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1 Zusammenfassung

In vorliegender Bachelorarbeit werden publizierte P�anzenmetaboliten, die von en-
dophytischen Mikroorganismen produziert werden, in einer Übersicht zusammenge-
fasst. Endophyten sind Mikroorganismen, die symptomlos in P�anzen vorkommen.
Sie verursachen keine o�ensichtlichen Schäden, da sie nach ersten De�nitionen nicht
pathogen sind. Spätere Publikationen geben an, dass durch Veränderungen des aus-
gewogenen Erreger-Wirts-Antagonismus eine pathogene Interaktion auftreten kann.
Mögliche Endophyten-Wirts-Interaktionen werden genannt. Anschlieÿend wird auf
produzierte Metaboliten wie z. B. Phytohormone oder Alkaloide eingegangen, die
das P�anzenwachstum oder die Insektenabwehr beein�ussen. Die Gewinnung der
Metaboliten aus den Endophyten wird anschlieÿend angeschnitten. Letztendlich wer-
den Produkte vorgestellt, die auf dem Markt verfügbar sind. Als durchgehendes Bei-
spiel wird Paclitaxel benutzt, ein anticancerogener Wirksto�, der ursprünglich aus
der Rinde der Pazi�schen Eibe gewonnen wurde.
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2 Einleitung

�Eure Nahrung soll euer Heilmittel sein und euer Heilmittel soll Eure Nahrung sein�
Hippokrates (460�370 v.Chr.)

In Zeiten, in denen der Ruf nach nachhaltigen Alternativen zur biologischen Kon-
trolle von P�anzenpathogenen laut wird, sind Endophyten1, die symptomlos in der
P�anze leben, eine nicht zu vernachlässigende Möglichkeit, um die Gabe von P�an-
zenschutzmitteln und Düngern zu reduzieren. Die von Endophyten besiedelten P�an-
zen sind durch Endophyten-Wirts-Interaktionen unter anderem in der Lage, schad-
hafte Sto�e im Boden abzubauen. Endophyten können Luftsticksto� binden und
verhelfen dadurch der P�anze zum Wachstum. P�anzen können durch Endophy-
ten besser mit physischen Umweltbelastungen wie Trockenheit umgehen. Um den
Zusammenhang zum eingehenden Zitat herzustellen, sei erwähnt, dass Endophyten
unzählige antibiotische Sto�e metabolisieren, die in der Medizin eine groÿe Rolle,
z. B. in der Krebsbehandlung, spielen.
In den letzten Jahren wurden immer mehr Verbindungen gefunden, die Grundlage
für bioaktive Produkte sind und in Landwirtschaft, Medizin oder anderen Lebens-
bereichen Anwendung �nden könnten. Waren es 1986 ca. 750 Endophyten (meist
Pilze) in ca. 200 verschiedenen P�anzenarten, die bekannt waren (Butin, 1986), sind
laut einem Artikel von Proksch et al. (2010) in allen 300 000 höheren P�anzen
auch mehrere Endophyten vorhanden. Heute wird davon ausgegangen, dass von den
1 Millionen Arten weniger als 1 % beschrieben worden sind.
�Endophyten sind hypervielfältig auf Artenebene, phylogenetisch reich, ökologisch
wichtig, evolutionär dynamisch und stellen eine kaum untersuchte Fundgrube der
taxonomischen, genetischen und funktionellen Vielfalt dar.� (übersetzt nach EnDo-
Biodiversity.org. (2011)). Deshalb ist es bei der Vielfalt der gewonnenen Erkenntnisse
wichtig, dass die verschiedenen publizierten metabolischen Produkte zusammenge-
fasst werden. Ziel dieser Arbeit soll ein Ansatz hierfür sein.
Ausgehend von dem vorliegenden Kompendium: �Endophytes for plant protection:
the state of the art�, herausgegeben von C. Schneider et al. (2013), werden ver-
schiedene Reviews, Artikel sowie Bücher über Endophyten und deren Metaboliten
gelesen. Ein grober Überblick über das vorhandene Material soll gewonnen und schon
vorselektiert werden. Anschlieÿend wird eine Übersicht der relevanten Endophyten
erstellt, ausgehend von den Sto�gruppen und ihrer Wirkung.
Zusammenfassend soll eine Arbeit vorliegen, die einen Überblick über die Begri�s-
de�nition des Endophyten und seine Interaktion mit der Wirtsp�anze gibt. Es geht
darum, welche P�anzenmetabolite gebildet werden und wie sie im Labor gewon-
nen werden können. Im letzten Abschnitt soll ermittelt werden, welche Produkte
vielleicht schon auf dem Markt erhältlich sind.

1von griech.: endon �innen� und phytón �P�anze�; Bakterien und Pilze.
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3 Stand der Forschung

3.1 Endophyten

1866 wurde der Begri� des Endophyten von de Bary eingeführt (Hyde & Soytong,
2008). 1898 verö�entlichte Vogl erstmals eine Schrift über isolierte symptomlose En-
dophyten aus Samen von Lolium temulentum [Taumel-Lolch, RD](Hyde & Soytong,
2008).

Endophyten sind Mikroorganismen (Pilze und Bakterien), die symptomlos im
gesunden Gewebe ihrer Wirtsp�anze vorkommen und keine o�ensichtlichen Schä-
den verursachen (Bacon & Hinton, 2006). Das heiÿt, sie können zwar parasitisch
sein, aber nicht pathogen, weshalb sie keine Krankheitssymptome ausprägen (Bu-
tin, 1986).
Neuere Verö�entlichungen sind nicht mehr der Ansicht, dass Endophyten symptom-
los sein müssen. Laut Schardl (1997, zitiert nach Ardanov [2013]) leben einige En-
dophyten nicht ihren ganzen Lebenszyklus als Endophyten. So kann es bei einer
Schwächung der Wirtsp�anze oder bei Seneszens geschehen, dass der ehemals mu-
tualistische Endophyt zu einem Pathogen wird und eine Infektion der P�anze nach
sich zieht (Proksch et al., 2010)(siehe Abbildung 2). Endophyten können demzufol-
ge latente Krankheitserreger und latente Saphrotropen sein (nach Porras-Alfaro &
Bayman [2011] aus Ardanov [2013]).

Abbildung 2: Ausgewogener Antagonismus zwischen pilzlicher Virulenz und
p�anzlicher Abwehr (in Anlehnung an Schulz [2002])

Backman & Sikora (2008) geben 3 Typen von Endopyten an:
(1) Pathogene anderer Wirte, die in der endophytischen Verbindung nicht pathogen
sind;
(2) nicht pathogene Mikroben und
(3) Pathogene, die unpathogen gemacht wurden durch Selektionsmethoden oder ge-
netische Veränderung, aber immer noch in der Lage sind, P�anzen zu besiedeln.
Auch Rai et al. (2013) schreiben, dass einige Endophyten in Symbiose mit der Wirts-
p�anze lebten und andere opportunistische Pathogene seien.

Die Übertragung von Endophyten erfolgt durch horizontalen und/oder vertikalen
Gentransfer (Schardl et al., 1997). In Abbildung 3 werden die Übertragungsarten
anhand des Beispiels des Endophyten Epichloë festucae und des Wirtsgrases Festuca
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rubru gezeigt. Die horizontale Übertragung erfolgt im sexuellen Lebenszyklus über
Sporen oder einen dritten Symbionten (den Zwei�ügler Phorbia phrenione). Im ase-
xuellen Lebenszyklus des Symbionten wird der Samen der Mutterp�anze systemisch
in�ziert und vertikal auf die nächste Generation übertragen.

Abbildung 3: Beispiel für die pleiotrop Symbiose im abgestimmten Lebenszyklus
von Epichloë festucae und seinem Wirtsgras, Festuca rubru.
Die alternativen Lebenszyklen treten auf verschiedenen Sprossen einer symbion-
tenin�zierten P�anze auf. Im asexuellen Lebenszyklus des Symbionten (im Uhr-
zeigersinn) in�ziert er systemisch die produzierten Samen auf der Mutterp�anze
und wird somit vertikal auf die nächste Wirtsgeneration übertragen. Der Sexual-
zyklus des Symbionten (gegen den Uhrzeigersinn) wird durch Pilzwachstum (Stro-
ma) ausgelöst, das einen jungen blühenden Spross entwickelt und die Reifung des
Blütenstandes verhindert. Nach Befruchtung und Reifung werden Meiose-Sporen
ausgeworfen und vermitteln horizontalen Gentransfer. Antagonistische Epichloë-
Arten sterilisieren die meisten oder alle blühende Sprosse ihrer Wirtsp�anzen und
sind nie vertikal übertragbar (Schardl et al., 1997)

.

Nach Ernst (2005) gibt es zwei Typen von endophytischem Mutualismus. Der erste
Typ ist induzierbarer Mutualismus (horizontale Übertragung) und der zweite Typ
die konstitutive Form des Mutualismus (vertikal, horizontal und Mischform).
Endophyten haben ein spezi�sches oder breites Wirtsspektrum (Rodriguez et al.,
2009). Sie sind in jeder P�anze zu �nden (Strobel & Daisy, 2003), aber die Vielfalt
der (Pilz-)endophyten ist abhängig von Umweltbedingungen (Arnold & Lutzoni,
2007), Wirtsp�anzen- und Pilzgenotyp. Endophyten sind Nischenbesetzer (Bacon
& Hinton, 2006), haben teilweise eine biotrophe Nährweise (Unbekannt, 2012) und
fördern u. a. durch Produktion von Phytohormonen das P�anzenwachstum (Tan &
Zou, 2001). In Abhängigkeit vom P�anzengenotyp können sowohl positive als auch
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negative Endophytene�ekte in Erscheinung tre-
ten (Hesse et al., 2000).

Bakterielle Endophyten können lebens-
lange natürliche Verbände bilden. Sie sind in-
terzellulär und/oder intrazellulär in allen Or-
ganen der kolonisierten P�anze zu �nden (Ba-
con & Hinton, 2002).
Laut Rosenblueth & Martínez-Romero (2006)
gibt es vorwiegend 4 Stämme von bakteriel-
len Endophyten: α-, β- und γ-Proteobacterien,
Firmicutes, Bacteroidetes und Actinobacteria.
Ausgenommen sind laut Bacon & Hinton (2006)
von dem Begri� Bakterien, die alterndes P�an-
zengewebe einnehmen und makroskopische
Krankheitsanzeichen hervorbringen.
Endophytische Bakterien sind obligat oder fa-
kultativ und copiotroph (Bacon & Hinton, 2011).
Für ihr Wachstum und das Überleben sind ob-
ligate Endophyten streng abhängig von der Wirts-
p�anze. Ihre Übertragung auf andere P�anzen
erfolgt vertikal oder über Vektoren. Fakulta-
tive Endophyten existieren eine Phase in ih-
rem Lebenszyklus auÿerhalb der Wirtsp�an-
zen. Bakterielle P�anzenkrankheiten könnten
im Extremfall als (fakultative oder obligate)
Endophyten angenommen werden, weil sie in
avirulenten Formen oft in P�anzen auftreten
(Hardoim et al., 2008).

Pilzliche Endophyten wurden in allen un-
tersuchten gesunden P�anzengeweben gefun-
den (Rai et al., 2013). Endophytische Pilze um-
fassen nur einen Teil der nicht pathogenen Mi-
krofauna (British Society for Plant Pathology,
1998)
Einige pilzliche Endophyten synthetisieren die
gleichen bioaktiven Verbindungen wie ihre Wirts-
p�anze (Alvin et al., 2014).
Die Einteilung der Pilzendophyten von Rodri-
guez et al. (2009) (Tabelle 1), basiert auf Wirts-
kolonisation, Übertragung, der in-planta-Vielfalt
und Fitnessvorteilen für den Wirt, in Clavici-
pitaceous und Nicht-Clavicipitaceous-Klassen.
Die nicht dem Lebensraum angepassen (NHA
- Nonhabitat-adapted-)Endophyten sind unab-
hängig vom Ursprung des Lebensraums, dazu
zählen Trockentoleranz und
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Wachstumsteigerung, wohingegen die Lebensraum (HA - Habitat-adapted) ange-
passten Vorteile sich auf Grund des spezi�schen Selektionsdrucks ausbilden (pH-
Wert, Temperatur, Salzgehalt). Pilze der Klasse 2 und 3 sind aus der Abteilung der
Ascomycota (AM) und Basidiomycota (BM), Klasse 1 nur Ascomycota.

Es gibt zahlreiche Verö�entlichungen, in denen isolierte Endophyten aus diversen
P�anzen(-teilen) angeben sind, z. B. bei Hallmann et al. (1997, S. 907): Bakterien-
gattungen aus verschiedenen Kulturen mit Angabe der P�anzenteile oder Hallmann
& Berg (2006, S. 17 f.): Bakterien aus verschiedenen Kulturp�anzenarten.

Mykorrhiza wird, obwohl ebenfalls symptomlos und innerhalb der P�anzenwurzel
auftretend, in der Regel nicht zu den Endophyten gezählt und ist in einer andere
Kategorie einzuordnen (Brundrett, 2006; Hyde & Soytong, 2008).

3.2 Endophyten-Wirtsp�anzen-Interaktion

Die Wirtsp�anze kann durch Interaktionen mit dem Endophyten, Toleranzen gegen-
über biotischen und abiotischen Umweltfaktoren ausprägen oder besser Nährsto�e
aufnehmen. Infolgedessen ist sie u. a. geschützt vor Insektenfraÿ, kann Schwerme-
talle abbauen oder besser wachsen.

In Abbildung 4 sind die (hypothetischen) Eigenschaften von Bakterien dargestellt,
die an der Interaktion beteiligt sind und so die Kolonisation beein�ussen. Viele Fak-
toren beein�ussen die Produktion der Metaboliten, aber nur wenige Informationen
gibt es über die biochemischen und physiologischen Interaktionen. Im Folgenden
sind die Faktoren kurz dargestellt, die zur Kolonisierung der P�anze, Verteidigung
und zum P�anzenwachstum beitragen.
Wirtsinteraktionssysteme, die die Kolonisation beein�ussen, sind (Compant et al.,
2010; Frank, 2011):

Type IV pili: Vermittelt eine Bewegungsweise an der Ober�äche (mittels fädiger
Proteinstrukturen) die für die Kolonisation unerlässlich ist. Alle neun sequenzierten
Endophyten-Genome tragen Gene für Typ IV-Pili (Frank, 2011, S. 115).

Flagellen und Chemotaxis: Alle sequenzierten Endophyten codieren Proteine
für die Chemotaxis und fast alle für die Flagellen-Biosynthese. Gründe für das
Fehlen der Flagellen kann darinbestehen, dass der Wirt in hoher Anzahl besiedelt
werden kann und eine bessere Adaption an die Nische erfolgt. Flagellen sind bekannt
dafür, die P�anzenabwehr auszulösen (Frank, 2011).

Curli-Fasern: gehören zur Klasse der Amyloide. Sie sind beteiligt an der Ober�ä-
chenhaftung und fördern die Kolonisation (Frank, 2011).

Protein Sekretions Systeme: (Type I und II) Möglichkeiten, die Proteine abzu-
sondern, detailliert beschrieben bei Saad et al. (2006).

Einige weitere Sto�e könnten an der Endophyten-Kolonisation beteiligt sein, zum
Beispiel Hämagglutinin, das als pathogener Besiedlungs-Faktor bekannt ist. Hydro-
lytische Enzyme, welche die P�anzenzellwand aufweichen (ebenfalls meist von Pa-
thogenen bekannt) und Cellulose, die von Bakterien produziert wird, um sich an der
Wirtsober�äche anzubringen (Frank, 2011).
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Abbildung 4: Beispielhafte bakterielle Eigenschaften, die vermeintlich an der
Endophyten-Wirtsp�anzen-Interaktion beteiligt sind (aus experimentellen Studi-
en [?], aus dem Literaturzusammenhang oder durch Genom Vergleiche (Reinhold-
Hurek & Hurek, 2011).

Das direkte P�anzenwachstum wird gefördert durch die Phytohormon- und die IAA-
Synthese als auch:

1-Aminocyclopropan-1-Carbonsäure (ACC)-Deaminase: Ethylen ist stres-
sinduziert und kann wachstumshemmend wirken, einige Bakterien können den
Ethylen-Gehalt senken durch Abbau der Ethylen-Vorstufe ACC.

Flüchtige bakterielle Komponenten (vor allem Acetoin und 2,3-Butandiol): sind
Auslöser für p�anzliche Abwehrreaktionen, stimulieren Wachstum und vermitteln
Dürreresistenz.

Polyamine: (Putrescin, Spermidin und Spermin): Gruppe phytohormonähnlicher
Verbindungen, erhöhen die P�anzentoleranz gegen eine Vielzahl abiotischer Stress-
faktoren z.B. extreme Temperaturen, Salzgehalt, Hyperosmose, Sauersto�mangel
und Luftschadsto�e.

Die indirekte Wachstumsförderung kann durch Interaktion mehrerer Endophyten
erfolgen (Bacon & Hinton, 2006), aber auch durch Sticksto��xierung oder Schutz
vor Krankheiten u. a. mittels induzierter systemischer Resistenz (ISR).

Siderophore: Schützen vor Krankheit (Auslöser von ISR) und dienen der Eisen-
aufnahme.
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ISR: aktiviert die Wirtsabwehr gegen andere Pathogene, ausgelöst durch bakte-
rielle Metaboliten. Dazu gehören LPS (Lipopolysaccarid), Siderophore, Flagellen,
Antibiotika, Quorum Sensing N-Acylhomoserinlactone, Salicylsäure und �üchtige
Verbindungen wie Acetoin und 2,3-Butanediolsiderophores.

Antimikrobielle Komponenten: bieten u.a. Schutz gegen pilzliche Pathogene.

Knötchenbildung: Sticksto��xierung durch diazotrophe Endophyten: N2-Reduktion
und NH3-Abgabe an P�anzen. Antagonistische Wirkung gegen bodenbürtige Pa-
thogene durch endophytische Bakterien (Hallmann et al., 1997).

In Abbildung 5 erkennt man die Auswirkung zweier mit einem Endophyten in-
�zierten P�anzen (Mais und Buschbohne). Die In�zierten prägen ein vermehrtes
Wurzelwachstum aus.

Abbildung 5: Wirkungen von Bacillus mojavensis auf Wurzelwachstum, Anzahl
und Gröÿe der Seitenwurzeln. (In Anlehnung an: Bacon & Hinton [2002])

Eine Kolonisation ist aber auch durch Vektoren oder Wunden möglich.
Anlage A (Schulz & Boyle, 2006, S. 3) ist eine gute Gegenüberstellung der Charak-
teristiken, die die Interaktion von bakteriellen und fungalen Endopyten in P�anzen-
wurzeln beein�ussen.
Endophyten können Metaboliten in P�anzen produzieren, die diese zur Pathogen-
abwehr oder Stressbewältigung benutzen können. Einige Stämme sind wettbewerbs-
fähiger in einer Wirtsp�anze als in anderen (Zabalgogeazcoa & Bony, 2005). In
einzelnen untersuchten Systemen wurde gezeigt, dass der Genotyp der Wirtsp�anze
innerhalb der gleichen Art einen Ein�uss auf die Auswirkung der Interaktion mit
demselben Pilzstamm haben kann (Ernst, 2005).
Beispielhaft für Produkte aus der Interaktion zwischen Endophyt und Wirtsp�anze
seien folgend genannt.
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Eine erhöhte Produktion von Antioxidantien (Flavonide und andere phenolische
Antioxidantien) wird vermutlich ausgelöst durch die Produktion von reaktiver Sau-
ersto�spezies (ROS) durch Endophyten. ROS wird produziert zum Oxidieren und
Denaturieren vonWirtszellmembranen. Dadurch wird die Nährsto�ausscheidung aus
P�anzenzellen, die anschlieÿend von Pilzhyphen aufgenommen werden, erleichtert.
So kann die Wirtsp�anzentoleranz gegenüber ROS-beteiligten Belastungen, z. B.
Trockenheit, Krankheiten und Metalltoxitäten, verbessert werden (Aly et al., 2011).
Aber auch durch Abbbauwege, Metallbindungen oder Chelat-Systeme in Endophy-
ten kann die Schwermetallverträglichkeit auf z. B. kontaminierten Böden von Wirts-
p�anzen erhöht werden.
Phytohormone (z. B. IAA und Cytokinin) oder eine verbesserte Nährsto�absorp-
tion durch Endophyten verbessern die Fitness oder auch die Keimfähigkeit der
Wirtsp�anze. Einige biologisch aktive Pilzmetaboliten hemmen die Fotosynthese
der Wirtsp�anze (Schulz et al., 2002).
Auslöser für einen Wechsel von mutualistischer zur parasitischer Interaktion, wie
schon angesprochen, können ein Ungleichgewicht im Nährsto�austausch, Umge-
bungsveränderungen oder geringe genomische Veränderungen sein. Auch ein Wechsel
von parasitischer zu mutualistischer Interaktion ist möglich. Beispielsweise löst Col-
letotrichum magna auf Kürbisgewächsen Anthraknose aus, auf Nicht-Kürbisarten
verursacht er keine Symptome. Hier ist ein einzelnes verändertes Gen dafür verant-
wortlich, dass aus dem Parasiten ein Endophyt wird (Kogel et al., 2006). Weitere
Beispiele für den multifunktionalen Charakter der Pilze sind bei Brundrett (2006,
S. 288) gegeben. Eine Eindeutige Zuteilung der Pilze in Endophyt, Pathogen oder
Mycorrhiza ist demzufolge nicht möglich.
Stirbt die P�anze oder ist sie bereits tot, kann der vor Ort be�ndliche Endophyt
den Abbau initiieren und die Nährsto�e recyceln (Aly et al., 2011).
In Nadelbäumen wurde nachgewiesen, dass die Nadeln sterben, sobald die Endo-
phytenkolonisation einen Schwellenwert erreicht. Dies passiert i. d. R. nicht vor der
natürlichen Senesenz, da die Anzahl der Endophyten mit steigendem Alter der Na-
deln zunimmt (Butin, 1986). Ebenso ist die Baumhöhe entscheidend. Mit steigender
Höhe nimmt die Anzahl der pilzlichen Endophyten ab (Butin, 1986).
Eine dem Lebensraum angepasste Symbiose ermöglicht es P�anzen, Belastungen zu
überleben und zu wachsen (Aly et al., 2011), so hat sie einen Konkurrenzvorteil
gegenüber anderen P�anzen. Hitzetolerante mit Endophyten besiedelte P�anzen im
Yellowstone-Nationalpark oder salztolerante P�anzen in Küstennähe wären hierfür
ein Beispiel (Aly et al., 2011). Durch Umweltveränderungen, z. B. Frost oder Schad-
sto�belastungen, kann es zur Ausbreitung der Endophyten kommen (Butin, 1986).
Eine Adaption der Endophyten führt dazu, dass nicht nur besondere Wirtsp�anzen,
sondern auch spezielle P�anzenteile besiedelt werden (Rothballer et al., 2007).
Eine Hypothese die u. a. von Proksch et al. (2010) angeführt wird besagt, dass die
Grundlage für die Paclitaxelproduktion ein horizontaler Gentransfer sein müsse. Ei-
ner der Partner hat die Fähigkeit, das Produkt zu synthetisieren entwickelt und
muss es im Laufe der Evolution mittels horizontalen Gentransfers auf den Partner
übertragen haben. Proksch et al. (2010) führt an, dass Pilze die Fähigkeit erstma-
lig hatten, und auch Storch et al. (2013) gibt an, dass durch HGT (horizontalen
Gentransfer) Sekundärsto�gene in P�anzen übertragen werden.
Die P�anze wird also gegen Belastungen vom Endophyten geschützt und kann wach-
sen, im Gegenzug gibt die P�anze dem Endophyten eine räumliche Struktur (Le-
bensraum), Austrocknungsschutz, Nährsto�e und bei vertikaler Übertragung eine
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Möglichkeit der Verbreitung auf die nächste Generation (Ernst, 2005). Sie kann aber
auch die Lebensdauer des Endophyten, das Wachstum oder die Selbstverteidigung
durch Verbindungen beein�ussen.
Kurz sei noch die Drei-Wege-Symbiose erwähnt: Ein Virus be�ndet sich in einem Pilz
in einer P�anze. Die Anwesenheit des Pilzvirus im Endophyten verleiht der P�anze
Hitzetoleranz (Márquez et al., 2007). Insekten verzehren Sporen und können als als
Vektoren für Pathogene agieren.

3.3 Sto�gruppen und ihre Wirkung

Endophyten sind eine neue Quelle für bioaktive Komponenten. Dies sind Sto�e oder
Verbindungen, die direkte Auswirkungen auf einen lebenden Organismus haben. Die-
se E�ekte können günstig oder ungünstig je nach Substanz und Dosis sein, weswegen
einige Produkte erwünschter als andere sind.
Sekundärmetaboliten von P�anzen sind schon lange u. a. in der Medizin gegen
Krankheiten bekannt und werden angewendet, so z. B. Heilkräuter oder der Inhaltss-
to� Paclitaxol. Paclitaxol wurde erstmalig von Wani et al. (1971) aus der Rinde der
Pazi�schen Eibe (Taxus breoifolia) isoliert.
P�anzen, die von Endophyten besiedelt sind, können eine verbesserte Toleranz ge-
genüber biotischen und abiotischen Stressfaktoren haben, wie z. B. gegen Dürre
durch Trichoderma hamatum (Bailey et al., 2011), gegen Schwermetalle von DSE
(Ban et al., 2012), durch Piriformospora indica gegen erhöhten Salzgehalt im Boden
(Baltruschat et al., 2008) sowie Schadinsekten (Rowan et al., 1990). Problematische
Wirkungen sind z. B. toxische Wirkung auf Mensch und Nutztier (Rowan, 1993).
Ein Beispiel für das nachteilige Auftreten von Endophyten ist �Ryegrass Staggers�
(West, k. A.), auch Weidelgras-Taumelkrankheit genannt (siehe Abbildung 6). Endo-
phyten produzieren ein Toxin, das Vergiftungserscheinungen bei Pferden und Scha-
fen auslöst.

Abbildung 6: An �Ryegrass Staggers� erkrankte Schafe (Champness, Stand: 2009)

Die Entdeckung, dass Mikroorganismen, die sich innerhalb des P�anzengewebes be-
�nden können, die gleichen oder ähnliche bioaktiver Verbindungen wie ihre Wirts-
p�anze produzieren können (Alvin et al., 2014), kann bei der Herstellung homogener
Substanzen helfen. Ebenso könnte das die Ernte von langsam wachsenden P�anzen
reduzieren/vermeiden, die Biodiversität und seltene P�anzen und Bäume wie die
Pazi�sche Eibe schützen. Heute sind zahlreiche Endophyten von anderen Bäumen
bekannt, die Taxol produzieren (Schue�er & Anke, 2011, S. 268, eine Übersicht).
Bioaktive Sto�e können antibiotisch sein (antimikrobiell, antibakteriell, antifungal,
antimykobakteriell, antiviral, antitumoral, anticancerogen) und u. a. aus den Sto�-
klassen der Alkaloide, Peptide, Steroide, Terpenoide, Isocumarin-Derivate, Chinone,
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Flavonoide, Phenolsäuren (Tan & Zou, 2001), Lignane etc. stammen.
Eine Zusammenstellung p�anzlicher Metaboliten, die von Endophyten produziert
werden, ist in Tabelle 2 und Tabelle 3 (Anlage C) zu �nden. Beispielhaft sollen an
dieser Stelle deshalb nur einige genannt werden. Viele der isolierten Verbindungen
haben mehrere Wirkungsfelder. Beispielsweise können die Phenylpropanoide anti-
cancerogen, antioxidantisch, antimikrobiel, entzündungshemmend sein.
Das Peptid Coronamycin, das gegen den Malaria-Parasiten (Plasmodium falcipa-
rum) wirkt, wird aus Streptomyces sp. isoliert, der in Monstera sp. vorkommt (Ezra
et al., 2004) Das Antibiotikum Brefeldin A (antifungal, antitumor, antiviral, anti-
mitotic and cytostatic activities) von Cladosporium sp. aus Quercus variabilis (Wang
et al., 2006) wurde aus einer Kulturbrühe gewonnen. Cytomegalovirus-Protease-
Inhibitoren (Cytonic acid A und B) wurden aus einer Feststo�-Fermentation von
Cytonaema sp gewonnen(Guo et al., 2000). Als Insektizide sind z. B. die Alkaloi-
de (die auch als Sticksto�speicher gelten) oder Azadirachtin bekannt. Die meisten
antioxidantischen Bestandteile, produziert durch Endophyten, sind Phenole (Rai
et al., 2013). In Joseph & Priya (2011) wird berichtet das Endophyten mit Hilfe von
Antioxidantien Polysaccaride aufbauen (nach Liu et al, 2009)
Als Biotenside, d. h. ober�ächenaktive Substanzen, wird z. B. Surfactin gewonnen
und hier aus Kultivierten Bacillus mojavensis (Bacon & Hinton, 2011).
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3.4 Gewinnung der Metaboliten

Die Gewinnung der Metaboliten erfolgt durch Extraktion vom Wirt, mikrobielle
Produktion im Fermenter oder mikrobielle Transformation (Joseph & Priya, 2011).

Abbildung 7: Vom Endophyten zum Produkt

Wie im Schema von Abbildung 7 an dem Beispiel der geplanten Azadirachitin-
Gewinnung2 (ein Insektizid) (Fachhochschule Bielefeld, k. A.) von ausplattierten
Endophyten oder P�anzenzellkulturen ersichtlich, werden die meisten Verbindungen
gewonnen.
Endophyten können von ober�ächensterilisiertem oder internem P�anzengewebe
durch mehrere Aufbereitungsschritte gewonnen werden. Pilze und Bakterien wer-
den ausplattiert und wachsen auf de�niertem Medium. Damit werden anschlieÿend
Schüttelkulturen (sog. Vorkultur) angeimpft. Die Endophyten vermehren sich dann,
bis eine gewissen Zellzahl erreicht ist, und sind metabolisch aktiv. Von dieser Vorkul-
tur kann anschlieÿend die Hauptkultur im Fermenter inokuliert werden. Dies kann
u. a. eine Batch-Fermentation unter de�nierten Bedingungen (Temperatur, pH-Wert,
Sauersto�angebot, Mediumzusammensetzung, Umdrehungen des Rührers) sein. Am
Ende �ndet die Ernte des Sto�wechselproduktes oder des Endophyten statt und
kann aufgereingt werden. Bei einem Fermentationsprozess (aus einer Schüttelkul-
tur) können hochwertige bioaktive Produkte gewonnen werden. Die Beschreibung
eines Aufbereitungsprozesses ist bei Zinniel et al. (2002) zu �nden.
Der Nachteil der Extraktion aus der natürlichen Quelle (Baum, P�anze) ist, das
eine saisonale Abhängigkeit besteht (Endophyten produzieren z. B. Lolitem B jah-
reszeitlich variabel (siehe Riemel, 2012). Die klimatische Abhängigkeit und der Na-
turschutz seltener P�anzen machen Alternativen nötig. Ebenso könnten sich durch
Umgebungsveränderungen die durch Endophyten produzierten Verbindungen verän-
dern. Die Gewinnung der Verbindungen aus Mikroorganismen ist reproduzierbarer
und die Sto�wechselprodukte durch Medienänderung leichter zu beein�ussen. In der
Gewebekultur oder im P�anzenanbau sind spezielle Techniken erfordertlich und teil-
weise Monate des Wachstums nötig. Mikroorganismen hingegen reagieren auf Rou-
tinekulturtechniken, und durch veränderte Kulturbedingungen kann eine e�ektive
Entwicklung optimiert werden (Tejesvi & Pirttilä, 2011, S. 303)

2Forschungsprojekt der Fachhochschule Bielefeld [Laufzeit: 01.10.2013 bis 30.09.2016]
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Abbildung 8: Konfokale Laser-Mikroskop-Aufnahmen von grün �uoreszierendes
Protein (GFP) markierten Zellen vom Wildtyp S. meliloti 1021, der gesundes
Reisgewebe besiedelt. (A) Entstehung Seitenwurzel, (B) lysierte Haawurzel, (C)
Querschnitt der Pfahlwurzel, (D und G) Querschnitte von der Blattscheide über
der Stammbasis; (E und F) in Blättern. Meÿbalken: 50 µ m in den Feldern A bis
E und 20 µ m Feldern F bis G (Chi et al., 2005)

Die Überprüfung ob der Pilz ein Endophyt ist, ist umständlich und zeitaufwen-
dig. Pilzliche Endophyten werden morphologisch anhand der Sporenproduktion und
der Charakteristika der Sporen in Reinkultur bestimmt (Zaferanloo et al., 2012, S.
383) oder durch molekulare Methoden. Beispielsweise, die Identi�kation der Pilze
über ITS-rDNA-Sequenzen, einen species-Level-Molecular-Marker vom Pilz (Com-
bès et al., 2012) sowie durch erfolgreiche Reinfektion und Reisolation erfolgen (Schue�-
ler & Anke, 2011, S.267).
Die Überprüfung bakterieller Endophyten kann mit 3 Methoden erfolgen: durch
Ober�ächensterilisation der Wirtsp�anze und Isolierung auf Wachstumsmedien; durch
PCR von 16S rDNA oder anderen bakteriellen oder pilzlichen Markergenen von
DNA oder RNA; durch In-situ-Detektion mit immunologische Methoden wie grün
�uoreszierende Markierung (GFP, siehe Abbildung 8) oder phylogenetische Oligo-
nukleotidsonden und Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) oder monoklonale
Antikörper (Rothballer et al., 2007).
So wurde beispielsweise der endopytische Pilz Fusarium oxysporum mit Submers-
fermentation oder Feststo�-Fermentation gewonnen. Dieser Endophyt ist pathogen
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für die einen und nicht pathogen für die anderen Wirte (Alabouvette et al., 2001,
Kap. 8).
Problematisch an den Endophyten ist, dass sie die bioaktiven Substanzen nur für
eine kurze Zeit in vitro produzieren und während der Subkultur sterben oder in
der Produktion der Sekundärmetabolite beeinträchtigt werden oder in vitro sogar
überhaupt nicht wachsen (Tejesvi & Pirttilä, 2011, S. 304). So erklärt Young et al.
(2006), dass das Alkaloid Loline in Kultur nicht oder nur gering produziert werden
konnte und in der P�anze in hohem Maÿe ausgeprägt worden sei. Ein Problem ist,
dass einige Wechselwirkungen, die in planta statt�nden, nicht bekannt sind und
Signalwege nicht im Ganzen nachvollzogen werden können (Kawaide et al., 1995).
Aus Kulturbrühen wird z. B. das Phytohormon GA1 gewonnen. Auch (Kawaide
et al., 1995) erwähnt, dass es Probleme mit der Detektion von GA3 gegeben habe.
Bastián et al. (1998) haben IAA und GA1 sowie GA3 mit Acetobacter diazotrophicus
und Herbaspirillum seropedicae im de�nierten Kulturmedium hergestellt.
Wei et al. (2010) beschäftigten sich erfolgreich mit der Transformation eines Taxol
produzierenden endopytischen Pilzes (Ozonium sp.).
Verza et al. (2009) beschreiben die Gewinnung von Tetrahydrofuran Lignan vom en-
dophytischen Pilz Phomopsis sp. durch Biotransformation der Verbindung Grandi-
sin. Endophyten sind nach Verza et al. (2009) schon erfolgreich für eine erfolgreiche
Biotransformation von natürlichen Produkten benutzt worden. Biotransformation
wird bei Pimentel et al. (2011) nach Borges (2007) de�niert als die Verwendung
von biologischen Systemen um chemische Veränderungen auf Komponenten zu pro-
duzieren, die nicht ihre natürlichen Substrate sind. Die Biotransformation �ndet
auch Anwendung bei der Produktion von �üchtigen Bestandteilen, wie z.B. Vanillin
(Joseph & Priya, 2011). Ein wichtiger Aspekt ist das die Produkte als natürlich
gekennzeichnet werden können (Joseph & Priya, 2011).

3.5 Anwendung

� in der Medizin

zur Therapie in der Krebserkrankung:
Taxol, Epoposid (Derivat des Podophyllotoxin), Derivate des Camptothecin als Vor-
stufe zum Krebsmedikamentbestandteil Topotecan und Irinotecan

� in der Landwirtschaft

1. Insektizid: Die neuseeländische Firma PGG Wrightson Seeds mit Fokus
auf Forschung und Entwicklung in der P�anzenzüchtung bietet diver-
se Weidelgrassorten an, die unterschiedliche Endophyten enthalten, um
verschiedene Insekten natürlich zu bekämpfen. Für mehr Informationen
be�nden sich auf der Internetseite der Firma. (PGG Wrightson Seeds,
2012) ItemBiopestizid: Muscodor albus QST 20799 ist in den USA als
Biofungizid als Alternative für Methylbromid zugelassen. Mit dem Pilz
sollen bodenbürtige Pilz und Bakterienkrankheiten in Nahrungsmitteln,
Zierp�anzen und Samen behandelt werden. Der Pilz produziert �üchtige
Verbindungen, die als Begasungsmittel eingesetzt werden können. (U. S.
Environmental Protection Agency, 2014)

2. Biofertilizer: vertrieben von der Aadicon Biotechnologies Ltd. (Mauritius)
mit Acetobacter spp. für den Einsatz in Rohrzucker, Süÿkarto�el, Mais
etc., als ein Sticksto��xierer (Aadicon Biotechnologies 2011, 2011).
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Abbildung 9: Das Medikament Taxol (Knight Science Journalism at MIT, 2010)

weitere mögliche Anwendungsgebiete:

� Mittel zur biologischen Kontrolle von Bakterien, Nematoden

� weitere antibiotische für die Humanmedizin

� Phytoremediation
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4 Diskussion

Endophyten sind Mikroorganismen, die symptomlos intra- oder interzellulär in P�an-
zen vorkommen. Durch veränderte abiotische und biotische Umweltbedingungen
oder des Genoms kann unter Umständen auch ein pathogenes Erscheinungsbild aus-
geprägt werden. Einige Endophyten sind ubiquitär und schützen die P�anze durch
ihre Interaktion vor Umweltbelastungen, Fressfeinden und Krankheiten. Eine gesun-
de P�anze wächst besser und wird nicht nur auf diese Art zum Wachstum angeregt.
Endophyten �xieren auch den atmosphärischen Sticksto� und bilden Phytohormone,
die für das P�anzenwachstum anregend sind. Noch zu wenig ist über die Signalwege
während der Interaktion bekannt. Hier besteht noch ein hoher Forschungsbedarf, um
Endophyten und ihre P�anzenmetaboliten auch erfolgreich im Labor und in ausrei-
chender Menge zu produzieren.
Ihre Metaboliten sind vielfältiger Natur, sie gehören zu den Sto�gruppen der Phy-
tohomone, Alkaloide, Steroiden, Phenylpropanoide etc. Diese Sto�gruppen haben
u. a. antibiotische Wirkungen und ein hohes Potenzial zur biologischen Kontrolle,
auch die Wechselwirkungen können zur biologischen Kontrolle genutzt werden. Sie
können beispielsweise zur Phytoredentimenation benutzt werden, um schadsto�be-
lastete Böden zu sanieren.
Das groÿePotenzial der Endophyten sollte über diese Bachelorarbeit hinaus in ei-
ner ö�entlich zugänglichenen Datenbank zur Verfügung gestellt werden. Die ständig
wachsende Anzahl von Forschungsverö�entlichungen zu dem Themenbereich der En-
dophyten beginnt unüberschaubar zu werden. Zahlreichen Forschungsarbeiten über
Endophyten in den höheren P�anzen, erfolgreich isolierte und detektierte Metabo-
liten. Umwelttoleranzen und Resistenzen sowie wachstumsfördernden Interaktionen
die den Vorteil für die P�anze bringen Antibiotische Komponenten für Mensch und
Tier. Auch die Anzahl der sequenzierten Endophyten steigt allmählich an. Aus die-
sem Grund sollte eine Datenbank erstellen werden, in der alle P�anzen sowie deren
bis jetzt gefundenen Endophyten, nebst Auswirkung für P�anze oder Umwelt durch
die Sto�wechselprodukte, eingetragen werden. Zahlreiche Endophyten-Wirtsp�anze-
Beziehungen sind bereits tabellarisch zusammengefasst und verö�entlicht worden. In
diesen Publikationen existieren einige Schnittmengen.
Wirtsspezi�sche Endophyten sind beschrieben, wobei der Begri� der Spezi�tät den
bakteriellen Endophyten vorbehalten ist, die nur einen P�anzenwirt besiedeln, an-
dernfalls sollte der Term Wirtspräferenz benutzt werden (Rothballer et al., 2007).
Gerade für diejenigen Endophyten, die ein breites Wirtsspekrum haben, sollte eine
Datenbank entwickelt werden. Und andere die ein breites Wirtsspektrum haben,
gerade für diese wäre es wichtig eine Datenbank zu entwickeln. So könnte ein bes-
seres Verständnis für die Interaktionen oder den Einsatz von gleichen Endophyten
auf anderen P�anzen (künstliche Infektion, Latchs & Christensen (1985)) entste-
hen bzw. bei der P�anzenzüchtung helfen. Es werden auch Endophyten mit neuen
Eigenschaften durch gentechnische Methoden transformiert. Diese Datenbank kann
das Wissen bündeln und verknüpft werden z. B. mit der Webseite des NCBI (Na-
tional Center for Biotechnology Information), da in naher Zukunft sicherlich auch
weitere Genome (Frank, 2011) sequenziert und weitere Endophyten und Metabolite
identi�ziert werden. Man könnte dann z. B. nach einem bestimmten Sto�wechsel-
produkt suchen und bekäme alle Endophyten genannt die bis dato bekannt sind für
das Ausprägten des Metabolits, sowie ggf. die dazugehörige P�anzenart angezeigt
bekommen. Dieses Wissen könnte dann auch von der Industrie eingesetzt werden
für die Entwicklung neuer Produkte für den Weltmarkt.
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