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Poro6wnanie metody mikroskopowej
1 immunologicznej do wykrywania grzybow
endofitycznych w nasionach traw

Comparison of aniline blue staining and immunoblotting methods for detecting
endophytic fungi in grass seeds

Poréwnano efektywnos¢, pracochtonnos$¢ ikoszty dwoch metod do wykrywania grzybow
endofitycznych w nasionach traw: mikroskopowa z barwieniem bigkitem anilinowym i immunolo-
giczna. Materiatem do badan bylo 17 prob nasion pobranych z odmian, rodéw i ekotypow kostrzewy
lakowej, kostrzewy czerwonej, zycicy trwatej i §miatka darniowego. Otrzymano wyniki porownywalne
dla zasiedlenia nasion przez endofity przy zastosowaniu obu metod. Stwierdzono, Ze analiza nasion
metodg barwieniowa jest bardzo pracochlonna i dtugotrwata, poniewaz wymaga wielogodzinnych
obserwacji przy uzyciu mikroskopu, duzego doswiadczenia w rozpoznawaniu grzybni Neotyphodium
oraz odpowiednich warunkow pracy (wyciag), zapewniajacych bezpieczenstwo dla zdrowia osoby
przygotowujacej materiat do analizy. Metoda immunologiczna jest tatwa, szybka i mato pracochtonna,
ale kosztowna ze wzgledu na drogi zestaw odczynnikow sprowadzanych z USA.

Stowa kluczowe: bigkit anilinowy, grzyby endofityczne, metoda mikroskopowa, metoda
immunologiczna, nasiona traw

The objective of the study was to compare the efficiency of and the input of labour and money in
aniline blue staining and immunoblotting assays used to identify endophytic fungi infesting grass seed.
Seeds of 17 cultivars, strains and ecotypes of meadow fescue (Festuca pratensis L.), red fescue (F.
rubra L.), perennial ryegrass (Lolium perenne L.) and tufted hairgrass (Deschampsia caespitosa (L.) P.
Beauv.) were tested. Detectability of endophytes using the two methods was comparable. However, the
aniline blue staining was found to be a very laborious and time-consuming method. Moreover, great
experience of the researcher is needed to recognize the endophyte mycelium under the microscope.
Furthermore, the method requires additional laboratory equipment to protect the staff against the
harmful effects of some reagents. The immunoblotting method is comparatively more expensive, but it
is evidently easier and less labour- and time-consuming.

Key words: aniline blue, endophytic fungi, grass seed, immunoblot method, staining method
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WSTEP

Endofitami nazywane sg mikroorganizmy, ktore czes¢ lub cate swoje zycie zasiedlaja
bezobjawowo tkanki swoich gospodarzy (Petroni, 1986). Gospodarzami endofitow —
grzybow z rodzaju Neotyphodium, s czgsto trawy. Grzyby te przenoszone sg z nasionami,
a ich grzybnia zasiedla warstwe aleuronowg ziarniakow (White, 1987; Siegel i in., 1985).
Poniewaz zasiedlone ziarniaki nie posiadaja zewnetrznych objawdw, poszukiwane sg
efektywne i szybkie metody diagnostyczne (Pronczuk, 2005). Znanych jest wiele metod
stuzacych do wykrywania endofitdéw np. izolacja grzybow Neotyphodium z ziarniaka
(Bacon i White, 1994), badanie zawarto$ci wytwarzanych przez nie alkaloidow (Belesky
iin.,, 1987), wybarwianie grzybni Neotyphodium spp. bigkitem anilinowym (Welty
i Rennie, 1985) lub rézem bengalskim (Saha iin., 1988), metoda fluorescencyjna
(Dapprichi in., 1994), metoda immunologiczna (Hill i in., 2002) oraz metody molekularne
(Liu iin., 1995; Doss i Welty, 1995). Powyzsze metody roznia si¢ pracochtonnoscia,
kosztami i efektywnos$ciag wykrywania zywej grzybni. Hahn i wsp. (2000 a) podaja, ze
jedynie metoda fluorescencyjna, izolacja grzybow z ziarniaka oraz badanie zawarto$ci
alkaloidow sg zdolne wykry¢ zywa grzybni¢ Neotyphodium w nasionach traw.

Wspolzycie endofitow z trawami ma ujemne i dodatnie aspekty, dlatego jest niezb¢dne
zardbwno w hodowli traw, jak i w ocenie odmian, stosowanie szybkich i pewnych metod
wykrywania tych grzybéw w nasionach. Miedzynarodowy Zwigzek Oceny Nasion (ISTA)
poleca dwie metody diagnostyczne: barwieniowa opracowana przez Welty i Rennie (1985)
oraz immunologiczng przygotowang przez Hilla (ISTA, 2005).

Celem pracy bylo porownanie efektywnos$ci, pracochtonnosci i kosztow zwigzanych
z zastosowaniem tych metod.

MATERIAL I METODY

Materialem do badan bylo 17 prob nasion pobranych z odmian, rodéw i ekotypow
kostrzewy lakowej (Festuca pratensis L.), kostrzewy czerwonej (F. rubra L.), zycicy
trwatej (Lolium perenne L.) i$miatka darniowego (Deschampsia caespitosa (L.) P.
Beauv.). Do analizy ziarniakdbw na zawarto$¢ endofitdw zastosowano metode
mikroskopowa z barwieniem grzybni blgkitem anilinowym (Welty i Rennie, 1985)
i metod¢ immunologiczng (ISTA, 2005).

Postepujac wedlug procedury opisanej przez Welty i Rennie pobrano z kazdej proby
nasion 500 ziarniakéw do analizy. Ziarniaki moczono przez okoto 15 godzin w tempera-
turze pokojowej w 20-30 ml 5% zasady sodowej (NaOH) zawierajacej 0,1% biekitu
anilinowego. Potem nasiona ptukano w wodzie destylowanej, a po odsgczeniu zalewano
20-30 ml laktofenolu (1:1:1:5 odpowiednio: 85% kwas mlekowy, fenol, gliceryna i woda
dejonizowana). Nastepnie dodawano 0,1% biekitu anilinowego i gotowano przez 15 min
(pod wyciagiem), po czym plukano w destylowanej wodzie. Poszczegoélne ziarniaki
umieszczano na szkietku podstawowym w kropli roztworu gliceryny i destylowanej wody
(w stosunku 1:2), przykrywano szkielkiem nakrywkowym i przegladano przy uzyciu
mikroskopu $wietlnego pod powigkszeniem x100 oraz x400. Notowano liczb¢ nasion,
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w ktorych stwierdzono obecnos$¢ wybarwionych na kolor niebieski strzepek grzybni
Neotyphodium.

Analiz¢ metodg immunologiczng przeprowadzono na 100 ziarniakach wedtug proce-
dury dotaczanej do kazdego zestawu odczynnikow, ktore sprowadzono z Agrinostics Ltd.
Co., Watkinsville, GA, USA. Ziarniaki moczono przez godzing w 5% roztworze zasady
sodowej (NaOH), a potem ptukano i uktadano na nitrocelulozowg membrang znajdujaca
si¢ na gabce zwilzonej buforem ekstrahujagcym. Tak przygotowane nasiona inkubowano
przez 12 godzin w temperaturze 35-45°C (nocg). Po tym okresie ziarniaki usuwano,
a membrang suszono w 70°C przez 15 minut, po czym wktadano do szalki z 10 ml
roztworu blokujacego w celu zablokowania miejsc niespecyficznego wigzania przeciwciat
i umieszczano na wytrzasarce na 30 minut. Nastgpnie membrang zanurzano na okres 1
godziny w roztworze przeciwciata pierwotnego specyficznego dla Neotyphodium, ptukano
dwukrotnie w roztworze blokujagcym, a potem umieszczano w roztworze przeciwciata
wtornego na 1 godzing. Po moczeniu w kazdym zroztwordéw przeciwcial membrang
inkubowano w roztworze fosfatazy alkalicznej. Po ostatnim ptukaniu dodawano substrat
fosfatazy, ktory w nastepstwie dzialania enzymu zmienial barwe w miejscach, gdzie
wczesniej umieszczone byly nasiona zasiedlone przez endofity. Rodzaj reakcji
odczytywano na podstawie porownania z nasionami wzorcowymi zatagczonymi do kazdego
zestawu odczynnikow przez producenta.

Wyniki analizy podano w procentach ziarniakdéw zasiedlonych przez grzyby z rodzaju
Neotyphodium w stosunku do ogolnej liczby ziarniakow badanych. Wyniki uzyskane dla
odmian, rodéw i ekotypow przy zastosowaniu obydwu metod poréwnano przy pomocy
analizy korelacji prostej. Pracochtonnos¢ kazdej metody przedstawiono jako czas ogdlny
potrzebny na wykonanie jednej analizy oraz jako czas efektywny, w ktorym podsumowano
czas zuzyty przez pracownika na przeprowadzenie poszczegédlnych etapow analizy (bez
okreséw inkubacji i oczekiwania). Orientacyjny koszt analizy obliczono na podstawie
iloéci odczynnikdéw zuzytych na jedng probe nasion oraz ich ceng.

WYNIKI I DYSKUSJA

Przeprowadzone badania wykazaly wysoka efektywnos$¢ zaréwno metody barwienio-
wej, jak 1 immunologicznej. Badane proby pobrane z nasion odmian, rodéw i ekotypow
czterech gatunkow traw roznity si¢ pod wzgledem zasiedlenia przez endofity, a wyniki
uzyskane przy zastosowaniu kazdej z metod okazaly si¢ zbiezne. Wspotczynnik korelacji
wyniost r = 0,9991*** (tab. 1). W przypadku ziarniakow odmian i rodow zycicy trwalej
roéznice pomi¢dzy wynikami uzyskanymi dla metody immunologicznej i barwieniowej
wahaty si¢ od 0 do 8%, dla kostrzewy tgkowej od 0 do 4,8%, dla kostrzewy czerwonej od
0% do 1%, a dla ekotypow $miatka darniowego od 0,5 do 3,5%.

W badanym zestawie odmian wyrdzniata si¢ Pasja — odmiana kostrzewy lgkowej,
u ktorej nie wykryto grzybni Neotyphodium spp. w ziarniakach, zardwno metoda barwie-
niowa, jak i immunologiczng. Proba nasion tej odmiany byta oznaczona przez hodowce
jako wolna od endofitéw (E-). Odmiana ta znana byta z do§¢ wysokiego zasiedlenia nasion
przez N. uncinatum (Panka i in. 2004; Wiewiora i in., 2006). Staraniem hodowcy odmiana
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zostala uwolniona od tych grzybow, co potwierdzily powyzsze badania. Pozostate
analizowane proby nasion byty porazone przez grzyby endofityczne w ré6znym stopniu od
0,0 do 93,0% przy ocenie metodg barwieniowg i od 1,0% do 88,0% przy zastosowaniu
metody immunologicznej. Najczesciej ich obecno$¢ stwierdzano w probach pobranych
z ziarniakow odmian zycicy trwatej (2-93%) i kostrzewy takowej (74-92,8%). Wsrod
badanych odmian irodow zycicy trwalej najbardziej porazona byla odmiana Vigor.
Znacznie nizsze, a u niektorych odmian nawet §ladowe, zasiedlenie ziarniakéw notowano
uodmian kostrzewy czerwonej (0—4%), natomiast infekcja ziarniakow u niektorych
ekotypow $miatka darniowego siegata 20% (tab. 1). Smialek darniowy jest nowym
gatunkiem trawy od niedawna wprowadzonym do uprawy trawnikowej. Guillaumin i wsp.
(2000) podaja, ze $miatek darniowy wystepujacy na naturalnych uzytkach zielonych bywa
zasiedlony przez te grzyby.

Tabela 1
Poréownanie wykrywalnosci zasiedlenia nasion przez endofity przy uzyciu metody barwieniowej (MB)
i immunologicznej (MI)
Comparison of detectability of seed infestation by endophytes using aniline blue staining (MB)
and immunoblotting (MI)

Odmiany, rody i ckotypy Procent nasion zasiedlonych przez
Gatunek . . Rok zbioru nasion endofity
. Cultivars, strains and .
Species ecotypes Year of seed harvest Percentage of seeds with endophytes

MB [ MI
Pasja E- 2004 0,0 0,0
ﬁ‘gﬁﬁ:";ﬁi‘;ﬂ Justa 2001 76,8 74,0
Justa 2002 92,8 88,0
Vigor 2000 88,0 86,0
Vigor 2003 88,0 80,0
Fvcica trwala Vigor 2004 93,0 88,0
PZrennial ryegrass Ba 1229 2004 40 4,0
Ba 1233 2004 2,0 2,0
S-60-47 2004 6,5 7,0
Zastow G 5266 2004 10,0 11,0
Logro ? 3,5 4.0
Kostrzewa czerwona 134xLuba 2003 2,5 3,0
Red fescue Dark 2003 1,0 1,0
Rapsodia IT 2003 0,0 1,0
Smiatek darniowy 2/96 1996 17,5 20,0
Tufted hairgrass 7196 1996 35 9.0
13/96 1996 4,5 5,0

Wspolczynnik korelacji 0.9991

Correlation coefficient

Podejmujac badania nad poréwnaniem powyzszych metod oczekiwano zbieznych
wynikow dla zasiedlenia nasion odmian, rodoéw i ekotypow przez endofity. Autoryzowany
zestaw do testu immunologicznego byl wczesniej poréwnywany z metodami
barwieniowymi i wyniki opisane byly przez kilku autoréw (Hill iin., 2002; Hahn i in.,
2000 b). W tescie porownawczym prowadzonym w 1999 roku przez Hilla i wsp. (2002)
badano 6 prob dwdch gatunkow traw (trzy probki kostrzewy trzcinowej i trzy probki zycicy
trwatej) w czterech laboratoriach z trzema $lepymi powtorzeniami kazdej probki. Sredni
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poziom infekcji byt podobny dla obu metod immunologicznej i barwieniowej, a zmienno$¢
migdzy laboratoriami byla w zasadzie taka sama. Na tej podstawie metoda
immunologiczna zastata uznana przez ISTA (2005) jako dajgca porownywalne wyniki
z metoda barwieniowa.

Podobne badania byty przeprowadzone takze przez Hahn i wsp. (2000 b) do wykry-
wania endofitdéw zasiedlajacych rosliny kostrzewy trzcinowej, lakowej, czerwonej
i owczej. Autorzy ci pordéwnywali metode immunologiczng (tissue print immunoblot assay
— TPIA) zmetoda konwencjonalng barwienia rézem bengalskim. Stwierdzili, ze test
immunologiczny jest wystarczajaco czuly, aby wykry¢ niewielkg ilo$¢ grzybni nawet
w odgalezieniach, czy odcinkach srodkowego pedu kwiatostanu. Autorzy uznali metode
TPIA za bardzo szybka, efektywna i wiarygodng do wykrywania grzybow endofitycznych
w gatunkach Festuca. Procedura testu jest tatwa do wykonania i przydatna w badaniach
duzej liczby prob, dlatego jest zalecang technikg do rutynowych badan endofitow zaréwno
w hodowli traw, jak i pracach badawczych.

Celem naszych badan byta nie tylko ocena zbieznosci wynikow uzyskanych za pomoca
tych metod, ale gtéwnie porownanie ich pracochtonnos$ci, tatwosci wykonywania analizy
i kosztow zwigzanych ze zastosowaniem kazdej z tych metod. Dane dotyczace tej czgsci
badan zamieszczono w tabeli 2.

Tabela 2
Poréwnanie pracochlonnosci i kosztownosci metody mikroskopowej z barwieniem blekitem
anilinowym (MB) i immunologicznej (MI)
Comparison of the expenditures associated with aniline blue staining (MB) and immunoblotting

methods (MI)

Wyszczegdlnienie — Specification | MB | MI
Liczba nasion badanych w jednej probie” . .
Number of seeds examined in the sample" 300 sztuk (pieces) 100 sztuk (pieces)
C;as potrzebny do wykonania analizy ok.32h 20-21 h
Time necessary to perform the assay
Czas rzeczywisty analizy (bez inkubacji)
Real time (without incubation) ok-16h ok-8h
Liczba prob mozliwa do wykonania w tym samym czasie jedna kilka
Number of samples examined at the same time single several
Warunki pracy wyciag nie wymaga szczego6lnych
Work conditions exhauster no particular requirements
Koszt analizy jednej proby (odczynniki) ok. 15zt ok. 120 zt.
Cost of reagents per one sample c.5USD 40 USD

! Zalecana przez ISTA; Recommended by ISTA

Na ich podstawie stwierdzono, ze ocena zawartosci endofitow metoda barwieniowg jest
pracochlonna, niezbedne sg odpowiednie warunki pracy (wycigg) zapewniajace bezpie-
czenstwo dla zdrowia oraz potrzebne jest duze do$wiadczenie w rozpoznawaniu grzybni
endofitow zrodzaju Neotyphodium. Ponadto analizy mikroskopowe sa czasochlonne, po-
wodujg zmeczenie wzroku i dlatego jest mozliwe zbadanie nie wigcej niz 100—200 sztuk nasion
dziennie. Zastosowany barwnik powoduje wybarwienie strzepek grzybni, ktdra zasiedla
glownie warstwe aleuronows (rys. 11 2). Podczas kielkowania nasion grzyb przerasta skrobi¢
bielma (Siegel iin., 1985), awzrost grzybni, charakterystycznie skreconej, ale

281



Barbara Wiewiora ...

nierozgaleziajacej si¢ przebiega rownolegle do osi liscia lub zdzbta (Welty iin., 1986).
Majewska-Sawka i Nakashima (2004) stosujac metode immunologiczng mogli poszerzy¢
wiedzg o lokalizacji grzybni Neotyphodium w dojrzatych nasionach. Potwierdzili, ze duza
koncentracja grzybni wystepuje w warstwie aleuronowej, Ww obszarze bezposrednio
przylegajacym do podstawy zarodka. Badania te wskazuja, Zze metoda immunologiczna ze
wzgledu na swoja specyfike daje mozliwos¢ szerszych badan nad patogeneza roslin i nasion
przez grzyby Neotyphodium.

Lolium perenne Festuca pratensis

Rys. 1. Metoda barwienia bl¢kitem anilinowym — strzepki grzybni Neotyphodium spp. widoczne
pomiedzy ziarnami aleuronowymi w ziarniaku: Lolium perenne i Festuca pratensis
Fig. 1. Staining with aniline blue — hyphae of Neotyphodium spp. associated with aleurone layer in
Lolium perenne and Festuca pratensis seeds

rﬂlta "y
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n.l

Vigor 2003 E+ ' . o --staii- )

Rys. 2. Metoda immunologiczna — membrana przedstawiajaca nasiona wykazujace pozytywna (lewa)
i negatywna (prawa) reakcje na Neotyphodium spp. oraz kontrole (dwa dolne rzedy) pozytywna (+)
i negatywna(-)
Fig. 2. Immunoblotting method — membrane showing positive (left) and negative (right) Neotyphodium
spp. reaction, and control (two bottom rows) positive (+) and negative (-)
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Badania nasze wykazaly, ze wykrywanie endofitow w ziarniakach traw metoda
immunologiczng jest duzo tatwiejsze, mniej pracochtonne i szybsze w stosunku do metody
barwieniowej, ale bardzo kosztowne (tab. 2). Poza tym zestaw odczynnikow do testu jest
mozliwy do zakupu tylko w firmie amerykanskiej Agrinostics Ltd. Co. w Watkinsville
i musi by¢ wykorzystany w okreslonym terminie wazno$ci. Sprowadzanie zestawu jeszcze
podwyzsza koszty. Dodatkowa zaleta metody jest mozliwo$¢ testowania wigkszej liczby
prob nasion przy matym wzglednym zmeczeniu osoby wykonujacej test w poréwnaniu do
zmudnego przegladania pod mikroskopem kazdego z 500 ziarniakéw wedlug metody
barwieniowej.

WNIOSKI

1. Potwierdzono, ze wykrywanie endofitow w nasionach traw metoda mikroskopowa z
barwieniem blgkitem anilinowym imetoda immunologiczng jest efektywne,
a uzyskane wyniki sg porownywalne. Dlatego obydwie metody moga by¢ polecane do
rutynowych badan nad zawartoscig endofitow zaréwno w hodowli traw jak i ocenie
nasion.

2. Metoda barwieniowa okazata si¢ mato kosztowna, ale bardzo pracochtonna, dlugo-
trwala i wymagajaca duzego do$§wiadczenia w rozpoznawaniu grzybni Neotyphodium
oraz odpowiednich warunkow pracy (wycigg) zapewniajacych bezpieczenstwo dla
zdrowia osoby przygotowujgcej materiat do analizy.

3. Metoda immunologiczna jest tatwa, szybka i mato pracochtonna, ale kosztowna ze
wzgledu na drogi zestaw odczynnikéw sprowadzanych z USA.

4. Potwierdzono, ze odmiany, rody iekotypy traw roznig si¢ zawartos$cig endofitow
w nasionach. Wskazuje to na koniecznos¢ badania nasion na ich obecnos¢.
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