectria sp.S. terrestris, P. eupyrena, P. pomorum, T. asperellum, 

T. atroviride, T. harzianum, W. circinata występują wyłącznie w korzeniach badanych 

odmian pszenic, niezależnie od warunków wzrostu i odmiany pszenicy. 

13. W każdym systemie uprawy, niezależnie od odmiany, w korzeniach pszenicy występują 

grzyby z rodzaju Fusarium, w ziarniakach i łodydze grzyby z rodzaju Sarocladium, 

w łodydze Alternaria sp., a w ziarniakach Penicillium sp. i Cladosporium sp. 

14. Szczepy grzybów T. viride E80, T. koningii E191, T. hamatum E81, S. spinificis E11, S. 

strictum E22, F. proliferatum E202, P. album E35, C. candelabrum E83, N. golenkoana 

E208 wyizolowane z endosfery pszenicy stymulują wzrost grzybów z gatunku 

Penicillium w bikulturach na podłożu stałym agarowym. 

15. Szczepy grzybów P. olsonii E69_1, P. expansum E193, P. crustosum E106, S. spinificis 

E11, S. strictum E22, F. proliferatum E202, P. album E35, C. candelabrum E83 działają 

antagonistycznie względem grzybów z rodzaju Trichoderma oraz N. gorlenkoana E208. 

Wyjątek stanowią S. strictum E22 i C. candelabrum E83, które stymulowały wzrost T. 

viride E80. 

16. Najwyższy potencjał antagonistyczny względem F. proliferatum E202 wykazują 

grzyby z rodzaju Trichoderma oraz Penicillium, jak również P. album E35 i N. 



151 
 

gorlenkoana E208. Są potencjalnym źródłem czynników kontroli biologicznej 

względem F. proliferatum.  

17. Charakter oddziaływań grzybów endofitycznych wyizolowanych z  roślin pszenicy 

określony na podstawie testów w bikulturach jest zdeterminowany gatunkiem/szczepem 

grzyba, w tym tempem jego wzrostu. 

18. Grzyby z rodzaju Fusarium, w tym F. proliferatum, z rodzaju Trichoderma, w tym T. 

koningii i T. hamatum oraz Penicilium – P. crustosum i P. olsonii a także Cladosporium 

sp. oraz A. lecanii można uznać za zdolne do transmisji wertykalnej między 

pokoleniami roślin. Obecność tych grzybów zidentyfikowano bowiem w dwóch 

generacjach badanych odmian pszenicy.  

19. F. proliferatum E202, P. olsonii E69_1, P. expansum i T. hamatum są zdolne do 

horyzontalnej transmisji i kolonizacji tkanek roślin pszenicy. 

20. Fusarium proliferatum E202 jest zdolny zarówno do transmisji horyzontalnej jak i 

wertykalnej, w celu zasiedlenia tkanek roślinnych.  

21. Wzrost  kolejnego pokolenia roślin w sterylnych warunkach szklarniowych, 

ograniczający dostęp do warunków zewnętrznych, wpływa na obniżenie 

bioróżnorodności grzybów zasiedlających ich tkanki.  

22. Ekspresja badanych genów (SOD, PR9, HSP70) zależy od genotypu rośliny/odmiany 

jak również gatunków grzybów, którymi rośliny były traktowane. 

23. Traktowanie siewek pszenicy grzybami P. olsonii, P. expansum oraz T. hamatum 

wpływa na obniżenie ekspresji genu PR9.  

24. Określenie mechanizmu molekularnego interakcji zachodzących pomiędzy 

mikroorganizmami a rośliną, oraz pomiędzy mikroorganizmami a mikroorganizmami 

w obrębie danej rośliny gospodarza oraz wpływu genotypu rośliny na te interakcje jest 

kluczowe przed podjęciem prac nad selekcją mikroorganizmów w tym grzybów 

endofitycznych pod kątem ich wykorzystania w biologicznej ochronie roślin lub jako 

czynników stymulujących wzrost i rozwój roślin.  

25. Grzyby z rodzaju Penicillium wpływają na ekspresję genu kodującego peroksydazę 

(PR9) oraz białko szoku cieplnego (HSP70) w siewkach pszenicy, lecz efekt ten zależy 

od gatunku grzyba, jak i odmiany pszenicy.  

26.  Endosfera polskich odmian pszenicy jest źródłem gatunków grzybów, które 

potencjalnie mogą mieć pożyteczny wpływ na wzrost i rozwój roślin, a do których 

należą: A. sclerotigenum, A. flocullosa, A. lecanii, A. pullulans, Ch. pseudomerdarium, 

M. bolleyi, P. olsonii, S. strictum, T. atroviride, T. asperellum, T. hamatum, 
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T. harzianum, T. koningii, Talaromyces sp., Chaetomium sp., Clonostachys sp., 

Cadophora sp., P. album, S. chinense grzyby te mogą być wykorzystane w dalszych 

badaniach nad biologiczną ochroną roślin.  

27. Wewnętrzne tkanki roślin pszenicy zasiedlane są przez gatunki grzybów powszechnie 

znane jako patogeny pszenicy lub innych roślin, np. A. alternata, A. infectoria, 

Arthrinium sp., B. sorokiniana, Colletotrichum sp., F. avenaceum, F. poae, F. 

proliferatum, F. oxysporum, M. bullatus, Neonectria sp., N. gorlenkoana, P. digitatum, 

P. crustosum, P. expansum, P. macrospinosa, R. solani, S. terrestris, S. strictum, 

S. versicarium, Verticillium sp. 

28. tkanki polskich odmian pszenic są siedliskiem dla grzybów, tj: P. album, P. pannorum, 

L. leptobactrum, C. cladosporoides, których wpływ na rośliny pszenicy, jak i inne 

rośliny, jak dotąd nie został określony.  

29. Na podstawie przeprowadzonych badań oraz danych literaturowych na temat gatunków 

grzybów wyizolowanych z dziesięciu odmian pszenicy wskazano, że wyizolowane 

i skolekcjonowane w niniejszej pracy doktorskiej szczepy grzybów stanowią cenne 

źródło do dalszych badań i prac nad opracowaniem pożytecznych, efektywnych 

i nowoczesnych środków ochrony roślin umożliwiających lepsze zarządzanie 

chorobami pszenicy. 
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IX Streszczenie 
Mikroorganizmy, a w tym grzyby odgrywają ważną rolę w prawidłowym rozwoju i 

funkcjonowaniu rośliny. Choć interakcje te mogę wydawać się bezobjawowe, to obecność 

mikroorganizmów poprawia zdolności adaptacyjne rośliny do środowiska, w którym żyje i jego 

zmian. Grzyby pełnią istotną rolę w naturalnych ekosystemach. Te, które występują w 

wewnętrznych tkankach roślin, nie wywołując symptomów chorobowych określa się 

endofitami. Interakcje między grzybami endofitycznymi a rośliną gospodarzem są niezwykle 

złożone, a ich skutki zróżnicowane. Jednoznaczne określenie funkcji (komensalna, 

patogeniczna, symbiotyczna) endofitów w roślinie jest trudne, ponieważ ten sam gatunek 

grzybów, w zależności od warunków środowiskowych, może zmieniać swój styl życia i przejść 

z patogena do komensala czy odwrotnie. Zaobserwowano występowanie grzybów 

endofitycznych w tkankach pszenicy. Ich obecność wpływała na zmniejszenie podatności na 

stresy biotyczne i abiotyczne czy pozytywnie wpływała na wzrost i rozwój roślin. Obecna 

wiedza na temat grzybów endofitycznych w pszenicy opiera się na badaniach prowadzonych 

w wąskim zakresie warunków doświadczalnych, w tym genotypów pszenicy, organów 

roślinnych, stadium rozwoju rośliny czy warunków środowiskowych. Celem pracy doktorskiej 

było poznanie struktury i czynników determinujących skład gatunkowy grzybów 

zasiedlających endosferę pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum L.) oraz zbadanie wpływu 

zmian zachodzących w mykobiomie endosfery pszenicy na ekspresję wybranych genów 

roślinnych.  

W przedstawionej pracy badano dziesięć polskich odmian pszenicy zwyczajnej (Triticum 

aestivum L.): pięć formy jarej: Arabella, Bombona, Kandela, Rospuda i Rusałka i pięć formy 

ozimej: Arkadia, Bamberka, Euforia, Legenda i Ostroga. Wykonano cztery doświadczenia 

ściśle ze sobą powiązane. W wyniku badań wyizolowano z endosfery polskich odmian pszenicy 

zwyczajnej 879 izolatów grzybów, z czego molekularnie zidentyfikowano 828, a na poziomie 

gatunku 521. W endosferze pszenicy wzrastającej w warunkach kontrolowanych (generacja G1 

i G2) i polowych zidentyfikowano 85 następujących rodzajów/gatunków grzybów. Celem 

Doświadczenia nr 1 było określenie różnorodności i zmian w składzie społeczności grzybów 

wyizolowanych z endosfery roślin, uwarunkowanych odmianą pszenicy, organem roślinnym i 

warunkami wzrostu. Zidentyfikowano 28 gatunków lub rodzajów grzybów endofitycznych 

wyizolowanych z roślin uprawianych w warunkach szklarniowych, 35 gatunków lub rodzajów 

endofitów wyizolowanych z roślin rosnących na polu, uprawianych w systemie ekologicznym 

oraz 52 gatunki/rodzaje grzybów wyizolowanych z roślin uprawianych w systemie 
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tradycyjnym. Doświadczenie nr 2 polegało na wykonaniu testów antagonistycznych w 

bikulturach, wykorzystując następujące szczepy grzybów: T. viride E80, T. koningii E191, 

T. hamatum E81, P. olsonii E69_1, P. expansum E193, P. crustosum E106, S. spinificis E11, S. 

strictum E22, F. proliferatum E202, P. album E35, C. candelabrum E83, N. golenkoana E208. 

Obliczono procent zahamowania wzrostu dla wszystkich badanych szczepów w 5 dniu 

koinkubacji. Analiza wyników wykazała wpływ badanych szczepów na siebie. Doświadczenie 

nr 3 polegało na analizie składu społeczności grzybów w dwóch generacjach roślin G1 i G2 

wzrastających w warunkach szklarniowych, a także w aksenicznych siewkach pszenicy 

traktowanych wyselekcjonowanymi na podstawie wyników uzyskanych w Doświadczeniu nr 

2 szczepami grzybów, mieszaniną tych grzybów oraz wodą sterylną jako kontrolą. W pokoleniu 

G2 wyizolowano i zidentyfikowano prawie 3-krotnie mniej izolatów niż w pokoleniu G1. Tylko 

9 gatunków/rodzajów grzybów endofitycznych było wspólnych dla obydwu pokoleń, a były to: 

Fusarium sp., F. proliferatum, T. koningii, A. lecanii, Trichoderma sp., P. crustosum, 

T. hamatum, P. olsonii, Cladosporium sp. Analiza porównawcza składu mykobiomu dwóch 

generacji roślin pszenicy G1 i G2 wykazała, że F. proliferatum występuje we wszystkich 

odmianach pszenicy ozimej i w obydwu badanych pokoleniach. Oprócz F. proliferatum 

w obydwu generacjach zaobserwowano występowanie A. lecanii w odmianie Legenda i 

T. koningii w odmianie Euforia. Natomiast grzyby z rodzaju Trichoderma zidentyfikowano 

w dwóch generacjach jedynie w pszenicy odmiany Bombona. Siedem dni po traktowaniu 14-

dniowych siewek aksenicznych pszenicy wybranymi endofitami dokonano identyfikacji 

molekularnej re-izolowanych szczepów grzybów. W tym celu przeprowadzono analizę 

porównawczą sekwencji nukleotydowych odpowiednich markerów filogenetycznych dla 

wyizolowanych grzybów z sekwencjami nukleotydowymi uzyskanymi wyjściowo po 

pierwotnej izolacji badanych endofitów z tkanek pszenicy. Analiza porównawcza sekwencji 

wykazała, że szczepy F. proliferatum, P. olsonii, P. expansum i T. hamatum były zdolne do 

ponownego zasiedlenia tkanek badanych odmian pszenicy. Doświadczenie nr 4 miało na celu 

analizę ekspresji wybranych genów pszenicy po 7 dniach od traktowania roślin zawiesiną F. 

proliferatum E202, P. olsonii E69_1, P. expansum E193, T. hamatum E81 oraz mieszaniną tych 

grzybów. Do analiz wybrano gen HSP70 kodujący białko szoku cieplnego, PR9 kodujący 

peroksydazę oraz SOD kodujący dysmutazę ponadtlenkową. Zaobserwowano, że ekspresja 

badanych genów (SOD, PR9, HSP70) zależy od genotypu rośliny/odmiany jak również 

gatunków grzybów, którymi rośliny były traktowane.  
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X Abstract 
Microorganisms, including fungi, play an important role in the proper development and 

functioning of plants. Although these interactions may seem asymptomatic, the presence of 

microorganisms improves the adaptability of the plant to the environment in which it lives. 

Fungi play an important role in natural ecosystems. Endophytes occur in the internal tissues of 

plants without causing disease symptoms. Interactions between endophytic fungi and host 

plants are extremely complex and their effects vary. Unambiguous determination of the 

function (commensal, pathogenic, symbiotic) of endophytes in a plant is difficult because the 

same species of fungi, depending on environmental conditions, can change their lifestyle and 

go from pathogen to commensal or vice versa. Endophytic fungi were observed in wheat tissues. 

Their presence reduces susceptibility to biotic and abiotic stresses and positively influences the 

growth and development of plants. Current knowledge about endophytic fungi in wheat is based 

on research conducted under a narrow range of experimental conditions, including wheat 

genotypes, plant organs, plant development stage, and environmental conditions. This doctoral 

thesis aimed to learn the structure and factors determining the species composition of fungi 

inhabiting the endosphere of common wheat (Triticum aestivum L.) and to investigate the 

impact of changes in the mycobiome of the wheat endosphere on the expression of selected 

plant genes. 

 

Ten Polish cultivars of common wheat (Triticum aestivum L.) were tested in the presented 

paper: five spring forms: Arabella, Bombona, Kandela, Rospuda, and Rusałka, and five winter 

forms: Arkadia, Bamberka, Euforia, Legenda and Ostroga. Four closely related experiments 

were performed. As a result of this research, 879 fungal isolates were isolated from the 

endosphere of Polish common wheat cultivars, of which 828 were identified molecularly and 

521 were identified at the species level. The aim of Experiment No. 1 was to determine the 

diversity and changes in the composition of fungal communities isolated from the plant 

endosphere conditioned by wheat variety, plant organs, and growth conditions. 28 species or 

genera of endophytic fungi isolated from plants grown under greenhouse conditions, 35 species 

or genera of endophytes isolated from plants growing in the field and cultivated in an ecological 

system, and 52 species or genera endophytic fungi isolated from plants grown in a traditional 

system were identified. Experiment no. 2 consisted in performing antagonistic tests in 

bicultures, using the following fungal strains: T. viride E80, T. koningii E191, T. hamatum E81, 

P. olsonii E69_1, P. expansum E193, P. crustosum E106, S. spinificis E11, S. strictum E22, F. 

proliferatum E202, P. album E35, C. candelabrum E83, N. golenkoana E208. The percentage 
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of growth inhibition was calculated for all test strains on day five of co-incubation. The analysis 

of the results showed the influence of the tested strains on each other. Experiment No. 3 

consisted of the analysis of the composition of the fungal community in two generations of G1 

and G2 plants grown under greenhouse conditions, as well as in axenic wheat seedlings treated 

with fungal strains selected based on the results obtained in Experiment No. 2, with a mixture 

of these fungi and sterile water as a control. Almost 3 times fewer isolates were isolated and 

identified in the G2 generation than in the G1 generation. Only 9 species/genera of endophytic 

fungi were common to both generations: Fusarium sp., F. proliferatum, T. koningii, A. lecanii, 

Trichoderma sp., P. crustosum, T. hamatum, P. olsonii, Cladosporium sp. Comparative analysis 

of the mycobiome composition of two generations of G1 and G2 wheat plants showed that F. 

proliferatum occurs in all varieties of winter wheat and both generations studied. In addition to 

F. proliferatum, the occurrence of A. lecanii in the cultivar Legenda and T. koningii in the 

cultivar Euforia was observed in both generations. In contrast, Trichoderma fungi were 

identified in two generations of Bombona wheat. Seven days after treating 14-day-old wheat 

axenic seedlings with selected endophytes, molecular identification of the re-isolated fungal 

strains was performed. For this purpose, a comparative analysis of the nucleotide sequences of 

the appropriate phylogenetic markers for the isolated fungi was performed using the nucleotide 

sequences obtained initially after the primary isolation of the tested endophytes from wheat 

tissues. Comparative sequence analysis showed that the strains of F. proliferatum, P. olsonii, 

P. expansum, and T. hamatum were able to repopulate the tissues of the tested wheat cultivars. 

Experiment no. 4 was aimed at analyzing the expression of selected wheat genes 7 days after 

treatment of the plants with a suspension of F. proliferatum E202, P. olsonii E69_1, P. 

expansum E193, T. hamatum E81, and a mixture of these fungi. The HSP70 gene encoding heat 

shock protein, PR9 gene encoding peroxidase, and SOD gene encoding superoxide dismutase 

were selected for analysis. It was observed that the expression of the studied genes (SOD, PR9, 

HSP70) depended on the genotype of the plant/variety as well as the species of fungi with which 

the plants were treated. 
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