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Wptyw Rhizophagus irregularis na mechanizm zwiekszania odpornosci
zycicy trwatej (Lolium perenne L.) na porazenie przez Drechslera teres

Influence of Rhizophagus irregularis on the mechanism
of increasing the resistance of perennial ryegrass (Lolium perenne L.)
to infection by Drechslera teres

Matgorzata Jeske*®, Anna Baturo-Ciesniewska®, Karol Lisiecki, Dariusz Parika®, Rafat Jabtonski

Streszczenie

Zycica trwata pomimo swoich zalet, takich jak wysoka odpornoéé na udeptywanie czy tez silne krzewienie, jest roéling podatna na stresy
abiotyczne i biotyczne. Celem przeprowadzonych prac byto sprawdzenie wptywu Rhizophagus irregularis na indukowanie mechanizmow
zwiekszajacych odpornos¢ zycicy trwatej porazonej przez Drechslera teres. Trawe zasiedlong R. irregularis oraz niezasiedlong poddano
inokulacji badanym patogenem. Przeprowadzono ocene stopnia porazenia roslin. Dodatkowo materiat roslinny zostat poddany analizie
na obecnos¢ zwigzkow fenolowych oraz na zawartosc i aktywnos¢ biatek enzymatycznych. Objawy porazenia na roslinach zasiedlonych
grzybem endomykoryzowym byty mniejsze anizeli u tych bez badanego symbionta. Zawartos¢ zwigzkéw fenolowych i biatka ogdlnego
w roslinach nie réznita sie znaczgco. Wystgpity natomiast réznice w zawartosci chitynaz oraz B-1,3-glukanaz. Rezultaty uzyskane z prze-
prowadzonego eksperymentu potwierdzajg korzystny wptyw R. irregularis na rozwoj zycicy trwatej i jej wzrost odpornosci na porazenie
przez D. teres.

Stowa kluczowe: zycica trwata, grzyby patogeniczne, grzyby mykoryzowe, Rhizophagus irregularis, odpornos¢ roslin

Abstract

Perennial ryegrass, despite its advantages such as high resistance to trampling or strong tillering, is a plant susceptible to abiotic and
biotic stresses. The aim of the conducted work was to check the effect of Rhizophagus irregularis on increasing the perennial ryegrass
resistance to infection by Drechslera teres. Grass infested with R. irregularis and uninfested were inoculated with the tested pathogen.
Measurement of plant infection assessment was carried out. Additionally, the plant material was analyzed for the presence of phenolic
compounds and the content and activity of enzymatic proteins. Symptoms of infection on plants infested with the endomycorrhizal fun-
gus were smaller than those without the tested symbiont. The content of phenolic compounds and total protein in plants did not differ
significantly. However, there were differences in the content of chitinases and B-1,3-glucanases. The results obtained from the conducted
experiment confirm the beneficial effect of R. irregularis on perennial ryegrass in the fight against D. teres.
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Wstep / Introduction

Zycica trwata (Lolium perenne L.) jest jedng z najwazniej-
szych gospodarczo traw w Polsce. Jej gtownym sposobem
uzytkowania jest uprawa paszowa, jako pokarm dla zwie-
rzat. Jest tez jednym z podstawowych gatunkéow wchodza-
cych w sktad mieszanek traw gazonowych, wykorzystywa-
nych przy zaktadaniu trawnikow miejskich, rekreacyjnych
oraz w parkach. Mimo wielu zalet, posiada niska odpornos¢
na stres biotyczny i abiotyczny. W okresie wegetacji ulega
czesto porazeniu przez liczne grzyby patogeniczne mogace
ograniczacé jej wzrost i rozwoj, przyczyniajac si¢ do obnize-
nia plonowania. Do wazniejszych chordb roslin trawiastych
mozna zaliczy¢ migdzy innymi: antraknoze traw, fuzaryj-
ng zgorzel, maczniaka prawdziwego, plesn $niegowa, rdze,
rizoktoniozg traw, a takze plamisto$ci lisci, powodowane
m.in. przez gatunki rodzaju Drechslera (Li i wsp. 2020;
Wiewiora i Zurek 2023). Jednym ze sposobow ochrony
zycicy trwalej przed grzybami patogenicznymi jest wyko-
rzystanie naturalnych uktadéw symbiotycznych z arbusku-
larnymi grzybami mykoryzowymi (AGM). Szacuje sie, iz
blisko 90% roslin nawigzuje relacje z grzybami (Henkes
i wsp. 2018; Pons 1 wsp. 2020; Wilkes 2021; Zubek i wsp.
2022; Li i wsp. 2023). Ciagly rozwoj badan nad mykoryza-
mi umozliwia szersze wykorzystanie omawianego zjawiska
w gospodarce cztowieka. Stosowanie biopreparatéw staje
si¢ nowym trendem w uprawie roslin. Dobér odpowiednich
rodzajow grzyboéw w stosunku do siedliska i ro§lin przy-
czynia si¢ do ograniczenia stosowania nawozow. Arbusku-
larne grzyby mykoryzowe wspomagaja rosliny dostarczajac
substancje odzywcze oraz chronig je przed uszkodzeniami
mechanicznymi aktywujac specyficzne mechanizmy ochro-
ny przed patogenami (Linderman 1991; Li i wsp. 2014; Lo
Presti 1 wsp. 2015; Mullath i wsp. 2019; Ramirez-Flores
i wsp. 2019; Singh i wsp. 2019).

Celem przeprowadzonych prac byto sprawdzenie wply-
wu Rhizophagus irregularis na indukowanie mechanizmow
zwigkszajacych odpornos¢ zycicy trwalej porazonej przez
Drechslera teres.

Materialy i metody / Materials and methods

W przeprowadzonym doswiadczeniu wykorzystano zy-
cice trwalg odmiany Nira. Rosliny zostaly umieszczone
w wazonach, w ktorych jako podloze zastosowano od-
kazony chemicznie substrat torfowy. Zastosowano dwie
kombinacje do$wiadczalne. Pierwsza stanowily ro$liny
niezasiedlone przez grzyba endomykoryzowego rodzaju
Rhizophagus AGM—, a druga kombinacje rosliny zasiedlone
badanym symbiontem AGM+. Rosliny zostaly umieszczo-
ne w komorze klimatycznej o temperaturze 20°C z wilgot-
no$cig wzgledng powietrza na poziomie 80-90%, w cyklu
12/12 dzieninoc przez okres 10 tygodni. Po tym okresie przy-

stapiono do inokulacji roslin wcze$niej przygotowanym ma-
teriatem infekcyjnym. Stanowita go zawiesina sporzadzona
z zarodnikow konidialnych i strzgpek grzybni badanego pa-
togenu o stezeniu (2 mln cfu/1 ml). Do jej przygotowania
wykorzystano 2-tygodniowe kultury hodowane na podtozu
PDA (potato dextrose agar, Difco). Inokulacje przeprowa-
dzono za pomocg aplikatora ci$nieniowego. Kombinacje
kontrolna stanowity rosliny potraktowane woda destylowa-
ng. Nastepnie wazony z ro$linami umieszczono w izolato-
rze foliowym, zapewniajac optymalne warunki potrzebne
do prawidtowego przebiegu infekcji. Po 2, 4 1 6 dniach od
inokulacji, na podstawie objawdéw zewngtrznych, oceniono
procent porazenia ros§lin. W dalszej kolejnosci zostat po-
brany material badawczy do wykonania analiz zawartosci
zwigzkoéw fenolowych oraz zawarto$ci i aktywnosci enzy-
mow biatkowych z B-1,3-glukanaz i chitynaz.

Ocena stopnia porazenia roslin / Assessment
of the degree of plant infection

Ocena porazenia roslin w podanych terminach zostata prze-
prowadzona na 25 lisciach z kazdego powtorzenia. Ekspe-
ryment zatozono w 4 powtorzeniach, gdzie jedno powto-
rzenie stanowily 3 wazony. Przeprowadzajac oceng stopnia
porazenia wykorzystano pigciostopniowg skale (0—4),
w ktorej: 0 — liscie zdrowe, natomiast 4 —od 61 do 100% po-
wierzchni z objawami porazenia. Uzyskane dane liczbowe
z oceny porazenia wyrazone w stopniach przeksztatcono na
indeks porazenia (IP).

Przeprowadzone analizy biochemiczne / Biochemical
analyzes performed

Analiza zawartosci zwiagzkoéw fenolowych wykonana zosta-
a za pomoca metody Folin-Ciocalteau (Waterhouse 2001).
Do oznaczenia aktywnosci biatka ogolnego w poszczegol-
nych probach wykorzystano metode Bradforda (Bradford
1976). Do oceny aktywnosci glukanaz oraz chitynaz wy-
korzystana zostata zmodyfikowana metoda Abelesa (Abe-
les i wsp. 1970). Uzyskane wyniki zostaty poddane analizie
wariancji dla doswiadczen dwuczynnikowych. Dla porow-
nania warto$ci $rednich wykorzystano test Tukeya (tab. 1).

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

W wyniku przeprowadzonego eksperymentu zaobserwowa-
no widoczne réznice pomigdzy proba kontrolng a roslinami
z endosymbiontem. Sredni poziom porazenia z wszystkich
powtdrzen u roslin AGM- ksztattowal si¢ na poziomie
IP =10,21%, natomiast u ro$lin AGM+ wynosit IP = 4,79%
(rys. 1). Najwyzsze srednie porazenie ro$lin we wszystkich
kombinacjach doswiadczalnych zaobserwowano w szostym
dniu od inokulacji, i wynosito ono odpowiednio IP = 15%
dla ros$lin AGM—1 IP = 9,38% dla roslin kombinacji AGM-+.
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Tabela 1. Analiza wariancji dla uktadu badawczego (wartosci NIR)
Table 1. Analysis of variance for research design (Tuckey’s LSD)

NIR — LSD Czynnik A Czynnik B Interakcja A x B Interakcja B x A
Factor A Factor B Interaction A x B Interaction B x A
Indeks porazenia [%] . .
Infection index [%] 2,465 1,657 it et
Zwiazki fenolowe [mg/g $wiezej masy] . . .
Phenolic compounds [mg/g fresh mass] 0,159 n n i
Bialko [mg/g Swiczej masy] ni. ni. 5,376 4,023
Protein [mg/g fresh mass]
Glukanazy [nM/h/g $wiezej masy ] . . .
Glucanases [nM/h/g fresh mass] 210,756 n it ot
Chitynazy [nM/h/g $wiezej masy]
Chitinases [nM/h/g fresh mass] 379,137 200,604 536,181 401,208
NIR na poziomie istotnosci o = 0,05 — Tukey’s tests at a significance level of a = 0.05
Czynnik A = dni po inokulacji — Factor A = days after inoculation
Czynnik B = wariant symbiotyczny — Factor B = symbiotic variant
n.i. — nieistotny — non significant
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bem endomykoryzowym (AGM-) zycicy trwatej porazo-
nej przez Drechslera teres 2, 4, 6 dni po inokulacji (stupki
prezentuja odchylenie standardowe)

Infection index of colonized by mycorrhizal fungus
(AGM+) and decolonized (AGM-) of perennial ryegrass
infected by Drechslera teres 2, 4, 6 days after inoculation
(the bars present the standard deviation)

Fig. 1.

Obecno$¢ endosymbionta w roslinach zycicy trwatej wpty-
nela korzystnie na zdrowotnos$¢ roslin. Li i wsp. (2020)
zaobserwowali podobnie w swoich badaniach wigkszg od-
porno$¢ roslin zycicy trwalej zasiedlonej grzybem endofi-
tycznym na porazenie przez Bipolaris sorokiniana.
Zauwazono, iz wystepowanie endosymbiozy w korze-
niach zycicy trwalej nie przyczynito do wystgpienia rdznic
w zawartosci zwigzkow fenolowych w roslinie. Odnoto-
wany zostal ich wzrost drugiego i szostego dnia (rys. 2).
Srednia zawarto$¢ w przypadku ro§lin AGM+ wynosita
0,641 mg/g $wiezej masy, a dla ro§lin AGM— wynosita ona
0,624 mg/g $wiezej masy. Najwyzszy poziom zwigzkdéw

oraz niezasiedlonej grzybem endomykoryzowym (AGM-)
zycicy trwatej porazonej przez Drechslera teres przed in-
okulacja oraz 2, 4, 6 dni po inokulacji (stupki prezentuja
odchylenie standardowe)

Content of phenolic compounds of colonized by mycor-
rhizal fungus (AGM+) and decolonized (AGM-) of
perennial ryegrass infected by Drechslera teres before
inoculation and 2, 4, 6 days after inoculation (the bars
present the standard deviation)

Fig. 2.

fenolowych dla roslin zasiedlonych badanym endosym-
biontem zanotowano czwartego dnia, za§ najnizszy drugie-
go dnia. W przypadku roslin AGM— najwyzsza aktywnos¢
zostala odnotowana w kombinacji kontrolnej, a najnizsza
szo6stego dnia od infekcji ro§lin. Powszechnie wiadomo, iz
zwigzki fenolowe wykazujg zdolno§¢ do hamowania roz-
woju grzybow. Podczas badan prowadzonych przez Panke
i wsp. (2011) badano emisje zwigzkoéw fenolowych w ro-
$linie. Wykazano wpltyw Neotyphodium lolii na zwigksze-
nie produkcji zwiazkow fenolowych. W przeprowadzonych
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badaniach nie stwierdzono widocznego wptywu grzyba en-
domykoryzowego na wzrost zawartosci zwigzkow fenolo-
wych w roslinach. Nie zostato tez stwierdzone jednoznacz-
nie, by skorelowane byto to z obniZzeniem porazenia roslin.

W wyniku infekcji roslin przez patogeny syntetyzowa-
ne sg biatka odpornosciowe. Scisle zwigzane z reakcjami
obronnymi sg bialka PR (pathogenesis related) wywie-
rajace bezposredni wpltyw na patogena w czasie infekcji
(Talarczyk i Hennig 2001). Przeprowadzone badania nie
wykazaly istotnych roznic w zawartosci biatka ogdlnego
w roslinach pochodzacych z poszczegdlnych kombinacji
prowadzonego eksperymentu (rys. 3). Najwyzsza jego war-
tos¢ w roslinach AGM- 1 AGM+ po inokulacji wystapita
czwartego dnia, gdy nie zaobserwowano roznicy migdzy
kombinacjami. W wyniku przeprowadzonych analiz ogoélnej
aktywnosci B-1,3-glukanaz odnotowano, iz u ro§lin AGM+
we wszystkich terminach obserwacji byta ona wyzsza niz
u tych pozbawionych symbionta (rys. 4). Najwigksza ak-
tywnos$¢ tego enzymu zaobserwowano u roslin zasiedlo-
nych grzybem drugiego oraz szostego dnia po inokula-
¢ji, a najnizsza w kontrolnej kombinacji AGM—. Srednia
zawartos¢ B-1,3-glukanaz wynosita 551 nM/h/g $wiezej
masy dla AGM- i 642 nM/h/g $wiezej masy dla AGM+,
Analiza statystyczna aktywnosci enzymu wykazata réznice
migdzy roslinami zasiedlonymi i niezasiedlonymi grzybem
endomykoryzowym. W przeprowadzonym do$wiadczeniu
zaobserwowano wplyw badanego symbionta na aktywnos¢
chitynaz. Odnotowano wzrost aktywnosci enzymu w rosli-
nach AGM+. Srednia zawarto$¢ w przypadku ro§lin AGM+
wynosita 1200 nM/h/g $wiezej masy, a dla AGM— 794 nM/
h/g $wiezej masy. Najwyzszy poziom aktywnosci chitynaz
w roslinach AGM+ i AGM- odnotowano czwartego dnia od
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Rys. 3. Ogolna zawartos¢ bialka zasiedlonej (AGM+) oraz nie-
zasiedlonej grzybem endomykoryzowym (AGM-) zycicy
trwalej porazonej przez Drechslera teres przed inokulacja
oraz 2,4, 6 dni po inokulacji (stupki prezentuja odchylenie
standardowe)

Fig. 3. Total protein content of colonized by mycorrhizal fungus
(AGM+) and decolonized (AGM-) of perennial ryegrass
infected by Drechslera teres before inoculation and 2, 4,
6 days after inoculation (the bars present the standard de-
viation)
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Rys. 4. Ogolna aktywno$¢ glukanazy zasiedlonej (AGM+) oraz
niezasiedlonej grzybem endomykoryzowym (AGM-)
zycicy trwalej porazonej przez Drechslera teres przed in-
okulacja oraz 2, 4, 6 dni po inokulacji (stupki prezentuja
odchylenie standardowe)

Fig. 4. Total content of glucanas of colonized by mycorrhizal fun-
gus (AGM+) and decolonized (AGM-) of perennial rye-
grass infected by Drechslera teres before inoculation and
2,4, 6 days after inoculation (the bars present the standard

deviation)
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Rys. 5. Ogolna aktywno$¢ chitynazy zasiedlonej (AGM+) oraz
niezasiedlonej grzybem endomykoryzowym (AGM-)
zycicy trwalej porazonej przez Drechslera teres przed in-
okulacjg oraz 2, 4, 6 dni po inokulacji (stupki prezentuja
odchylenie standardowe)

Fig. 5. Total content of chitinas of colonized by mycorrhizal fun-
gus (AGM+) and decolonized (AGM-) of perennial rye-
grass infected by Drechslera teres before inoculation and
2, 4, 6 days after inoculation (the bars present the standard
deviation)

inokulacji odpowiednio 1582 i 985 nM/h/g $wiezej masy
(rys. 5). Badane enzymy charakteryzujg si¢ umiejetnoscia-
mi rozpoznawania grzyboéw chorobotworczych dla roslin.
Ograniczajg ich namnazanie i rozprzestrzenianie (Van Loon
i Van Strien 1999). Chitynazy dzigki zdolnosci hydrolizy
chityny do oligosacharydéw ograniczaja rozwoj patogendw
(El-Hadary i Tayel 2013). Potwierdzenie tego znalez¢ moz-
na w pracy Klinsukona i wsp. (2021), ktorzy wykazali duzy
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wplyw AGM na indukowanie enzyméw chitynazy roslin-
nej i B-1,3-glukanazy w roslinach eukaliptusa. Zanotowali
oni takze wyrazna poprawe¢ odpornosci roslin na porazanie
przez Cylindrocladium quinqueseptatum.

W przeprowadzonym eksperymencie potwierdzono, iz
R. irregularis ma korzystny wptyw na zycice trwalg, ponie-
waz ogranicza wystepowanie objawoéw chorobowych. Po-
dobnie Sheteiwy i wsp. (2022) w swoich badaniach wyka-
zali mozliwo$¢ wykorzystania R. irregularis do szczepienia
roslin zycicy i ciecierzycy, poniewaz wykazuje on wysoki
potencjat ochronny przed stresem biotycznym i abiotycz-
nym. Inni badacze stwierdzili znaczny wptyw tego grzyba
na zahamowanie objawow chorobowych na pomidorze po-
wodowanych przez Fusarium oxysporum. Zwrécili uwage
na fakt, ze zastosowanie szczepionki grzybow mykoryzo-
wych moze by¢ obiecujagcym podejsciem uzupelniajgcym
lub alternatywnym do fungicydéw stosowanych w ochro-
nie roslin przed groznymi patogenami (Wang i wsp. 2022).
Rowniez Pérez-de-Luque i wsp. (2017) w swojej pracy pod-
kreslili, iz interakcje podziemne zachodzace migdzy korze-
niami ros$lin pszenicy a R. irregularis sprzyjaja wzrostowi
ro$lin, zwigkszajac przyswajanie sktadnikow odzywczych
i pobudzajac ich uktad odpornosciowy. Takze inny zespot
w swoich badaniach udowodnit, ze kolonizacja korzeni wi-
noro$li przez R. irregularis wzmacnia jej barier¢ ochronng
przed Plasmopara viticola i Botrytis cinerea, powodujacy-
mi odpowiednio maczniaka rzekomego i szarg plesn. Pod-
kreslili oni, ze mykoryzacja moze by¢ obiecujacym spo-
sobem na ochron¢ winorosli przed niektérymi chorobami,
a tym samym na ograniczenie stosowania pestycydow
w winnicach (Bruisson i wsp. 2016).

Biatka PR reaguja na obecnos¢ patogenu poprzez rézne
mechanizmy obronne, ktéore pomagaja roslinom w walce
z r6znymi infekcjami i stresem wywolywanym przez czyn-
niki biotyczne. Wyrdznia si¢ 17 grup biatek PR (Zytowska
i wsp. 2011). Jednym z mechanizméw obronnych jest
zwigkszenie aktywnosci chitynaz i glukanaz, ktére hamuja
wzrost oraz rozprzestrzenianie si¢ chorobotworczych grzy-
béw (Van Loon i Van Strien 1999). Badania przeprowadzo-
ne przez wielu autorow wykazaty, ze w roslinach zasiedlo-
nych przez grzyby endomykoryzowe nastgpuje indukcja
gendéw 1 biatek zwigzanych ze stymulacja mechanizméw
obronnych po ataku patogenu. Reakcja obronna ro§liny wy-
wotana mykoryza nie ogranicza si¢ do korzenia, jest row-
niez indukowana systemicznie w cz¢$ciach nadziemnych
ro$liny (Campos-Soriano i wsp. 2012; Fiorilli i wsp. 2018;
Sanmartin i wsp. 2020; Dey i Ghosh 2022).
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Wyniki badan wlasnych wykazaly, Ze stezenie chitynazy
i B-1,3-glukanaz w roslinach, ktore zostaly zasiedlone przez
grzyby endomykoryzowe rodzaju Rhizophagus bylo wyz-
sze niz w ro$linach kontrolnych. Rozktad chityny przez chi-
tynazy moze prowadzi¢ do powstawania oligosacharydow,
ktore sg szkodliwe dla grzyboéw patogenicznych (El-Hadary
i Tayel 2013).

Uzyskane wyniki wlasne oraz innych autoréw swiadcza
o pozytywnym wplywie symbiontow zasiedlajacych rosliny
trawiaste. Szereg ich oddziatywan wptywa na zwigkszona
ochrong przed patogenami lub innymi czynnikami biotycz-
nymi i abiotycznymi. Wystgpowanie grzybéw endomykory-
zowych wspomaga syntez¢ enzymow biatkowych, przyczy-
niajac si¢ do wzrostu aktywnosci chitynaz i -1,3-glukanaz.
Prowadzone badania moga przyczyni¢ si¢ do znacznego
ograniczenia $rodkow ochrony roslin w produkcji rolne;j.
Takze Dowarah i wsp. (2021) w swojej pracy podkreslili,
iz rolnictwo XXI wieku powinno w duzej mierze opierac
si¢ na zrownowazonych praktykach rolniczych, aby spro-
sta¢ coraz wigkszemu zapotrzebowaniu na zywnos¢. W tym
preparaty AGM moga odgrywaé znaczaca rolg jako $rod-
ki ochrony ro$lin wykorzystywane w uprawach. Zapewne
przyczynig si¢ w przysztosci do ograniczenia stosowania
srodkow chemicznych i ochrony $rodowiska naturalnego.

Obecnie rynek bioproduktow, rowniez w Polsce, stale
wzbogaca si¢ o nowe efektywne $rodki do zwalczania agro-
fagow, ktore sa proekologiczng alternatywa dla preparatow
chemicznych. Przyczynia si¢ do tego rozwoj biotechnologii
i technik molekularnych oraz $wiadomos¢ producentow,
konsumentow i decydentow o zagrozeniach, jakie stwarza
nieracjonalne stosowanie pestycydow w rolnictwie.

Whioski / Conclusions

1. Rhizophagus irregularis ograniczyl porazenie zycicy
trwatej przez Drechslera teres. Mniej objawdéw cho-
robowych zanotowano u roslin zasiedlonych badanym
grzybem w stosunku do tych pozbawionych symbionta.

2. Grzyb R. irregularis znacznie wplywa na wzrost aktyw-
nosci ogolnej glukanaz.

3. Zanotowano istotny wptyw R. irregularis na wzrost ak-
tywnosci ogolnej chitynaz w poréwnaniu z roslinami
niezasiedlonymi.

4. Obecnos¢ grzyba endomykoryzowego w korzeniach nie
wptywala na zawarto$¢ zwigzkoéw fenolowych oraz biat-
ka ogblnego w zycicy trwalej.
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