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DARIUSZ PANKA

Katedra Fitopatologii, Akademia Techniczno-Rolnicza w Bydgoszczy,
ul. Ks. A. Kordeckiego 20, 85-225 Bydgoszcz
Department of Phytopathology, University of Technology and Agriculture in Bydgoszcz,
20 Ks. A. Kordecki St., 85-225 Bydgoszcz, Poland
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Summary

Occurrence of Neotyphodium coenophialum in tall fescue cultivars cultivated in
Poland and determination an endophyte inhibition effect on mycelium growth of cho-
sen microorganisms in vitro were investigated. Seventeen seed lots of 11 cultivars of
tall fescue were examined. The endophyte mycelium was dyed with bengal rose and
microscopically examined to detect N. coenophialum. Occurrence of endophyte was
checked with PCR method. Influence of endophyte on growth of 15 microorganisms
was established in the laboratory conditions on Petri dishes with PDA medium at 10,
20 and 30°C. Neotyphodium coenophialum occurred only in two seed lots, ‘Barrocco’
— 42% and Terros — 2%. Living mycelium of endophyte was isolated only from ‘Bar-
rocco’. The highest mycelium growth inhibition of Bipolaris sorokiniana, Fusarium
avenaceum, F. equiseti, Microdochium nivale and Gaeumannomyces graminis by en-
dophyte at 30°C was recorded. The highest width of growth inhibition zone (4mm) was
detected for the last pathogen. Mycelium growth of B. sorokiniana and M. nivale was
not inhibited at 10°C, and for F. avenaceum at 10 and 20°C.
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WSTEP

Trawy, podobnie jak wiele innych roslin sa czgsto zasiedlane przez symbiotycz-
ne mikroorganizmy — endofity, ktore zwykle rozwijaja si¢ w roslinie bezobjawowo.
Najlepiej poznanymi i jednoczesnie przynoszacymi roslinie-gospodarzowi najwigksze
korzysci sa grzyby endofityczne z rodzaju Neotyphodium i Epichloé. Dajac ,,schronie-
nie” takiemu organizmowi, roslina otrzymuje w zamian m.in. wigksza konkurencyj-
no$¢, lepszy wzrost, mniejsza podatno$¢ na stres suszy, wigksza odpornos¢ na zero-
wanie szkodnikow i porazenie przez patogeny (Malinowski iin.,, 2005, Popay
iBonos 2005).

Do asocjacji majacych najwigksze znaczenie zalicza si¢ Neotyphodium
lolii w zycicy trwalej (Lolium perenne L.), Neotyphodium uncinatum w ko-
strzewie takowej (Festuca pratensis Huds.) oraz Neotyphodium coenophialum
w kostrzewie trzcinowej (Festuca arundinacea Schreb.). Zainteresowanie nimi
wynika nie tylko ze wzgledu na korzysci jakie ma roélina, ale przede wszyst-
kim z faktu obecno$ci substancji toksycznych dla zwierzat gospodarskich w ro-
$linach zasiedlonych przez endofita. Do najlepiej poznanych toksyn mozna zali-
czy¢ m.in. ergovaling, ergovalining, ergotiaming, lolitrem B, lolitriol. Moga one
by¢ przyczyna np. ,ryegrass staggers”, ,fescue toxicosis”, ,fescue foot”, ktore
w sprzyjajacych warunkach doprowadzaja nawet do $mierci zwierzecia (Porter
i Thompson, 1992; Thompson i Stuedemann, 1993; Cross, 2001).
Choroby te sa bardzo dobrze znane szczegodlnie w Stanach Zjednoczonych, Au-
stralii i Nowej Zelandii, gdzie corocznie powoduja duze straty w produkcji zwie-
rzecej. Za korzystne oddziatywanie endofita na rosling, sa z kolei odpowiedzialne
inne produkowane przez niego zwiazki chemiczne. Najlepiej poznane to perami-
na i zwiazki lolinowe. To one wlasnie uwazane sg za gtowne czynniki warunkuja-
ce zwigkszong odpornos¢ na rézne czynniki stresowe biotyczne i abiotyczne. Per-
amina hamuje przede wszystkim zerowanie réznych szkodnikéw na roslinach
zasiedlonych, zwiazkom lolinowym przypisuje si¢ natomiast wielokierunkowe
dzialanie zmniejszajace m.in. podatnos¢ roslin na zainfekowanie przez patogeny
i zerowanie szkodnikéw oraz zwigkszajace odporno$é na stres suszy (Johnson
iin., 1985, West 1994; Siegel i Bush, 1996). Mechanizm odpornos$ci zasiedlo-
nej rosliny na okresowe niedobory wody nie jest jednak do konca poznany (Mali-
nowskiiBelesky 2000). Ponadto rosliny z endofitem sa bardziej konkurencyjne
w stosunku do nie zasiedlonych, lepiej si¢ krzewia i rosna.

Celem przeprowadzonych badan byto okreslenie zasiedlenia uprawianych w Pol-
sce odmian kostrzewy trzcinowej przez endofita — N. coenophialum oraz okreslenie
jego wpltywu na wzrost wybranych mikroorganizméw in vitro.
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MATERIAL I METODY

Zasiedlenie kostrzewy trzcinowej przez Neotyphodium coenophialum

Do badan uzyto nasion kostrzewy trzcinowej z r6znych lat zbioru, dostarczonych
przez hodowcow oraz firmy nasienne. Wykaz testowanych odmian przedstawiono
w tabeli 1.

Detekcje N. coenophialum przeprowadzono metoda mikroskopowa po uprzednim
wybarwieniu grzybni endofita w nasionach. Barwienie wykonano rézem bengalskim
wedhug metodyki Saha iin. (1988). Z kazdej proby pobierano 100 nasion i poddawano
je procesowi barwienia. Wybarwione nasiona rozgniatano na szkietkach mikroskopo-
wych, a nastepnie przegladano przy powigkszeniu 100-400x dla okreslenia wystgpo-
wania grzybni endofita. Liczba nasion z endofitem byta traktowana jako procent zasie-
dlenia badanej proby.

W celu potwierdzenia obecnosci N. coenophialum w nasionach, dla préb po-
zytywnych wykonano oznaczenie endofita metoda PCR wedlug metodyki Doss’a
i Welty’ego (1995). Izolacje DNA przeprowadzono za pomoca DNeasy Plant Mini
Kit firmy QIAGEN.

Dla sprawdzenia zywotno$ci grzybni oraz wyizolowania endofita, wysiewano
z kazdej zasiedlonej partii po 150 nasion do wazondéw z podlozem ogrodniczym.
Po 6 tygodniach wzrostu wypreparowywano najnizej potozona, nie zaschnigta pochwe
liSciowa i sprawdzano ja mikroskopowo (100—400x) pod katem obecnos$ci grzybni en-
dofita. W tym celu barwiono wewngtrzna epidermg pochwy lisciowej réozem bengal-
skim w sposob opisany przez Saha 1 in. (1988). Oznaczenie wykonywano na 100
ro$linach. Liczbg ro$lin z N. coenophialum przyjmowano za procent ich zasiedlenia
przez zywa grzybni¢ endofita.

Zroslinzasiedlonych, izolowano endofitana pozywke PDA zdodatkiem penicyliny
(100 pg x ml") i streptomycyny (100 pgx ml) (Eggestein i in., 1996). Wyktadano
w tym celu na ptytki Petriego z w/w pozywka 5 mm dtugosci skrawki pochew lisciowych
1 inkubowano w 22°C, w ciemnosci. Po ok. 3 tygodniach odszczepiano wyroste kolonie
endofita i zabezpieczano do dalszych badan.

Wplyw Neotyphodium coenophialum na wzrost mikroorganizmow

Dla okreslenia wplywu N. coenophialum na wzrost wybranych mikroorganizméw
zatozono dos§wiadczenielaboratoryjne wedtugmetodyki White’a i Cole’a (1985).
Testowane grzyby pochodzily zrizosfery, korzeniizdzbet traw zrodzaju Festuca (Tab. 2).
Doswiadczenie przeprowadzono na plytkach Petriego zpozywka PDA. Wyktadano 5 mm
srednicy krazki pozywki PDA z grzybnia endofita na Srodek ptytkiiinkubowano w 25°C,
w ciemnos$ci do chwili osiagnigcia przez rosnaca kolonig¢ o $rednicy 10—15 mm. Nastep-
nie naktadano w peryferyjnej czgsci ptytki 5 mm krazek pozywki PDA zrosnaca grzybnia
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testowanego mikroorganizmu. Po 14 dniach dalszej inkubacji dokonywano pomiaréw
strefy zahamowania wzrostu. Doswiadczenie zalozono w temperaturze: 10, 20 i 30°C,
po 5 powtorzen w kazdej (1 ptytka to 1 powtdrzenie).

WYNIKI

Zasiedlenie kostrzewy trzcinowej przez Neotyphodium coenophialum

W kolekeji odmian kostrzewy takowej zgromadzono tacznie 17 prob nasion. Ich
zasiedlenie przez N. coenophialum bylo bardzo niskie (Tab. 1). Grzybnig¢ endofita
wykryto tylko w dwoch przypadkach: w probach nasion odmian "Barrocco’ i "Terros'.
O obecnosci N. coenophialum $§wiadczyto wystgpowanie w warstwie aleuronowe;j
nasion charakterystycznych, silnie poskrgcanych, rzadko rozgalgzionych, rozwijaja-
cych si¢ w przestworach migdzykomorkowych strzgpek endofita (Fot. 1). Zasiedlenie
proby nasion "Barrocco® bylo stosunkowo wysokie. Ponadto, nasiona tej odmiany za-
wieraly zywa grzybni¢ N. coenophialum, ktora zostata wyizolowana. Nie wykryto zy-
wej grzybni endofita w roslinach wyrostych z zasiedlonych nasion odmiany ‘Terros'.

Fot. 1. Wybarwiona strzgpka Neotyphodium coenophialum (strzalka) w warstwie aleuronowe;j
nasion kostrzewy trzcinowej, x 200.

Fig. 1. Dyed mycelium of Neotyphodium coenophialum (arrow) in aleuron layer of tall fescue
seed, x 200.
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Tabela 1
Wystgpowanie Neotyphodium coenophialum w wybranych odmianach kostrzewy trzcinowej

Table 1
Occurrence of Neotyphodium coenophialum in selected tall fescue cultivars

Liczba przetestowanych | Liczba prob nasion zasiedlonych/ % ro$lin
Odmiana prob nasion procent zasiedlenia zasiedlonych
Cultivar Number of examined Number of colonized seed lots/ % of colonized
seed lots percentage of colonization plants

Asterix 3 0 0
Barcel 1 0 0
Barnone 1 0 0
Barrocco 1 1/42 30
Cochise 1 0 0
Eldorado 1 0 0
Kord 2 0 0
QOdys 1 0 0
Rahela 2 0 0
Skarpa 2 0 0
Terros 2 1/2 0

Potwierdzono metoda PCR wystepowanie N. coenophialum w nasionach 'Bar-
rocco’ 1 ‘Terros'. Produkt amplifikacji o dtugosci 1kb, ktory zaobserwowano na zelu
agarozowym w studzienkach z naniesionym materiatem genetycznym wymienionych
odmian §wiadczy o obecnosci DNA endofita w badanych prébach (Fot. 2).

M 1273 456 7 B:9KNM

I ¢

Fot. 2. Identyfikacja Neotyphodium coenophialum w kostrzewie trzcinowej metoda PCR. M-wzo-
rzec masowy, 1-9 badane proby (1-"Terros', 4-'Barrocco’), KN-kontrola negatywna

Fig. 2. Identification of Neotyphodium coenophialum in tall fescue seeds. M-molecular weight
marker, 1-9 tested samples (1-'Terros’, 4-'Barrocco’), KN-negative control
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Wplyw Neotyphodium coenophialum na wzrost mikroorganizmow

Lacznie testowano wptyw N. coenophialum w stosunku do 15 grzybow, z ktorych
wigkszo$¢ nalezy do groznych patogendéw traw (Tab. 2). W temperaturze 30°C roz-
woj grzybni B. sorokiniana, F. avenaceum, F. equiseti, M. nivale oraz G. graminis byt
w najwigkszym stopniu hamowany przez endofita. W przypadku ostatniego patogena
zanotowano najwigksza stref¢ zahamowania wzrostu — 4 mm. Rozwdj B. sorokiniana
i M. nivale nie byl hamowany w temp. 10°C, a F. avenaceum w temp. 10 1 20°C, jed-
nakze granica styku grzybni byta wyrazna co $wiadczy o wzajemnym oddziatywaniu
mikroorganizmow. Fusarium culmorum, F. graminearum, F. poae, G. catenulatum,
G. roseum, R. solani i T. viride nie byly hamowane przez endofita, wr¢cz odwrotnie,
w réznym stopniu uniemozliwialy jego dalszy wzrost, a ich grzybnia swobodnie wrasta-
ta na grzybni¢ N. coenophialum, szczeg6lnie w temperaturze 10 i 20 °C. W najwyzszej
temperaturze zaobserwowano na styku grzybni stref¢ stabego wzrostu endofita oraz
F. graminearum i F. poae. W przypadku Pythium sp. nie zaobserwowano wzajemne-
go oddziatywania grzybni na siebie. Rozwijaly si¢ one bez przeszkdd przerastajac si¢
swobodnie. W temp. 20 1 30°C endofit oraz F. oxysporum i Drechslera sp. oddziatywa-
ly na siebie wzajemnie, granica zetknigcia si¢ grzybni byta wyrazna.

Tabela 2
Wplyw Neotyphodium coenophialum na wzrost testowanych mikroorganizmow

Table 2
Influence of Neotyphodium coenophialum on growth of examined microorganisms

. . Srednia szerokos¢ strefy zahamowania wzrostu [mm]
Mikroorganizm Average width of zone of growth inhibition [mm]
Microorganism

10 C 20 C 30 C
Bipolaris sorokiniana 0 1,0 32
Drechslera sp. 0 0
Fusarium avenaceum 0 0,8
Fusarium culmorum 0 0
Fusarium equiseti 1,4 2,2 2.8
Fusarium graminearum 0
Fusarium oxysporum
Fusarium poae 0
Gaeumannomyces graminis 2,2 3,0 4,0
Gliocladium catenulatum 0 0 0
Gliocladium roseum 0 0 0
Microdochium nivale 0 1,0 2,0
Pythium sp. 0
Rhizoctonia solani 0
Trichoderma viride 0
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DYSKUSJA

Kostrzewa trzcinowa nie nalezy do traw majacych szczegolnie duze znaczenie
w Europie, w przeciwienstwie do Stanow Zjednoczonych czy Nowej Zelandii. Wyrdznia
si¢jednak duza trwalosciaiodpornosciananiekorzystne warunki srodowiska, stad tezjest
wybierana do uprawy szczegolnie na terenach trudnych. Obecnos$¢ endofita w roslinach
moze dodatkowo zwigksza¢ odpornosé kostrzewy trzcinowej naréozne czynniki stresowe
wystepujace w sSrodowisku(Malinowski i Belesky 2000).Jej zasiedlenie przez
N. coenophialum jest jednak bardzo rézne. Moze waha¢ si¢ w granicach od 0 do nawet
100%. Niskiprocentzasiedleniajestcharakterystyczny szczeg6lnie dlakwalifikowanego
materiatu siewnego zarejestrowanych odmian réznych gatunkow traw oraz plantacji krot-
kouzytkowanych(Cappelli i Buonaurio 2001). WbadaniachP fannméller
iin. (1994) zasiedlenie kostrzew byto bardzo niskie, gdyzna 153 przebadane préby tylko
17 zawierato endofita. Najwigcej (9) iwnajwyzszym stopniu (70%) byty zasiedlone proby
nasion kostrzewy takowe;j. Z kolei na 33 proby kostrzewy trzcinowej, tylko w 4 wykryto
N. coenophialum z maksymalnym zasiedleniem, wynoszacym 32 %. Riccioni
i in. (1994) badajac zasiedlenie odmian kostrzewy trzcinowej we Wtoszech otrzyma-
li podobne rezultaty. Stwierdzili obecnos$¢ endofita w 4 odmianach na 21 przebada-
nych, przy czym najsilniej zasiedlona byta odmiana Titan (57%), pochodzaca jednakze
z USA. Rezultaty wezesniejszych badan wlasnych (Panka i Lukanowski 2001;
Panka i Sadowski 2002) nad zasiedleniem odmian zycicy trwatej réwniez po-
twierdzaja otrzymane w niniejszej pracy wyniki niskiego poziomu wystgpowania en-
dofita w odmianach kostrzewy trzcinowe;.

Znacznie wyzszy procent zasiedlenia obserwuje si¢ w naturalnych zbiorowiskach
traw, oraz plantacjach uzytkowanych przez wiele lat (Faeth iin., 2001). Wéli iin.
(2001) badajac takie zbiorowiska w Finlandii stwierdzili wystepowanie endofita w ko-
strzewie trzcinowej w 13 przypadkach na 15 przebadanych. Ich zasiedlenie natomiast
byto bardzo wysokie i wahato si¢ w przedziale od 96 do 100%.

Nizsza zywotno$¢ grzybni N. coenophialum w nasionach "Barrocco’ i catkowi-
ty brak zywej grzybni w "Terros’ byly najprawdopodobniej spowodowane nieodpo-
wiednim sposobem przechowywania nasion przez dhugi okres czasu (Siegel i in,
1985; Rolston iin., 1986; Dapprich iin., 1994). Wheatley (2005) podaje,
ze przechowywanie nasion traw w warunkach otoczenia redukuje zywotno$¢ grzybni
endofita do zera po okresie ok. 18-24 miesigcy. Obnizenie wilgotnosci powietrza do
ok. 20-30% oraz temperatury do kilku stopni powyzej 0°C moze znacznie przedluzy¢
zywotnos¢ endofita zapewniajac jednoczesnie dobre kietkowanie nasion (Clement
iin., 2004; Moyer 2004).

Potwierdzenie obecnosci endofita metoda PCR, z uzyciem specyficznych starte-
réw pozwala na jednoznaczna jego identyfikacje jako N. coenophialum, co potwierdza-
ja liczne badania (Leuchtmann i Clay 1990; Doss i Welty 1995).

Obecno$¢ endofita moze zmniejsza¢ podatno$¢ rosliny-gospodarza na pora-
zenie przez patogeny i zerowanie szkodnikow (Bacon i in.,, 1997). Schmidt
(1994) zaobserwowala w swoich badaniach wigksza odporno$¢ kostrzewy
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lakowej z endofitem na infekcje przez niektoére patogeny rozwijajace si¢ na ro-
$linach po wschodach. Jednoczes$nie stwierdzita, ze rosliny z endofitem byly bar-
dziej podatne na porazenie przez patogeny powodujace przedwschodowa zgo-
rzel siewek. Rosliny zasiedlone moga wykazywa¢ takze mniejsza podatnosc
na porazenie przez patogeny powodujace rdze i plamistosci lisci oraz wirusy
(Lewis 1996a, 1996b). W przeprowadzonych badaniach stwierdzono hamujacy wptyw
N. coenophialum na wzrost grzybni niektérych patogenéw w doswiadczeniu la-
boratoryjnym, co pozwala przypuszczaé, ze w warunkach polowych takie dzia-
tanie moze by¢ réwniez widoczne. Potwierdzaja to wczesniejsze badania wlasne,
prowadzone w do$wiadczeniu poletkowym z kostrzewa takowa zasiedlona przez
Neotyphodium uncinatum (Panka i in., 2004). Riccioni i in. (1994) bada-
jac wplyw Acremonium coenophialum (=Neotyphodium coenophialum) oraz in-
nych Acremonium sp. izolowanych z kostrzewy trzcinowej na wzrost Drechsle-
ra erytrospila 1 D. graminea na pozywce PDA stwierdzili wystgpowanie zar6wno
umiarkowanego wptywu hamujacego (strefa zahamowania wzrostu 10-20 mm) jak
i calkowitego braku wplywu. Uzyskane w przeprowadzonych badaniach wyniki
wskazuja na brak wplywu testowanego izolatu N. coenophialum na Drechslera sp.
Zaobserwowano takze brak hamujacego wplywu na rozwdj T viride, G. catenulatum
i G. roseum — grzybdw wykazujacych antagonistyczne dzialanie w stosunku do wielu
patogenéw. White i Cole (1985) zanotowali z kolei staby, hamujacy wptyw bada-
nego izolatu N. coenophialum na wzrost Trichoderma harzianum.

Wplyw endofita na rozwoj innych mikroorganizméw zalezy w bardzo duzej mie-
rze od jego genotypu i przynaleznoéci gatunkowej. Ponadto zalezy takze w duzym
stopniu od genotypu rosliny — gospodarza. Réwniez czynniki srodowiskowe jak, np.
temperatura, pH podtoza czy wilgotno$¢, maja swdj duzy udziat. Dlatego tez, ostatecz-
ny efekt obecnosci endofita jest wypadkowa dziatania wymienionych czynnikow i jest
charakterystyczny dla konkretnej asocjacji endofit/roslina — gospodarz.

Przeprowadzone badania pozwalaja na sformutowanie nastepujacych wnioskow:

— Zasiedlenie badanych odmian kostrzewy trzcinowej przez Neotyphodium co-
enophialum byto bardzo niskie, tylko dwie proby nasion zawieraly grzybni¢
endofita: ‘Barrocco’ (42%) i ‘Terros' (2%).

— Neotyphodium coenophialum wptywal hamujaco in vitro na wzrost grzybni Bi-
polaris sorokiniana, Fusarium avenaceum, F. equiseti, Microdochium nivale
oraz Gaeumannomyces graminis, szczegolnie w temperaturze 30°C.

— Neotyphodium coenophialum nie hamowat in vitro wzrostu pozytecznych mi-
kroorganizmow: Trichoderma viride, Gliocladium catenulatum i G. roseum.
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Streszczenie

Badania przeprowadzono w celu okreslenia zasiedlenia uprawianych w Polsce
odmian kostrzewy trzcinowej przez endofita — Neotyphodium coenophialum oraz
okreslenie jego wpltywu na wzrost wybranych mikroorganizmdéw in vitro. Przetesto-
wano 17 prob nasion 11 odmian kostrzewy trzcinowej. Grzybni¢ endofita wykrywa-
no metoda mikroskopowa po uprzednim wybarwieniu rézem bengalskim. Obecno$¢
N. coenophialum potwierdzano metoda PCR. Badanie wptywu endofita na wzrost
wybranych 15 mikroorganizméw przeprowadzono w warunkach laboratoryjnych na
ptytkach Petriego z pozywka PDA w temperaturach: 10, 20 i 30°C. Endofita wykryto
tylko w dwéch prébach nasion odmian Barrocco (42%) i Terros (2%). Zywa grzybnig
N. coenophialum wyizolowano z ro$lin wyrostych z zasiedlonych nasion odmiany Bar-
rocco. W temperaturze 30°C zaobserwowano najwigkszy hamujacy wpltyw endofita
na wzrost grzybni Bipolaris sorokiniana, Fusarium avenaceum, F. equiseti, Micro-
dochium nivale oraz Gaeumannomyces graminis. W przypadku ostatniego patogena
zanotowano najwigksza stref¢ zahamowania wzrostu — 4 mm. Rozwdj B. sorokiniana
i M. nivale nie byl hamowany w temp. 10°C, a F. avenaceum w temp. 10 i 20°C.
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