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Ocena zasiedlenia przez grzyby endofityczne
nasion wybranych mieszanek traw pastewnych
dostepnych na rynku krajowym

Endophyte infestation of grass seeds in selected fodder mixtures available on the
domestic market

Przy pomocy metody immunologicznej badano obecnos$¢ grzybéw endofitycznych w nasionach
traw wchodzacych w sktad 10 mieszanek takowo-pastwiskowych dostgpnych na rynku krajowym.
Stwierdzono, ze nasiona traw wchodzace w sktad mieszanek pastewnych mogg by¢ zasiedlone przez
grzyby endofityczne. Sposrod gatunkéow stanowiacych gldwne komponenty mieszanek najczesciej
zasiedlane byly nasiona zycicy trwatej, kostrzewy czerwonej i wiechliny takowej. Badania wskazuja,
ze uzycie na takach i pastwiskach materiatu siewnego o nieznanej zawartosci grzybow endofitycznych,
moze by¢ przyczyna wprowadzania endofitdw na tereny dotychczas wolne od nich, a to moze wptywac
na wzrost zagrozenia dla zwierzat hodowlanych.

Stowa kluczowe: endofity, materiat siewny, mieszanki pastewne, trawy

Ten fodder grass mixtures, available on the domestic market, were tested for the incidence of
endophytic fungi using the immunoblot method. All the mixtures were found to be colonized by
endophytes, irrespective of the grass species composition and the mixtures usage (pasture or meadow).
The occurrence of endophytes was highest in perennial ryegrass, red fescue and smooth-stalked
meadowgrass. It may be conclude from the results obtained that using seed material of undetermined
level of endophyte colonization on newly sown or regenerated meadows and/or pastures can result in
causing the unintended endophyte contamination of previously endophyte-free areas. The presence of
endophytic fungi in permanent grasslands can be a great threat for domestic animals.

Key words: endophyte, fodder mixtures, grasses, sowing material
WSTEP

Z punktu widzenia dobrostanu zwierzat, najbardziej korzystng formg odzywiania jest
spasanie ich na trwatych uzytkach zielonych. W celu zalozenia lub renowacji juz
istniejgcego uzytku zielonego, stosuje si¢ wysiew nasion mieszanki pastewnej o zrozni-
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cowanym sktadzie gatunkowym. Mieszanki tego typu najczgsciej zawieraja w swoim
sktadzie nastepujace gatunki traw: Lolium perenne L. (zycica trwala), Festuca pratensis
Huds. (kostrzewa takowa), F. arundinacea Schreb. (kostrzewa trzcinowa), F. ovina L.
(kostrzewa owcza) oraz F. rubra L. (kostrzewa czerwona). Gatunki te sa rownoczesnie
uwazane za glownych gospodarzy grzybow endofitycznych (glownie z rodzaju
Neotyphodium). Do najbardziej powszechnych i najlepiej poznanych grzyboéw z rodzaju
Neotyphodium naleza: N. coenophialum Morgan-Jones & Gams, N. uncinatum Gams,
Petroni & Schmidt, V. [olii Latch, Christensen & Samuels, oraz N. typhinum Morgan-Jones
& Gams (Pronczuk, 2005). W stosunku do tych grzybow stosowany jest rOwniez termin
»seed borne fungi”, poniewaz grzyby te przenosza si¢ z nasionami (White i Cole, 1986;
White, 1987). Grzybnia zasiedla gtéwnie warstwe aleuronowa, ale jej rozmieszczenie w
ziarniakach traw bywa rézne. Zasiedlone ziarniaki nie posiadajag widocznych objawow
endofitow (Wiewidra i Pronczuk, 2006).

Szkodliwos¢ grzybdw endofitycznych w stosunku do zwierzat ro§linozernych zwigzana
jest z wytwarzaniem niebezpiecznych dla zdrowia kregowcow alkaloidow, gltownie
lolitremu B oraz ergowaliny (Lewis, 2000). W wielu krajach, np.: Nowej Zelandii, czy
Stanach Zjednoczonych, choroby zwierzat wywolywane przez te toksyny stanowia
powazny problem (Zabalgogeazcoa i in., 2003). Przeprowadzone dotychczas krajowe
badania nad zasiedleniem traw przez endofity wykazaty, ze mikroorganizmy te zasiedlajg
nasiona i roéliny powszechnie wystepujacych gatunkéw traw (Panka i Zurek, 2005;
Wiewidra i in., 2008). Obecnos¢ endofitow stwierdzono takze w odmianach traw o
przeznaczeniu pastwiskowym (Wiewiora i in., 2006; 2008). Wystgpowanie endofitoéw w
runi uzytkow zielonych moze wiazac¢ si¢ z produkowaniem przez nie alkaloidow, nalezy
mie¢ pewnos¢, ze uzytki zielone oraz mieszanki stosowane do ich zakladania, badz
renowacji sg wolne od grzybow endofitycznych i dlatego sa bezpieczne dla spasanych tam
zwierzat gospodarskich.

Celem pracy byta analiza zasiedlenia przez grzyby endofityczne ziarniakow traw
wchodzacych w sktad wybranych mieszanek pastwiskowych i fakowych znajdujacych sie
na rynku krajowym.

MATERIAL I METODY

Materiat badawczy stanowity nasiona traw wchodzacych w sktad 10 mieszanek tagkowo-
pastwiskowych dostepnych na rynku. Mieszanki te zakupiono w losowo wybranych
sklepach branzy ogrodniczo-nasiennej na terenie wojewodztw: mazowieckiego i
podlaskiego. Z kazdej zakupionej mieszanki pobrano losowo probki ziarniakow do
badania.

Badanie zawartosci endofitdow metodg immunologiczng przeprowadzono na 5 losowo
wybranych z kazdej mieszanki probkach, po 100 ziarniakoéw na probke, wedtug procedury
opracowanej przez Hilla i wsp. (2002). W przypadku wykrycia w mieszance nasion traw
zasiedlonych przez endofity, z mieszanki tej wybierano po 100 nasion kazdego z gatunkdéw
wchodzacych w jej sktad. Nasiona poszczegdlnych gatunkow analizowano nastgpnie pod
katem zawartosci grzybow endofitycznych, rowniez metoda immunologiczng.
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Badang probe ziarniakow, w celu ich zmigkczenia moczono w 5% roztworze NaOH. Po
uplywie okoto godziny, nasiona ptukano destylowang woda i wyktadano na nitrocelu-
lozowa membrang umieszczong na gabce zwilzonej buforem ekstrahujacym. W wyzna-
czonych miejscach na membranie wyktadano roéwniez nasiona o stwierdzonej obecnosci
endofitow (E+) oraz wolne od endofitow (E-), ktorych probki dotaczone sa do kazdego
zestawu (kontrola pozytywna i negatywna). Membrane z ziarniakami inkubowano przez
15 godzin w temperaturze 45°C. Po inkubacji, nasiona usuwano z membrany, a membrang
suszono w suszarce w 70°C przez 15 min. lub w temperaturze pokojowej przez 1 h.
Nastepnie zalewano membrang 10 ml roztworu blokujgcego miejsca niespecyficznego
wigzania przeciwcial i wytrzgsano przez 30 min. na wytrzgsarce. Po uptywie tego czasu
zlewano roztwor blokujacy z szalki Petrie’go, zalewano membran¢ 10 ml roztworu
zawierajacego specyficzne dla Neotyphodium, przeciwciala monoklonalne i wytrzgsano
przez godzing. Potem membrang ptukano dwukrotnie w roztworze blokujacym, zalewano
roztworem przeciwciala wtornego (rabbit anti-mouse antibody) 1 wytrzasano przez
godzing. Nastepnie ptukano dwukrotnie w roztworze blokujacym, zalewano membrang
roztworem fosfatazy alkalicznej i wytrzasano przez 30 min. Po uptywie tego czasu
ponownie dwukrotnie ptukano membrang w roztworze blokujacym. Ostatnim etapem jest
dodanie chromogenu (substrat fosfatazy) oraz przykrycie szalki Petriego folig aluminiowg
i wytrzagsanie przez 20 min. do czasu wybarwienia miejsc na membranie, na ktdrych
znajdowaly si¢ nasiona E+ (rys. 1). W celu zakonczenia procesu wybarwiania, membrang
kilkakrotnie plukano w wodzie destylowanej (Trento i in., 2007).

Rys. 1. Membrana przedstawiajaca nasiona wykazujace pozytywna (lewa) i negatywna (prawa) reakcje
na Neotyphodium spp. oraz kontrole (dwa dolne rzedy) pozytywna (+) i negatywna (-)
Fig. 1. Membrane showing positive (left) and negative (right) reaction of grass seeds to Neotyphodium
spp- Two bottom rows present positive (+) and negative (-) control

WYNIKI I DYSKUSJA

Badane mieszanki byly zréznicowane pod wzgledem sktadu gatunkowego i odmia-
nowego, jak rowniez pod wzglgdem procentowego udziatu poszezegolnych komponentow.
Srednia liczba komponentéw gatunkowych w mieszankach wynosita 6,6, z wahaniami od
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2 (mieszanka nr 3) do 10 (mieszanka nr 10). Udziat traw w badanych mieszankach wahat
si¢ od 75 do 100%, pozostate gatunki to rosliny motylkowate drobnonasienne: lucerna
siewna (Medicago sativa L.) oraz 4 gatunki koniczyn (Trifolium spp., tab. 1).

Tabela 1
Sklad gatunkowy badanych mieszanek traw
Species composition of examined grass mixtures

Numer Sktad gatunkowy (%)
mieszanki Species composition (%)

oraz typ
uzytkowania

Mixture
number and
type of use
1. Meadow
Lakowa
2. Pasture
Pastwiskowa
3. Universal
Uniwersalna
4 Pasture - - 16 20 20 13 20 4 - - 4 3 -
Pastwiskowa
5. Cut
pasture
Kos$no-
pastwiskowa
6. Fodder
Pastewna
7. Fodder
Pastewna
8.Meadow-
pasture
Eakowo- - - - 5 12 38 35 10 - - - - - - -
pastwiskowa
9. Meadow
Lakowa
10. Cut
pasture
Kos$no-
pastwiskowa
Srednio 12,5 15 5 112 179 326 17 164 7 5 875 46 51 5 7
Mean
* L. multiflorum + Loliumxboucheanum

Dactylis
glomerata
Festuca
arundinac
ea
Festuca
ovina
Festuca
pratensis
Festuca
rubra
Lolium
perenne
Lolium
snn *
Phleum
pratense
Poa
pratensis
Bromus
unioloides
Medicago
sativa
Trifolium
hybridum
Trifolium
repens
Trifolium
alexandri
num
Trifolium
pratense
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Trawy w badanych mieszankach to 11 gatunkoéw: zycica trwata (Lolium perenne L.),
zycica wiclokwiatowa (L. multiflorum L.) 1 zycica mieszancowa (Lolium X boucheanum
Kunth.), kostrzewa takowa (Festuca pratensis Huds.), kostrzewa czerwona (F. rubra L.),
kostrzewa trzcinowa (F. arundinacea Schreb.), kostrzewa owcza (F. ovina L.), wiechlina
lakowa (Poa pratensis L.), tymotka takowa (Phleum pratense L.), stoklosa bezostna
(Bromus inermis Leyss.) 1 kupkowka pospolita (Dactylis glomerata L.). Gatunkami
najczesciej wystepujagcymi w badanych mieszankach byly zycice: trwala (obecna we
wszystkich badanych mieszankach), wiclokwiatowa 1 mieszancowa (lgcznie wystapity w 9
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mieszankach) oraz kostrzewa tgkowa (réwniez w 9 mieszankach). Zycica trwata byta
najczesciej i najobficiej wystepujacym gatunkiem, a jej udziat stanowit srednio 32,6% (od
15 do 70%). Pozostate gatunki wystgpowaly w mniejszym natezeniu: $rednio od 5,0%
udziatu kostrzewy owczej i stoktosy bezostnej do 17,9% dla kostrzewy czerwonej (tab. 1).

Tabela 2
Zasiedlenie przez endofity badanych mieszanek oraz ziarniakéw ich komponentéw gatunkowych
Endophyte infection of the examined mixtures and their components

Numer % porazenia Obecnos¢ endofitow w gatunkach wchodzacych w sktad mieszanki:
. . nasion Presence of endophyte in species grass included in mixture composition:

mieszanki mieszanki przez

oraz P endofity

uzytkowania . . .

Mixture Percentage of | Dactylis Festuca |Festuca| Festuca |Festuca| Lolium |Lolium| Phleum | Poa
number and endophyte glomerata |arundinacea| ovina |pratensis| rubra |perenne| spp. |pratense|pratensis
colonized seed

type of use in mixture

1. Meadow * * *
- - - - + *

Lakowa 12,0
2. Pas.ture 14.8 * * * n + + + _ *
Pastwiskowa
3. Universal 252 * * * % + + * * %
Uniwersalna
4. PasFure 335 * * * + + + - - +
Pastwiskowa
5. Cut pasture
Kosno- 26,0 * * * + + + + + *
pastwiskowa
6. Fodder 20,8 * * * n * + + + *
Pastewna
7. Fodder 20,0 ) * ¥ n % + + * %
Pastewna
8 Meadow-
pasture 22,5 % % * + + + _ + *
Lakowo-
pastwiskowa
9. Meadow 14.8 * T * _ * + + + +
Lakowa
10. Cut
pas’Fure 8.5 " i ) _ R + + * +
Kosno-
pastwiskowa

* Gatunek nie jest komponentem mieszanki; Species is not a mixture component
+ Gatunek zasiedlony przez endofity; Species colonized by endophyte
- Gatunek niezasiedlony przez endofity; Species not colonized by endophyte

Przeprowadzone analizy wykazaly, ze we wszystkich badanych mieszankach, nieza-
leznie od ich przeznaczenia i sktadu gatunkowego, obecne byly nasiona zasiedlone przez
grzyby z rodzaju Neotyphodium. Mieszanki wykazywaly zréznicowany stopien zasie-
dlenia: od 8,5% dla mieszanki ko$no-pastwiskowej (nr 10) do 33,5% dla mieszanki
pastwiskowej (nr 4). Badania wykonane na komponentach gatunkowych mieszanek
wykazaly, ze endofity wystepowaly najczgsciej w ziarniakach zycicy trwalej (w 9
mieszankach na 10 badanych) i kostrzewy czerwonej (w 5 mieszankach na 7 badanych).
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Stwierdzono réwniez, ze wszystkie proby ziarniakow wiechliny takowej wystepujacej w
sktadzie badanych mieszanek byly zasiedlone przez endofity, ale zaznaczy¢ nalezy, ze
nasiona tego gatunku wystgpity tylko w dwdch mieszankach (tab. 2).

Wyniki dotyczace obecno$ci endofitbw w materiale siewnym mieszanek posrednio
potwierdzaja rezultaty analizy zasiedlenia przez endofity ziarniakow odmian, rodow i
ekotypow 4 gatunkow traw (kostrzewy tgkowej, k. czerwonej, zycicy trwalej i $mialka
darniowego) uzyskane przez Wiewiore i Pronczuk (2006). Autorki badajac 17 prob
ziarniakow stwierdzity brak endofitéw tylko w jednej probie, za§ w przypadku 5
zasiedlenie ziarniakdw wyniosto powyzej 70%. Rownie wysokie zasiedlenie ziarniakow
traw przez endofity (dochodzace nawet do 100%), zwlaszcza u gatunkow Festuca i Lolium
perenne, notowali Funk i wsp. (1994), Schoberlein i wsp. (1995), Eggestein i wsp. (1996),
Guillaumin i wsp. (2000), Leyronas i Raynal (2001) oraz Cagas (2005).

Najwigkszy udzial w ogoélnym zasiedleniu badanych mieszanek przez endofity miaty:
zycica trwata — §rednio 33,8% (od 0 do 92,5%) i wiechlina tgkowa — $rednio 32,9% (od
21,2 do 44,6%; tab. 3).

Tabela 3
Porazenie przez endofity nasion poszczegélnych komponentéw gatunkowych mieszanek
Endophyte infestation of seeds of particular grass species in mixtures

Numer mieszanki oraz Zasiedlenie przez endofity nasion poszczego6lnych gatunkéw traw w mieszankach (%)
typ uzytkowania / Endophyte infestation of particular grass species in mixtures (%)
Mixture number and Dactylis Festuca | Festuca | Festuca | Festuca | Lolium | Lolium | Phleum | Poa
type of use glomerata | arundinacea | ovina_|pratensis| rubra_| perenne | spp. _|pratense |pratensis

1. Meadow
Eakowa - - - 0 0 0 0,0 100 -
2. Pasture Pastwiskowa - - - 46,6 0 16,9 29,7 6,8 -
3. Unlversal ) ) ) ) 75 9.5 ) ) )
Uniwersalna
4. Pasture Pastwiskowa - - - 57,6 9 12,2 - - 21,2
>. Cut pasture - - - 38 20 124 60 38 -
Koéno-pastwiskowa
6. Fodder - - - 125 - 411 308 96 -
Pastewna
7. Fodder 0 - - - - 835 16,5 - -
Pastewna
8 Meadow-pasture - - - 351 151 20 0o 298 -
Lakowo-pastwiskowa
- Meadow - 6.2 - 0 - 236 20 236 446
Lakowa
10. Cut pasture 11,8 0 235 118 235 294 0 0 -
Ko$no-pastwiskowa
Srednio 5.9 3,1 235 209 107 338 174 248 329
Mean

Udziat pozostatych gatunkoéw wchodzacych w sktad badanych mieszanek wahat si¢ $rednio
od 3,1% dla kostrzewy trzcinowej do 24,8% dla tymotki takowej. Analiza korelacji
wykazata istotng zalezno$¢ pomig¢dzy tacznym udzialem ziarniakéw zycicy trwalej,
kostrzewy lgkowej i kostrzewy czerwonej w mieszance, a stopniem zasiedlenia tej
mieszanki grzybami endofitycznymi (rys. 2).
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zasiedlenie nasion mieszanki przez endofity (%)
seed infection by endophyte in mixture (%)
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Taczny procentowy udziat zycicy trwatej oraz kostrzew: czerwonej i takowej w mieszance [%]
total percentage share of perennial ryegrass and fescues: red and tall in mixture [%)]

Rys. 2. Zalezno$¢ miedzy stopniem zasiedlenia nasion mieszanki przez grzyby endofityczne a lacznym
udzialem zycicy trwalej, kostrzewy lakowej i kostrzewy czerwonej w mieszance
Fig. 2. The relationship between endophyte infection of seeds in the mixture and contribution
of perennial ryegrass, tall fescue and red fescue in the mixture

Analizujgc sktad gatunkowy mieszanki nr 4 i nr 10 zauwazy¢ nalezy, ze w pierwszej z
nich (o 6 komponentach z grupy traw), nasiona 4 gatunkow byly zasiedlone przez grzyby
endofityczne, czyli 60% nasion traw wchodzacych w sktad tej mieszanki (tab. 1 i 2).
Ponadto najwickszy udziat w zasiedleniu miaty nasiona zycicy trwatej (57,6%), ktore w
mieszance stanowity 20% wszystkich nasion traw. W porownaniu do tego, w mieszance nr
10 o 8 komponentach z grupy traw, nasiona 5 z nich byly zasiedlone przez grzyby
endofityczne, czyli 55% nasion traw wchodzacych w sklad tej mieszanki (tab. 1 i 2).
Podobnie jak w mieszance nr 4, w mieszance ko$no-pastwiskowej nr 10 najwigkszy udziat
w zasiedleniu grzybami endofitycznymi mialy nasiona zycicy trwalej (stanowigce rowniez
20% sktadu calej mieszanki), ale wyniost on zaledwie 29,4% (tab. 3).

Wyniki te pozwalajg na stwierdzenie, Zze material siewny mieszanek pastewnych
dostepnych na rynku krajowym, moze by¢ przyczyna niezamierzonego wprowadzenia
endofitéw na tereny dotychczas wolne od nich w trakcie zakladania, badz renowacji
istniejgcych tak i1 pastwisk. Jezeli zas§ wprowadzimy z nasionami endofity produkujace
szkodliwe dla zwierzat alkaloidy, to jednoczes$nie stworzymy zagrozenie dla zwierzat
hodowlanych. Badania przeprowadzone przez Hume i Barker (2005) na pastwiskach
obsianych L. perenne wykazaly, ze nawet jezeli pastwisko zaktadane byto przy uzyciu
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materiatu siewnego wolnego od endofitow lub zasiedlonego w niewielkim stopniu, to w
kolejnych latach uzytkowania stopien zasiedlenia nasion wzrastal. Podobne wnioski w
swojej pracy odnosnie wptywu lat uzytkowania plantacji na poziom infekcji nasion traw
przez endofity przedstawia Wiewiora i wsp. (2006). Zjawisko to mozna ttumaczy¢
pozostato$cig w glebie nasion zakazonych endofitami, lub selektywno$cig bydta w zjadaniu
ro§lin zawierajacych endofity (szczegdlnie tych, ktore sg zdolne do produkeji alkaloidow,
Hume i Barker, 2005).

WNIOSKI

1. Badania materialu siewnego pastewnych mieszanek dost¢pnych na rynku krajowym
pozwalajg na stwierdzenie, ze jest on zasiedlony przez grzyby endofityczne, czasami
nawet w znacznym stopniu.

2. Sposrod gatunkow wehodzacych w sktad badanych mieszanek najczesciej zasiedlane
byty nasiona zycicy trwatej, kostrzewy czerwonej i wiechliny takowe;.

3. Konieczne jest prowadzenie monitoringu dostgpnych na rynku mieszanek
pastwiskowych pod katem obecnosci w ziarniakach grzyboéw endofitycznych.
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