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Infekcja nasion traw przez endofity w kolejnych
latach uzytkowania plantacji

The infestation of seed of grasses by endophytes in successive years of harvesting

Celem badan bylto okreslenie rozprzestrzeniania si¢ infekcji nasion Festuca pratensis L. i Lolium
perenne L. przez grzyby endofityczne w zaleznosci od lat uzytkowania plantacji. Badano nasiona
z trzech kolejnych lat zbioru z plantacji F. pratensis odmiany Justa i L. perenne odmiany Vigor.
Nasiona uzyte do siewu tych plantacji byly porazone w okolo 90% grzybami endofitycznymi.
Identyfikacj¢ grzybni Neotyphodium w ziarniakach przeprowadzono metoda mikroskopowa po
zabarwieniu biekitem anilinowym. Stwierdzono, ze rok zbioru wplywa na zasiedlenie nasion przez
grzyby z rodzaju Neotyphodium. W pierwszym roku zbioru notowano 75-80% nasion porazonych.
W kolejnych latach zbioru liczba nasion porazonych wzrastala do 93% zardwno na plantacji F.
pratensis cv. ‘Justa’ jak i L. perenne cv. Vigor.

Stowa kluczowe: Festuca pratensis, grzyby endofityczne, Lolium perenne, nasiona traw, rok
uzytkowania

The objective of the study was to determine rates of spread of seed infestation by endophytic fungi
in Festuca pratensis L. cv. Justa and Lolium perenne L. cv. Vigor in three successive years of plantation
utilization. The seeds used for sowing were infected by endophytes in about 90%. To detect
Neotyphodium mycelium under the microscope, the seeds were stained with aniline blue. In the first-
year harvest, the seeds were found to be infested in 75-80%. In the subsequent years, the proportions
of infested seeds increased up to 93% in F. pratensis cv. Justa and L. perenne cv. Vigor alike.

Key words: endophytic fungi, Festuca pratensis, grasses, harvest year, Lolium perenne, seed
WSTEP

Endofitami nazywane sg mikroorganizmy, ktore czes¢ lub cate swoje zycie zasiedlaja
bezobjawowo tkanki swoich gospodarzy (Petroni, 1986). Wiele gatunkow traw moze by¢
zasiedlanych przez grzyby endofityczne, ale najczesciej grzyby te wystepuja u Lolium
perenne L. 1 Festuca spp. Do typowych endofitow zaliczane sg gatunki grzyboéw z rodzaju
Neotyphodium takie jak: N. lolii Latch, Christensen & Samuels wspolzyjacy z L. perenne,
N. coenophialum Morgan-Jones & Gams wspoltzyjacy z F. arundinacea i N. uncinatum
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Gams, Petroni & Schmidt wystepujacy u F. pratensis. Grzyby te przenoszone sa
z nasionami, a ich grzybnia zasiedla gtdownie warstwe aleuronowg (White, 1987; Siegel
iin., 1985).

Wspolzycie traw z grzybami endofitycznymi ma dodatnie i ujemne aspekty. Endofity
przynoszg trawom wiele korzysci: wzbudzaja mechanizmy tolerancji na susz¢ oraz
regeneracji uszkodzen po dtugotrwatej suszy, wptywajg na oszczgdng gospodarke azotem
i lepszg przyswajalnos¢ fosforu (Malinowski i Belesky, 2000). Trawy zasiedlone przez
endofity sa odporne na szkodniki, nicienie oraz niektére choroby (Siegel iin., 1985).
Charakteryzuja si¢ obfitszym krzewieniem, trwatoscig i wykazuja wicksza konkuren-
cyjno$¢ w stosunku do traw nie zasiedlonych przez te grzyby (Funk iin., 1994). Jednak
obecno$¢ endofitow w roslinach moze by¢ takze zagrozeniem dla zwierzat. Stwierdzono,
ze niektore z wytwarzanych przez te grzyby alkaloidow sg toksyczne dla zwierzat. Znane
sg dwie grozne choroby u bydta, ktorych czynnikiem sprawczym sg endofity wspotzyjace
z trawami na pastwiskach: “ryegrass staggers syndrome” i “fescue toxinosis” (Siegel i in.,
1985).

Dotychczasowe, nieliczne badania nad endofitami w Polsce wskazuja, ze grzyby
z rodzaju Neotyphodium zasiedlajg nasiona polskich odmian traw (Cagas i Hofbauer, 1991;
Panka i Lukanowski, 2000; Panka i Sadowski, 2002, Panka i in. 2004). Wystgpowanie tych
grzybow stwierdzano takze w roslinach pochodzacych z polskich uzytkéw zielonych
(Pfannméoller i in., 1994; Lewis, 2000). Wyniki tych prac sugeruja, Ze nasiona niektorych
odmian mogg by¢ bardzo licznie zasiedlone przez endofity, ale wyniki analiz r6znig si¢ np.
wg oceny przeprowadzonej we Francji (przez firme¢ R.A.G.T.) ziarniaki odmiany
kostrzewy takowej Pasja byty zasiedlone w 34% przez Neotyphodium uncinatum (dane nie
publikowane). Panka i wsp. (2004) donosza o zasiedleniu nasion tej odmiany w 52% przez
te grzyby. Nasze wstgpne wyniki analiz wskazuja na zasiedlenie nasion w 74%. Niewielki
zakres badan i niejednoznaczne opinie dotyczace stopnia zasiedlenia odmian przez
endofity wskazuja na konieczno$¢ poszerzenia badan nad grzybami zrodzaju
Neotyphodium oraz ich obecno$cig w materiale siewnym traw w Polsce.

Celem prac podjetych w2001 roku bylo okreslenie rozprzestrzeniania si¢ infekcji
nasion przez grzyby endofityczne u wybranych odmian Festuca pratensis L. i Lolium
perenne L. w zalezno$ci od lat uzytkowania plantacji.

MATERIAL I METODY

Materialem do badan byly ziarniaki L. perenne odmiany Vigor oraz ziarniaki F.
pratensis odmiany Justa zasiedlone w okoto 90% przez endofity. Nasiona odmiany Vigor
otrzymano w roku 2000 z INRA PG (Institut National Agrononique Paris-Grignon) we
Francji. Mikro-plantacje tej odmiany zatozono w 2001 roku na polu do$wiadczalnym
IHAR w Radzikowie, z ktorej zbierano nasiona przez okres trzech lat. Plantacja odmiany
Justa zalozona zostala w 2001 roku w ZDHAR w Bartazku. Z tej plantacji zbierano
corocznie nasiona. W 2004 przekazano proby nasion z czterech lat zbioru do analizy
w Radzikowie.
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Do wykrywania grzybow z rodzaju Neotyphodium zastosowano metode mikroskopowa
polecang przez Migdzynarodowy Zwiazek Oceny Nasion (ISTA), a opisang przez Welty
i Rennie (1985). Postepujac wedtug tej metody pobierano 500 ziarniakéw z kazdej proby,
ktore badano w 5 analizach po 100 ziarniakow kazda. Ziarniaki moczono przez okoto 15
godzin w temperaturze pokojowej w 20-30 ml 5% zasady sodowej (NaOH) zawierajacej
0,1% biekitu anilinowego. Potem nasiona ptukano w wodzie destylowanej, apo
odsgczeniu zalewano 20-30 ml laktofenolu (1:1:1:5 odpowiednio: 85% kwas mlekowy,
fenol, gliceryna i woda dejonizowana). Nastgpnie dodawano 0,1% biekitu anilinowego
i gotowano przez 15 min, po czym ptukano w destylowanej wodzie. Poszczegolne ziarniaki
umieszczano na szkietku podstawowym w kropli roztworu gliceryny i destylowanej wody
(w stosunku 1:2), przykrywano szkietkiem przykrywkowym i przegladano przy uzyciu
mikroskopu $wietlnego pod powigkszeniem x 100 oraz x400. Notowano liczbg¢ ziarniakow,
w ktdrych stwierdzono obecnos¢ strzepek grzybni Neotyphodium.

WYNIKI I DYSKUSJA

W analizowanych probach nasion stwierdzono wysoki stopien infekcji ziarniakow
przez grzyby zrodzaju Neotyphodium siegajacy 93% zaréwno u kostrzewy lakowe;j
odmiany Justa, jak i u zycicy trwatej odmiany Vigor (tab. 11 2).

Tabela 1
Zawartos$¢ endofitow w nasionach kostrzewy lakowej (Festuca pratensis) odm. Justa w kolejnych latach
uzytkowania plantacji
Endophyte content in seed of meadow fescue (Festuca pratensis) cv. Justa in particular years of seed

harvesting
Pochodzenic nasion Rok zbioru nasion Rok uzytkowania p_lantacp Procent nasion zasiedlonych przez
Origin of seeds Year of seed harvest Year of plantation endofity
utilization Percentage of seeds with endophytes
Bartazek 2001 Siew plantaci | 932
Plantation sowing

. I rok zbioru
Bartazek 2002 I year of harvest 76,8

. IT rok zbioru
Bartazek 2003 11 year of harvest 92,8

. 111 rok zbioru
Bartazek 2004 111 year of harvest 89,8
NIR Fischera

LSD according to Fischer 19,8

Badania przeprowadzone w wielu krajach Ameryki i Europy wykazaty, ze wiele gatunkow
traw moze by¢ zasiedlane przez grzyby endofityczne. Wysokie zasiedlenie nasion,
dochodzace nawet do 100%, stwierdzano najczesciej u gatunkoéw Festuca i Lolium perenne
(Funk 1in., 1994; Schéberlein i in., 1995; Eggestein i in., 1996; Guillaumin i in., 2000;
Leyronas i Raynal, 2001; Cagas, 2005). W wielu pracach znalezé mozna réwniez
informacje o 100% porazeniu traw na pastwiskach (Welty i in., 1986; Fletcher i Easton,
2000; Reed iin., 2000). Badania nasion pochodzacych z naturalnych zbiorowisk traw
w Finlandii (Wili iin., 2000), wykazaty duze zréznicowanie wich zasiedleniu przez
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Neotyphodium spp. Najwyzsze jednak zasiedlenie stwierdzono u rodzaju Festuca. Lewis
(1996) donosi, ze w wielu europejskich krajach trawy, a w szczegolno$ci dzikie populacje
Lolium perenne, sg czgsto zasiedlane przez grzyby endofityczne. W Polsce badania nad
endofitami dotyczyly jedynie kilku odmian L. perenne oraz jednej odmiany F. pratensis
(Panka i Lukanowski, 2000; Panka i Sadowski, 2002; Panka i in., 2004). Uzyskane przez
tych autorow wyniki wykazaty do$¢ niskie zasiedlenie ziarniakoéw u odmian zycicy trwatej,
a dos¢ wysokie u kostrzewy tgkowej odmiany Pasja (52%).

Tabela 2
Zawarto$¢ endofitow w nasionach zycicy trwalej (Lolium perenne) odm. Vigor w Kolejnych latach
uzytkowania plantacji
Endophytes content in seed of perennial ryegrass (Lolium perenne) cv. Vigor in particular years of seed

harvesting
Pochodzenic nasion Rok zbioru nasion Rok uzytkowania p}antaql Procent nasion zasiedlonych przez
Origin of seeds Year of seed harvest Year of plantation endofity
utilization Percentage of seeds with endophytes
INRA — Francja 2000 Siew plantaci | 88,0
Plantation sowing
Radzikow 2002 Irok zbioru 78.8

I year of harvest

. 11 rok zbioru
Radzikow 2003 Il year of harvest 88,0

. III rok zbioru
Radzikow 2004 111 year of harvest 30

NIR Fischera
LSD according to Fischer

Wstepne nasze badania wskazywaty na duze réznice w zawartosci endofitow w probach
nasion pochodzgcych z rdéznych plantacji tej samej odmiany np. dla kostrzewy lgkowej
odmiany Pasja zakres w probach wahat si¢ od 12% do 74%, a dla odmiany Justa od 55%
do 83% (dane nie publikowane). Wyniki te sugeruja, ze wptyw na zawartos¢ endofitow
w nasionach moze mie¢ wiele czynnikéw np. zasiedlenie materialu uzytego do siewu
plantacji, lata uzytkowania plantacji lub mikroklimat plantacji szczegolnie sprzyjajacy
rozwojowi tych grzybow. Prezentowane badania sg proba wyjasniania tego zjawiska.

Do badan wykorzystano nasiona kostrzewy tgkowej odmiany Justa i zycicy trwatlej
odmiany Vigor o znanym, wysokim stopniu zasiedleniu przez endofity, ktore okreslono
metoda barwienia blgkitem anilinowym. Uzyty barwnik powodowal wybarwienie grzybni
endofita, ktora zasiedlata gltéwnie warstwe aleuronowa (rys. 1 i2). Rozmieszczenie
grzybni w ziarniakach moze by¢ jednak rozne (Pronczuk, 2005). Wielu autorow
obserwowato duze jej zaggszczenie w warstwie aleuronowej blisko jadra, co wskazywato
na jej zwigzek takze z zarodkiem (Siegel i in., 1985; Welty i in., 1986).

Czteroletnie badania wykazaly, ze nasiona zebrane w pierwszym roku uzytkowania,
zarowno z mikro-plantacji zatozonej w Radzikowie, jak i z plantacji produkcyjnej zloka-
lizowanej w Bartazku, byly w znacznie mniejszym stopniu zasiedlone przez endofity niz
material uzyty do siewu (tab. 1 12). Jednakze w nastgpnych latach uzytkowania
obserwowano tendencje do sukcesywnego wzrostu liczby nasion z endofitami. W trzecim
roku uzytkowania procent zasiedlonych nasion byl zblizony lub nawet przewyzszat
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material wyjsciowy. Infekcja nasion kostrzewy takowej odmiany Justa wahata si¢ od
76,8% w pierwszym roku 92,8% w drugim i 89,8% w trzecim roku uzytkowania plantacji
(tab. 1). Podobnie przedstawiaty si¢ wyniki uzyskane dla nasion zycicy trwalej odmiany
Vigor. Ziarniaki zebrane w pierwszym roku byly zasiedlone przez endofity w 78,8%,
w drugim w 88,0%, a w trzecim roku uzytkowania plantacji w 93,0% (tab. 2).

Rys. 1. Wybarwione strzepki grzybni Neotyphodium sp. widoczne pomiedzy ziarnami aleuronowymi
u kostrzewy lakowej (Festuca pratensis)
Fig. 1. Hyphae of Neotyphodium sp. associated with aleurone layer in seeds of meadow fescue (Festuca
pratensis) stained with aniline blue

O podobnym wzroscie infekcji nasion przez endofity w kolejnych latach zbioru nasion
donosi Cagas (2005). W jego badaniach tendencja wzrostowa zaznaczyla si¢ wyraznie
w przypadku uzycia do siewu nasion o nizszym stopniu infekcji. Rolston i Rowarth (1995)
uwazaja, ze wmomencie rozprzestrzeniania si¢ infekcji nie zawsze nast¢puje pelna
transmisja endofita i dlatego nie we wszystkich wytworzonych przez rosline pedach grzyb
jest obecny. Hume i wsp. (2000) podaja, ze zrodtem infekcji dla nowych upraw nasiennych
i pastewnych mogg by¢ takze zasiedlone przez endofity nasiona znajdujace si¢ w stanie
spoczynku w glebie, co w pewnym stopniu moze tlumaczy¢ obserwowany w niniejszych
badaniach coroczny wzrost porazenia. Lewis (1996) twierdzi, ze duzy wptyw na obecnosé¢
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endofitéw ma wiek plantacji, a im starsza plantacja, tym wigksze porazenie ro$lin przez te
grzyby. Nie potwierdzajg tego jednak wyniki uzyskane przez Siegel i wsp. (1984), ktorzy
nie obserwowali znaczgcych roznic w poziomie infekcji nasion u kostrzewy lgkowej
w ciggu 4 lat uzytkowania plantacji. Wyniki badan Cagasa (2005) wskazujg takze na duza
stabilno$¢ zasiedlenia nasion przez endofity w dalszych latach zbioru w przypadku uzycia
do siewu nasion o wysokim stopniu infekcji przez endofity.

Rys. 2. Strzepki grzybni Neotyphodium sp. widoczne pomiedzy ziarnami aleuronowymi u zycicy trwalej
(Lolium perenne)
Fig. 2. Hyphae of Neotyphodium sp. associated with aleurone layer in seeds of perennial ryegrass
(Lolium perenne) stained with aniline blue

Paul i wsp. (2000) donosza, ze europejskie odmiany zycicy trwatej zawieraja mato
endofitbw w poréwnaniu z odmianami pochodzacymi z Nowej Zelandii, Australii czy
USA, ale do$¢ wysoki poziom infekcji obserwowano u odmian wyhodowanych z eko-
typow. Siegel i wsp. (1985) stwierdzili obecnos¢ Acremonium coenophialum w7 z 13
polskich ekotypow kostrzewy takowej. Autorzy ci sugeruja nawet europejskie pochodzenie
tego grzyba iuwazaja, ze analizujgc przyczyny zréznicowanego poziomu infekcji przez
endofity nalezy zwroci¢ uwage na ich obecno$¢ w materiale, z ktérego wytworzono dang
odmiang. Uzyta do badan odmiana kostrzewy lakowej Justa byta wyhodowana z ekotypow.
Natomiast pochodzenie odmiany zycicy trwalej Vigor jest nam nieznane. Mozliwe jest, ze
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nasiona lub rosliny tej odmiany mogly by¢ zakazane izolatami grzybow Neotyphodium, co
jest szeroko praktykowane w Ameryce i Nowej Zelandii (Hoveland, 2000).

Cappelli 1 Buonaurio (2000) twierdza, ze aby uniknaé¢ rozprzestrzeniania si¢ infekcji
traw przez endofity w Europie, konieczna jest reprodukcja nasion objetych programem
panstwowej oceny przy uzyciu czulych iszybkich metod wykrywajacych endofity
w nasionach, ktora obejmowataby materialy mateczne odmian. We Francji wprowadzono
juz zakaz rejestracji i obrotu nasionami odmian zawierajacych endofity (Bayle i in., 2003).

WNIOSKI

1. Nasiona traw w Polsce sg zasiedlone przez grzyby z rodzaju Neotyphodium, ktore sa
przenoszone z materialem siewnym. Wysoka infekcja nasion moze wystepowac juz
Ww pierwszym roku uzytkowania plantacji.

2. Stwierdzono, ze rok uzytkowania plantacji ma znaczenie w zasiedleniu nasion przez
grzyby z rodzaju Neotyphodium. W pierwszym roku zbioru zasiedlenie nasion jest
mniejsze niz materiatu uzytego do siewu plantacji. W kolejnych latach uzytkowania
obserwowano tendencj¢ wzrostu liczby ziarniakow zasiedlonych przez endofity.

3. Badania nasion traw na zawarto$¢ endofitow w Polsce, zwlaszcza przeznaczonych do
wysiewu na pasze dla zwierzat, sg konieczne i1 bardzo wazne gospodarczo.
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