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SANTRUMPOS

AM arbuskuliniai mikoriziniai / arbuscular mycorrhizal
BAC dirbtinés bakterijy chromosomos / bacterial artificial
chromosome

BAC-FISH dirbtinés bakterijy chromosomos fluorescensiné in situ
hibridizacija / bacterial artificial chromosome fluorescence
in situ hybridization

BAP 6-benzilaminopurinas / 6-benzylaminopurine

BLAST  pagrindinis vietos lygiavimo paieskos jrankis / basic local
alignment search tool

bp baziy pora / base pair

ChT chromosomy teritorijos / chromosomal territories
CR centromeriniai pasikartojimai / centromeric repeat
cv. veisleé / cultivar

DAPI 4,6-diamidino-2-fenilindolas / 4, 6-diamidino-2-phenylindole

EDTA etilendiamintetraacto rugstis / ethylenediaminetetraacetic
acid

FISH fluorescenciné in situ hibridizacija / fluorescence in situ
hybridization

gDNR / gDNA genominé  deoksiribonukleortigstis /  genomic
deoxyribonucleic acid

GISH genominé in situ hibridizacija / genomic in situ hybridization

IBA Indolo-3-sviesto riugstis / Indole-3-butyric acid

ITR intersticinis telomerinis pasikartojimas / interstitial telomeric
repeat

kb kilobazé / kilobase

KT /RT kambario temperatiira / room temperature

LTR ilgas terminalinis pasikartojimas / long terminal repeat

LAMMC, Z1 Lietuvos agrariniy ir misky moksly centras,

zemdirbystés institutas / LCAF'S, 14 — Lithuanian Centre for
Agricultural and Forestry Sciences, Institute of Agriculture
MS Murashige & Skoog
N1 / N2 / N3 Lolium perenne x Festuca gigantea hibrido numeris /
Lolium perenne x Festuca gigantea hybrid number

OTU operatyviniai taksonominiai vienetai / operational taxonomic
units
rDNR / rDNA ribosominé deoksiribonukleortgstis / ribosomal

deoxyribonucleic acid



RT
sp.
spp.
TAE
TRs

atvirkstiné transkriptazé / reverse transcriptase
rusis / species

kelios rusys / a few species
Tris-acetatas-EDTA / Tris-acetate-EDTA
tandeminiai pasikartojimai / tandem repeats
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IVADAS

Augaly kryzminimasis gamtoje yra daznas reiSkinys. Manoma, kad
alopoliploidai sudaro apie 70 % visy gaubtasekliy augaly, todel del jvykusios
hibridizacijos ir viso genomo dvigubéjimo, alopoliploidija laikoma vienu i$
svarbiausiy evoliuciniy jvykiy atsirandant gaubtasékliy augaly raSinei
jvairovei (Moreno-Aguilar ir kt., 2022). Viena polimorfiskiausiy Poaceae
Seimos augaly grupiy yra Festuca gentis (Biviliene, 2010). Siai genciai
priklauso gamtinis alopoliploidas Festuca gigantea (Hand ir kt., 2010;
Zwyrtkova ir kt., 2020), kuris aptinkamas lapuo¢iy misky bendrijose ir
parkuose (Chorlton ir kt., 1997). Beje, dél tolerancijos uzmirkimui ir maistinés
vertés §i rusis kartais pasirenkama kuriant Lolium spp. % Festuca spp. hibridus
(Chorlton ir kt., 1997). Taip pat alopoliploidiné F. gigantea rusis yra tinkamas
objektas tiriant poliploidinés evoliucijos mechanizmus. Deja, vis dar triiksta
tyrimy, iSsamiai atskleidzian¢iy genomy riisinés sudéties (toliau — genomo
sudéties) komponentus natiraliuose alopoliploiduose, susidariusiuose
gamtoje kryzminantis Lolium ir Festuca ruSims (Humphreys ir kt., 1995;
Pasakinskiené ir kt., 1997).

Vienas dazniausiai citogenetikoje taikomy metody poliploidiniy riisiy
genomo sudéciai ir specifiniy seky persitvarkymams nustatyti yra diferencinis
chromosomy spalvinimas taikant FISH/GISH metodus. Fluorescensinés in
situ hibridizacijos (FISH) metodu naudojant fluorochromais Zymétas DNR
sekas identifikuojami specifiniai chromosomy regionai (O'Connor, 2008).
Tuo tarpu genominés in situ hibridizacijos (GISH) metodu, pasitelkiant
fluorescensiniu biidu pazenklintg genomine DNR (gDNR) kaip zondg, galima
atskirti skirtingy rusiy chromosomas (Schwarzacher ir kt., 1989). Festuca
rusiy ir Festulolium hibridy alopoliploidinei kilmei ir persitvarkymams
nustatyti Sie metodai pradéti taikyti dar 1994 metais (Thomas ir kt., 1994).
Taikant §iuos metodus yra atskleisti gamtinio aloheksaploido F. arundinacea
genomo sudéties komponentai (Humphreys ir kt., 1995; PaSakinskieng ir kt.,
1997, 1998), nustatyti Lolium perenne * Festuca pratensis chromosomy
rekombinacijos daznis (Canter ir kt., 1999), Lolium chromosomy ,,trapios‘
vietos per kurias jvyksta DNR grandinés triikiai ir rekombinacija (Majka ir kt.,
2018, 2019), Lolium genomo dominavimas Festulolium hibriduose (Canter ir
kt., 1999; Glombik ir kt., 2021) ir F. pratensis subgenomo rediploidizacija
(Pasakinskiené, 2023; Pasakinskiené ir Jones, 2005). Nors atlikti svidriy ir
erai¢iny molekuliniai filogenetiniai tyrimai rodo, kad F. gigantea yra artimai
susijes su F. pratensis ir Lolium genties ruSimis: L. multiflorum,
L. temulentum bei L. perenne (Hand ir kt., 2010), taciau didziojo erai¢ino
genomo kilmes citogenetiniai tyrimai FISH/GISH metodu iki §iol nedaryti.
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Tyrimy duomenys rodo, kad beveik visi augalai turi simbiotinius rysius
su endofitiniais mikroorganizmais (Arnold, 2007), kurie padeda augalams
prisitaikyti prie aplinkos (Macia-Vicente ir kt., 2008). Beje, tai svarbaus
evoliucijos metu susiformavusio abipusiai naudingo rySio pavyzdys
(Dimijian, 2000). Vis délto, ilga laika endofity kolonizacijos vertinimas
Festuca ir Lolium rusyse apsiribojo antZzemine §iy augaly dalimi (Leyronas ir
Raynal, 2001; Leuchtmann, 1994; Leuchtmann ir kt., 2000; Roberts, 2022;
Siegel ir kt., 1990). Atsizvelgiant j §ig tyrimy spraga, atlikome $akny endofity
tyrimus F. gigantea ir artimai giminingose rii§yse. Sie tyrimai yra pirmieji
tokio pobiidzio milsy tiriamoje Festuca ir Lolium augaly grupgje.

Sis darbas susideda i§ dviejy daliy. Pirmoje darbo dalyje siekta atskleisti
gamtinio aloheksaploido F. gigantea genomo kilme. Genetinés kilmés tyrimai
buvo atlikti su F. gigantea ir jo galimy diploidiniy Lolium ir Festuca ruisiy bei
L. perenne x F. gigantea chromosomy citologiniais preparatais naudojant
FISH/GISH metoda, kuris leido diferencijuotai atskirti didziojo erai¢ino
genomo komponentus ir nustatyti centromery ir telomery poky¢ius jvykusius
L. perenne x F. gigantea hibriduose. Antroji darbo dalis skirta F. gigantea ir
giminingy risiy Sakny endofity, gryby ir bakterijy, tyrimams. DidZiojo
eraiCino rySiams su endofitiniais mikroorganizmais atskleisti buvo taikomas
endofity izoliavimas i$ augaly Sakny audinio. Tyrimas iSpléstas jtraukiant
giminingas Festuca bei Lolium genciy rasis. Be to, sékly inokuliacijos
endofitiniy gryby spory suspensijos eksperimentas leido geriau suprasti
endofity biologinj vaidmen]j augaly augimui.

Darbo tikslas — atskleisti gamtiniy F. gigantea (2n = 6x = 42)
alopoliploidy filogeneting kilme ir jy rySius su endofitais.

UZdaviniai:

1. I8tirti F. gigantea genoming sandarg pagal numanomy jo téviniy risiy,
F. pratensis, Lolium perenne, L. multiflorum, L. temulentum,
chromosomy santykj ir rekombinacijos daznj taikant GISH metoda
metafaziniy chromosomy preparatuose.

2. Nustatyti specifiniy DNR seky — ribosominés DNR, centromery ir
telomery — pokycCius F. gigantea * Lolium spp. hibriduose siekiant
atskleisti genomy persitvarkymo désningumus taikant FISH metoda.

3. Isskirti Sakny endofitiniy gryby ir bakterijy izoliatus i§ F. gigantea rusiai
giminingy Lolium bei Festuca rusiy ir L. perenne X F. gigantea hibridy,
palyginti endofity riisiy pasiskirstymg ir paplitimo daznj Saknyse.

4. ISbandyti sékly inokuliacijos ir endofitiniy gryby suspensijos poveikj
zoliniy augaly augimui.
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MOKSLINIS NAUJUMAS

Pirma kartg:

1.

Nustatyta, kad du trecdalius Festuca gigantea (2n = 6x = 42) genomo
sudaro Lolium spp. ir F. pratensis kilmés chromosominiai naujadarai.

L. perenne x F. gigantea hibriduose (2n = 4x = 28) nustatytas Fesreba
RT centromerinés sekos difuzinis pasklidimas per septynias
chromosomas, kurios gautos i$ L. perenne.

Izoliuoti F. gigantea ir giminingy Festuca spp. ir Lolium spp. risiy
bei L. perenne x F. gigantea hibridy Sakny endofitai. Nustatytas
augaly buveinés tipo ir endofity biojvairovés rysys.

Tai pirmas tyrimas, kuriame Cadophora fastigiata, Paraphoma fimeti
ir Plectosphaerella cucumerina endofitiniai grybai inokuliuoti j
L. multiflorum séklas ir parodytas jy teigiamas poveikis augaly
augimui.
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GINAMIEJI TEIGINIAI

Festuca gigantea genomas (2n = 6x = 42) susidaré dalyvaujant vienai
i8 Lolium rusiy (L. perenne arba L. multiflorum) ir F. pratensis; 28
F. gigantea chromosomos yra Lolium spp. ir F. pratensis
chromosominiai naujadarai.

L. perenne x F. gigantea hibriduose (2n = 4x = 28) stebimas
centromerinés  Fesreba RT  sekos  dispersinis  iSplitimas
chromosomose, kilusiose i§ L. perenne.

F. gigantea ir L. perenne x F. gigantea hibriduose telomeriné seka
aptinkama ir intersticinése chromosomy vietose. Visi 5S ir 45S rDNR
lokusai yra stabiliai perduodami L. perenne x F. gigantea hibridams.
Sakny endofitiniy mikroorganizmy jvairové ir gausa skiriasi tirtose
vienmetése ir daugiametése bei skirtingo ploidiSkumo Festuca ir
Lolium rusyse.

Tarp F. gigantea, L. perenne ir jy L. perenne x F. gigantea hibridy
néra atitikimo pagal Sakny endofitiniy mikroorganizmy riising sudétj.
Inokuliacija  Cadophora  fastigiata, Paraphoma  fimeti ir
Plectosphaerella cucumerina skatina L. multiflorum augaly tgliy ir
Sakny augima.
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1. LITERATUROS APZVALGA
1.1. Festuca gigantea biologija

Festuca gigantea (didysis eraiinas) yra daugiametis Zolinis augalas,
priklausantis vienaskil¢iams, komelijieniy kladai, Poales eilei, Poaceae Seimai
(The Angiosperm Phylogeny Group, 2016) ir labai polimorfinei Festuca
genciai (Vilkonis, 2001). Tai retakeris, 60—-150 cm auks¢io augalas, kuriam
biidingi 7-15 mm plocio lapai, pjautuviskos, stiebg apkabinancios auselés.
Jam biidingas ziedynas §luotelé, iki 12-30 cm, kartais 40 cm ilgio, i§siskétusi
ir nusvyranti (Bagdonaité ir kt., 1963). Si rasis yra aloheksaploidas (2n = 6x
= 42) (Hand ir kt., 2010; Zwyrtkova ir kt., 2020). F. gigantea Kkartais
apibudinamas kaip alooktaploidas (2n = 8x = 56) (Leitch ir kt., 2019). Jo
genomo dydis — 7,23 1C pgDNR alooktapoiduose iki 10,38 1C pgDNR
aloheksaploiduose (Leitch ir kt., 2019). Beje, dél tolerancijos abiotiniam
stresui kartais pasirenkamas kuriant Lolium spp. X Festuca spp. hibridus
(Chorlton ir kt., 1997), dalyvauja susidarant misky bendrijoms (Bagdonaité ir
kt., 1963; Yamada, 2011).

Be to, Zwierzykowski teigia, kad dél glaudaus Festuca ir Lolium genciy
filogenetinio rySio Sios gentys lengvai kryzminasi (Zwierzykowski, 1996), o
Hand su bendraautoriais (2010) alike evoliucinius svidriy ir eraiiny tyrimus,
atskleidé Siy risiy filogenetinius rySius gautus i§ rDNR ITS sriciy seky
analizés. Festuca gentj jie suskirstyté i kelis pogencius: Schedonorus/Lolium,
Festuca bei Drymanthele ir Scariosae. Schedonorus/Lolium ir Festuca
pogenéiy atstovai pana$iis morfologiskai, tac¢iau molekuliniai tyrimai rodo,
kad Schedonorus pogencio nariai yra artimesni Lolium genties nariams, nei
kitoms Festuca riiSims, todél buvo atskirti j atskirus pogencius (Charmet ir kt.,
1997; Hand ir kt., 2010).

1.2. Poliploidija augaly rusiy evoliucijoje

Poliploidija yra reiskinys, kurios metu diploidinis chromosomy rinkinys
kartotinai padaugéja vieng ar kelis kartus, kuomet chromosomos neissiskiria
ir lieka tame paciame branduolyje (Gernand ir kt., 2005, 2006; Soltis ir kt.,
2007). Toks genomo padvigubéjimas sukuria naujg rusj, kuri yra
gyvybingesné ir geriau adaptuojasi, palyginti su tévinémis rasimis (Carretero-
Paulet ir de Peer, 2020; Kopecky ir kt., 2022). Duomenys rodo, kad
poliploidija placiai paplitusi tarp natiiraliy ir kultiiriniy augaly, siekia iki 70 %
(Chen ir kt., 2007), todé¢l didéja gaubtasékliy augaly rasiné jvairove (Kang ir
kt., 2019; Soltis ir Soltis, 2009).
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Ankstesni tyrimai parodé, kad dviskil¢iai ir vienaskilCiai augalai
atsiskyré del viso genomo padvigubéjimo, kurj nulémeé augaly hibridizacija ir
poliploidizacija. O migliniy (Poaceae) augaly genomo poliploidizacija jvyko
net du kartus, prie§ tai jvykus genomo dvigubéjimui vienaskilgiuose. Sie
poliploidizacijos veiksmai susij¢ su geologiniy epochy laikotarpiais, kuriy
metu adaptaciSkai pranasesnés alopoliploidinés riiSys jsisavino naujas
ekologines niSas (Schnable ir Lyons, 2015). Bulifiska-Radomska ir Lester
(1986) teigia, kad Festuca ir Lolium bei Festuca ir Vulpia yra monofiletinés
kilmés. Taigi, Festuca, Lolium ir Vulpia yra kilg i§ bendro protévio, kuris buvo
artimas F. pratensis ir L. perenne.

Literattiriniai duomenys rodo, kad vidur@i§iné hibridizacija (tarp
genetiSkai skirtingy vienos rasies populiacijy) ir tarprii$iné hibridizacija (tarp
skirtingy rii$iy) buvo labai svarbios susidarant alopoliploidinéms rtsims
(Erickson ir Fenster, 2006; Kopecky ir kt., 2022; Selvarasu ir Kandhasamy,
2013). Selvarasu ir Kandhasamy (2013) kaip vieng i§ vidurtsSinés
hibridizacijos padariniy jvardija autbryding depresijg, dél kurios mazéja
hibridy gyvybingumas ir prisitaikymas prie aplinkos. Tarpgentinei
hibridizacijai budingos introgresinés linijos, atsirandancios selekcijoje
kryzminant skirtingo ploidiSkumo tévines riiSis, o gauti hibridai naudojami
atgaliniam kryZminimui (kryzminami su viena i§ savo téviniy rusiy kelis
kartus) (Kopecky ir kt., 2022; PaSakinskiené, 2004). Taip jvyksta nealeliniy
geny sgveika ir sukuriami nauji kiekybiniai pozymiai (Humphreys, 2003). Be
to, biidingos heterozé¢ (F1 kartos gyvybingumas) ir transgresyvi segregacija
(tam tikro fenotipinio pozymio susidarymas, jo pranasumo arba atvirks¢iai)
(Erickson ir Fenster, 2006; Kabas ir kt., 2023; Kopecky ir kt., 2022). Dél
susidariusios naujos genetinés kombinacijos, sujungiant abiejy rasiy ar genciy
naudingus bruozus, ir jvykusios reprodukcinés izoliacijos hibridai yra atspartis
abiotiniam ir biotiniam stresui, produktyvesni ir patvaresni, todél jgyja
adaptacinj pranaSuma kitokioje nei tévy aplinkoje (Biviliené, 2010; Yamada,
2011; Kopecky ir kt., 2008, 2022; Majka ir kt., 2020).

Poliploidiniai augalai skirstomi j alopoliploidus ir autopoliploidus.
Alopoliploidai atsiranda susikryzminus skirtingy riiS§iy arba genciy
individams, o autopoliploidai kile i§ vienos raisies (Chen ir Ni., 2006; Soltis ir
kt.,2007). Hibridizacija turi jtakos dominuojancio alelio virtimui j recesyvinio
alelio formg, geno inaktyvinimui (dél transpozono aktyvacijos hibridizacijos
metu) ar geno nutildymui, todél hibridai jgauna naujg fenotipinj poZymj. Taip
pat hibridizacija turi jtakos genomo dydzio pokyciams. Padidéj¢s genomas
skatina hibridus pereiti ] nepalankias buveines (Bashir ir kt., 2018). Jdomu tai,
kad tiek hibridai, tiek jy tévai turi tiek pat chromosomy, taciau jy genomai —
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skirtingy dydziy, o chromosomy persitvarkymai veikia kaip kryzminimosi
barjeras (Bashir ir kt., 2018). Nustatyta, kad DNR metilinimas (reguliuoja
geny raiska) gali skatinti geny ekspresijg ir iSsaugoti genomo vientisuma, o jo
sutrikimai gali sukelti augaly vystymosi sutrikimy (Altaf ir kt., 2021; Gallego-
Bartolomé, 2020). Be to, geny ekspresijos pokyciuose dalyvauja
transkripcijos reguliavimas ir chromatino modifikacija (Chen ir Ni., 2006).

Deja, vykstant tarpgentinei hibridizacijai susidarantys hibridai
dazniausiai biina steriliis (Kopecky ir kt., 2008; Majka ir kt., 2019). Aptikta,
kad hibridy fertilumas priklauso nuo dominuojancio genomo, kai fenotipiniai
poliploidinio genomo pozymiai pranasesni uz vieno i$ tévy ir yra paveldimi
(Glombik ir kt., 2021).

Tarprusinés hibridizacijos metu susikryzminus dviems skirtingoms
rusims, susiformuoja hibridas, turintis nauja genoming sandara, susijusia su
genetine ir epigenetine pertvarka, kurios metu pasalinamos specifinés DNR
sekos (Chen ir Ni., 2006; Gernand ir kt., 2005). Nustatyta, kad tévy genomo
reguliavimas, vienatéviniy chromosomy eliminavimas jvyksta ankstyvoje
alopoliploidizacijos stadijoje, kuomet chromosomos nesusirenka metafazéje,
o anafazgje atsilieka nuo kity chromosomy. Taigi vienatévinés chromosomos
gali buti eliminuojamos mitozés metu, kai chromosomos dél netinkamos
kinetochoro (verpstés) skaiduly sgveikos, papildomos centromeros buvimo
arba nebuvimo ne iki galo atsiskiria. Tai veda prie mikrobranduoliy
formavimosi, heterochromatizacijos ir DNR fragmentacijos ir galiausiai
mikrobranduolys suyra. Antrasis kelias — chromatino pumpuravimas
interfazéje, kai formuojasi chromatino ,,pumpurai ir atsiskyrimas. Susidaro
mikrobranduolys, kuris taip pat heterochromatizuojasi ir fragmentuojasi,
galiausiai toks mikrobranduolys suyra (Gernand ir kt., 2006).

Apibendrinant, alopoliploidiniy rusiy susidarymg sukelia chromosomy,
DNR metilinimo, chromatino ir geny ekspresijos poky¢iai, jskaitant sekos
pasSalinimg, dominuojantj genomg ir transponuojamy elementy aktyvacija
(Altaf ir kt., 2021; Bashir ir kt., 2018; Chen ir Ni., 2006; Gallego-Bartolomé,
2020; Gernand ir kt., 2005, 2006). Sie poliploidinio genomo poky¢iai gali
apimti genetinius ar epigenetinius mechanizmus. Genetiniai pokyciai
(mutacijos) — tai DNR sekos ar chromosomy pakitimai (Henderson ir Salt,
2017), o epigenetiniai poky¢iai nekeic¢ia DNR sekos, taciau turi reikSminga
fenotipinj poveikj (Feng ir kt., 2010; Weinhold, 2006).
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1.3. FISH/GISH metodo esmé

Susiformave poliploidiniai hibridai daznai pasizymi pranasesnémis
kokybinémis savybémis nei diploidiniai augalai, pavyzdziui, jie biina
aukstesni, didesniais Ziedais ir lapais, storesniais stiebais. Sie pozymiai laikyti
svarbiais fenotipiniais poky¢€iais, kuriais buvo grindZziama augaly
taksonomija. Tik véliau poliploidiSkumas buvo patvirtintas chromosomy
citologine analize (Ramsey ir Ramsey, 2014), taikant klasikinés citogenetikos
metodus: chromosomy skai¢iaus nustatymu ir jy morfologinémis bei
morfometrinémis savybémis — centromeros padétimi, chromosomy ilgiais,
antrinio susiauréjimo buvimu ar nebuvimu. Po to chromosomy morfologinés
savybés pradétos analizuoti pirmaisiais zondy tipais — radioaktyviaisiais.
Prasidéjo hibridizacijos in situ technikos eros pradzia (Gerlach ir Bedbrook,
1979; Schubert ir Wobus, 1985). Véliau radioaktyvius zondus pakeité
neradioaktyvis fluorescenciniai junginiai: biotinas, fluoresceinas, rodaminas
ir kiti (Rayburn ir Gill, 1985).

In situ hibridizacijos metodui atlikti naudojami mitotiniai arba mejotiniai
citologiniai preparatai ir zondai, kuriy gamybai naudojamos tikslinés DNR
sekos arba bendroji gDNR. Zondai sukuriami pagal dominancig seka,
zenklinami fluorescuojanciais dazais, o Zenklintos DNR dydis svyruoja nuo
25-250 baziy pory (bp) iki 1000 bp (Houben ir kt., 2006; Iwata-Otsubo ir kt.,
2016; LakatoSova ir Holeckova, 2007).

FISH technologija skirstoma j tiesioging ir netiesioging. Netiesioginis
zenklinimas — kai zondai Zenklinami digoksigeninu ar biotinu, prie vieno i$ jy
prijungiamas fluorescentiskai pazenklintas atitinkamai antidigoksigeninas ir
antibiotinas (LakatoSova ir Holeckova, 2007).

Tiesioginio FISH zenklinimo metu DNR Zenklinama jterpiant j zonda
nukleotidg, prie kurio prijungtas fluorochromas, pavyzdziui, fluoresceinas,
rodaminas ar kitas (1.1 pav.). Svarbu tai, kad galima vienu metu naudoti kelis
zondus zymétus skirtingais fluorochromais, kurie hibridizuojami tame
paciame citologiniame preparate (Anamthawat-Jonsson ir kt., 1990; Mukai ir
kt., 1993; O'Connor, 2008; Sanchez-Moran ir kt., 1999).
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Fluoresence In Situ Hybridization

Zenklinimas
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1.1.  pav. Fluorescencinés in situ hibridizacijos (FISH) veikimo schema.
Modifikuota pagal Smeets, 2004.

Fig. 1.1 Fluorescence in situ hybridization (FISH) diagram (modified from
Smeets, 2004).

FISH technologija naudoja fluorochromais Zenklintus zondus, kurie
hibridizuojasi su tomis chromosomomis arba jy dalimis, kuriy sekos yra
komplementarios (1.1 pav.). Fluorochromais Zzenklinti zondai gali buti:
konkretaus lokuso zondas, pavyzdziui, zondas, kuris Zenklina rDNR
sankaupas, dazniausiai 5S ir 45S rDNR; centromerinis zondas, sukurtas i$
pasikartojanéiy seky, randamy centromerose; telomerinis zondas, sukurtas i$
pasikartojan¢ios TTTAGGG sekos, esanCios augaly telomerose; galimas
atvejis kai zenklinama visa chromosoma (viso genomo zondas), tada
naudojamas tos chromosomos seky zondy rinkinys (1.2 pav.) (Ananiev ir kt.,
1998; Cox ir kt., 1993; Jiang ir Gill, 1994; McNeil ir Ried, 2000; O'Connor,
2008; Thomas ir kt., 1996). Be to, viso genomo zondai naudojami atskiriems
alopoliploidiniy rGsiy genomams tirti (Lideikyté ir kt., 2006; Silva ir Souza,
2013). Taigi FISH jrankis naudojamas trapiems regionams (5S ir 45S rDNR)
ir chromosomy struktiiros elementams (centromeroms ir telomeroms)
identifikuoti, be to jis leidzia vizualizuoti specifiniy seky padétis
chromosomose arba identifikuoti konkre¢ig chromosoma.
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1.2 pav. FISH/GISH metodui naudojami zondai: (a) specifinio geno zondas;
(b) ir (¢) strukturiniy chromosomy elementy — centromery ir telomery —
zondai; (d) visa chromosoma Zenklinantis zondas. Pagal McNeil ir Ried,
2000.

Fig. 1.2 Probes used for the FISH/GISH method:(a) gene-specific probe;
(b) and (c) repetitive-sequence probes — centromeric and telomeric;
(d) chromosome-painting probe (from McNeil & Ried, 2000).

Pastaraisiais deSimtmeciais taikoma dirbtiniy bakteriniy chromosomy
BAC-FISH (angl. Bacterial Artificial Chromosome Fluorescence In Situ
Hybridization) technologija, pagrista didelémis klonuotomis DNR sekomis
(100-300 kilobaziy (kb)), kitaip vadinamomis dirbtinémis bakterijy
chromosomomis (BAC) (angl. Bacterial Artificial Chromosome) (plazmidés
intarpais), kurios yra zenklintos fluorochromais. Taigi BAC-FISH apima
bakterijy kultivavimg, BAC zondo Zenklinimg fluorochromais ir jo
hibridizacija citologiniuose preparatuose (LakatoSova ir Holeckova, 2007;
Roohi ir kt., 2008; Suzuki ir kt., 2001) atskiroms chromosomoms
identifikuoti. BAC bibliotekos yra sukurtos mazus genomus turin¢ioms
augaly rasims (de Capdeville ir kt., 2009).

Véliau FISH ir BAC-FISH metodus pakeité oligo-FISH (Braz ir kt.,
2020), gebantis identifikuoti tam tikra vieng chromosoma. Naujas FISH etapas
prasidéjo mazdaug 2000 metais, émus naudoti specifinius trumpus
oligonukleotidus  (20-50 nukleotidy ilgio), kurie sukonstruojami
programiskai, sintetinami ir Zenklinami fluorochromais. Pavyzdziui, zondai,
sukurti i$ pasikartojan¢iy DNR elementy arba vienakopijiniy DNR seky,
naudojami specifiniams chromosomy regionams zenklinti, o oligo zondy
rinkinys — visai chromosomai zenklinti (Braz ir kt., 2020; Harun ir kt., 2023;
Liu ir kt., 2020). 20-50 nukleotidy ilgio oligai, kuriy tankis kas 2—10 kb,
veikia kaip briksninis kodas, todél galima pazenklinti visg atskiry
chromosomy rinkinj (Braz ir kt., 2020; Harun ir kt., 2023). Tyrimai rodo, kad
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Jprastai stipriam oligo zondo hibridizacijos signalui gauti metafazinése
chromosomose reikalingas 0,1-0,5 oligo/kb tankis (Harun ir kt., 2023; Jiang,
2019). Pastaruoju metu §i technologija kei¢ia kai kuriuos plazmidémis
klonuotus zondus (Liu ir kt., 2020; Tang ir kt, 2014). Oligo zondai naudojami
genolapiams kurti, genomo struktiirai tirti, rekombinacijai ar homologinéms
ir homeologinéms chromosomoms atskirti, dideliems chromosomy
persitvarkymams nustatyti (Braz ir kt., 2020; Harun ir kt., 2023; Liu ir kt.,
2020; Zhang ir kt., 2021), tod¢l §i technika tinka poliploidiniy riisiy genomui
iSaiskinti (Harun ir kt., 2023). Veiksmingi oligo zondai sukurti Zemés tikio ir
paSariniams: agurkams, bananams, bulvéms, cukranendréms, kukurizams,
kvieCiams, ryziams, liucernoms (Albert ir kt., 2019; Braz ir kt., 2018;
Berankova ir kt., 2024; de Oliveira Bustamante ir kt., 2021; Harun ir kt., 2023;
Liuir kt., 2020; Lou ir kt., 2014; Tang ir kt., 2014, 2018; Meng ir kt., 2025) ir
kitiems augalams.

FISH technika naudojama poliploidiniy riiSiy genomo sudéties ir
kariotipo analizei: specifinéms sekoms (rDNR, centromeroms ir telomeroms)
aptikti ir lokalizuoti, atskiroms chromosomoms identifikuoti, mutacijoms
nustatyti (Lideikyté ir kt., 2006; O'Connor, 2008). Kombinuota FISH ir GISH,
kuriai yra sukuriami zondai naudojant riiSies gDNR, Zenklintg
fluorochromais, technika leidzia atskleisti alopoliploidiniy riiSiy genomo
kilme (Schwarzacher ir kt., 1989; Silva ir Souza, 2013). Panaudojus
FISH/GISH derinj nustatyta poliploidiniy: Aster microcephalus var. ovatus
(Matoba ir kt., 2007), Tragopogon (Chester ir kt., 2012; Tate ir kt., 2005),
Saccharum spp. (Piperidis ir kt., 2010), Festuca arundinacea (Humphreys ir
kt., 1995, Pasakinskiené ir kt., 1997, 1998), Camellia reticulata (Liu ir Gu,
2011) ir kity augaly kilmé.

1.3.1.  Lolium ir Festuca riiSiy genomo sandaros iSaiskinimo, taikant GISH,
pavyzdziai

Genominé in situ hibridizacija (GISH) yra FISH technologijos atitikmuo, kuri
pagrista bendra genomine risies DNR, Zenklinta fluorochromais
(Schwarzacher ir kt., 1989; Silva ir Souza, 2013) ir hibridizuota chromosomy
metafazinése plokstelése, todél galima atskirti alopoliploidinés rtiSies tévy
genomus ir jvertinti rekombinacijos laipsnj. Si technika atskleidzia natiiraliy
poliploidiniy riiSiy genomo kilme ir leidzia nustatyti evoliucijos eigoje
jvykusius genominius persitvarkymus (Younis ir kt., 2015; Silva ir Souza,
2013). Deja, pasitaiko, jog naudojant $ig technikg jvyksta ,kryzminé
hibridizacija® su netaikininémis chromosomomis. Taikininiy chromosomy
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diferenciacijai nuo netaikininiy didinti ir kryZminei hibridizacijai iSvengti
naudojama nezenklinta fluorochromu artima giminingos rasies gDNR, kurios
pridedama 20-50 karty daugiau nei taikininés rasies bendros gDNR (Lee ir
kt.,2011; Silva ir Souza, 2013). Poliploidiniy rusiy genomo sudéties tyrimams
dazniau naudojami tik taikininiy raSiy DNR zondai, Zenklinti fluorochromais,
be blokuojancios DNR (Silva ir Souza, 2013).

Pasitelkiant ~ GISH  technikg tirlamos  genominés  gamtiniy
alopoliploidiniy Festuca rusiy ir Festulolium hibridy raiSinés sudétys ir
rekombinacijos pobiuidis (Kopecky ir kt., 2006, 2008, 2010; Majka ir kt., 2018;
Pasakinskiené ir Jones, 2005). Pavyzdziui, Humphreys su kolegomis (1995)
nustaté, kad F. arundinacea yra gamtinis aloheksaploidas, kurio genomui
susidarant dalyvavo dvi Festuca rusys: diploidas F. pratensis ir tetraploidas
F. glaucescens. Pasakinskiené su bendraautoriais (1997) nustaté, kad j
F. arundinacea genoma jterpti Lolium multiflorum introgresiniy seky
segmentai ir §i rusis taip pat dalyvavo F. arundinacea genomo formavimosi
procese. GISH taip pat padéjo atskleisti Brauno eraifinsvidrés, L. perenne X
F. pratensis cv Prior, genoma. Nustatyta, kad didesn¢ jo genomo dalj sudaro
rekombinantinio tipo chromosomos, sudarytos i§ jvairaus dydzio svidrés ir
erai¢ino fragmenty (Canter ir kt., 1999), o jo ir kity Festulolium hibridy
genome dominuoja Lolium genomas (Canter ir kt., 1999; Glombik ir kt.,
2021). Taikant GISH atskleista, kad L. multiflorum x F. arundinacea
(2n=6x=42) F2Cl kartos hibridy genomo komponentas F. pratensis
rediploidizuojasi ir dominuoja, nes i§ heksaploidiniy hibridy spontaniskai
i8kilo diploidiniai augalai (2n = 2x = 14), o jy genomo pagrindg sudaré
diploidiniai F. pratensis individai (PaSakinskiené, 2023). Anksciau
momentiné rediploidizacija aptikta ir somatinése F1CO L. multiflorum X
F. arundinacea oktaploidiniy (2n = 8x = 56) hibridy lgstelése, veikiant
kolchicinu (Pasakinskiené, 2023; Pasakinskiené ir Jones, 2005).

Apibendrinant, GISH metodas svarbus Lolium x Festuca tarpgentiniy
hibridy rekombinacijos pobudziui ir genomo stabilumui suprasti. Norint
geriau suprasti Siuos veiksnius, kompleksiskai pasitelkiamas FISH metodas,
kuomet kartu naudojami rDNR, ir telomeriniai zondai, leidZiantys nustatyti
rekombinacijos daznj ,trapiose” chromosomy vietose (Majka ir kt., 2018;
Maravilla ir kt., 2021).

22



1.3.2.  Trumpy pasikartojanciy seky pritaikymo FISH technologijai
galimybés

Augaly genolapiams kurti ir filogenetinei analizei atlikti jau ilga laika
naudojama FISH technologija. Ji leidzia atskirti chromosomas pagal formg ir
struktira (rDNR, centromery ir telomery padétj chromosomose) bei jas
suporuoti, todé¢l galima aiskiai atskirti kariotipg ir riiSiy genoma (Ansari ir kt.,
2022). Taigi pasikartojanc¢ios sekos turi jtakos genomo strukttrai ir
evoliucijai, nes perkeliami elementai (angl. tramsposable elements, TE)
skatina genus persitvarkyti, dél to didéja populiacijy jvairové (Hassan ir kt.,
2024). Nustatyta, kad perkeliami augaly genomo elementai kinta. MaZuose
genomuose sudaro apie 3 % (Lee ir Kim, 2014), o dideliuose 50—80 % (Chen
ir Ni, 2006), kartais siekia net 85 % genomo (Lee ir Kim, 2014).

IS perkeliamy elementy augalams biidingi retrotranspozonai ir
transpozonai, kurie skirstomi j 1 ir 2 klases (Lee ir Kim, 2014). Pirmajai
priklauso retrotranspozonai, kurie veikia per iRNR kaip ,,kopijuok ir jterpk®
(procesas, kai RNR perraSoma j DNR ir perkeliama j kitag genomo vietg).
2 klasés zinomi kaip DNR traspozonai, kurie tiesiogiai veikia per DNR kaip
»iSkirpk ir jterpk® (i§ vienos genomo vietos elementas iSkerpamas ir
jterpiamas ] kitag genomo vieta). Pagrindinés augaly retrotranspozony grupés
yra nekoduojanti ilgo terminalinio pasikartojimo (angl. long terminal repeat,
LTR) ir atvirkstinés transkriptazés (angl. reverse transcriptase, RT) domeno
sekos, kurios priklauso 1 klasei (Hassan ir kt., 2024; Lee ir Kim, 2014).

Augaly centromery regionams biidingi LTR retrotranspozonai (Weber ir
Schmidt, 2009), kurie biina nuo keliy §imty bp iki keliy kb ilgio. Jie skirstomi
1 Tyl/copia ir Ty3/gypsi, kurie skiriasi koduojamy geny eiliskumu ir yra
monofiletinés kilmés (Lee ir Kim, 2014). Ty3/gypsy kilmés retrotranspozonai
kile i§ chromovirusy ir biuidingi Poaceae Seimos augalams, pavyzdziui,
Hordeum vulgare nustatytas Cereba elementas, Oryza sativa nustatyti RIRE7,
RIRE9, CRM ir CR elementai, Triticum aestivum CR, o Zea mays CRM
elementas (Hassan ir kt., 2024; Jiang ir kt., 2003; Li ir kt., 2000; Neumann ir
kt., 2011). Centromeriniy pasikartojimy (angl. centromeric repeat, CR)
elementas siejasi su centromeroms biidingu satDNR ir sgveikauja su CenH3
baltymu (Hassan ir kt., 2024), todé¢l jis dalyvauja centromery funkcijoje ir
veikia kaip taikininis centromeros motyvas (Hassan ir kt., 2024; Neumann ir
kt., 2011). Duomenys rodo, kad daZniausiai satDNR ir TE lokalizuojasi
heterochromatiniame regione, taiau jie taip pat aktyviai dalyvauja
centromery struktiiroje ir funkcijoje (Hassan ir kt., 2024). Nors centromerinés
sekos néra konservatyvios, ta¢iau daznai yra specifinés genciai ar net rasiai ir
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btina sudarytos i§ tandeminiy pasikartojimy (angl. fandem repeats, TRs)
(Nagaki ir kt., 2015; Zwyrtkova ir kt., 2020), pavyzdziui, Ty3/gypsy elemento
LTR domenai yra konservatyviis (Nagaki ir kt., 2003) ir budingi Festuca ir
Lolium rusims (Zwyrtkova ir kt., 2020).

Kombinuodami FISH ir imunoflorescencijos metodus, Zwyrtkova su
kolegomis (2020) identifikavo ir patvirtino, kad Fesreba centromeriné seka
bidinga Lolium ir Festuca ruSims ir priklauso Ty3/gypsy retrotranspozonui,
kuris artimas Cereba elementui. Fesreba seka FISH technologijoje naudojama
kaip RT ir LRT domeny sekos. RT domeno seka, randama centromerose, o
LTR — centromeriniame ir pericentromeriniame chromosomos regionuose
(Zwyrtkova ir kt., 2020).

Tiriant poliploidiniy raSiy kariotipa, kitas svarbus struktiirinis
chromosomos elementas yra telomeros. Telomeriniai pasikartojimai
konservatyviis ir randami visy gyvy organizmy chromosomy galuose. Juos
sudaro TRs. Daugumai augaly rusiy buidinga Arabidopsis tipo telomeriné seka
5‘«(TTTAGGG)n-3¢ (Luo ir kt., 2022; Peska ir Garcia, 2020; Shakirov ir kt.,
2022). Shakirov ir kt. (2022) apzvalgoje minima, kad smidrieciy
(Asparagales) chromosomy telomeriné¢ seka yra stuburiniy tipo, kurios
formulé yra (TTAGGG)n, o Allium genties augalams biidingi ilgi telomeriniai
pasikartojimai (CTCGGTTATGGG)n. Be to, irodyta, kad augaly telomerose
yra gausu POTI geny, pavyzdziui Arabidopsis thaliana budingi AtPOTla,
AtPOTIb ir AtPOTIc. AtPOTIc yra nefunkcionalus genas, o AtPOTla
jungiasi su telomerine DNR in vitro ir skatina telomerazés aktyvuma,
AtPOTIb neleidzia chromosomy galams susijungti (Shakirov ir kt., 2022).
Susintetintas telomerines sekas galima panaudoti augaly kariotipo
savitumams tirti ir chromosomoms suskaiciuoti (Luo ir kt., 2022).

Ribosominés DNR (rDNR) sekos yra konservatyvios ir jas sudaro TRs,
i§sidést¢ viename ar keliuose chromosomy lokusuose (Garcia ir kt., 2012).
Eukariotuose yra du rDNR lokusai: 5S ir 45S rDNR. 5S genus transkribuoja
IIT polimerazé, o 45S, suskaidytas j 18S, 5,8S ir 26S rDNR subvienetus,
transkribuoja I polimerazé i§ vieno operono. Taigi 45S rDNR koduoja gerokai
didesnj prekursoriy nei 5S rDNR (Garcia ir kt., 2012; Rosato ir kt., 2016).
rDNR sekos, jy skaiCius ir padétis chromosomose, panaudojus FISH
technologija, tapo populiariu daugelio augaly, ypac¢ poliploidy, filogenetiniy
tyrimy objektu (Garcia ir kt., 2012; Volkov ir kt., 2017). rtDNR zondai,
zenklinti ~ skirtingais fluorescuojanciais dazais, naudojami nustatyti
alopoliploidiniy augaly genomy kilme¢ ir identifikuoti atskiras chromosomas,
jas suporuoti, analizuoti kariotipui (Ksigzczyk ir kt., 2010; Volkov ir kt.,
2017).
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Atlikta nemazai Festuca ir Lolium rtsiy tyrimy panaudojant rDNR seky
zondus. Nustatyta, kad F. pratensis turi po vieng 45S ir 5S rDNR lokusa 3-
ioje chromosomy poroje (Ksigzczyk ir kt., 2010; Thomas ir kt., 1997). O
aloheksaploidiniuose F. arudinacea ir F. gigantea (2n = 6x = 42) genotipuose
randama po keturias 458 sritis (Lechowicz ir kt., 2020; Thomas ir kt., 1996,
1997), 5S rDNR sric¢iy skaicius skyrési. F. arundinacea bidingos 6-ios 5S
sritys (Lechowicz ir kt., 2020), F. gigantea — 8-ios 5S tDNR (Thomas ir kt.,
1996, 1997).

Thomas su kolegomis (1996, 1997) nustaté ir Lolium rusiy rDNR lokusy
skaiCiy ir padétis chromosomose. L. perenne budingi 45S rDNR lokusai
pirmoje, antroje ir tre¢ioje chromosomy porose ir papildoma viena 45S rDNR
sritis septintoje chromosomoje (i§ viso 7-ios 45S rDNR sritys). Taip pat
biidingas vienas 5S rDNR lokusas 3-ioje chromosomoje (i§ viso dvi 5S rDNR
sritys) (Ksigzczyk ir kt., 2010; Thomas ir kt., 1997). O L. multiflorum randami
trys 45S rDNR lokusai pirmoje, antroje ir tre¢ioje chromosomy porose ties
antrinémis persmaukomis ir 5S rDNR lokusas 3-ioje chromosomoje.
Nustatyta, kad L. temulentum budingos dvi chromosomy poros, turin¢ios 45S
rDNR lokusus. Be to, §iai riiSiai taip pat biidingas 5S rDNR lokusas 3-ioje
chromosomoje (Thomas ir kt., 1996).

Atlikti tyrimai su Lolium X Festuca hibridais rodo, kad 45S rDNR
regiono padétis chromosomose kinta (Ksiazczyk ir kt., 2010), nes regionas yra
trapus ir jtruksta per chromosomy susiauréjimus (Huang ir kt., 2012; Pikaard,
1999), o 5S rDNR sritis dazniausiai yra konservatyvi (Ksigzczyk ir kt., 2010).
Panaudodami FISH/GISH derinj, Ksigzczyk su kolegomis (2010) nustaté, kad
L. perenne x F. pratensis (LpLpFp) hibridai turi po vieng 5S rDNR srit]
kiekviename L. perenne genome (viso 2 regionai) ir viena regiona, kilusj i$
F. pratensis. 5S rDNR skaicius buvo stabilus. O 45S rDNR sriciy skaicius
buvo nestabilus, kito nuo 7 iki 9 (Ksigzczyk ir kt., 2010). Tirdami
tetraploidinius F. pratensis X L. perenne (FpFpLpLp) hibridus, rado tokj pat
458 rDNR sriciy skaiciy, kaip ir triploidiniy L. perenne x F. pratensis hibridy.
Tetraploidiniy hibridy chromosomose dazniausiai 5S rDNR sriciy skaicius
buvo stabilus. Viena chromosomy pora, turinti Sig sritj, buvo kilusi i§
F. pratensis ir viena pora i§ — L. perenne, taCiau kai kuriuose individuose buvo
rasta papildoma viena 5S rDNR vieta chromosomoje, kuri buvo kilusi i$
F. pratensis tévinés rusies. Atlikti tyrimai su L. multiflorum augalais ir jy
hibridais patvirtino 5S rDNR regiono stabilumg. O 45S rDNR sri¢iy buvo
daugiau nei tikétasi, tai yra daugiau nei viena vieta toje pacioje
chromosomoje, todél vienas i§ genotipy turéjo daugiau nei tikétasi 45S rDNR
sriciy. Be to, net 95 % metafaziniy lasteliy turéjo bent viena chromosomos
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lizj ties 45S rDNR sritimi (Bustamante ir kt., 2014). Nustatyta, kad
introgresinése Festulolium linijose Festuca segmentai perkeliami j Lolium
chromosomas ties rDNR sritimis (Lideikyté ir kt., 2006).

Sie tyrimai patvirtina, kad ties rDNR sritimis yra didelis rekombinacijos
daznis (Huang ir kt., 2008a; Lideikyté ir kt., 2006; Rosato ir kt., 2016). Kartu
pasitelkus FISH/GISH derinj (rDNR arba telomerinj zondus su taikininés
rusies gDNR) galima nustatyti, kad rekombinacija daznai jvyksta ,trapiose*
chromosomy vietose (angl., fragile sites): rDNR ir intersticiniuose
telomeriniuose pasikartojimuose (angl., interstitial telomeric repeats, ITR)
(Majka ir kt., 2018; Maravilla ir kt., 2021).

1.4. Endofitai: apibrézimas, paplitimas ir klasifikacija

Literatiiriniai duomenys rodo, kad endofitai egzistavo jau pries 400 milijony
mety (Chadha ir kt., 2015; Khairalla ir kt., 2016; Krings ir kt., 2007), o termino
,endofitas® pradininkas yra de Bary, kuris Siuos organizmus apibiidino kaip
gyvenancius augalo viduje (Chadha ir kt., 2015; Khairalla ir kt., 2016). Deja,
Sis terminas taikomas tiek parazitiniams mikroorganizmams, tiek Sakny
simbiotams (Petrini, 1991), apimantiems parazitizma, komensalizma ir
mutualizma (Stone ir kt., 2012), apibtdinti. Card su kolegomis (2016) siiilo
Sio termino netaikyti latentiniams patogenams, kurie patek¢ | organizma
nesukelia ligos simptomy, kol augalas nepatiria streso (Sinclair, 1991), ir
saprofitams, kurie maisto medziagas gauna i$ negyvos organinés medZziagos.
Dabar Sis terminas taikomas mikroorganizmams, kurie kolonizuoja sveikus
augaly audinius ir nekelia jiems zalos. Taciau vél susiduriama su termino
taikymo problema, kuomet endofitas, sudarydamas su augalu simbioze,
pereina prie patogeninio gyvenimo biido, kai jis priverciamas prisitaikyti prie
Seimininko ar aplinkos salygy poky¢iy (Firdkova ir kt., 2007, Limsuwan ir kt.,
2009; Zhou ir kt., 2018). Taip pat simbiotiniai mikroorganizmai po §eimininko
mirties priversti tapti saprotrofais (Zhou ir kt., 2018). Endofitiniai grybai
skiriasi nuo mikoriziniy tuo, kad kolonizuoja vidinius augalo audinius (Saknis,
stiebus, lapus) ir nejauga j rizosferg (Khairalla ir kt., 2016).

Siuo metu manoma, kad beveik visi augalai sudaro simbioze su
endofitiniais mikroorganizmais (Baron ir Rigobelo, 2022; Oono ir kt., 2014;
Rajamanikyam ir kt., 2017), nes jie paplit¢ jvairiose sausumos ir vandens
ekosistemose: pievose, paséliuose, dykumose, tundrose, vidutinio klimato ir
atograzy miskuose, vandens telkiniuose (Arnold, 2007; Arnold ir Lutzoni,
2007; Deutsch ir kt., 2021; Khairalla ir kt., 2016; Renugadevi ir kt., 2021;
Riva ir kt., 2022). Endofitiniai mikroorganizmai svarbiis augaly bendrijoms.
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Jie padeda augalams prisitaikyti prie aplinkos (Macia-Vicente ir kt., 2008),
toleruoti biotines ir abiotines salygas (Bhunjun ir kt., 2024; Jiang ir kt., 2013;
Rodriguez ir kt., 2008) mainais | maistines medziagas (Bamisile ir kt., 2018).

1.4.1 Endofitiniy gryby klasifikacija

Manoma, kad pasaulyje yra apie 5 milijonus gryby rusiy, ta¢iau maziau kaip
5 % jy aprasSyti (Paterson ir kt., 2023). Daugiausia zinomy riiSiy priklauso
auksliagrybiiny (Ascomycota; apie 65 000 risiy) (Taylor ir kt., 2015) ir
papédgrybiy (Basidiomycota; apie 41 270 rasiy) (He ir kt., 2022) skyriams.

Endofitiniai grybai skirstomi j dvi funkcines grupes: Clavicipitaceae
(klavicipitiniai) ir Nonclavicipitaceae (ne klavicipitiniai) (Purahong ir Hyde,
2011; Rodriguez ir kt., 2008, 2009). Clavicipitaceae grupés endofitai néra
placiai paplitg tarp augaly, o Nonclavicipitaceae randami platesniame augaly
diapazone (Purahong ir Hyde, 2011). Rodriguez su kolegomis (2008, 2009)
Clavicipitaceae priskyré pirmai klasei, o Nonclavicipitaceae grybus — trims
klaseéms (2, 3 ir 4 klasés). Sias klases sugrupavo pagal $esis kriterijus: augaly
biojvairove, diapazong, kolonizuojamus augalo daliy audinius, kolonizuota
plota, perdavimo buida (vertikalus ir (arba) horizontalus) ir naudg $eimininkui.
Vertikaly endofity perdavima jvardij¢ kaip perdavima per séklas, o
horizontaly — per vegetatyvines augalo dalis (tiglius), kai endofity sporos
patenka per org arba per tam tikrg vektoriy (Rodriguez ir kt., 2009).

Endofitiniai grybai taip pat gali buti klasifikuojami pagal lytiniy ir
nelytiniy spory reprodukcijos biida, kuris gali buti perduodamas vertikaliai
arba horizontaliai, arba pagal: 1) infekcijos pasireiSkimg (simptomis arba
besimptomis); 2) kolonizuotas augalo dalis (Sakny arba tgliy endofitai);
3) mitybos buidg (biotrofiniai arba nekrotrofiniai) (Baron ir Rigobelo, 2022).
Vandegrift su bendraautoriais (2015) iSskyré tris simbioty grupes Agrostis
capiliaris audiniuose: 1) Epichloé genties, kurie randami augaly
antzeminiuose audiniuose; 2) arbuskulinius mikorizinius (AM) grybus,
gyvenancius sausumos augaly Saknyse; 3) tamsiuosius septuotuosius (angl.
dark septate endophytes), kolonizuojancius augaly Saknis.

1.4.2. Endofitiniy bakterijy klasifikacija

Manoma, kad misy planetoje yra milijardas bakterijy rasiy, i§ kuriy
filogenetiskai zinoma apie 30 000 (Dykhuizen, 2005), priskirty skirtingoms
grupéms pagal G+C kiekj — DNR molekuléje, kuris svyruoja 25-75 % (Baron,
1996; Mesbah ir kt., 2011), ir morfologinius, fiziologinius skirtumus.
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Bakterijos pradétos klasifikuoti dar XIX a. pabaigoje pagal morfologija,
patogeninj potencialg ir augimui reikalingas salygas. XX a. pradZioje, be
morfologijos, pradéta taikyti skaitmeniné taksonomija: fiziologiniai ir
biocheminiai duomenys. To paties amziaus pabaigoje taikyti
chemotaksonominiai ir genotipiniai metodai. lki $iy dieny bakterijos
klasifikuojamos taikant genotiping, viso genomo ir seky analizes bei
nukleotidy tapatuma (Schleifer, 2009).

Fenotipiné klasifikacija. Grupuojant bakterijas pagal jy morfologija
pirmiausia galima iSskirti dvi grupes, pagal sienelés storj. Gramteigiamoms

bakterijoms budinga stora sienelé, o gramneigiamoms — plona (Tetteh ir kt.,
2020). Sios grupés atskiriamos pagal Gramo metoda. Gramteigiamos
bakterijy sienelés absorbuoja kristalinj violetinj daza ir jgauna violetinj
pigmenta, o gramneigiamos negeba absorbuoti dazo, todél jgaunag rozinj
pigmenta (Jurat-Fuentes ir Jackson, 2012).

Taip pat bakterijas galima atskirti | 7 grupes pagal lastelés forma:
1) ovalios; 2) lazdelés; 3) lenktos; 4) spiralés; 5) lanksCios spiralés;
6) i8siSakojusios sitlinés; ir 7) neturinéios stabilios formos (Dye ir kt., 2005;
Huang ir kt., 2008b; Yuang, 2007; Zapun ir kt., 2008). Dominuojancios yra 3
formos: kokai, bacilos ir spiralés (Cabeen ir Jacobs-Wagner, 2005).

Genotipiné klasifikacija. Deja, remiantis vien tik bakterijy morfologija

negalima tiksliai nustatyti bakterijy rasies, nes dauguma jy yra fenotipiskai
panagios, tadiau genetiskai labai skirtingos (Schleifer, 2009). Siuolaikiniai
metodai bakterijas skirsto j ortologines geny grupes (angl. Clusters of
Orthologous Genes) pagal filogenetinj visy baltymy komponenty
klasifikavima (Galperin ir kt.,, 2025), o skaitmeniné operatyviniy
taksonominiy vienety (angl. operational taxonomic units, OTU) taksonomija
bakterijas suskirsto j kategorijas pagal sekos panasuma naudojant 16S rRNR
geno seka (Fernandez ir kt., 2018; Lundberg ir kt., 2012).

1.5. Endofitiniy mikroorganizmy identifikavimo metodai

Pirmas endofitiniy mikroorganizmy identifikavimo Zingsnis surinkti augaly,
kuriy audiniai naudojami padermiy taksonams nustatyti, pavyzdzius. Dél
skirtingy buveiniy biotiniy ir abiotiniy veiksniy rekomenduojama imti 8
méginius vienam individui (Yao ir kt., 2019) ir juos sterilinti naudojant fizinj
arba cheminj biidus (Burgdolf ir kt., 2014). O sterilius augaly audinius
perkeliant ant gryby kultiroms izoliuoti skirtos terpés, pavyzdziui, bulviy
dekstrozés agaro (PDA) (Cagnano ir kt., 2019; Burgdolf ir kt., 2014), salyklo
agaro ekstrakto (MEA) (Li ir kt., 2016), Melin-Norkrans (MMN) (Napitupulu
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ir kt., 2022), bakterijoms izoliuoti — ant Murashige Skoog (MS) (Lundberg ir
kt., 2012), Luria—Bertani (LB) (Sezonov ir kt., 2007) ar kitos terpés.

Endofity kolonijos apibiidinamos pagal biidingas savybes: kolonijos
augimo greitj, pigmenta, tekstiirg ir formg bei dauginimosi struktiiras (Ilyas ir
kt., 2019).

Endofity klasifikacija, grjsta vien tik makro- ir mikrostrukttry analize,
negalima. Toppo su kolegomis (2024) rekomenduoja izoliatam apibiudinti
kartu taikyti ir molekulinius metodus. Jie yra labai jautris ir specifiski
identifikuojant padermes (Sette ir kt., 2006). Molekulinis padermiy
identifikavimas susideda i$ keliy zingsniy: 1) izoliaty gDNR iSskyrimo;
2) amplifikacijos, naudojant rDNR vidinj traskribuojamg geny tarpiklj (ITS),
taip pat RPB2, TEF-1, LSU ir SSU; 3) PGR produkto gryninimo; 4) sekos
nustatymo; 5) sekoskaitos rezultaty lyginimo su taksony sekomis pagrindiniu
vietos lygiavimo paieSkos jrankiu (BLAST); 6) izoliaty hierarchinio
grupavimo (Awad ir kt., 2023; Brown ir kt., 2014; Fischer ir Palmer, 2005; Li
ir kt., 2016; Lundberg ir kt., 2012; Toppo ir kt., 2024; Vétrovsky ir kt., 2016).
Vu su kolegomis (2019) rekomenduoja izoliaty sekas klasifikuoti riiSies
lygmeniu, jei ITS sekos panaSumas yra 99,6 %, o LSU — 99,8 %.

Molekuliniam endofitiniy mikroorganizmy identifikavimui dazniausiai
naudojamas branduolio rDNR geny ITS (Bellemain ir kt., 2010; Schoch ir kt.,
2009). ITS regionas sudarytas i§ ITS1 ir ITS2 regiony, atskirty 5.8S genu. Sis
regionas yra tarp LSU ir SSU geny (Bellemain ir kt., 2010; Toju ir kt., 2012).
DNR briiksninio kodo sekos yra universalios (Kiss, 2012), 450-700 bp ilgio,
naudojamos kaip gryby atskiry taksony briik$niniy kody Zymuo (Bellemain ir
kt., 2010). Deja, dél didelio ITS seky kopijy skaiciaus vienoje lasteléje, ju
nepastovumo ir artimo rusiy filogenetinio giminingumo, kuriy ITS sritis
skiriasi nuo vienos iki keliy nukleotidy pozicijy (Brown ir kt., 2014; Kiss,
2012), todel komplikuota ITS seka naudoti gryby klasifikacijai. [prastai
amplifikacijai pasirenkama ITS1 arba ITS2 seka (Bellemain ir kt., 2010), o
kad ITS seky duomenys biity patikimesni, jos lyginamos poromis, sukuriant
seky porai atstumo matricg (Brown ir kt., 2014). Schoch su kolegomis (2009)
patikimai gryby identifikacijai sitilo naudoti alternatyvius DNR regionus,
antrinius briik$ninius kodus. Jiems priskiriami baltymus koduojantys genai,
pavyzdziui, B-tubulino II genas (TUBZ2), DNR nukreiptos RNR polimerazés II
didysis subvienetas (RPBI) ir antras pagal dydj subvienetas (RPB2),
transliacijos elongacijos faktorius lo (TEFI-0). Sie genai patikimiau nei ITS
regionas identifikuoja riisis Zemesniu taksonominiu lygiu, filogenetiskai labai
artimose rusyse (Schoch ir kt., 2009), kadangi TEF-0, yra mazai kintantis
genome ir turi didelj seky polimorfizma tarp gryby rasiy (Gnat ir kt., 2019), o
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RNR polimerazé atsakinga uz baltymus koduojanciy geny transkripcijg i
informaciniy ribonukleortigs¢iy (iIRNR) pirmtakus (Matheny ir kt., 2002). Vu
su kolegomis (2019) kaip briksninj kody Zzymenj gryby taksonominiam
identifikavimui sitlo ITS, 5.8S geno ir 26S didziojo subvieneto (LSU) D1/D2
domena.

Kiti placiai skirtingy taksony molekuliniuose tyrimuose naudojami genai
yra branduolio rRNR LSU (prokariotuose 23S, eukariotuose 26S didziojo
subvieneto) ir SSU (prokariotuose 16S, eukariotuose 18S mazojo subvieneto)
genai (Brown ir kt., 2014; Mitchell ir Zuccaro, 2006). LSU genas yra Salia
ITS2 regiono, o SSU — ITS1 (Bellemain ir kt., 2010). Sios sekos yra
konservatyvesnés nei ITS regionas, todél tinkamesnés riisiy taksonomijai tirti.
LSU geno regionas yra ganétinai trumpas, o panaudojus 454-pirosekvenavimag
galima analizuoti ilgas sekas (Brown ir kt., 2014). SSU genas (16S rRNR
genas yra SSU dalis) sudarytas i§ devyniy hipervariaciniy regiony (V1-V9),
kurie tarpusavyje reikSmingai skiriasi, tod¢l leidzia identifikuoti riiSis pagal
kompensaciniy baziy poky¢iy (angl. compensatory base change) analizg,
nustatant antrinés spiralés pokycius, susijusius su nukleotidy baziy pokyciais
(Wardani ir kt., 2025). Sis genas yra 1500 bp ilgio, randamas beveik visose
bakterijose ir nekintancios funkcijos (Janda ir Abbott, 2007). Panaudojus
OTU, bakterijos skirstomos j grupes pagal sekos panasuma (Fernandez ir kt.,
2018; Lundberg ir kt., 2012).

1.6. Kolonizacija ir gynybos mechanizmas

Endofitai gali kolonizuoti visas augaly dalis: $aknis, stiebus, lapus, pumpurus,
ziedus, vaisius ir s¢klas (Cocking, 2003; Ding ir kt., 2017; Gouda ir kt., 2016;
Kandel ir kt., 2017a, 2017b; Riseh ir kt., 2025), patekdami ] augaly audinius
per Zioteles, hidatodes, lenticeles, Sakny jtrikimus, pirmines Sakneles, Sakny
gumbelius ir zaizdas (Lu ir kt., 2021; Wippel, 2023). Prilipdamos prie Sakny
pavirSiaus, bakterijos sudaro lgsteliy mikrokolonijas ir biopléveles. Taip
kolonizuoja Saknies pavirSiy. Kolonizuotas plotas gali kisti pagal bakterijos
savybes: trik¢iojantj judéjima, prisitvirtinimg ir augimo greitj. Bakterijos
prisitvirtina prie augalo audiniy pavirSiaus pilémis, sukibimu, taip pat
tarpininkauja polisacharidai. Jsiskverbimas gali biiti dviejy tipy: 1) aktyvus,
kai bakterijos naudoja prisitvirtinimo ir proliferacijos (populiacijos augimo)
mechanizmus ir sienele ardanCius fermentus; 2) pasyvus, kai bakterijos
patenka j Saknies audinius per jtrukimus, Zaizdas ar dygstancias Sakneles (Ali
ir kt., 2023). O endofitiniai grybai jsiskverbia j augaly Sakny audinius
i$skirdami degradacinius fermentus ir turgoro slégj (Ji ir kt., 2022). Saly¢io su
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endofitu vietoje augalo Igstelés sienelé modifikuojama, o plazminé membrana
sudaro ertmeg, per kurig i vidy patenka endofitas, todé¢l biidami tarp plazminés
membranos sluoksniy jie nesiliecia su augaly citoplazma (Lu ir kt., 2021).
Grybai | augalo audinius jsiskverbia apresorijumi, esant hifui jo dygimo
stadijoje, arba hyphopodia, kai hifai néra pirminéje dygimo stadijoje ir
formuoja micelj (hifo vegetatyvinés struktiiros). Apresorijus apibtidinimas
kaip organas, panasus i spora, susiformaves gemaliniy vamzdeliy gale, skirtas
sukibti ir jsiskverbti. Hyphopodia apibiidinama kaip lasteliné hify struktira,
kuri gali neatlikti jokios funkcijos arba tarnauti prisitvirtinimui ir siurbimui
(Chethana ir kt., 2021).

1.3 pav. Augalo antzeminés dalies audiniy kolonizacijos schema.
A — apresorijus, G — gemalo vamzdelis, H — haustorija, I — infekcijos hifai,
S — sporos. Pagal Chethana ir kt., 2021.

Fig. 1.3. The above ground part of the plant colonization diagram.
A — appressorium, G — germ tube, H — haustoria, I — infection
hyphae, S — spores (from Chethana et al., 2021).

Endofitiniai grybai gali patekti j augalo antzeminius audinius per Zioteles
ar kitas atviras vietas, suardyti augalo lastelés sienelg ir pakeisti jos struktiira.
Pirmiausia jie iSskiria tarplasteling medziagg i§ angliavandeniy ir polipeptidy,
skirtg prisitvirtinti prie augalo pavirSiaus. Susidarius sukibimo pavirSiui,
sporos pradeda dygti. Jos dygsta sudarydamos 3—4 gemalo poras, kurios
suformuoja apresorijus. Véliau i§ apresorijy iSauga prasiskverbimo daigas,
kuris prasiskverbia pro ziotelés angg (Chethana ir kt., 2021) (1.3 pav.). O
bakterijos liecka arti savo patekimo tasSko arba sistemingai iSplinta visame
augale. ISskirdamos sieneles ardanc¢ius fermentus (celiulaze ir pektinaze), juda
lasteliy tarplastelinéje erdvéje ziuzeliais (Ali ir kt., 2023).
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1.4 pav. Molekuliniy mechanizmy schema, kuri rodo augaly simbiotinj arba
imuninj atsakg j signalines molekules mikorizinés sgveikos metu. Modifikuota
pagal Li ir kt., 2023.

Fig. 1.4 The scheme of molecular mechanisms, which demonstrate the plant’s
symbiotic or immune response to signaling molecules during mycorrhizal
interactions (modified from Li et al., 2023).

Tyrimai rodo, kad mikorizinéje saveikoje dalyvauja LysM receptorius
(1.4 pav.), kurj turi daugumos augaly antZzeminés dalies audiniai. Jo pavirSiuje
yra molekulinés struktiiros, kurios prisijungdamos prie skirtingy baltymy
sudaro specifinius receptorius, kurie siuncia gynybinius arba simbiotinius
signalus, todél LysM receptoriai dalyvauja atpazjstant grybo chiting ir sukelia
imuninj atsakg. Tuo tarpu OsMYR receptorius nustato ar tai patogeninis, ar
simbiotinis endofitas, tokiu biidu pritraukia naudingus grybus, kurie dalyvauja
simbiozéje (Li ir kt., 2023).

1.7. Endofity biologinis vaidmuo

Endofitiniai mikroorganizmai dazniausiai sudaro simbiotinius ry$ius su
augalais, suteikdami ilgalaikés naudos Seimininkui ir kurdami $iuos santykius
su tam tikra augaly rasimi (Hardoim ir kt., 2015), o augalai gali bati vieno ar
keliy endofity Seimininkai (Huang ir kt., 2007; Petrini, 1991; Strobel ir Daisy,
2003). Tyrimai rodo, kad endofitai gali skatinti augaly augima tiesiogiai arba
netiesiogiai. Tiesiogiai — didindami maistiniy medZziagy prieinamuma,
chlorofilo koncentracija, reguliuvodami fitohormonus, aktyvuodami antrinius
metabolitus (EI-Mahdy ir kt., 2021; Ma ir kt., 2015). Netiesiogiai — mazindami
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etileno kiekj augaluose, gamindami antibiotinius junginius ir didindami
atsparuma biotiniam ir abiotiniam stresui (Miliute ir kt., 2015).

1.7.1. Endofity vaidmuo mineralingje mityboje

Atlikta daug endofity vaidmens jsisavinant chemines medziagas tyrimy, nes
tai yra viena i$ svarbiausiy endofity funkcijy. Tai ypac biidinga endofitiniams
Sakny grybams. Palengvindami maistiniy medziagy jsisavinima, jie skatina
augaly Saknis augti (Sakniaplaukiy ir Soniniy Sakny formavimasi). Dél to
augalas pasisavina daugiau maistiniy medziagy i§ dirvozemio, didéja
atsparumas biotiniam ir abiotiniam stresui (Kageyama ir kt., 2008; Vergara ir
kt., 2018). Nustatyta, kad endofitiniai grybai didina maistiniy medZziagy
(Garcia-Latorre ir kt., 2021) kaip organinés medziagos ir angliavandeniai
(Newsham, 2011; Vergara ir kt., 2017, 2018) prieinamumg, aktyvina tirpiy
baltymy sintez¢ (Sun ir kt., 2022). Taip pat didina kalio, fosforo, azoto
jsisavinimg ir absorbcijg (Ma ir kt., 2024; Wang ir kt., 2022), padeda
Seimininkui fiksuoti atmosferos azota (Ivleva ir kt., 2016), gerina azoto
regeneravimg i§ amonio sulfato indukuojant OsAS5 ir OsAS8 izoformas ir
stimuliuojant plazminés membranos H-ATPaze¢ ir vakuolés H-pirofosfataze
(Vergara ir kt., 2019). Tyrimai rodo, kad endofitai geba perkelti fosforg i§
augalo Sakny j tiglius (Hiruma ir kt., 2016) ir gali veikti kaip gelezies donorai
(de Santiago ir kt., 2009). Buvo bandyta suprasti, kaip Piriformospora indica
veikia PiPT gena transportuojant fosfora. Nustatyta, kad PiPT transkripty yra
gausiau iSoriniuose endofitiniy gryby hifuose nei vidiniuose, todél fosforas
yra gausiai perneSamas i$ iSoriniy hify j augalo Saknj (Kumar ir kt., 2011).

1.7.2. Endofity vaidmuo apsaugant augalus nuo Zalingo biotiniy ir abiotiniy
veiksniy poveikio

Aplinkos stresas, veikiantis augalus, yra dviejy tipy: biotinis ir abiotinis.
Biotinis stresas reiSkia zalg, kurig sukelia vabzdziai, augalai,
mikroorganizmai, ZzolédZiai, nematodai ir kiti gyviai. O abiotinis stresas apima
aplinkos faktorius: dirvozemio, oro ir vandens tar$a, sausra, druskinguma ir
Saltj. Aplinkos stresas augalus gali veikti atskirai, kartu vienu metu arba po
vieno tipo streso augalas gali patirti kito tipo (Georgieva ir Vassileva, 2023;
Tiwari ir kt., 2020).

Endofitai augalus apsaugo nuo biotiniy veiksniy gamindami bioaktyvius
junginius (antrinius metabolitus, lizinius fermentus, sideraforus), skatindami
fitohormony gamyba, taip sukeldami imuninj atsparuma, taip pat mazindami
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patogenui prieinamy maistiniy medziagy jsisavinimg (Chaudhary ir kt., 2022;
Devi ir kt., 2020).

Bandyta suprasti endofity poveikj biotiniam stresui. Endofity poveikis
biotiniams veiksniams jvertintas atlikus, Epichloé endofito poveikj pries
miltlige esant skirtingam dirvoZzemio drégnumui, vertinimg. Xia su kolegomis
(2016) jrodé, kad Epichloé endofitas didino chlorofilo kiekj visais dirvozemio
drégmés atvejais, taigi jis gali sumazinti miltligés patogeno Blumeria
graminis daroma zala Achnatherum inebrians (Poaceae) augalams ir
apsaugoti nuo chlorofilo praradimo esant patogeno uzkratui. Endofitiniai
grybai taip pat didina atsparumg vabzdziams per du skirtingus mechanizmus:
1) jie gali gaminti alkaloidus prie§ vabzdzius — fitofagus; 2) gali skatinti augale
susidaryti veiksmingg jazmono riigsti (JA) pries fitofagus (Bastias ir kt.,
2017). Keisdami su salicilo riigstimi (SA) susijusiy geny ekspresija,
endofitiniai grybai didina augaly atsparuma nematodams (Atia ir kt., 2020). O
pries patogenus gamindami bioaktyvius junginius, pavyzdziui, Pseudomonas
fluorescence 1isskirti  2,4-diacetilflorogliucinolis ir pioluteorinas slopina
Thielaviopsis basicola, sukeliant] tabako $akny puvinj (Morales-Cedefio ir kt.,
2021). Taip pat isskirdami fermentus, kurie suardo patogeniniy
mikroorganizmy lasteliy sieneles (Jacob ir kt., 2020), arba aktyvuodami
antrinius metabolitus (auksinus, flavonoidus, fitoaleksinus ir gliukozinolatus)
mazina patogeny virulentiskuma (Kannojia ir kt., 2019).

Apsaugodami augalus nuo zalingo abiotiniy veiksniy poveikio, endofitai
skatina augaly fitohormony gamybg, didina Sakny biomas¢ ir gerina
jsiSaknijimag (Li ir kt., 2022; Kyozuka, 2023; Yuan ir kt., 2025; Nombamba ir
kt., 2024). Taip pat aktyvuoja akvaporinus (baltymus), kurie veikia kaip
vandens transportavimo kanalai (Adeoye ir kt., 2022). Abu faktoriai didina
vandens absorbcijg. Taip apsaugo nuo neigiamo sausros poveikio. Salvi su
kolegomis (2022) jrodé, kad transkripcijos reguliacija, geny ekspresija ir
fitohormony signalai skatina zioteles uzsidaryti, todél mazéja transpiracija,
neutralizuojamos reaktyviosios deguonies rusys, koreguojama medziagy
apykaita. Nustatyti AM gryby akvaporino genai, atsakingi uz vandens
absorbcijg ir osmosinio slégio tolerancijg ir veikiantys augaly sausros
tolerancija (Li ir kt., 2013). Be to, endofitai mazina elektrolity nuotéki, taip
mazindami neigiama Silumos streso poveikj augalams (Khan ir kt., 2013).
Nustatyta, kad endofitinis grybas Piriformospora indica padeda iSgyventi
Hordeum vulgare augalams, esant dideliam druskos stresui (Baltruschat ir kt.,
2008).
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1.7.3. Endofity vaidmuo augaly fotosintezei

Endofitiniai grybai gali teigiamai arba neigiamai veikti jvairius fotosintezés
parametrus. Pavyzdziui, Atia su bendraautoriais (2020) nustaté, kad P. indica
didina chlorofilo koncentracija, fotosintezés greitj ir vandens jsisavinima,
taiau mazina transpiracijos greitj. Taip pat yra duomeny, kad endofitai
neigiamai veikia fotosintezés efektyvuma: mazéja deguonies koncentracijos
pokyc€io priklausomybé¢ nuo fotony srauto tankio; mazéja chlorofilo
koncentracija ir maksimalus kvantinis nasumas; maZzéjant zioteliy varzai
didéja transpiracija (Costa Pinto ir kt., 2000). Tirdami Neotyphodium gryby
itaka Arizonos erai€iny zioteliy laidumui, Morse su kolegomis (2002) nustate,
kad Neotyphodium endofitai mazina Zzioteliy laiduma, kai mazas vandens
pricinamumas, tafiau jie yra zalingi, kai vandens pricinamumas yra
pakankamas.

1.7.4 Endofity poveikis fitohormony veiklai

Augaly augima, vystymasi, zyd¢jima, vaisiy formavimasi ir dauginimasi
reguliuoja hormonai, dar vadinami fitohormonais. Pagrindiniai augaly
hormonai yra: auksinai, citokininai, giberelinai, etilenas, abscizo rugstis.
Augaly hormonai suskirstyti j tris pagrindines grupes pagal fiziologinj poveikj
augalams: 1) vegetatyvinio augimo kontrolé (auksinai (IAA), brasinosteroidai
(BR), citokininai (CTK), giberelinai (GA), strigolaktonas (SL));
2) reprodukcijos kontrolé (abscizo riigstis (ABA) ir etilenas (ET)); 3) streso
reakcija (jazmono (JA) ir salicilo (SA) riigstys) (Sezgin ir Kahya, 2018).

Fitohormony gamyba skatina simbiotinis augaly ir endofitiniy gryby
rySys, todél spartéja augaly augimas, Soniniy Sakny formavimasis, keiCiasi
augaly metabolizmas, geréja augaly apsauga nuo streso. Aktyvuodami
atitinkamus genus, viena streso hormony dalis perduoda signala, o kita
aktyvuoja ir reguliuoja daugialypj atsaka j stresorius (1.5 pav.). Taigi endofitai
skatina fitohormony gamyba, apsaugodami nuo neigiamo streso poveikio (Xu
ir kt., 2018).
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1.5 pav. Su fitohormonais susijusiy procesy, kuriems jtakos turi endofitiniai
grybai augaluose, schema. Modifikuota pagal Xu ir kt., 2018.
Fig. 1.5 The processe’s diagram related to phytohormones which influenced
by endophytic fungi in plants (modified from Xu et al., 2018).

Remiantis Sezgin ir Kahya (2018) apzvalga, Turkijoje pirma kartg
fitohormonai panaudoti 1960 metais, kai giberelinu didintas besékliy
vynuogiy derlius. Taip pat reaguodami j stresg endofitai gali didinti gibereliny
ir auksiny koncentracija, augaly biomase ir mazinti abscizo rugsties, JA ir SA
koncentracija (Wu ir kt.,, 2020) arba gerindami azoto panaudojima
reguliuojant auksino, citokinino ir etileno kiekj (Li ir kt., 2018). Daugelis
tyrimy parodé, kad endofitai skatina auksino gamybg skirtingomis
koncentracijomis skatindami augaly augimg (Shahzad ir kt., 2017; Suebrasri
ir kt., 2020; Watts ir kt., 2023; Zhao ir kt., 2020), citokinino — aktyvindami
lasteliy dalijimasi augalo Saknyse ir Gigliuose (Ortiz-Castro ir kt., 2009),
gibereliny — skatindami augaly tgliy (Liao ir kt., 2019) ir Sakny (Tan ir kt.,
2019) augima, abscizo ruigsties — aktyvindami augaly apsaugos mechanizmus
nuo streso veiksniy (sausros, druskingumo) jtakos augalams (Cohen ir kt.,
2009; Khan ir kt., 2020).
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

Reagentai / Reagents:

Agaras — Agar-Agar, plant (Carl Roche, Karlsriihé, Vokietija)
Agarozé — Agarose (Thermo Fisher Scientific Baltics, Vilnius,
Lietuva)

Amonio fosfatas — Ammonium phosphate, dibasic 99+% HoN,O4P
(Thermo Fisher Scientific Baltics, Vilnius, Lietuva)

Ampicilinas — Ampicillin BP1760-25 (Thermo Fisher Scientific
Baltics, Vilnius, Lietuva)

Citrinos rigstis — Citric acid CsHsO7 192,124 g/mol (Thermo Fisher
Scientific Baltics, Vilnius, Lietuva)

Celiuliazé — Cellulase R-10 (Duchefa Biochemie, Haarlemas,
Nyderlandai)

DAPI —4,6-diamidino-2-fenilindolas — 4, 6-diamidino-2-phenylindole
(Carl Roche, Karlsriihé, Vokietija)

Dekstrano sulfato natrio druska — Dextran sulfate 500 sodium salt
M~500000 g/mol (Carl Roche, Karlsruh¢, Vokietija)

Dekstrozé — Dextrose Anhydrous (Thermo Fisher Scientific Baltics,
Vilnius, Lietuva)

dNTP misinys — dNTP Mix (Thermo Fisher Scientific Baltics, Vilnius,
Lietuva)

DNR 6X uzneSimo dazas — DNA Loading Dye (Thermo Fisher
Scientific Baltics, Vilnius, Lietuva)

DNR polimerazé I — DNA polymerase I (Thermo Fisher Scientific
Baltics, Vilnius, Lietuva)

DreamTaq DNR polimerazé — Dream Taqg DNA polymerase (Thermo
Fisher Scientific Baltics, Vilnius, Lietuva)

EcoRI restriktazés fermentas — EcoRI restriction enzyme (Thermo
Fisher Scientific Baltics, Vilnius, Lietuva)

Floresceinas — Fluorescein-12-dUTP (Thermo Fisher Scientific
Baltics, Vilnius, Lietuva)

Formaldehidas — Formaldehyde CH2O (Thermo Fisher Scientific
Baltics, Vilnius, Lietuva)

Formamidas — Formamide 99+% CH3NO (Thermo Fisher Scientific
Baltics, Vilnius, Lietuva)

Glicerolis — Glycerol 99+% C3HsOs (Thermo Fisher Scientific
Baltics, Vilnius, Lietuva)
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Gliukozé — D(+) — Glucose C¢Hi1206 (Thermo Fisher Scientific
Baltics, Vilnius, Lietuva)

Indolo-3-sviesto riigstis — Indole-3-butyric acid Ci,H13NO, (Sigma-
Aldrich, Darmstatas, Vokietija)

Ikerpamosios transliacijos miSinys — Nick Translation Mix (Carl
Roche, Karlsriihé, Vokietija)

Lizogeninis sultinys (terpé) — Luria Broth (Miller’s LB broth)
(Thermo Fisher Scientific Baltics, Vilnius, Lietuva)

Lediné acto rugstis — Acetic acid glacial, > 99 % C,H40, (Sigma-
Aldrich, Darmstatas, Vokietija)

Maceroenzimas — Macerozyme R-10 (Duchefa Biochemie,
Haarlemas, Nyderlandai)

Mount — Roti®-Mount FlourCare (Carl Roche, Karlsriihé, Vokietija)
MS terpé — Murashige & Skoog (Duchefa Biochemie, Haarlemas,
Nyderlandai)

Natrio acetatas — Sodium acetate > 99 % C,H3;NaO, (Thermo Fisher
Scientific Baltics, Vilnius, Lietuva)

Natrio chloridas — Sodium chloride 99,85 % NaCl (Thermo Fisher
Scientific Baltics, Vilnius, Lietuva)

Natrio hidroksidas — Sodium hydroxide NaOH (Thermo Fisher
Scientific Baltics, Vilnius, Lietuva)

Natrio hipochloritas — Sodium hypochlorite NaOCl (Thermo Fisher
Scientific Baltics, Vilnius, Lietuva)

Nedenattiruotas etilo alkoholis > 99,8 % — Undenatured ethyl alcohol
(Mavis, Vilnius, Lietuva)

Pektoliaze — Pektoliaze Y-23 (Duchefa Biochemie, Haarlemas, NL)
Pieno riigstis — L(+) — Lactic acid 90 % C3HgO3 90,08 g/mol (Thermo
Fisher Scientific Baltics, Vilnius, Lietuva)

Rodaminas — Tetramethyl-rhodamine-5-dUTP  (Carl Roche,
Karlsruhé, Vokietija)

Sacharozé — D(+) — Saccharose Ci:H2,011 M342,30 g/mol (Carl
Roche, Karlsruihé, Vokietija)

Natrio dodecilsulfatas — Sodium Dodecylsulfate, Ci2H2sNaO4S 99+%
(Thermo Fisher Scientific Baltics, Vilnius, Lietuva)

Sieros rugstis — Sulfuric acid 96 %, HaSO4 (Thermo Fisher Scientific
Baltics, Vilnius, Lietuva)

Streptomicinas — Streptomycin Sulfate BP910-50 (Thermo Fisher
Scientific Baltics, Vilnius, Lietuva)
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Tri-natrio citrato dihidratas — Citric acid, trisodium salt hydrate
99,8 % CsHsNaO7;xH,O (Thermo Fisher Scientific Baltics, Vilnius,
Lietuva)

Etilendiamintetraacto riigStis — ethylenediaminetetraacetic acid,
UltraPure™ EDTA, CioHisNaNaxO1o (Thermo Fisher Scientific
Baltics, Vilnius, Lietuva)

Vektasildas - VECTASHIELD® (Thermo Fisher Scientific Baltics,
Vilnius, Lietuva)

6-benzilaminopurinas — 6-Benzylaminopurine C12H1N5 225,25 g/mol
(Sigma-Aldrich, Darmstatas, Vokietija)

Tirpalai / Solutions:

Fosfatinis buferinis fiziologinis tirpalas / Phosphate Buffered Saline
10X Solution (Thermo Fisher Scientific Baltics, Vilnius, Lietuva)
Tris-acetatas-EDTA (TAE) (50x) / Tris-acetate-EDTA (Thermo
Fisher Scientific Baltics, Vilnius, Lietuva)

Tripano mélis / Tryptanblauldsung 0,4 % (Carl Roche, Karlsruhe,
Vokietija)

Rinkiniai / Kits:

Augaly DNR skyrimui / DNA isolation from plant samples —
DNeasy® Plant Mini Kit (QIAGEN, Hildenas, Vokietija)

Bakterijy ir gryby DNR skyrimui / DNA isolation from bacteria and
Sfungi samples — Quick-DNA™ HMW MagBead Kit (Zymo Research
Europe, Freiburgas, Vokietija)

PGR valymui / for PCR purification — GeneJET PCR Purification Kit
(Thermo Fisher Scientific Baltics, Vilnius, Lietuva)

Plazmidés skyrimui / for plasmid isolation — GeneJET Plasmid
Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific Baltics, Vilnius, Lietuva)

Bakteriju kamienai / Bacterial strains:
pTA71 buvo transformuota | Escherichia coli kamiena DH5a / pTA71 was
transformed into Escherichia coli strain DH5a (Thermo Fisher Scientific

Baltics, Vilnius, Lietuva)
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2.1 lentelé. Naudoti pradmenys: Fesreba domenai ir 5S rDNR susintetinti Thermo Fisher Scientific Baltics, Vilnius, Lietuva.
Telomeros, gryby (ITS, TEF, SSU, RPB?2) ir bakterijy (16S rDNR) pradmenys susintetinti Metabion, Planegas, Vokietija.

Table 2.1. Primers used: Fesreba domains and 5S rDNA were synthesized by Thermo Fisher Scientific Baltics, Vilnius, Lithuania.
Telomere, fungal (ITS, TEF, SSU, RPB2) and bacterial (16S rDNA) primers were synthesized by Metabion, Planegg, Germany.

Sekos sritis / Locus Pradmeny pora / Pradmeny poros seka 5°-3¢ / Primer Sequences (5'-3') T/ Tm °C
Primers

Trumpy pasikartojanciu seky pradmenuy pora / Short repetitive sequence primers

Telomeros TEL7F TTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTA 55-60
TEL7 R CCCTAAACCCTAAACCCTAAACCCTAAACCCTAAACCCT

Fesreba RT domenas FES1.1F GGCGCATGTGTGTAGATTGT 55
FES1.2R ATCACGCAACACTTGCAAAA

5S rDNR SSF GGATGGGTGACCTCCCGGGAAGTCC 55
SSR CGCTTAACTGCGGAGTTCTGATGGG

Grybu pradmeny pora / Primers for fungal DNA

ITS ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 54
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC

TEF EF1-728F CATCGAGAAGTTCGAGAAGG 54
EF-2 GGARGTACCAGTSATCATGTT

SSU NSI1 GTAGTCATATGCTTGTCTC 49
NS4 CTTCCGTCAATTCCTTTAAG

RPB2 RPB2-5F2 GGGGWGAYCAGAAGAAGGC 58
fRPB2-7cR CCCATRGCTTGYTTRCCCAT
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2.1 lentelés fesinys
Table 2.1 Cont.

Sekos sritis / Locus Pradmeny pora / Pradmeny poros seka 5¢-3¢ / Primer Sequences (5'-3") T/ Tm°C
Primers

Bakteriju pradmenuy pora / Primers for bacterial DNA

16S rDNR 27fCM AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 52
1492R TACGGYTACCTTGTTACGACTT

16S rDNR 704F GTAGCGGTGAAATGCGTAGA 56
765R CTGTTTGCTCCCCACGCTTTC

16S rDNR S-D-Bact-0341-b-S-17 CCTACGGGNGGCWGCAG 56

S-D-Bact-0785-a-A-21

GACTACHVGGGTATCTAATCC
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Tiriamieji objektai / Research objects:

e Diploidiniai augalai / Diploid plants (2n = 2x = 14):

©)

Lolium multiflorum (IPK Leibniz Institute, Gaterslebenas,
Vokietija) — augaly kryzminimui / for plants crossbreeding
L. multiflorum ‘Druva’ (State Priekuli Plant Breeding
Institute, Priekulé, Latvija) — sé¢kly inokuliacijai / for seeds
inoculation

L. multiflorum ‘Grazer’ (Lietuvos agrariniy ir miSky moksly
centras, Zemdirbystés institutas (LAMMC, ZI) Akademija,
Kédainiy raj., Lietuva) — FISH/GISH ir endofity tyrimams /
for FISH/GISH and endophytic microorganisms research

L. perenne EV (Vilniaus universiteto botanikos sodas,
Vilnius, Lietuva) — augaly kryzminimui / for plants
crossbreeding

L. perenne ‘Veja’ (LAMMC, ZI, Akademija, Kédainiy raj.,
Lietuva) — FISH/GISH ir endofity tyrimams / for FISH/GISH
and endophytic microorganisms research

L. temulentum (IPK Leibniz Institute, Gaterslebenas,
Vokietija) — naudota augaly kryzminimui, FISH/GISH ir
endofity tyrimams / for plants crossbreeding, FISH/GISH
and endophytic microorganisms research

Festuca pratensis ‘Alanta’ (2n = 2x = 14) (LAMMC, ZI,
Akademija, Kédainiy raj., Lietuva) — FISH/GISH ir endofity
tyrimams / for plants crossbreeding, FISH/GISH and
endophytic microorganisms research

e Heksaploidiniai augalai / Hexaploid plants (2n = 6x = 42):

O

o}

F. arundinacea ‘Monas’ (LAMMC, AR Akademija, Kédainiy
raj., Lietuva) — endofity tyrimams / for endophytic
microorganisms research

F. gigantea (Vilniaus universiteto botanikos sodas, Vilnius,
Lietuva) — augaly kryZzminimui, FISH/GISH ir endofity
tyrimams / for plants crossbreeding, FISH/GISH and
endophytic microorganisms research

e Autorés sukurti tetrapoidiniai (2n = 4x = 28) hibridai / Tetrapoid

hybrids created by the author (Vilniaus universiteto botanikos sodas,
Vilnius, Lietuva):
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o L. perenne x F. gigantea — naudota FISH/GISH ir endofity
tyrimams / for FISH/GISH and endophytic microorganisms
research

o L. multiflorum x F. gigantea

o L. temulentum % F. gigantea

2.1. Festulolium hibridy kiirimas

Augaly vyriSkasis sterilizavimas. Tarpgentiniams hibridams sukurti kaip

motininiai buvo naudoti diploidiniai (2n = 2x = 14) augalai: L. temulentum,
L. perenne Ev ir L. multiflorum. Dalis Lolium augaly varpos ziedy buvo
pasalinta, atsargiai juos nukerpant nuo vir§tnés ir ziedyno apacios. I§
kiekvieno ziedo pasalinta po 3 kuokelius. Toks Ziedynas buvo pamerktas j
kolba su vandentiekio vandeniu. | kiekviena kolbg merkta po 10-15 Ziedyny,
kurie apdulkinti heksaploido F. gigantea (2n = 6x = 42) ziedadulkémis, pries
tai nukerpant ziedynus ir pamerkiant | aukstesn¢ kolbg. Kolbos uzdengtos
popieriniu maiSeliu, o apacioje uzriStos juostele, kad nepatekty kity augaly
ziedadulkiy. Paruostos kolbos laikytos ant palangés ir kas 1-2 valandas
maiselis purtytas. Po deSimties dieny uzsimezgusios, nesubrendusios séklos
buvo izoliuotos, atsargiai jas iSémus preparavimo adata, ir laikytos
dejonizuotame vandenyje per naktj 2—4 °C temperatiiroje.

Murashige & Skoog Medium (MS) terpés gamyba. Gemalams auginti

buvo paruosta MS terpé (1 L): 30 g sacharozés, 6 g agaro, 500 ml dejonizuoto
vandens, autoklavuota 121 °C 20 min. | 400 ml MS (3 g MS ir 400 ml
dejonizuoto vandens) terpés (pH 5,5) jpilta 400 pl IBA (50 mg IBA, iStirpinta
keliuose lasuose 100 % etilo alkoholio, po to jpilta 50 ml dejonizuoto vandens)
ir 100 pl BAP (50 mg BAP, istirpinta keliuose lasuose 1N NaOH, po to jpilta
50 ml dejonizuoto vandens) ir 50 ml dejonizuoto vandens. | autoklavuota
500 ml agarg supiltas 500 ml MS ir hormony tirpalas. Tirpalai iSmaiSyti.
Paruosta MS terpé dozatoriumi ipilstyta po 15 ml j stiklinius meégintuvélius.
Meégintuvéliai su terpe uzdaryti kamscéiais, autoklavuoti 121 °C 20 min., véliau
laikyti 2—4 °C temperatiiroje iki panaudojimo.

Nesubrendusiy sékly sterilinimas. Po nakties dejonizuotame vandenyje ir
Saldytuve laikytos séklos buvo sterilinamos 5 % NaOCI ir steriliame
vandenyje (1:1) 5 min. ir du kartus skalautos steriliu vandeniu.

Gemaly auginimas in vitro MS terpéje. Steriliy nesubrendusiy sékly
luobelé pasalinta sterilia preparavimo adata, o gemalai perkelti j paruosta MS

terpe. Hibridai kiekvieng ménesj buvo persodinami | MS agaro terpe. Kai
turé¢jo 3 lapus, perkelti | puodus, pripildytus komposto ir durpiy miSinio,
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santykiu 3:1. Sukurti tetraploidiniai Lolium spp. X F. gigantea hibridai po
pirmos ziemos pasodinti Vilniaus universiteto botanikos sodo eksperimentinj
lauka: L. perenne x F. gigantea trys hibridai, L. multiflorum x F. gigantea —
dvidesimt trys ir L. femulentum % F. gigantea vienas hibridas. FISH/GISH ir
endofity tyrimams naudoti trys L. perenne x F. gigantea hibridai.

2.2. Morfologiniai matavimai

Morfologiniams tyrimams buvo naudojami daugiameCiai F. gigantea ir
L. perenne *Veja‘ bei trys L. perenne x F. gigantea hibridai, kurie Vilniaus
universiteto botanikos sodo eksperimentiniame lauke perziemojo vieng ziema.
Morfologiniai matavimai atlikti du kartus: augalams esant vegetatyvinéje ir
generatyvinéje stadijose. Vertinti hibridy ir jy téviniy riiSiy morfologiniy
pozymiy skirtumai.

Analizé atlikta vertinant augaly kiekybinius ir kokybinius pozymius.
Kiekybiniai pozymiai: a) augalo aukstis vegetatyvinéje stadijoje, cmy;
b) augalo aukstis generatyvinéje stadijoje, cm; c) ziedyno ilgis, cm; d) auseliy
ilgis, cm; e) centrinio lapo ilgis, cm; f) to paties lapo pamatinés ir centrinés

dalies plotis, cm. Kokybiniai pozymiai: 1) ziedyno tipas (varpa, stati ar
svyranti $luotelé) (2.1 pav.); 2) auseliy iSreikStumas (neapgaubiancios stiebo,
apgaubiancios stieba ar apgaubiancios stiebg ir susikryziuojancios) (2.2 pav.);
3) dulkéjimas (silpnai ar gerai dulka).

Ziedynai sugrupuoti pagal tipa: 1) svyranti $luotelé — eraiiniskas;
2) varpa — svidriskas; 3) stati Sluotelé — tarpinis tipas.

Matavimai atlikti: 1) pasirinkus stiebo centrinio lapo auseles: matuotos
nuo jos galo iki lapo maksties pagrindo; 2) pasirinkus stiebo centrinj lapa:
iSmatuotas jo ilgis ir plotis; 3) pasirinkus ilgiausig augalo stiebg: iSmatuotas
augalo aukstis.
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2.1. pav. Ziedyny tipai: (A) L. perenne varpa, (B) L. perenne X
F. gigantea Sluotelé, (C) F. gigantea svyranti Sluotelé.
Fig. 2.1. Types of inflorescences: (A) L. perenne spike, (B) L. perenne %
F. gigantea panicle, (C) F. gigantea drooping panicle.

[

2.2 pav. Lapo auseliy tipai: (A) L. perenne neapgaubiancios stiebo
auselés, (B) L. perenne x F. gigantea apgaubiancios stiebg auselés,
(C) F. gigantea apgaubiancios stiebg ir susikryZiuojancios lapo auselés.

Fig. 2.2. Types of leaf auricles: (A) L. perenne auricles non-enveloping the
leaf, (B) L. perenne x F. gigantea auricles enveloping the leaf,
(C) F. gigantea auricles fully enveloping the leaf.
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2.3. FISH/GISH metodas

FISH/GISH tyrimams naudoti daugiameciy F. gigantea, F. pratensis ‘Alanta’,
L. perenne ‘Veja’, L. perenne x F. gigantea ir vienme¢iy L. multiflorum
‘Grazer’ bei L. temulentum S$akny citologiniai preparatai, kurie buvo
hibridizuoti gDNR ir (arba) specifiniy seky zondais. Eksperimento eiga
pavaizduota 2.3 pav.

Zondas / Probe Citologinis meginys / Cytological Sample
: —
fd =
\/ u

Denaturacija / Denaturation —-—’/

e
< Hibridizacija / Hybridization

%)

o T

!
.

2.3 pav. Fluorescensingés in situ hibridizacijos eigos schema.
Fig. 2.3. The diagram of fluorescence in situ hybridisation.

Analizé / Analysis

2.3.1. Citologiniy preparaty ruosimas i§ Sakny meristemos

Naujy $akny gavimas. Buvo pasalintos augaly figliy $aknys. Ugliai be $akny
pamerkti | mégintuvélius su vandentiekio vandeniu. Kai pasieké 1-2 cm ilgj,
naujos Saknys buvo nukirptos, padétos ant ledo ir laikytos per naktj 2—4 °C
temperattiroje.
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Sakny fiksavimas. Sakny fiksatorius paruo$tas sumaisius leding acto

rugsti ir 100 % nedenatiruota etilo alkoholj (santykiu 1:9). Po 1 ml
fiksatoriaus i8pilstyta j 1,5 ml Eppendorfo mégintuvélius. Tuomet per naktj
Saldytuve ant ledo laikytos Saknys, trumpai nusausintos filtriniu popieriumi ir
perkeltos j fiksatoriy, santykiu viena dalis Sakny ir trys dalys fiksatoriaus.
Saknys fiksatoriuje laikytos 24 valandas kambario temperatiroje (KT), po to
2-4 °C temperatiiroje iki panaudojimo.

Buferio gaminimas. Citrinos rigsties trinatrio citrato dehidrato motininio
tirpalo (pH 4,8) gamybai (angl. citric acid-sodium citrate) naudoti A ir B
tirpalai. A tirpalas: 0,84 g citrinos riigsties (0,1 M) istirpinta 40 ml steriliame
vandenyje. B tirpalas: 1,74 g trinatrio citrato dehidrato (0,1 M) iStirpinta 60 ml
steriliame vandenyje.

Citrinos rtgsties trinatrio citrato dehidrato motininiam tirpalui paruosti
sumaiSyti A ir B tirpalai (40 ml citrinos rtugsties ir 60 ml trinatrio citrato
dehidratas). Sumaisyti tirpalai laikyti Saldytuve 2—4 °C temperatiiroje.

Fermenty tirpinimas. Tirpinimui pasverta 0,05 g maceroenzimo R-10,

0,1 g pektoliazés Y-23 ir 0,1 g celiuliazés R-10. Kiekvienas fermentas
tirpintas 5 ml citrinos riigsties trinatrio citrato dehidrato buferyje (1 dalis
motininio tirpalo, 9 dalys sterilaus vandens). IStirpinti pektoliazés ir
celiuliazés fermentai sujungti. Po to iSpilstyti i 1,5 ml Eppendorfo
mégintuvélius po 0,5 ml ir laikyti —20 °C temperatiiroje iki panaudojimo.
Sakny minkstinimas fermentais. Saknys iSimtos i§ fiksatoriaus ir

nusausintos filtriniu popieriumi. Sakny minkstinimas atliktas naudojant
termopurtykle ,,Thermo-Shaker TS-100C* (Thermo Fisher Scientific Baltics,
Vilnius, Lietuva). Nusausintos Saknys nuplautos 1 ml citrinos riigsties trinatrio
citrato dehidrato buferiu (1 dalis motininio tirpalo, 9 dalys sterilaus vandens)
2 kartus po 10 min. KT 350 rpm greiciu. Po to Saknys perkeltos j 1 ml 0,5 %
fermenty misinj (1 dalis 1 % celiuliazés ir pektoliazés miSinio atskiesta 9
dalimis citrinos rtigsties trinatrio citrato dehidrato buferio) 10 min. arba 0,5 %
maceroenzima (1 dalis 1 % maceroenzimo atskiesta 9 dalimis citrinos rigsties
trinatrio citrato dehidrato buferio) 25 min., 37 °C temperatiroje, 350 rpm
greiciu.

Po veikimo fermentais Saknys plautos 1 ml citrinos riigsties trinatrio
citrato dehidrato buferiu 5 min. KT, 350 rpm greiciu, 2 kartus. Nuplautos
Saknys uzpiltos nauju 1 ml citrinos rugsties trinatrio citrato dehidrato buferiu.
Fermentais paveiktos Saknys tg pacig dieng naudotos citologiniam preparatam
ruosti.

Citologiniy preparaty paruosimas. Objektiniai stikleliai prieS naudojimg

trumpam pamerkti j Koplino stikling su 100 % etanoliu ir i8dZiovinti pasvirai
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KT. Fermentais paveikta Saknis perkelta ant objektinio stiklelio. Skutimosi
peiliuku labai plonai atpjauta Saknies galo meristema, ant kurios uzlasintas
lasas 45 % ledinés acto riigsties ir uzdengta 24 x 24 mm dengiamuoju stikleliu.
Preparavimo adatos rankenélés galu pastuksenta Saknies audinio pjovimo
vietoje, kad lastelés iSsisklaidyty. Tuomet stiklelis padétas tarp dviejy filtrinio
popieriaus lapeliy ir dar kartg patuksenta preparavimo adatos rankenélés galu.
Galiausiai placiajg pinceto puse sukamaisiais judesiais Svelniai spaudziant
sugertas acto rugsties perteklius. Taip pat pincetu stipriau paspausta centriné
preparato dalis. Dengiamojo stiklelio ribos pazymétos deimantiniu piestuko
galu.

Preparatai patikrinti fazokontrastiniu mikroskopu ,,Nikon ECLIPSE Ci-
L*“ (Nikon, Tokijas, Japonija) x400 ir %1000 didinimu. Aptikus geras
metafazines chromosomy ploksteles (yra visos chromosomos, vaizdas vienoje
plokstumoje, chromosomos nepersidengia), preparatui suteiktas numeris ir
uzfiksuotos koordinatés. Tinkamos kokybés preparatai laikyti kelias dienas
—20 °C. Tada perkelti 30 minuc¢iy —80 °C $aldiklj. I$émus i§ —80 °C saldiklio,
perkelti ant Salto metalinio stovelio ir staigiu judesiu skalpeliu nuplésti
dengiamieji stikleliai. Preparatai sustatyti pasvirai nudziovinti KT. Nudzitive
preparatai laikyti —20 °C temperatiroje iki panaudojimo. Prie§ naudojant
FISH/GISH, preparatai patikrinti fazokontrastiniu mikroskopu, ar isliko geros
metafazinés chromosomy plokstelés.

2.3.2. Telomeriniy, centromeriniy ir 5S rDNR seky gausinimas

Telomerinés sekos pagausintos naudojant dvi telomeriniy seky pradmeny
poras METABION (2.1 lentel¢). Jie yra vienas kitam komplementaris, todél
kaip matrica genominé DNR nenaudota. Fesreba ir 5S rDNR sekoms
pagausinti kaip matricos naudotos F. gigantea, F. pratensis, L. multiflorum,
L. perenne ir L. temulentum bendros gDNR, o pradmeny sintezé atlikta
METABION (2.1 lentelé). Augaly gDNR isskirta naudojant rinkinj ,,DNeasy
Plant Mini Kit*“ pagal gamintojo protokola su vienu pakeitimu. Paskutiniame
zingsnyje eliucija atlikta ne vieng karta pilant 100 ul, o du kartus: pilant 60 pl
ir 30 pl eliucijos buferio. DNR koncentracija patikrinta spektrofotometru
,,NanoDrop™ One/One®“ (Thermo Fisher Scientific Baltics, Vilnius,
Lietuva).

PGR reakcija vykdyta 50 pl tiryje. Telomerinéms sekoms pagausinti
naudotas reakcijos miSinys: po 5 ul ANTP misinio (2,0 mM) ir DreamTaq
polimerazés buferio (10x), po 10 pl pradmens F ir R (2,5 mM), 19,6 pl
dejonizuoto, sterilaus vandens ir 0,4 ul DreamTaq polimerazés (5 U/ul).
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Fesreba ir 5S sekoms pagausinti naudotas reakcijos misinys: 7,5 pul gDNR
(10 ng/ul), po 5 pul ANTP misinio (2,0 mM), DreamTaq polimerazés buferio
(10x), pradmens F ir R (2,5 mM), 22,1 ul dejonizuoto, sterilaus vandens ir
0,4 ul DreamTaq polimerazés (5 U/ul). Reagenty koncentracija ir kiekis
parinkti pagal gamintojo rekomendacijas. PGR reakcija atlikta termocikleriu
,,ProFlex™ PCR System, 3 x 32-well“ (Thermo Fisher Scientific Baltics,
Vilnius, Lietuva).

Naudota telomeriniy seky PGR programa: 3 min./94 °C pirminé DNR
denatiiracija; 15 cikly: 1 min./94 °C DNR denatiiracija, 30 sek./55 °C
pradmeny prijungimas, 1 min./72 °C DNR sintez¢; 40 cikly: 1 min./94 °C
DNR denatiiracija, 30 sek./60 °C pradmeny prijungimas, 1 min./72 °C DNR
sintezé; 4 min./72 °C galutinis grandinés ilginimas.

Naudota Fesreba ir 5S rDNR seky PGR programa: 3 min./94 °C pirminé
DNR denatiiracija; 35 ciklai: 1 min./94 °C DNR denatiiracija, 30 sek./55 °C
pradmeny prijungimas, 1 min./72 °C DNR sintez¢; 4 min./72 °C galutinis
grandinés ilginimas.

Po PGR reakcijos atlikta elektroforezé 1 % agarozés gelyje 1xTAE
buferyje, kad patikrintume, ar susidaré reikiamo ilgio produktas. ] gelio

Sulinélius pilta po 3 pL méginio. Elektroforezé atlickama 90 V jtampoje
30 min. Po amplifikacijos PGR produktai laikyti 2—4 °C temperatiiroje.

Zondams gaminti naudotas PGR miSinys, iSgrynintas ,,GeneJET PCR
Purification Kit“ pagal gamintojo nurodymus su vienu pakeitimu.
Paskutiniame Zingsnyje eliucija atlikta ne vieng kartg pilant 50 pul, o du kartus
pilant po 17 pl eliucijos buferio.

2.3.3. pTA71 plazmidés panaudojimas 18S-5.8S-26S rDNR Zyméti

Plazmidé pTA71 yra pAC184 plazmidé, j kuria per restriktazés EcoRI kirpimo
saitg jterptas 9 kb dydzio kvieCiy rDNR fragmentas (Gerlach ir Bedbrook,
1979). Si plazmidé laboratorijoje saugota —80 °C glicerolyje uzSaldytose
Escherichia coli DH50, bakterijose. Kultlira buvo atnaujinta jg uzséjant ant
lizogeninio sultinio (LB) terpés, pagamintos naudojant 25 g LB, 15 g agaro ir
1 L dejonizuoto vandens, autoklavuota 121 °C temperatiiroje 15 min., po to
papildyta ampicilinu (~50 pg/ml). Kulttira auginta apie 16 val. 37 °C. Viena
diskreti kolonija buvo perséta | 5 ml LB terpg, nepapildyta agaro, su
ampicilinu (~50 pg/ml) ir auginta purtykléje ,,Eppendorf New Brunswick
Innova® 42/42R* (Thermo Fisher Scientific Baltics, Vilnius, Lietuva) 16 val.
37 °C. IS siy bakterijy isskirta plazmidiné DNR naudojant rinkinj ,,GeneJet
Plasmid Miniprep Kit*“, pagal gamintojo nurodyta protokola.
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Zondo gamybai naudota pTA71 plazmidé, perkirpta EcoRlI restriktaze.
Plazmidés perkirpimui naudota 10 pl plazmidés DNR, 5 pl EcoRI buferio,
3 ul EcoRl restriktazés, 32 ul dejonizuoto vandens. Laikyta 37 °C termostate
apie 1 val. Plazmidés perkirpimas tikrintas leidziant 3 pl restrikcijos produkto
elektroforeze (1XTAE) 1 % agarozés gelyje. DNR dazyta ~1 pl 6x DNR
uznesimo dazu DNA Loading Dye.

2.3.4. Zondy zenklinimas fluorochromais

Genominiai ir specifiniy seky zondai buvo zenklinami jkerpamosios
transliacijos (angl. nick translation) budu. Naudoti du fluorescuojantys
nukleotidai: tetramethyl-rhodamine-5-dUTP — raudonai ir fluorescein-12-
dUTP — zaliai. Gaminant genominius zondus, zyméjimui imta L. multiflorum,
L. perenne, L. temulentum, F. pratensis ir F. gigantea DNR.

gDNR mechaninis smulkinimas. DNR, kurios koncentracija buvo
daugiau nei 400 ng/pl, jpilta | tusc¢iga Eppendorfo mégintuvélj po 20 pul.
Meégintuvéliai jdéti j plausta ir puoda su verdanciu vandeniu 10 minuciy.
Susmulkinta DNR buvo patikrinama atlickant elektroforeze 1 % agarozés
gelyje. Zondams zyméti parinkta 300-2500 bp DNR frakcija.

Dezoksinukleotidy miSinio paruosimas (SXdNTP mix). Buvo sumaisyti
du ANTP mix su skirtingais fluoroforais (bendras ttris 50 pl), vienam
naudojant rodaming, kitam, fluoresceing. Rodamino dNTP miSiniui paruosti
Eppendorfo mégintuvélj déta 4 pl tetramethyl-rhodamine-5-dUTP (1 mM), po
5 Wl dATP (2,5 mM), dCTP (2,5 mM) ir dGTP (2,5 mM), 3,4 ul dTTP ir 19 pul
sterilaus, dejonizuoto vandens. Fluoresceino dNTP miSiniui paruosti |
Eppendorfo mégintuvélj déta 10 ul fluorescein-12-dUTP (1 mM), po 5 ul
dATP (2,5 mM), dCTP (2,5 mM) ir dGTP (2,5 mM), 1 ul dTTP ir 9 pl
sterilaus, dejonizuoto vandens. MiSiniai laikyti —20 °C.

Zondy Zenklinimas fluorochromais. Paruosti du reakcijos miSiniai.
Tetramethyl-rhodamine-5-dUTP Zenklintas miSinys: 5 pl skaldyta DNR arba
PGR produktas (Fesreba, 5S rDNR arba telomeriné seka) arba 45S rDNR, 8 pul
5xXdNTP mix, 8 pl jkerpamosios transliacijos misinys ir 19 ul sterilus,
dejonizuotas vanduo. Fluorescein-12-dUTP Zenklintas misinys: 10 pl skaldyta
DNR arba PGR produktas (Fesreba, 5S rDNR arba telomeriné seka) arba 45S
rDNR, 12 pl 5xdNTP mix, 8 pl jkerpamosios transliacijos miSinys, 1l DNR

polimerazeé I ir 9 pl sterilus, dejonizuotas vanduo.

Zenklinti zondy miginiai inkubuoti 3 val. 15 °C. Po inkubacijos reakcija
stabdyta pilant 2 ul EDTA (0,5M pH 8,0) ir inkubuojant vandens voneléje
5 minutes 65 °C. DNR iSsodinta pilant 4 pl (3M) natrio acetato ir 120 ul 100 %
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—20 °C nedenatiiruoto etilo alkoholio. Misinys laikytas per naktj —20 °C.
Tuomet méginiai centrifuguoti 13000xg grei¢iu 20 min. naudojant
»Eppendorf centrifuge 5425 (Thermo Fisher Scientific Baltics, Vilnius,
Lietuva). Eppendorfo automatine pipete (Thermo Fisher Scientific Baltics,
kat. Nr. P005-03, Vilnius, Lietuva) supernatantas atsargiai nusiurbtas, o jo
likuciai iSgarinti laikant 37 °C temperattiroje. ISgaravus supernatantui, létai
uzpilta 400 pl Salto 70 % —20 °C etanolio ir laikyta 30 min. Véliau
centrifuguota 13000xg greiciu ,,Eppendorf centrifuge 5425 (Thermo Fisher
Scientific Baltics, Vilnius, Lietuva) 15 min. Supernatantas nusiurbtas, o jo
likuc¢iai nugarinti 37 °C temperatiiroje. Nuosédos istirpintos 20-25 pl
steriliame dejonizuotame vandenyje.

Zenklintos DNR tikrinimas. Buvo paruostas 1 litras 20xnatrio chlorido-
natrio citrato (20xSSC) (angl. saline-sodium citrate, SSC) tirpalas (pH 7,0).
Jam paruosti buvo pagaminti du tirpalai, kurie kaitinti, kol itirpo medziagos.

Kai atvéso, tirpalai sumaiSyti. A tirpalas: 600 ml dejonizuotas vanduo ir
175,4 g 3M natrio chloridas. B tirpalas: 200 ml dejonizuotas vanduo ir 77,42 g
0,3M trinatrio citrato dihidratas. SumaiSius tirpalus, pripilta dejonizuoto
vandens iki 1 litro. Tirpalo pH reguliuoti naudotas tirpalas (10 ml dejonizuoto
vandens ir 10 ml HCI). pH matuotas su ,, METTLER TOLEDO S220-Uni-Kit
SevenCompact™* (Carl Roche, Karlsruhe, Vokietija). Paruostas tirpalas
laikytas KT.

Pazenklinta DNR buvo tikrinama ant nailono membranos fluorescensiniu
mikroskopu ,,Nikon ECLIPSE Ci-L* (Nikon, Tokijas, Japonija), pasirinkus
%600 didinimg. Nailono membranos gabalélis (24 x 50 mm dydzio) merktas j
Koplino stikling 1 min. 60 °C 2xSSC buferj (skiestas dejonizuotu vandeniu
20xSSC tirpalas). Po to membrana buvo dedama ant objektinio stiklelio ir
uzlasinta 0,6 pl zymétos DNR (zondo). Membrana su stikleliu grazinta atgal j
Koplino stikling 60 °C 2xSSC 10 min. DNR laso fluorescencija jverta
naudojant atitinkama filtrg. Hibridizacijai pasirinkta geriausiai fluorescuojanti
DNR.

2.3.5. Fluorescenciné in situ hibridizacija

Metafaziniy chromosomy preparatai su nupléstais dengiamaisiais stikleliais
buvo iSimti i§ —20 °C ir laikyti pasvirai KT, kol nudzius. Po to perplauti du
kartus 2xSSC (20xSSC ir dejonizuotas vanduo) po 5 min. 37 °C ir iSdZiovinti
KT. Perplauti preparatai buvo pamerkti j Koplino stikling su 70 % formamidu
(42 ml formamido ir 18 ml 2xSSC) ir denatiiruoti 70 °C vandens voneléje
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2 min., perplauti $alto etanolio (—20 °C) serija po 2 min.: 70 %, 90 % ir 100 %.
Po to iSdziovinti laikant pasvirai KT.

Kol preparatai buvo dziovinami, paruoStas hibridizacijos miSinys. |
tusc¢ig Eppendorfo mégintuvél;j jpilta 25 ul FISH hibridizacijos miSinio (25 ml
100 % formamido, 5 g 10 % dekstrano sulfato (2,5 g dekstrano sulfatas ir 5 ml
dejonizuotas vanduo), 5 ml 20xSSC ir 0,13 g natrio dodecilsulfato; V =50 ml)
ir 2 pl zondo, Zenklinto rodaminu arba fluoresceinu. Paruostas hibridizacijos
misinys denattiruotas 73 °C vandens voneléje 10 min. Po to perkeltas ant ledo
5 min.
paruostas hibridizacijos misinys, 27 pl, ir uzdétas 22 x 22 mm dengiamasis
stiklelis. Toks preparatas inkubuotas 37 °C drégnoje aplinkoje per naktj. Po
inkubacijos preparatas buvo plaunamas 37 °C 2xSSC du kartus po 5 min. ir
du kartus trumpai perplautas dejonizuotu vandeniu. Galiausiai i§dziovintas
Vectashield miSinio (1:1:1) ir uzdengta 24 x 50 mm dengiamuoju stikleliu.

Fluorescensija jvertinta fluorescenciniu mikroskopu ,,Nikon ECLIPSE
Ci-L* (Nikon, Tokijas, Japonija) naudojant X600 ir %1000 didinima.
Fluorescensija vertinta trimis Sviesos filtrais (,,Semrock®): DAPI
(suzadinimas — 330-380 nm, emisija — 400 nm, berjeras — 410 nm);
fluoresceino (suzadinimas — 470-500 nm, emisija — 505 nm, berjeras — 510
nm); rodamino (suzadinimas — 540-570 nm, emisija — 575 nm, berjeras —
580 nm).

gDNR zondams sukurti buvo naudojama riisiy bendra gDNR, zenklinta
raudonai fluoresuojanc¢iu rodaminu arba zaliai fluoresuojanciu floresceinu. Po
gDNR zondy hibridizacijos buvo atlikta alopoliploidiniy rasiy citologiniy
preparaty analizé: 1) suskaiCiuotos vientisos chromosomos, paveldétos i$
svidrés ir/arba eraiCino; 2) suskaicCiuotos rekombinantinés chromosomos,
turin¢ios Lolium ir Festuca chromosomy segmenty; 3) nustatytas gDNR
hibridizacijos signalo intensyvumas; 4) apskai¢iuotos alopoliploidiniy rusiy
genomo komponenty dalys.

Festuca, Lolium ir L. perenne X F. gigantea citologiniai preparatai buvo
hibridizuoti centromeriniu RT, telomeriniu, 5S ir 45S rDNR zondais,
zenklintais skirtingais fluorochromais. Fesreba centromeriniai zondai buvo
gaminti naudojant pradmeny pora (lentelé 2.1), amplifikuota naudojant
retrotranspozono atvirkstinés transkriptazés (RT) geng ir gDNR matrica.
Telomeriniai sekai pagausinti buvo naudojama Arabidopsis tipo telomeriné
seka (lentelé 2.1). Analizei atlikti buvo: 1) suskai¢iuoti centromeriniai signalai
ir jvertintas jy intensyvumas; 2) jvertinta telomery padétis chromosomose;
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3) suskai¢iuoti 5S ir 45S rDNR fragmentai; 4) nustatytas centromery ir
telomery i$sidéstymas interfaziniuose branduoliuose.

2.4. Endofity identifikavimas

Endofitiniy mikroorganizmy izoliavimo ir identifikavimo tyrimo eiga pateikta
2.4 pav. Tyrimo kiekvienas etapas apraSytas tolesniuose poskyriuose.

S
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Sakny pasalinimas / s phyt S — 4
Aool Removel Sakny sterilinimas / &
=/ Root Sterilization \}

Naujy Sakny auginimas ir
surinkimas / Growing New
Roots and Collection
2.4 pav. Endofity izoliavimo ir identifikavimo eigos schema.

Fig. 2.4. The diagram of endophyte isolation and identification.
2.4.1. Sakny surinkimas ir sterilinimas

Endofitiniams mikroorganizmams i$skirti buvo naudojami jauny augaly figliai
(2.2 lentelé¢), kurie auginti Vilniaus universiteto botanikos sodo
eksperimentiniame lauke. Sakny méginiai buvo renkami geguzés—birzelio
ménesiais i§ eksperimentinio lauko augaly. Buvo paimti 25-30 kiekvienos
rusies augaly Sakny méginiai, paimant i§ kiekvieno po tris Giglius su Saknimis.
Augaly tgliai nuplauti po tekanciu vandentiekio vandeniu ir pasalintos visos
senos Saknys. Tokie ugliai buvo merkiami j stiklinius mégintuvélius,
pripildytus vandentiekio vandeniu.

Naujos 1-2 cm ilgio Saknys buvo surinktos j sterilius indus ir sterilintas
ju pavirsius tokia eiga: 90 s 50 % etanolyje, 90 s 1,25 % NaOCl, 3 kartus po
3 min. plautos steriliu vandeniu. Tre¢iojo plovimo vanduo buvo pilamas j tris
Petri 1€kstes su PDA arba LB terpe po 200 pl, kurios buvo naudojamos kaip
neigiama kontrolé, siekiant patvirtinti, kad Saknys tinkamai sterilintos.
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2.2 lentelé. Tiriamy augaly riiSiy sgrasas.
Table 2.2. List of plant species assessed.

Tiriamos rasys / Species  PloidiSkumas  Augimo tipas / Buveiné
! Ploidy Level Growth Type | Habitat Type
F. gigantea 2n=6x =42 Daugiametis / Misky bendrijos
N=25 Perennial / Forest
communities
F. arundinacea ‘Monas’ 2n=6x=42 Daugiametis / Pievy bendrijos
N=30 Perennial ! Meadow
communities
F. pratensis ‘Alanta’ 2n=2x=14 Daugiametis / Pievy bendrijos
N=25 Perennial | Meadow
communities
L. multiflorum ‘Grazer’ 2n=2x=14 Vienmetis / Pievy bendrijos
N=25 Annual / Meadow
communities
L. temulentum 2n=2x=14 Vienmetis / Paséliai /
N=25 Annual Agricultural
fields
L. perenne ‘Veja’ 2n=2x=14 Daugiametis / Pievy bendrijos
N=25 Perennial ! Meadow
communities
L. perenne x F. gigantea 2n=4x =28 Daugiametis / Pievy bendrijos
N=25 Perennial / Meadow
communities

2.4.2. Endofitiniy gryby daznio skaiciavimas

Endofitiniy gryby dazniui nustatyti naudotos naujos augaly Saknys, apraSytos
2.4.1 skyriuje, praleidziant sterilizavimo etapa. Sakny méginiai buvo dedami
1 1,5 ml Eppendorfo mégintuvélius su etanolio ir ledinés acto riigSties
fiksatoriumi (3:1), laikyti 2-3 °C iki panaudojimo. Prie§ mikroskopavima
Saknys buvo suminkstintos fermentu tokia eiga: du kartus plautos citriny
rugsties ir natrio citrato buferiu (0,1 M, pH 4,8) praskiestu dejonizuotu
vandeniu santykiu 1:9 27-28 °C temperattroje 10 minuciy ir veiktos 0,5 %
maceroenzimo R-10 37 °C temperatiiroje 25 min.

Véliau Saknys buvo plaunamos citriny riigsties ir natrio citrato buferiu du
kartus po 5 min. ir nudazytos 0,025 % Tripano méliu 90 °C 30 min., po to tris
kartus balintos pieno riigsties ir glicerolio miSiniu (1:1). Pirmus du kartus
Saknys balintos 37 °C temperatiiroje 30 min., o trecig kartag — KT 24 val.
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Nustatant tiriamy risiy endofity kolonizacijos daznj, mikroskopinei
analizei, buvo naudojami ploni Sakny galy pjaviai (N = 120 kiekvienai rusiai),
kurie déti ant objektiniy stikleliy, uzlasinta glicerolio ir pieno riigsties miSinio
(1:4). Vertinta fazokontrastiniu mikroskopu ,,Nikon ECLIPSE Ci-L* (Nikon,
Tokijas, Japonija) vertinant 10 matymo lauky kiekvienai Sakniai (buvo
grybiniy struktiiry arba nebuvo) esant x400 didinimui.

2.4.3. Endofitiniy gryby izoliavimas

Bulviy dekstrozés agaro (PDA) terpei gaminti naudota 200 g nuskusty,
supjaustyty bulviy, kurios buvo virtos 1 | dejonizuotame vandenyje 30 min.
ISvirusios bulvés filtruotos per medicining marlg, taupant skystj. Bulviy
nuoviras supiltas j kiigines kolbas po 200 ml, jpilant po 4 g dekstrozés ir 4 g
agaro, autoklavuota 121 °C temperatiroje 20 min. Po autoklavavimo terpé
buvo papildyta ampicilino natrio druska (galutiné koncentracija — 100 pg/ml)
ir streptomicino sulfatu (galutiné koncentracija — 100 pg/ml), kad bity
selektyviai slopintas bakterijy augimas.

Endofitiniam grybam auginti naudota po N = 200-250 kiekvienos riiSies
Sakny méginiy, kurie paimti i§ 25-30 augaly (2.4.1 skyrius). | kiekvieng Petri
lekstele su PDA terpe buvo dedama po penkis steriliy Sakny méginius, kuriy
pavirsius buvo pazeistas sterilia adata, kad lengviau daugintysi endofitiniai
grybai, ir inkubuota tamsoje 27 °C temperatiiroje. Po 7-14 dieny inkubavimo
pastebétos ant Sakny méginiy augancios gryby kolonijos.

2.4.4. Endofitiniy bakterijy izoliavimas

Bakterijy kultiroms uzauginti naudota 25 g Luria Broth (Miller’s LB broth)
(LB) milteliy, iStirpinty 1 litre dejonizuoto vandens ir autoklavuoty 121 °C
temperattiroje 15 min. Paruosti sterilis Sakny méginiai, kaip apraSyta 2.4.1
skyriuje, N = 100 kiekvienos rasies, paimta i§ 25-30 augaly. Méginiai
inkubuoti Petri 1¢kstelése su LB terpe 37 °C temperatiiroje tamsoje. Po 1-2
dieny inkubavimo ant Sakny méginiy pastebétos bakterijy kolonijos.

2.4.5. Endofitiniy gryby ir bakterijy DNR i$skyrimas

Gryby ir bakterijy gDNR i$skirta naudojant rinkinj ,,Quick-DNA™ HMW
MagBead Kit* vadovaujantis gamintojo gairémis.

Gryby gDNR isskirti naudotos 10 dieny izoliaty kolonijos, kurios
uzaugintos ant PDA terpés, paimant 100 mg jy biomasés, o bakterijoms — 1—
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2 dieny kultiiros, kurios prie§ DNR i$skyrimg buvo auginamos skystoje LB
terpéje, kita dieng iSskiriant jy gDNR.

2.4.6. PGR reakcija ir sekoskaita

Standartinei DNR amplifikacijai naudoty pradmeny poros iSvardytos
2.1 lentel¢je. DNR amplifikacijai buvo naudotas 50 pl bendro PGR miSinio
tiris. PGR reakcija buvo atlikta 94 °C temperatiiroje 3 min., 35 ciklai 94 °C
temperattroje 30 sek., 49—61 °C [apskaiCiuota pagal pradmeny Ta = Tm —
(0—4 °C)] 30 sek. ir 72 °C 1 min. ir 72 °C temperattiroje 5 min. esant galutinei
fazei.

PGR reakcijos produktai buvo iSgryninti naudojant rinkinj ,,GeneJET
PCR Purification Kit“. Sekoskaitg atliko ,,BaseClear B. V.“, Leidenas,
Nyderlandai. Endofitiniy mikroorganizmy izoliaty sekos buvo analizuojamos
pagal NCBI nurodytus duomenis naudojant jrankj BLAST (versija 2.16.0)

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi (prieiga 2024 m. rugpjiicio 26 d.).

2.4.7. Endofitiniy mikroorganizmy morfologinis apibiidinimas

Izoliavus endofitiniy mikroorganizmy kolonijas ir jas taksonomiSkai
patvirtinus, kolonijos buvo apibudintos pagal morfologines savybes. Gryby
kolonijos buvo vertinamos pagal forma, spalva, kolonijos krasta, o
mikroskopiskai — pagal hify pigmentacijg ir segmentacija, spory dydj ir forma
ir kitus pozymius. Gryby kolonijy nuotraukos padarytos fotoaparatu ,,Sony
Alpha a6300“ (Sony Corporation, Tokijas, Japonija) su objektyvu ,,Sigma
56 mm f/1.4“ (Sony Corporation, Tokijas, Japonija). Bakterijy kolonijos buvo
apibiidinamos pagal spalva, formg ir kolonijos krasta. Gryby micelio
méginiams analizuoti ir fotografuoti buvo naudojamas glicerolio ir pieno
rugsties misinys (1:4) ir fazokontrastinis mikroskopas ,,Nikon ECLIPSE Ci-
L* (Nikon, Tokijas, Japonija).

2.4.8. Statistiné analizé

Izoliaty daznis (IF) buvo apskaiciuotas iSskirty endofitiniy gryby ar bakterijy
padermiy skai¢iy padalinus i§ bendro izoliaty skaiiaus ir padauginus i$
100 %. Parametras naudotas endofitiniy ruisiy dominavimui nustatyti.

Margalefo indeksas D = (S — 1)/InN buvo naudojamas taksony
turtingumui analizuoti. Kai S yra bendras taksony skaicius, o N — bendras
izoliaty skaicius. Parametrai buvo apskaiciuoti pagal formule, kurig naudojo
Song su bendraautoriais (2023).
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2.5. L. multiflorum sékly inokuliavimas endofitiniais grybais

Lolium multiflorum ’Druva‘ sékly inokuliacijai buvo naudojami misy
laboratorijos kolekcijos endofitiniai grybai: Cadophora fastigiata BSG003,
izoliuotas i§ F. gigantea, Paraphoma fimeti BSGO10 ir Plectosphaerella
cucumerina BSGO006, izoliuoti i§ L. perenne % F. gigantea, 14 dieny izoliaty
kulttiros, augintos PDA terpéje. P. cucumerina pasirinktas kaip potogeninis
(Carlucci ir kt., 2012; Uecker, 1993), P. fimeti kaip patogeninis ir endofitinis
grybas (Moslemi ir kt., 2018; Roustaee ir kt., 2000), o C. fastigiata kaip
endofitinis, kuris randamas daugelyje augaly Sakny (Knapp ir kt., 2012).
Inokuliacijos eksperimento eiga iliustruota 2.5 pav., kurio etapai apraSyti
tolesniuose poskyriuose.

Sékly sterilinimas / Seed - i\ ‘ :
Sterilization = / \ )

\ @ g ) -
R\ — Auginimas /

(@ 3 1) Inkubacija / Incubation Growing

Inokuliacija / Inoculation

&

Spory surinkimas / Spore
Collection

2.5 pav. L. multiflorum sékly inokuliavimo endofitiniais grybais schema.
Fig. 2.5. Diagram for inoculation of L. multiflorum seeds with endophytic

fungi.
2.5.1. C. fastigiata, P. fimeti, P. cucumerina spory suspensijos paruosimas

Kiekvienai grybo padermei buvo paruosta po penkiolika Petri 1€ksteliy, ant
kuriy uzpilta po 4 ml sterilaus vandens; sporos paskleistos ir surinktos i}
sterilius mégintuvéelius, Svelniai braukiant jas Eppendorf automatinés pipetés
antgaliu (Thermo Fisher Scientific Baltics, kat. Nr. P005-03, Vilnius,
Lietuva). Spory tankis buvo apskaiciuotas hemocitometru (Precicolor HBG,
Gysenas, Vokietija) pagal Avin (2019) rekomendacijas ir nudazytas Tripano
méliu (N = 3). Spory koncentracijos apskaiciuotos spory skai¢ius viename
mililitre (sporos/ml). Spory koncentracijos buvo sulygintos iki ~ 3,54 x
105 ml tankio. Trijy endofitiniy gryby padermiy misinys buvo paruostas
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santykiu 1:1:1. Kiekvienam inokuliacijos veikimui buvo pagaminta apie
50 ml spory suspensijos.

2.5.2. L. multiflorum sékly sterilinimas ir inokuliavimas

Kontrolinei grupei ir kiekvienam veikimo biidui buvo naudota po N = 120
gausiaziedés svidrés sékly. Séklos luobelei suardyti ir inokuliacijos
efektyvumui padidinti sé¢klos buvo veikiamos 50 % sieros riigStimi (atskiesta
vandeniu) 10 min., du kartus perplautos steriliu vandeniu po 30 sek., po to
pavirsius sterilintas 70 % etanolyje 2 min. Vel perplautos steriliu vandeniu ir
veiktos 5 % NaOCI 10 min. Dar kartg plautos steriliu vandeniu tris kartus, i$
kuriy paskutinj kartg — 10 min.

Po sterilinimo séklos buvo sumaiSytos su endofitiniy gryby spory
suspensija ir mégintuvéliai patalpinti j rotorinio purtytuvo inkubatoriy
(Eppendorf SE, Hamburgas, Vokietija) 30 minuc¢iy esant 140 aps./min. Po
inokuliavimo séklos trumpai nuplautos steriliu vandeniu. Kaip kontroliné
grupé naudotos sterilios séklos, neveiktos spory suspensija.

2.5.3. Inokuliuoty L. multiflorum augaly auginimas ir morfologiniy
parametry matavimai

Inokuliuotos séklos buvo daiginamos laminare KT (22-24 °C) Petri 1ékstelése
ant steriliu vandeniu suvilgyto sterilaus popieriaus. Septyniy dieny sudygusiy
s¢kly (N = 50) Sakny meéginiai buvo surinkti j 1,5 ml Eppendorfo
mégintuvélius su ledinés acto riigsties ir etanolio fiksatoriumi (1:9) ir naudoti
mikroskopavimui pagal 2.4.2 skyriaus apraS§ymg. Kita daigy (N = 30) dalis
auginta dvi savaites Siltnamyje kontroliuojamomis salygomis, 6,5 x 6,5 x
6,2 cm 28 ertmiy padékluose, uzpildytuose autoklavuotu (121 °C 30 min.)
durpiy ir kompostinio dirvoZzemio miSiniu santykiu 1:4; fotoperiodas 16/8
valandos (200-220 umol/m?s), temperatira 24-26 °C/16-18 °C
(diena/naktis). Durpiy sudétis: aukstapelkés durpés, dolomitas, kiminai;
drégmée iki 70 %, pH 5,5-6,5, maistinés medziagos, mg/l: N 100—400, P 50—
200, K 100-500. Kompostinio dirvozemio sudétis: drégmé iki 60 %, pH 5,5—
6,5 ir 93 % organinés medziagos; N — 0,2, P,Os — 0,007 %, K — 0,05 %.

Po dviejy savaiciy inokuliuoti augalai perkelti | h50 x @11 cm plastikines
cilindrines sistemas, pripildytas durpiy, kompostinio dirvozemio ir perlito
miSiniu, 1:4:1, susodinant po du augalus j cilindrg. Kiekviename konteineryje
(35 x 65 x h30 cm) patalpinta po 15 cilindriniy sistemy, i$ viso 5 konteineriai.
I konteinerio dugng buvo dedamos plastikinés korio plokstelés pries pilant
substrato misinj, ] vamzdzius buvo jdétas agrotekstilés audinys, kurio dugne
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padarytos skylés vandeniui iSbégti. Dvi savaites augalai buvo laistomi 2 kartus
per savait¢ po 115 ml vandentiekio vandeniu, du kartus per savait¢ — 330 ml,
paskutines tris savaites — du kartus per savait¢ po 370 ml vandens. Augalai
auginti rugséjo—spalio ménesiais polipropilenu dengtame Siltnamyje
natiiralios  §viesos  salygomis, 24-28 °C/12-16 °C (diena/naktis)
temperatiiroje.

Praéjus 63 dienoms po inokuliacijos, jvertinta igliy ir Sakny biomasé:
suskaiCiuotas tigliy skaicius, iSmatuotas Sakny ilgis ir Ggliy aukstis, i$ karto
pasverta antzeminé dalis. Antrg kartg figliai ir Saknys, nuo kuriy nuplautas
dirvozemis, sverti dziovinant augalus 48 valandas ~35 °C temperatiiroje.

2.5.4. Gryby gausumo L. multiflorum augaly $aknyse po inokuliacijos
vertinimas

Endofitiniy gryby dazniui ir gausumui nustatyti po inokuliacijos naudotos
7 dieny L. multiflorum daigy Saknys, paruostos mikroskopinei analizei pagal
2.4.2 skyriy, praleidziant naujy Sakny uzauginimo etapa. Mikroskopinei
analizei, endofity kolonizacijos daznio ir gryby gausumo jver¢iui nustatyti,
buvo naudojami ploni $akny galy pjaviai (N = 50 kiekvieno inokuliacijos
varianto), kuriy kiekvieno vertinimas atliktas fazokontrastiniu mikroskopu
,Nikon ECLIPSE Ci-L* (Nikon, Tokijas, Japonija) x400 didinimu. Dazniui
nustatyti vertinta buvo grybiniy struktiiry arba nebuvo. Vertinant gryby
gausuma gausiaziedés svidrés Saknyse po inokuliacijos, buvo skaiCiuotas jy
daznis matymo laukeliuose, kur iki 10 % endofity daznis — negausus, 11-20 %
— vidutiniskai gausus ir 21-30 % — labai gausus.

2.6. Programiné jranga
2.6.1. Mikroskopiniy vaizdy analiz¢ ir bioinformatikos programiné jranga

FISH/GISH analizé. Metafaziniy ploksteliy preparatai, hibridizuoti gDNR ir
trumpy pasikartojanciy seky zondais, analizuoti fluorescensiniu mikroskopu
,»Nikon ECLIPSE Ci-L* (Nikon, Tokijas, Japonija). Programiné jranga ,,NIS-
Elements D* (6.02.01 versija) buvo naudojama mikroskopinés fotografijos

analizei.

Endofity analizé. Endofitiniy gryby micelio mikroskopinés fotografijos
analiz¢ atlikta naudojant fazokontrastinj mikroskopa ,,Nikon ECLIPSE Ci-L*
(Nikon, Tokijas, Japonija) ir programiné jranga ,,NIS-Elements D* (6.02.01
versija). Programiné jranga ,Image Focus Alpha Properties*

(1.3.7.2444.6.202401 14 versija) naudota gryby spory suspensijoms skai¢iuoti.
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BLAST (angl. Basic Local Alignment Search Too) jrankis naudotas
endofitiniy gryby ir bakterijy kolonijy DNR sekoms analizuoti pagal NCBI
duomeny bazés duomenis.

2.6.2. Statistiné analizé ir vizualizacija

FISH/GISH analizé. Lolium ir Festuca riusiy ir L. perenne x F. gigantea

hibridy morfologiniy poZymiy duomeny skirstiniy normalumas patikrintas
taikant Shapiro-Wilk testa (p > 0,05). Visi duomenys buvo normaliai
pasiskirste, todél skirtumy patikimumas buvo vertinamas taikant Stjudento
testa (p < 0,05).

Endofity analizé. Endofitiniy gryby daznio Sakny méginiai, endofity
biojvairovés ir inokuliacijos skirtumai tarp grupiy vertinti iSmatavus duomeny
vienpus¢ dispersija (ANOVA). Kai ANOVA rodé reik§mingus skirtumus
(» <0,05), grupés buvo atskirtos taikant post-hoc Turkey testa (HSD).

Statistiné analizé¢ atlikta naudojant STATISTICA 12 ir MS Excel.
Diagramos braizytos naudojant MS Excel programing jranga.

FISH/GISH, endofity izoliavimo ir jy identifikavimo bei L. multiflorum
sékly inokuliacijos endofitiniais grybais metodinés schemos braiZytos
BioRender.com programa.

Pastaba / Note: endofitiniy mikroorganizmy identifikavimo ir inokuliacijos metodinés
dalys yra publikuotos autorés publikacijose, kurios atspindi jos pagrindinj indelj. Sios
publikacijos yra jtrauktos j literatiiros sgrasa. Publikacijos, kurios buvo naudotos 2.4.
metodinés dalies apraSymui / the methodology sections of endophytic microorganisms
identification and inoculation were published in the author's articles which
demonstrate the author's main contribution and are mentioned in the reference list in
the description of the 2.4 methodological section: Pasakinskiené, 1., Stakelieng, V.,
Matijosiiité, S., & Martiinas, J. (2024). Diversity of Endophytic Fungi and Bacteria
Inhabiting the Roots of the Woodland Grass, Festuca gigantea (Poaceae). Diversity,
16,453; Stakeliené, V., Pasakinskien¢, I., Matijosiate, S., Martiinas. J., & Stukéniené,
G. (2025). Identifying Root-Associated Endophytic Fungi and Bacteria in Festuca and
Lolium Grasses from a Site in Lithuania. Microorganisms, 13(4): 799. 2.5. metodinés
dalies aprasymui naudota publikacija / the article used for the description of the 2.5
methodological section: PaSakinskiené, 1., Stakeliene, V., Matijositté, S., Marttinas,
J., Rimkevi¢ius, M., Budiené, J., Aucina, A., & Skridaila, A. (2024). Growth-
Promoting Effects of Grass Root-Derived Fungi Cadophora fastigiata, Paraphoma
fimeti and Plectosphaerella cucumerina on Spring Barley (Hordeum vulgare) and
Italian Ryegrass (Lolium multiflorum). Microorganisms, 13, 25.
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3. REZULTATAI

Siame darbe buvo nagrin¢jama gamtinio Festuca gigantea alopoliploido
genomo kilmé. I§ pradziy, buvo sukurti Lolium perenne x Festuca gigantea
hibridai, kuriy morfologiniai parametrai buvo lyginami su tévinémis
L. perenne ir F. gigantea riuSimis. Antrajame etape buvo nustatyti
alopoliploido F. gigantea genomo sudéties komponentai. Tyrimo pabaigoje
buvo jvertinti specifiniy seky (rDNR, centromery ir telomery) pokyciai
F. gigantea ir L. perenne % F. gigantea metafazinése plokstelése ir
interfaziniuose branduoliuose.

3.1. Tarpgentiniy L. perenne x F. gigantea hibridy gavimas ir jy jvertinimas

Buvo atliktas bandymas sukryzminti diploida L. perenne (2n = 2x = 14) su
heksaploidu F. gigantea (2n = 6x = 42), naudojant L. perenne kaip motininj
augala (piesteles) ir heksaploida F. gigantea kaip téving rusj (kuokelius).
Gauti rezultatai rodo, kad L. perenne, kaip motininis augalas, formavo
nesubrendusias séklas, 21,05 % i$ 171 iskastruoty ir apdulkinty ziedy. In vitro
budu pavyko gauti tris L. perenne x F. gigantea (2n = 4x = 28) hibridus.

Gauti duomenys patvirtina, kad L. perenne mezginés buvo efektyviai
stimuliuojamos jas apdulkinus F. gigantea ziedadulkémis, tai rodo, kad Sios
rusys yra tarpusavyje suderinamos.

Atlikus F. gigantea, L. perenne bei L. perenne x F. gigantea F1 kartos
hibridy kokybiniy ir kiekybiniy morfologiniy parametry vertinimus (3.1 ir 3.2
lentelés) nustatyta, kad L. perenne x F. gigantea hibridams yra biidingas
tarpinio tipo ziedynas — stati Sluotel¢ (2.1 B pav.). Nors pavyko sukurti
L. perenne x F. gigantea F1 kartos hibridus, taciau visi F1 kartos hibridai buvo
vyriskai steriliis ir nemezgé sékly (3.1 lentelé). Pagal lapy auseliy iSreikstuma
F.  gigantea  individai  pasizymi  stiecba = apgaubianiomis ir
susikryziuojanciomis auselémis (2.2 C pav.), prieSingai nei L. perenne (2.2 A
pav.). L. perenne x F. gigantea individams biidingas tarpinis auseliy tipas —
stiebg apgaubiancios auselés (2.2 B pav.).
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3.1lentelé. F. gigantea, L. perenne bei jy hibridy kokybiniai morfologiniai poZymiai (— néra biidingas poZymis, + biidingas pozymis).
Table 3.1. Qualitative morphological characteristics of F. gigantea, L. perenne and their hybrids (— not a typical feature, + a typical
feature).

Ziedynas / Inflorescence Lapo auselés / Leaf Auricles Dulkéjimas /
Pollen Dispersal
Varpa  Sluotelé Svyranti | Neapbaugiandios Apbaubiandios  Apgaubiandios ir | Silpnas  Geras
Rusys / hibridai ~ / Spike  / Panicle Sluotelé / Non-enveloping ! Enveloping susikryZiuojancios | / Poor ! Good
Species / Hybrids / Drooping ! Fully Enveloping
Panicle
F. gigantea - - + - - + - +
N=20
L. perenne + - - + - - - +
N=6
Lp x Fg N1* - + - - + - + -
N=6
Lp x Fg N2 - + - - + - + -
N=6
Lp x Fg N3 - + - - + - + -
N=6

* L. perenne x F. gigantea numeris 1, L. perenne x F. gigantea numeris 2, L. perenne x F. gigantea numeris 3
* L. perenne % F. gigantea Number 1, L. perenne x F. gigantea Number 2, L. perenne X F. gigantea Number 3
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3.2 lentelé. F. gigantea, L. perenne bei jy hibridy kiekybiniy morfologiniy poZymiy matavimai, cm (£ SD, p < 0,05 — reikSmingas
skirtumas tarp grupés individy, * — hibridas reikSmingai skyrési tarp téviniy rasiy, kai p < 0,05).

Table 3.2. Quantitative morphological characteristics measurements of F. gigantea, L. perenne and their hybrids, cm (+ SD, p < 0.05
— significant difference between plants in a group, * — hybrid significantly different between parents, p < 0.05).

Rasys / Auseliy Vegetatyvini  Generatyvinis  Ziedyno ilgis/ Lapoilgis/ Lapo pamatinés Lapo centrinés

hibridai ilgis / s aukstis / aukstis / Inflorescence  Leaf Length dalies plotis dalies plotis

Species Auricles Vegetative Generative Length | Area of the | Area of the

/ Hybrids Length Height Height Base of the Leaf Central Part of
the Leaf

N=10 N=20/6 N=20/6 N=5 N=10 N=10 N=10

F. gigantea 0,90+0,13 44,7049,65 78,00+14,85 34,43+6,39 39,58+7,44 1,32+0,24 1,92+2,31

N=20

L. perenne 0,36+0,08 48,79+6,58 74,83+£5,34 21,48+3,32 18,79+3,88 0,60+0,11 0,62+1,05

N=6

Lp x Fg N1+ 0,69+0,11*  60,1948,11* 84,44+4,18* 24,62+2,08* 32,62+4,13* 0,81+0,07* 1,17+0,82*

N=6

Lp x Fg N2 0,60+0,10*  56,20+7,47* 84,92+5,95* 29,83+2,34* 27,47+3,11* 0,87+0,09* 1,16+1,00*

N=6

Lp x Fg N3 0,62+0,08*  55,2745,60* 80,64+6,88 30,41+3,08* 31,23+3,64* 0,83+0,07* 1,17+0,99*

N=6

*L. perenne x F. gigantea hibridai Nr. 1, 2 ir 3.
* L. perenne x F. gigantea hybrids No. 1, 2 and 3.
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Vertinant kiekybinius parametrus nustatyta, kad F. gigantea statistiSkai
reikSmingai skyrési nuo L. perenne Ziedyno, auseliy ir lapo ilgiais bei lapo
plociu (3.2 lentelé). Pagal Siuos pozymius jis yra pranaSesnis uz L. perenne.
Kaip nurodyta 3.2 lenteléje, L. perenne x F. gigantea hibridai turéjo tarpinio
tipo lapus pagal plotj, auseliy, ziedyno ir lapy ilgius, taciau pagal Siuos
pozymius buvo artimesni F. gigantea tévinei ruSiai ir jvertinti kaip tarpinio
tipo pozymiai.

Lolium perenne x Festuca gigantea N1 individy auseliy ir ziedyny ilgiai
reikSmingai skyrési nuo N2 ir N3 individy grupés, o L. perenne x F. gigantea
N2 skyrési lapo ilgiu. Visi gauti tarpgentiniai hibridai buvo reikSmingai
aukStesni uz F. gigantea ir L. perenne, tik L. perenne x F. gigantea N3
hibridas generatyvinéje stadijoje reikSmingai nesiskyré auksciu nuo téviniy
rusiy, bet buvo artimesnis F. gigantea tévinei raiSiai (3.2 lentel¢). Tai rodo,
kad L. perenne x F. gigantea N1 ir N2 hibridai pagal §j pozymj buvo
pranasesni uz tévines rusis nei L. perenne x F. gigantea N3 hibridas.

Apibendrinant visais atvejais natiiralus hibridas alopoliploidas
F. gigantea turéjo didesnius kiekybinius morfologinius parametrus uz
L. perenne pagal lapo auseliy, ziedyno ir lapy ilgj bei lapy plotj. Rezultatai
rodo, kad L. perenne x F. gigantea F1 Kkartos hibridai fenotipiSkai buvo
panasesni | F. gigantea téving rusj, pagal Sluotelés tipo ziedyna, auseliy
iSreik§tuma, ziedyno ir lapo ilgius bei lapy plot;.

3.2. F. gigantea ir giminingy Lolium bei Festuca 1usiy citogenetiniai
ypatumai, nustatyti fluorescencinés in situ hibridizacijos (FISH) metodu

Siekiant istirti alopoliploido F. gigantea genomo kilme buvo naudojami
F. gigantea ir miisy sukurty L. perenne x F. gigantea F1 hibridy citologiniai
preparatai, kurie buvo hibridizuoti F. gigantea giminingy rii§iy genominiais
zondais (gDNR) pasitelkiant GISH metoda. gDNR zondams sukurti buvo
naudojama riiSiy bendroji gDNR, Zenklinta raudonai fluoresuojanciu
rodaminu arba Zaliai fluorescuojanciu floresceinu.

3.2.1. F. gigantea alopoliploidinés kilmes tyrimas GISH metodu ir galimi
ry$iai su diploidinémis Lolium ir Festuca ru§imis

Festuca gigantea heksaploidinio genomo sandaros nustatymui buvo
naudojami L. perenne, L. multiflorum, L. temulentum ir F. pratensis gDNR
zondai, zenklinti skirtingais fluorochromais ir hibridizuoti ant didziojo
erai¢ino metafaziniy ploksteliy (N =453) ir interfaziniy branduoliy (N = 120).
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3.1 pav. Genominé / fluorescensiné¢ in sifu hibridizacija F. gigantea
metafazinése plokstelése su (A) L. perenne, (B) L. multiflorum,
(C) L. temulentum ir (D) F. pratensis genominiais zondais (raudona spalva) ir
centromeriniu bei telomeriniu zondais (zalia spalva). Skaiciai (1-14) rodo
chromosomas neturincias signalo; rodyklés — rekombinantines chromosomas.
Skalé = 10 um.

Fig. 3.1. Genomic / fluorescence in situ hybridization in metaphase plates of
F. gigantea. The (A) L. perenne, (B) L. multiflorum, (C) L. temulentum and
(D) F. pratensis genomic probes (red) and centromeric and telomeric probes
(green). The numbers (1-14) — chromosomes without signal;, arrows —
recombinant chromosomes. Scale bar = 10 um.
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3.3 lentelé. Diploidiniy Lolium ir Festuca risiy gDNR zondy hibridizacijos signalo intensyvumas F. gigantea metafazinése

plokstelése.
Table 3.3. The hybridization signal intensity of gDNA probes of diploid Lolium and Festuca species in metaphase plates of

F. gigantea.

Metafaziniy ploksteliy  Signalo intensyvumas chromosomose, vnt. / Signal Intensity

Pakartojimy skaicius in Chromosomes, No.
¢DNR zondas skaiCius / Number | Number of Metaphase
| gDNA Probes of Repetitions Plates Stiprus / Strong Vidutinis / Middle Néra / Non
L. perenne 14 123 14 14 14
L. multiflorum 34 156 14 14 14
L. temulentum 10 64 14 14 14
F. pratensis 19 110 14 14 14
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Lolium perenne, L. multiflorum ir L. temulentum gDNR zondai
hibridizavosi 28 didZiojo erai¢ino chromosomose, 1§ jy 14 chromosomy turéjo
intensyvy hibridizacijos signalg ir 14 — vidutinj. GISH parodé, kad L. perenne
hibridizacija buvo tolygi per visg chromosomy ilgj (3.1 A pav., 3.3 lentelé).
L. multiflorum gDNR hibridizacijos pobtdis buvo skirtingas negu L. perenne
(3.1 B pav.). Trejose chromosomy porose stebétas rekombinantiniy
chromosomy vaizdas. Taip pat i$siskyré intensyvis hibridizacijos signalai ties
keturiy chromosomy centromerinémis sritimis (3.1 B pav.). Zenklinant
L. temulentum gDNR zondu buvo stebima 14 intensyvesniy signaly
centromerinése srityse, vidutinj hibridizacijos stipruma turinCiose
chromosomose (3.1 C pav). Panaudojus F. pratensis gDNR zonda buvo
matomos 4 poros chromosomy, turin¢iy intensyvius signalus centromerinése
srityse (3.1 D pav.). Visais atvejais svidriy ir tikrojo erai¢ino zondai rodé
signalg 28 chromosomose ir nerodé signalo 14 didziojo erai¢ino chromosomy.

Lm gDNR

3.2 pav. F. gigantea (2n = 6x = 42) metafazinés plokstelés pakaitomis
hibridizuotos skirtingais gDNR zondais. (A1) L. perenne, (B1) L. multiflorum
ir (A2, B2) F. pratensis gDNR zondai. Skalé = 10 pm. Al ir B1 — pirmoji
hibridizacija, A2 ir B2 — antroji hibridizacija.
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Fig 3.2. The F. gigantea metaphase (2n = 6x = 42) plates hybridized with
different gDNA probes. The (A1) L. perenne, (Bl1) L. multiflorum and
(A2, B2) F. pratensis gDNR probes. Scale bar = 10 um. A1 and A2 — first
hybridization, A2 and B2 — second hybridizacion.

Norint i$siaiskinti, kad galbiit 14 nepasizenklinusiy chromosomy yra kilusios
1§ F. pratensis, F. gigantea citologiniai preparatai buvo hibridizuoti
pakartotinai. Pirma karta buvo naudoti L. perenne ir L. multiflorum gDNR
zondai, zenklinti skirtingais fluorochromais, N = 50 metafaziniy ploksteliy
kiekvienam zondui (3.2 Al, B1 pav.). Atlikus pirminés hibridizacijos analize,
citologiniai preparatai buvo nuplauti 2xSSC tirpalu ir pakartotinai hibridizuoti
panaudojus F. pratensis gDNR zondg. GISH analizé atskleidé, jog
F. pratensis gDNR zondo hibridizacija jvyko tose paciose 28 F. gigantea
chromosomose (3.2 A2, B2 pav.), kaip ir L. perenne ir L. multiflorum zondy.

3.3 pav. F. gigantea interfaziniai branduoliai hibridizuoti skirtingais gDNR
zondais. (A) L. perenne, (B) L. multiflorum, (C) L. temulentum ir
(D) F. pratensis gDNR zondai (raudona spalva) ir L. perenne RT
centromerinis bei telomerinis zondai (Zalia spalva). Skalé¢ = 10 pm.

Fig. 3.3. The F. gigantea interphase nuclei hybridized with different gDNA
probes. The (A) L. perenne, (B) L. multiflorum, (C) L. temulentum,
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(D) F. pratensis gDNA probes (red), L. perenne RT centromeric and telomeric
probes are green. Scale bar = 10 um.

Papildomai buvo jvertintas didZiojo erai¢ino interfaziniy branduoliy
hibridizacijos intensyvumas. Nustatyta, kad i§ Lolium spp. ir F. pratensis
kilusios chromosomos yra pasklidusios po visa F. gigantea interfazinj
branduolj (3.3 pav.). Didziojo erai¢ino 2/3 genomo yra glaudziai susij¢s su
L. perenne (3.3 A pav.), L. multiflorum (3.3 B pav.), L. temulentum
(3.3 Cpav.) ir F. pratensis (3.3 D pav.), o likusi 1/3 yra genetiSkai nutolusi.

Atlikus metafaziniy ploksteliy ir interfaziniy branduoliy hibridizacijos
intensyvumo palyginima, nustatyta, kad interfaziniuose branduoliuose
genominiy zondy signalo pasiskirstymo apimtis atitiko santykj stebimg
didZiojo eraiCino hibridizuotose metafazininése chromosomose.

Apibendrinant gautus rezultatus nustatyta, kad F. gigantea genome yra 28
chromosomos, kurios rodo hibridizacijos signalg hibridizuojant su L. perenne,
L. multiflorum, L. temulentum ir F. pratensis gDNR zondais. Interfaziniuose
branduoliuose $iy risiy chromosomos nesitelkia j tam tikras sritis, o yra
pasklidusios po branduolj. Metafaziniy chromosomy ir interfaziniy
branduoliy palyginimo analizé rodo, kad F. gigantea 2/3 genomo yra glaudziai
susije su viena is trijy Lolium (L. perenne, L. multiflorum arba L. temulentum)
ir F. pratensis ruSimis. Kadangi F. pratensis gDNR zondo hibridizacija vyksta
tose paciose 28 F. gigantea chromosomose, kur ir Lolium gDNR zondo,
galima teigti, kad Sios 28 F. gigantea chromosomos yra tam tikri
subgenominiai naujadarai.

3.2.2. L. perenne x F. gigantea hibridy citogenetiniai ypatumai

Buvo naudoti tetraploidiniy L. perenne x F. gigantea F1 kartos hibridy
citologiniai preparatai (N = 228 metafazinés plokstelés ir N = 150 interfaziniai
branduoliai), kurie hibridizuoti Lolium spp. ir Festuca spp. gDNR zondais,
pasitelkiant GISH metoda.

Atlikus L. perenne x F. gigantea hibridy metafaziniy chromosomy ir
interfaziniy branduoliy hibridizacija, L. perenne gDNR zondo stipri
hibridizacija buvo aptikta septyniose chromosomose, kilusiose i L. perenne,
0 21 chromosoma neturéjo signalo (3.4 lentelé, 3.4 A pav.). Taip pat i§
L. perenne kilusios chromosomos parodé¢ atskira lokalizacijg interfaziniuose
branduoliuose (3.5 A pav.).

Panaudojus F. gigantea gDNR zondg hibridizacija jvyko 21
chromosomoje (3.4 lentele, 3.4 B pav.), o interfaziniuose branduoliuose

chromosomos buvo pasklidusios po visg branduolj (3.5 B pav.).
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3.4 lentelé. gDNR zondo hibridizacijos intensyvumas L. perenne X F. gigantea metafazinése plokstelése (paryskinti skaiciai —
chromosomy skaicius, kilusiy i§ téviniy rasiy).

Table 3.4. The hybridization intensity of gDNA probes in metaphase plates of L. perenne x F. gigantea (bold numbers — number of
chromosomes originating from the parental).

Metafaziniy Signalo intensyvumas chromosomose, vnt. / Signal

¢DNR zondai Pakartojimy skaicius /  ploksteliy sk. / No. Intensity in Chromosomes, No.

/ gDNA Probes Number of Repetitions  of Metaphase Plates Stiprus / Strong Vidutinis / Middle Néra / Non
F. gigantea* 10 21 21 - 7

L. perenne* 17 64 7 - 21

L. multiflorum** 10 36 7 — 21

L. temulentum™* 10 59 7 — 21

F. pratensis** 11 48 7 — 21

*  —hibrido téviniy rasiy zondai; ** — giminingy riisiy zondai

*  — probes of the hybrid's parental species; ** — probes of the related species
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58 rDNR

3.4 pav. Genominé / fluorescensiné¢ in situ hibridizacija (GISH/FISH)
L. perenne x F. gigantea metafazinése plokstelése. (A) L. perenne,
(B) F. gigantea, (C) L. multiflorum, (D) L. temulentum ir (E) F. pratensis
gDNR zondai (raudona spalva). (C) telomerinis ir (E) 5S rDNR zondai (zalia
spalva). Balti skaiciai (1-7) — chromosomos turincios stipry signalg; raudoni
skai¢iai (1-7) — chromosomos neturincios signalo; rodyklés — intersticinés
telomerinés sritys; zvaigzdés — 5S rDNR signalai. Skalé = 10 um.

Fig. 3.4. Genomic / fluorescence in situ hybridization (GISH/FISH) in
L. perenne X F. gigantea metaphase plates. The (A) L. perenne,
(B) F. gigantea, (C) L. multiflorum, (D) L. temulentum and (E) F. pratensis
gDNA probes (red). (C) telomeric and (E) 58 rDNA probes (green). The white
number (1-7) — chromosomes have strong signals. The red number (1-7) —
chromosomes have no signal. The arrows showed — interstitial telomeric
region, the stars — signals 5S rDNA. Scale bar = 10 um.

Eksperimento metu, panaudojus kity Lolium ir F. pratensis giminingy risiy
gDNR zondus, visais atvejais hibridizacijos stiprus signalas buvo stebimas 7
chromosomose (3.4 lentelé, 3.4 C—E pav.). Interfaziniuose branduoliuose
Lolium zondo signalg turin¢ios chromosomos telkési j tam tikras sritis (3.5 C
ir D pav.), o F. pratensis signala turin¢ios chromosomos buvo pasklidusios
branduolyje (3.5 E pav.).
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58 rDNR

3.5 pav. Genominé / fluorescensiné in situ hibridizacija (GISH/FISH)
L. perenne x F. gigantea interfaziniuose branduoliuose. (A) L. perenne,
(B) F. gigantea, (C) L. multiflorum, (D) L. temulentum ir (E) F. pratensis
gDNR zondai (raudona spalva) ir (B) 5S rDNR zondas (Zalia spalva).
Skalé =20 um.

Fig. 3.5. Genomic / fluorescence in situ hybridization (GISH/FISH) in
interphase nuclei of L. perenne x F. gigantea. The (A) L. perenne,
(B) F. gigantea, (C) L. multiflorum, (D) L. temulentum and (E) F. pratensis
gDNA probes (red). (B) 5S rDNA probe (green). Scale bar = 20 um.

Apibendrinant gauti rezultatai parodé, kad % hibridy genomo sudaré
F. gigantea, o likusi 74 L. perenne, todél jo genominé formulé, kaip ir buvo
tikétina, yra LpFgFgFg. Hibridy interfaziniuose branduoliuose i§ svidriy
kilusios chromosomos telkési j tam tikras sritis, o i§ erai¢ino — nebuvo
sutelktos tam tikroje interfaziniy branduoliy srityje.

3.3. Specifiniy chromosominiy seky FISH F. gigantea ir artimose riiSyse

FISH metodas buvo naudojamas atskleisti chromosomy persitvarkymo
ypatumus. Buvo naudojami F. gigantea, L. perenne ’Veja’, L. multiflorum
"Grazer’, L. temulentum, F. pratensis Alanta’ ir L. perenne x F. gigantea F1
hibridy citologiniai preparatai, kurie buvo hibridizuoti Fesreba centromeriniu
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RT, telomeriniu, 5S ir 45S rDNR zondais, Zzenklintais skirtingais
fluorochromais.

3.3.1. Centromeriniy Fesreba seky FISH diploidinése Lolium ir Festuca
rusyse, susijusiose su alopoliploidinés F. gigantea formavimusi

Atlikta F. gigantea galimy diploidiniy protéviniy rusiy L. perenne,
L. multiflorum, L. temulentum ir F. pratensis centromeriniy Fesreba RT seky
zondy analizé parode, kad L. perenne metafazinése chromosomose buvo
stebimi stipris hibridizacijos signalai centromerinése srityse, o taip pat
maziau intensyvis signalai per visa chromosomos ilgi (3.6 A pav.).
L. multiflorum chromosomose stebimi silpni signalai centromerinése srityse ir

silpni signalai pasklide per visg chromosomy ilgj (3.6 B pav.).

3.6 pav. Fesreba seky hibridizacija diploidiniy riiSiy metafazinése plokstelése.
(A) L. perenne RT bei telomerinis zondai L. perenne chromosomose;
(B) L. multiflorum  RT  zondas L.  multiflorum  chromosomose;
(C) L. temulentum RT bei telomerinis zondai L. temulentum chromosomose;
(D) F. pratensis RT zondas F. pratensis chromosomose. Raudona spalva —
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centromeros, zalia — telomeros. Skaiciai (1-14) — centromeriniai signalai.
Skal¢ = 10 um.

Fig. 3.6. Fesreba sequences hybridization in metaphase plates of diploid
species. The (A) L. perenne RT and telomeric probes in L. perenne
chromosomes; (B) L. multiflorum RT probe in L. multiflorum chromosomes;
(C) L. temulentum RT and telomeric probes in L. temulentum chromosomes,
(D) F. pratensis RT probe in F. pratensis chromosomes. Red — centromeres,
green — telomeres. Number 1—14 — centromeric signals. Scale bar = 10 um.

Ties centromerinémis  sritimis L. femulentum  metafazinése
chromosomose buvo matomi silpnesni signalai negu L. perenne ir silpni
signalai per visg chromosomy ilgj (3.6 C pav.). RT zondo intensyvis
hibridizacijos signalai F. pratensis chromosomose buvo matomi tik
centromerinése srityse (3.6 D pav.).

Rezultatai rodo, kad Fesreba retrotranspozoninés sekos diploidiniy
Lolium rusiy genome yra gausesnés nei F. pratensis, nes Fesreba RT zondas
parodé stipresnius ir gausesnius hibridizacijos signalus L. perenne,
L. multiflorum ir L. temulentum rusyse.

3.3.2. Centromeriniy ir telomeriniy seky FISH palyginimas F. gigantea ir
L. perenne x F. gigantea hibriduose

Siame tyrime buvo bandoma nustatyti gamtinio alopoliploido F. gigantea ir
misy sukurty tarpgentiniy L. perenne x F. gigantea F1 kartos hibridy
centromery ir telomery pokyCius metafazinése chromosomose, siekiant
atskleisti genomy persitvarkymo désningumus.
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3.5 lentelé. Fesreba zondy signaly skaiCius F. gigantea ir L. perenne X F. gigantea metafazinése chromosomose.
Table 3.5. The number of Fesreba probes signals in metaphase chromosomes of F. gigantea and L. perenne X F. gigantea.

Rasis Pakartojimy Metafaziniy Fesreba RT zondy signaly skailius / No. of Fesreba RT Probe Signals
(ploidiskumas) / skaicius / ploksteliy sk. / Lp* Lm Lt Fp Fg
Species (Ploidy Number of No. of Metaphase

Level) Repetitions Plates

F gigantea 50 249 42 42 42 42 42
(2n=6x=42)

L. perenne % F 46 210 21 21 28 28 28
gigantea

(2n=4x=28)

*Lp — L. perenne, Lm — L. multiflorum, Lt — L. temulentum, Fp — F. pratensis, Fg — F. gigantea
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3.7 pav. Centromeriniy Fesreba RT zondy hibridizacija F  gigantea

metafazinése plokstelése. (A) L. perenne RT ir telomerinis zondai,
(B) L. multiflorum, (C) L. temulentum, (D) F. pratensis ir (E, F) F. gigantea
RT zondai. Baltos rodyklés — silpnai pasizenklinusios centromerinés sritys.
Raudonos rodyklés — zymi telomerines sekas nebtidingose, intersticinése
chromosomy vietose. Skalé¢ = 10 pm.

Fig. 3.7. Hybridization of the centromeric RT probes in F. gigantea metaphase
plates. The (A) L. perenne RT and telomeric probes; (B) L. multiflorum,
(C) L. temulentum, (D) F. pratensis and (E, F) F. gigantea RT probes. The

76



white arrows — faintly marked centromeric regions. The red arrows —
telomeric sequence in the interstitial chromosome regions. Scale bar = 10 um.

Sio tyrimo duomenys atskleidé, kad L. perenne RT zondas parodé stiprius
hibridizacijos signalus F. gigantea 42 mitotiniy chromosomy centromerinése
srityse (3.5 lentelé, 3.7 A pav.), o L. multiflorum, F. pratensis it F. gigantea
RT zondy hibridizacijos signalai buvo silpnesni (3.5 lentelé, 3.7 B, D-F pav.).
Silpniausi hibridizacijos signalai ties centromerinémis F. gigantea sritimis
buvo panaudojus L. temulentum RT zonda (3.5 lentele, 3.7 C pav.).
Telomerinio zondo signalai buvo lokalizuoti telomerinése srityse, tik keliose
chromosomose buvo matomi papildomi signalai intersticinése srityse
(3.7 A pav.).

Lolium perenne x Festuca gigantea (2n = 4x = 28) hibridy metafazinése
plokstelése naudojant L. perenne ir L. multiflorum RT zondus stipri
hibridizacija stebima 21 centromerinéje srityje, o 7 centromerinés sritys
neturéjo signaly arba jie buvo matomi silpnai (3.8 A, B pav.). Kartais ryskis
hibridizacijos signalai biidavo pasklide per septyniy chromosomy visg ilgj
(3.9 Al, B1). Naudojant L. temulentum RT hibridizacijos signalai buvo
intensyvils centromerinése srityse ir pericentromerinése chromosomy dalyse
(3.5 lentelé, 3.8 C pav.). Silpniausiai veiké F. pratensis RT zondas. Matomi
intensyvesni hibridizacijos signalai 14 chromosomy centromerose, o likusiose
14 chromosomy centromerinése srityse hibridizacijos signalai buvo silpni
(3.5 lentelé, 3.8 D pav.). Be to, F. pratensis RT zondo hibridizacijos signalai
buvo silpni ir F. gigantea centromerinése srityse, matomi 6 silpni signalai i$
42 centromeriniy sri¢iy (3.7 D pav.). PanaSus rezultatas buvo gautas
panaudojus F. gigantea RT zonda, kurio hibridizacijos signalai buvo maziau
intensyviis nei L. perenne, L. multiflorum ir L. temulentum RT (3.5 lentelé,
3.8 Eir F pav.).
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3.8 pav. Centromeriniy Fesreba RT zondy hibridizacija L. perenne x
F. gigantea hibridy metafazinése plokstelése. (A) L. perenne (raudona),
(B) L. multiflorum (raudona), (C) L. temulentum (zalia), (D) F. pratensis
(raudona) ir (E, F) F. gigantea (zalia) RT zondai. (C, E) telomerinis (raudona)
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ir (D) (zalia) zondai. (A) — 5S rDNR zondas (zalia). Baltos rodyklés — silpnai
pasizenklinusios centromerings sritys. Skalé¢ = 10 um.

Fig. 3.8. Hybridization of the centromeric RT probes in L. perenne %
F. gigantea metaphase plates. The (A) L. perenne (red), (B) L. multiflorum
(red), (C) L. temulentum (green), (D) F. pratensis (ved) and (E, F) F. gigantea
(green) RT probes. (C, E) telomeric (red) and (D) (green) probes. (4) — 58
rDNA (green). The white arrows — faintly marked centromeric regions. Scale
bar =10 um.

Fesreba sekos hibridizacija papildomai buvo tirta tg pacig L. perenne x
F. gigantea metafazing plokstele panaudojus dviem i§ eilés FISH
eksperimentams, jg hibridizavus skirtingais zondais. Pastebéta, kad L. perenne
ir L. multiflorum RT zondai hibridizavosi 21 chromosomos centromerinése
srityse ir per visg 7 chromosomy ilgj (3.9 Al, Bl pav.). Taip pat stebéta
L. perenne gDNR zondo hibridizacija 7 chromosomose, kuriose anksc¢iau
buvo matoma L. peremne ir L. multiflorum RT zondo hibridizacija
(3.9 A2, B2 pav.).

3.9 pav. Centromerinio L. perenne RT (Al), L. multiflorum RT (B1) ir
L. perenne gDNR (A2 ir B2) zondy hibridizacija L. perenne x F. gigantea

hibrido metafazinése plokstelése. Zalia spalva — centromerinis zondas,
raudona — genominis zondas. Skalé¢ = 10 um.

Fig. 3.9. Hybridization of centromeric L. perenne RT (A1) and L. multiflorum
RT (B1) probes and gDNA L. perenne (A2, B2) probe in L. perenne x
F gigantea metaphase plates. The green — centromeric probes, red — genomic
probe. Scale bar = 10 um.
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FISH metodas atskleidé, kad tiek F. gigantea (3.7 pav.), tiek
L. perenne % F. gigantea hibridy (3.8 pav.) metafazinése plokstelése Fesreba
retrotranspozono RT zondas hibridizuojasi centromeriniuose regionuose,
taCiau skiriasi signalo stiprumas ir pobiidis. Kai kuriose L. perenne X
F. gigantea metafazése RT zondo signalas pasiskirstes difuziskai — jis
i$sklaidytas per visg septyniy chromosomy ilgj (3.9 pav.), o tai leidZia manyti,
kad retrotranspozono RT sekos yra jsiterpusios per visa $iy chromosomy ilgj.
Kalbant apie telomerines sekas, tiek F. gigantea, tiek L. perenne x F. gigantea
hibridams budingi intersticiniai telomeriniy seky intarpai (3.4 C pav.,
3.7 A pav.).

3.3.3. Chromosomy centromery ir telomery FISH ypatumai interfaziniuose
branduoliuose

Siekiant nustatyti chromosomy teritorijy (ChT) organizaciniy centry
(centromery ir telomery) padétj buvo naudojamos skirtingo ploidiSkumo
Festuca ir Lolium 108iy bei L. perenne x F. gigantea hibridy citologiniai
preparatai, hibridizuoti centromeriniais ir telomeriniais zondais. F. gigantea
ir L. perenne x F. gigantea rui$iy buvo jvertinta po N = 160-200, L. perenne,
L. multiflorum, L. temulentum ir F. pratensis po N = 20 interfaziniy
branduoliy. Buvo vertinamas Fesreba RT zondy hibridizacijos signaly
skaiCius ir intensyvumas.

Analizuojant diploidiniy Festuca ir Lolium rusiy branduolius, pastebéta,
kad centromeriniy signaly skaicius ne visada atitiko keturiolikos mitotiniy
chromosomy skaiciy (3.6 lentelé, 3.10 pav.), kartais jie sudaré signaly grupes.
Centromeros ir telomeros iSsidéstydavo prieSingose branduolio poliuose
(3.10 pav.).
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3.10 pav. Centromerinio Fesreba RT zondo hibridizacija diploidiniy rasiy
interfaziniuose branduoliuose, atitinkamai naudojant tos pacios rusies RT
zondus. (A) L. perenne, (B) L. multiflorum, (C) L. temulentum ir
(D) F. pratensis. Raudona spalva — centromeros, zalia — telomeros.
Skalé = 10 um.

Fig. 3.10. Hybridization of the centromeric RT probe in interphase nuclei of
diploid species, using the same species of RT probes accordingly. The
(A) L. perenne, (B) L. multiflorum, (C) L. temulentum and (D) F. pratensis.
The red — centromeres, green — telomeres. Scale bar = 10 um.

Atlikus F  gigantea heksaploido interfaziniy branduoliy analize,
panaudojus jo galimy téviniy rusiy L. perenne, L. multiflorum, L. temulentum
ir F. pratensis bei F. gigantea (kontrolé¢) gDNR kaip matrica RT zondo
gamybai, nustatyta, kad didZiausias centromeriniy signaly skaicius buvo 28
(3.6 lentelé). Dazniausiai hibridizacijos signalai buvo intensyviis ir sudaré
dideles grupes. Toks rezultatas matomas nepriklausomai nuo to, kurios
Festuca ir Lolium riSies RT zondas buvo naudojamas (3.11 pav.).
Centromeriniai ir telomeriniai signalai buvo matomi priesingose branduolio
pusése (3.11 pav.).
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3.11 pav. Centromerinio Fesreba RT zondo hibridizacija F gigantea
interfaziniuose branduoliuose. (A) L. perenne (raudona), (B) L. multiflorum
(raudona), (C) L. temulentum (zalia), (D) F. pratensis (zalia), (E) F. gigantea
(zalia) ir (F) F. gigantea (raudona) RT zondai. A, B ir F — telomerinis zondas
(zalia), C—E — telomerinis zondas (raudona). Skalé = 20 pm.

Fig. 3.11. Hybridization of the centromeric RT probe in interphase nuclei of
F  gigantea. The (A) L. perenne (red), (B) L. multiflorum (red),
(C) L. temulentum (green), (D) F. pratensis (green), (E) F. gigantea (green)
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and (F) F. gigantea (ved) RT probes. The A, B and F — telomeric probe (green),
C-E — telomeric probe (ved). Scale bar = 20 um.

3.12 pav. Centromerinio Fesreba RT zondo hibridizacija L. perenne %
F gigantea interfaziniuose branduoliuose. (A) L. perenne (zalia),
(B) F. gigantea (zalia), (C) L. multiflorum (raudona), (D) L. temulentum
(raudona) ir (E) F. pratensis (raudona) RT zondai. A ir B — telomerinis zondas
(raudona), C—E — telomerinis zondas (zalia). Skalé = 10 pm.

Fig. 3.12. Hybridization of the centromeric RT probe in interphase nuclei of
L. perenne x F. gigantea. The (A) L. perenne (green), (B) F. gigantea (green),
(C) L. multiflorum (ved), (D) L. temulentum (red), (E) F. pratensis (red) RT
probes. The A and B — telomeric probe (red), C—E — telomeric probe (green).
Scale bar = 10 um.
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3.6 lentelé. Centromerinés Fesreba sekos minimalus ir maksimalus signaly skai¢ius Lolium ir Festuca rusiy bei L. perenne X

F. gigantea hibridy interfaziniuose branduoliuose.

Table 3.6. The minimum and maximum signal numbers of centromeric Fesreba sequences in interphase nuclei of Lolium, Festuca

and L. perenne x F. gigantea.

Pakartojimy skaicius /

Fesreba RT zondy signaly skaicius / No. of Fesreba RT Probe Signals

Rusis (ploidiSkumas) / Number of Repetitions Lp* Lm Lt Fp Fg
Species (Ploidy Level)

E gigantea 50 1628 13-21 16-22 11-22 10-27
(2n=6x=42)

L. perenne x F. gigantea 46 10-18 10-20 10-20 11-18 9-20
(2n=4x=128)

L. perenne 9 9-14 - - - -
(2n=2x=14)

L. multiflorum 8 - 10-14 - - -
(2n=2x=14)

L. temulentum 7 - - 9-14 - -
(2n=2x=14)

FE pratensis 12 - - - 11-14 -
(2n=2x=14)

*Lp — L. perenne, Lm — L. multiflorum, Lt — L. temulentum, Fp — F. pratensis, Fg — F. gigantea
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Toks désningumas isliko ir tetraploidiniy L. perenne x F. gigantea hibridy
interfaziniuose branduoliuose, kuriuose didziausias matomas centromeriniy
signaly skaiCius buvo 20 (3.6 lentelé, 3.12 pav.). Jy hibridizacijos signaly
intensyvumas re¢iau buvo silpnas, o dazniau sudaré dideles grupes. ChT
organizaciniai centrai telkési prieSingose branduolio pusése (3.12 pav.).

Apibendrinant, poliploidiniy F. gigantea ir L. perenne x F. gigantea
augaly centromeriniy signaly skaicius neatitiko mitotiniy chromosomy
skaiciaus, nes Fesreba RT zondo hibridizacijos signaly intensyvumas sudaré
didesnes grupes. Tyrimo rezultatai patvirtino, kad didZiojo erai¢ino ir jo
galimy téviniy rusiy bei jy hibridy chromosomos interfazés metu i$sidésto
Rablo konfigtiracija, kuomet centromeros ir telomeros i$sidésto prieSingose
vidinés interfazinio branduolio membranos pusése.

3.3.4. tDNR seky pasiskirstymas F. gigantea ir L. perenne % F. gigantea
hibriduose

Alopoliploidiniy  rGSiy  evoliucijos metu  jvykusiy  chromosomy
persitvarkymams suprasti yra svarbiis tDNR sri¢iy tyrimai. Siam tyrimui
naudojome misy sukurty hibridy ir jy téviniy rusiy citologinius preparatus,
kuriuos hibridizavome 58S ir 45S rDNR zondais. Buvo nustatytas Siy rDNR
seky signaly skaicius. Panaudojus F. gigantea gDNR ir 5S rDNR zondy derinj
buvo siekiama nustatyti i§ F. gigantea paveldéty 5S rDNR sriciy skaiciy ir
Sios sekos stabiluma F1 L. perenne x F. gigantea hibriduose.
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3.7 lentelé. F. gigantea, L. perenne ir L. perenne % F. gigantea tDNR lokusy skaicius.
Table 3.7. The number of F. gigantea, L. perenne ir L. perenne x F. gigantea rDNA loci.

Pakartojimy skaicius / Metafaziniy Interfaziniy rDNR lokusy skaicius / No.
Rusis  (ploidiSkumas) /  Number of Repetitions ploksteliy sk. / No. branduoliy sk. / No. of rDNA loci
Species (Ploidy Level) of Metaphase Plates of Interphase Nuclei ~ 45SrDNR/ 5SrDNR/

458 rDNA 58 rDNA

F gigantea 41 53 41 4 8
(2n=6x =42)
L. perenne 11 55 42 7 2
(2n=2x=14)
L. perenne x F. gigantea 40 104 53 5 5
(2n =4x =28)
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FISH rezultatas parodé¢, kad F. gigantea yra budingos keturios poros
chromosomy, turinéiy 5S rDNR (8 signalai) sritis. Keturios sritys
lokalizuojasi chromosomy antrinése persmaukose, o kitos keturios —
chromosomy peciy galuose. Dvi chromosomy poros turi 45S rDNR, matomi
4 signalai, esantys antrinése chromosomy persmaukose (3.7 lentelé, 3.13 A ir
3.14 A pav.). L. perenne chromosomose buvo stebimai du 5S rDNR signalai
lokalizuoti antrinése chromosomy persmaukose. Vienas hibridizacijos
signalas generavo didesnj plota, kitas signalas buvo maziau intensyvus. Sioje
chromosomy poroje buvo matomi ir 45S rDNR signalai. Penki 45S rDNR
signalai lokalizavosi antrinése persmaukose (3.7 lentelé, 3.13 B ir
3.14 B pav.), i§ jy 4 signalai buvo intensyvesni ir generavo didesnj plota.
L. perenne x F. gigantea hibridy chromosomose buvo matomi penki 5S ir
penki 45S rDNR lokusai, du intensyvus 45S rDNR hibridizacijos signalai ir
generuojami didesni jy plotai ir trys maziau intensyvus signalai bei trys 5S
rDNR zondo intensyviis hibridizacijos signalai ir du — maZziau intensyvis
(3.7 lentelé, 3.13 Cir 3.14 C pav.).

5S rDNR

5SrDNR

5S rDNR

~

L

3.13 pav. 5S ir 45S rDNR FISH/GISH téviniy raisiy ir hibridy metafazinése
plokstelése. (A) F. gigantea, (B) L. perenne ir (C, D) L. perenne % F. gigantea
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metafazinés plokstelés. Baltos zvaigzdés — 45S rDNR. Skaiciai 1-8 — 5S
rDNR. Skalé¢ =10 pm.

Fig. 3.13. The 5S and 45S rDNA FISH/GISH in metaphase plates of parental
species and their hybrids. The (A) F. gigantea, (B) L. peremne and
(C, D) L. perenne x F. gigantea metaphasis plates. The white stars — 455
rDNA; 1-8 number — 55 rDNA. Scale bar = 10 um.

Analizuojant L. perenne X F. gigantea hibridy 5S rDNR padéties
pokyc¢ius metafazinése chromosomose buvo naudotas F. gigantea gDNR ir 5S
rDNR zondy derinys. Buvo matomas vienas 5S rDNR intensyvus
hibridizacijos signalas chromosomos petyje, kuris netur¢jo F. gigantea gDNR
zondo hibridizacijos signalo (3.13 D pav.). Si chromosoma yra kilusi i§
L. perenne. Kitose 4 chromosomose, turiniose 5S rDNR signala,
hibridizacija jvyko ir su F. gigantea gDNR zondu (3.13 D pav.). Gauti
duomenys patvirtino spéjimg, kad hibridai turéjo paveldéti vieng
chromosomg, turin¢ia 5S rDNR sritj, i§ daugiametés svidrés ir keturias
chromosomas, turinéias $ig sritj, i§ didZiojo eraicino.

55 rDNR

3.14 pav. 5S ir 45S rDNR FISH téviniy rusiy ir hibridy interfaziniuose
branduoliuose. (A) F. gigantea, (B) L. perenne ir (C) L. perenne x F. gigantea
interfaziniai branduoliai. 5S rDNR - zalia; 45S rDNR - raudona.
Skalé = 10 um.

Fig. 3.14. The 5S and 455 rDNA FISH in interphase nuclei of parental species
and their hybrids. The (A) F. gigantea, (B) L. perenne and (C) L. perenne X
F. gigantea interphase nuclei. The 5S rDNA — green; 455 rDNA — red. Scale
bar = 10 um.

FISH leido nustatyti L. perenne x F. gigantea hibridy paveldéty rDNR
seky skaiciy ir lokalizacijg metafazinése chromosomose. Analiz¢ atskleide,
kad hibridai paveldéjo po penkis 58S ir 45S rDNR lokusus. Be to, lyginat su
tévinémis rasimis, nebuvo nei 5S rDNR lokusy praradimo, nei jy skaiciaus
pagauséjimo, o tai rodo Sios sekos elemento stabilumg Siuose hibriduose.
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Pastaba / Note: 3.2 ir 3.3 rezultaty dalys buvo aprasytos remiantis autorés apzvalgine
publikacija, kuri atspindi autorés pagrindinj indelj. Publikacija yra jtraukta j
literatiiros sgrasa. Autorés publikacija / 3.2 and 3.3 parts of the results to describe
based on the author's review article which demonstrated the author's main
contribution and mentioned in the reference list: Stakeliené, V., & PaSakinskiené, 1.
(2022). Fluorescent in situ hybridisation in plants: new ways to link DNA sequence
resources and chromosome loci — a review. Zemdirbyste-Agriculture, 109: 171-178.

3.4. Sakny endofity jvairové F. gigantea ir giminingose Festuca/Lolium
rusyse bei L. perenne x F. gigantea hibriduose

Siame darbe buvo nagrinéjami F. gigantea ry$iai su endofitais. Buvo
pasirinkti daugiameciai augalai F. gigantea, F. arundinacea, F. pratensis,
L. perenne, L. perenne X F. gigantea hibridai ir vienmeciai L. multiflorum bei
L. temulentum. Pirmiausiai, jvertintas endofitiniy gryby morfostruktiry daznis
kiekvienos ruSies Saknyse. Sekanc¢iame etape buvo izoliuoti gryby ir bakterijy
endofitai ir jvertintas jy pasiskirstymas. Paskutiniame eksperimente nustatytas
endofitiniy gryby inokuliacijos poveikis gausiaziedés svidrés augaly augimui.

3.4.1. Endofity citologinés morfostrukttiros ir jy daznis Saknyse

MikroskopiSkai buvo vertinti F. gigantea Sakny virS§iinés skersinio pjtivio
preparatai (toliau — Saknyse). Gryby morfostruktiiros buvo sugrupuotos j Sesis
skirtingus citomorfotipus: 1) stori, dematiski (turintys tamsy pigments) ir
labai i$siSakoje¢ hifai (3.15 A pav.); 2) hialininiai (neturintys pigmento), i
»pumpurus* panasis, viename gale dichotomiskai i$siSakoje ir ~130 pm ilgio
hifai (3.15 B pav.); 3) ploni, melanizuoti (turintys pigmento), dichotomiskai
i8siSakoje hifai (3.15 C, D pav.); 4) tamsiis su pertvarom hifai (3.15 E pav.);
5) Alternaria tipo daugialgstés konidijos (3.15 F pav.); 6) gryby spory
aglomeracijos (spory sankaupos) (3.15 G pav.). Dauguma grybiniy struktiiry
buvo tarplastelinés (3.15 A-C, E, H ir I pav.), kartais buvo aptikta
vidulasteliniy (3.15 D pav.). Kai kurie hifai buvo susitelke j tankias grupes
(3.15Hir I pav.).
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3.15 pav. Endofitiniy gryby ir bakterijy morfotipy citologinis vaizdas
F. gigantea Saknyse: (A—E) endofitiniy gryby hify vaizdai; (F) Alternaria tipo
konidijos; (G) gryby spory sankaupos; (H ir I) hify sankaupos; (I) didelé
kriiva bacilos tipo endofitiniy bakterijy; (K) bakterijy grandiné.
Skalé = 10 pm.

Fig. 3.15. Cytological view of fungal and bacterial endophyte morphotypes in
the root of F. gigantea: (A-E) images of endophytic fungi hyphae;
(F) Alternaria-type conidia;, (G) agglomerates of fungal spores;
(H and I) clusters of hyphae; (J) large bunches of Bacillus-type endophytic

bacteria; (K) chains of filamentous bacteria. Scale bar = 10 um.

Taip pat buvo aptiktos endofitiniy bakterijy struktiiros: didelés
i$sibarséiusios bacily tipo bakterijy grupés ir bakterijy grandinés (3.15 J ir
K pav.).

Naudojant Tripano mélio daza buvo jvertintas endofitiniy gryby daznis
F. gigantea ir daugiameciy Festuca, Lolium risiy ir jy hibridy bei vienmeciy
Lolium spp. augaly Saknyse, vertinant po N = 120 Sakny fragmenty. Gryby
struktiiros buvo stebétos 44 % F. gigantea tirty Sakny. Kitose Festuca rusyse
grybinés struktiiros buvo matomos 52-56 % tirty Sakny (3.16 pav.).
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Endofitiniy gryby daZnis (%)
S

Festuca gigantea  Festuca arundinacea  Festuca pratensis Lolium perenne  Lolium multiflorum  Lolium temulentum  Lolium perenne x
Festuca gigantea

3.16 pav. Endofitiniy gryby struktiiry daznis Lolium ir Festuca risiy bei
L. perenne x F. gigantea hibridy Saknyse. Skirtingos raidés vir§ paklaidy
juosty rodo reikSmingus skirtumus tarp rusiy (p < 0,05), remiantis Tukey HSD
post-hoc testu. Varianto N = 120.

Fig. 3.16. Colonization frequency of endophytic fungi in root tip cuttings of
Lolium and Festuca species and L. perenne x F. gigantea hybrids. Different
letters above the bars indicate significant differences between the species
(p <0.05) based on Tukey’s HSD post-hoc test. Variant N = 120.

Didziausias endofitiniy gryby struktiiry daznis nustatytas vienmeciy
L. temulentum (94 %) ir L. multiflorum (84 %) rusiy Saknyse, prieSingai nei
daugiameciuose L. perenne (48 %) augaluose. L. perenne x F. gigantea
hibridy gryby kolonizacijos daznis buvo toks pats kaip ir tévinése riiSyse.

3.4.2. Endofitiniy gryby jvairové ir jy pasiskirstymas F. gigantea ir
giminingose rusyse

Endofitiniy gryby izoliatai buvo iSauginti ant PDA terpés. IS viso buvo
jvertinta po N = 200-250 Sakny fragmenty kiekvienai raisiai, atlieckant 810
sodinimy. Kontrolinése Petri lékStelése, kuriose buvo jpilta po 200 pul
paskutinio Sakny plovimo vandens, kolonijy augimas nebuvo aptiktas. Tai
rodo, kad Sakny pavirsius buvo sterilus, o ant terpés augantys grybai buvo kile
1§ Sakny vidiniy audiniy.

RaSiy taksonominis priskyrimas buvo atliktas remiantis kolonijos
morfologija ir micelio citomorfologija (priedas S1) bei taksonomiskai
patvirtinti palyginus su DNR ITS, RPB2, SSU ir TEFI-a regiony seky
duomenimis 98 — 100 % ribose, naudojant BLAST jrankj (lentelé S1).
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3.17 pav. Ascomycota 7-10 dieny izoliatai Festuca ir Lolium riiSyse ir jy
hibriduose (virSutiné pusé kairéje, apatiné desinéje): (Al, A2) Alternaria
alternata, (A3) daugialastés konidijos su trumpais kiiginiais snapeliais,
(A4) segmentuoti, subhialiniai hifai; (B1, B2) Alternaria infectoria,
(B3) konidijos ir konidijakociai, (B4) segmentuoti hifai; (C1, C2) Alternaria
rosae, (C3) konidijos su segmentuotais konidijakocCiais ir hifai;
(D1, D2) Aureobasidium  pullulans, (D3) hifai, (D4) konidijos;
(E1, E2) Bipolaris sorokiniana, (E3) konidijakotis ir konidija, (E4) hifai; (F1,
F2) Cadophora fastigiata, (F3, F5) konidijakociai (pazymétas piltuviskas
antkaklis) ir segmentuoti hifai, (F4) konidija; (G1, G2) Chaetomium funicola,
(G3) askoma ir askosporos, (G4) askomos dichotomiskai iSsiSakojusios
galinés atSakos; (H1, H2) Cladosporium cladosporioides,
(H3, H5) konidiogeniné lastelé, (H4) konidijos; (I1, 12) Cladosporium
halotolerans, (13, 14) segmentuoti hifai, (IS) konidija; (J1, J2) Cordyceps
fumosorosea, (J3) konidijakotis ir konidijos; (K1, K2) Didymella
macrostoma, (K3) chlamidosporos; (L1, L2) Epicoccum nigrum,
(L3) pseudohifai, (L.4) chlamidosporos ir blastosporos; (M1, M2) Hypoxylon
rubiginosum, (M3) hifai; (N1, N2) Lomentospora sp., (N3) hifai ir
konidijakotis; (01, O2) Microdochium bolleyi, (03) konidija ant cilindrinés
konidiogeninés Iastelés, (0O4) chlamidosporos; (P1, P2) Paraphoma fimeti,
(P3) konidiogeniné lastelé ir konidijos; (Q1, Q2) Plectosphaerella
cucumerina, (Q3) hifai ir konidijos, (Q4) konidijos; (R1, R2) Pyrenophora
dictyoides, (R3, R4) konidija ir konidijakotis. Skalé: A3, A4, B3, B4, C3, E3,
E4, F3, G3, D3, H3, 13, K3, L3, L4, M3, O4, P3, R3 ir R4 = 100 pm; F4, F5,
G4, D4, H4, H5, 14, 15, J3, N3, 03, Q3 ir Q4 = 10 pum.

Fig. 3.17. Ascomycota 7—10-day isolate colonies on PDA medium (top image
on the left, reverse on the right) from the roots of Festuca spp., Lolium spp.
and in their hybrids, cytomorphological images obtained from mycelium as
follows: (B1, B2) Alternaria infectoria, (B3) conidia and conidiophores, (B4)
segmented hyphae; (C1, C2) Alternaria rosae, (C3) conidia with segmented
conidiophores and hyphae; (D1, D2) Aureobasidium pullulans, (D3) hyphae,
(D4) conidia; (E1, E2) Bipolaris sorokiniana, (E3) conidiophores and
conidia (E4) hyphae; (F1, F2) Cadophora fastigiata, (F3, F5) conidiophores
(funnel-shaped collarette marked) and segmented hyphae, (F4) conidia;
(G1, G2) Chaetomium funicola, (G3) ascomata and ascospores,
(G4) dichotomous terminal branches of the ascoma, (H1, H2) Cladosporium
cladosporioides, (H3, H5) conidiogenous cell, (H4) conidia;
(11, 12) Cladosporium halotolerans, (13, 14) segmented hyphae, (I5) conidia;
(J1, J2) Cordyceps fumosorosea, (J3) conidiophore and conidia;
(K1, K2) Didymella macrostoma, (K3) chlamydospores; (L1, L2) Epicoccum
nigrum, (L3) pseudohyphae, (L4) chlamydospores and blastospores;
(M1, M2) Hypoxylon rubiginosum, (M3) hyphae; (N1, N2) Lomentospora sp.,

95



(N3) hyphae and conidophfore; (01, 02) Microdochium bolleyi, (03) conidia
on cylindrical — conidiogenous  cells, (04) chlamydospores;
(P1, P2) Paraphoma fimeti, (P3) conidiogenous cell and conidia;
(01, Q2) Plectosphaerella  cucumerina, (Q3) hyphae and conidia,
(04) conidia; (RI1, R2) Pyrenophora dictyoides, (R3, R4) conidia and
conidiophore. Scale bar: A3, A4, B3, B4, C3, E3, E4, F3, G3, D3, H3, I3, K3,
L3, L4, M3, 04, P3, R3 ir R4 = 100 um; F4, F5, G4, D4, H4, H5, I4, 15, J3,
N3, 03, Q3 ir Q4 = 10 um.

- < o g

3.18 pav. Basidiomycota 7-10 dieny izoliaty kolonijos i§ F. gigantea Sakny
(virSutiné pusé kairéje, apatiné desingje): (A1, A2) Coprinellus disseminatus,
(A3, A4) segmentuoti hifai; (B1, B2) Sistotrema brinkmannii, (B3, B5) hifai,
(B4) bazidiosporos. Skalé: A3 ir B3 =100 um; A4, B4 ir BS = 10 um.

Fig. 3.18. Basidiomycota 7-10-day isolates colonies from F. gigantea roots
(top image on the left, reverse on the right). (A1, A2) Coprinellus
disseminatus, (A3, A4) segmented hyphae; (B1, B2) Sistotrema brinkmannii,
(B3, BS5) hyphae, (B4) basidiospores. Scale bar: A3 and B3 = 100 um; A4,
B4 and B5 = 10 um.
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3.19 pav. Mucoromycota 7 dieny izoliato kolonija i§ L. multiflorum Sakny
(virSutiné pusé kair¢je, apatiné deSinéje): (Al, A2) Mucor circinelloides,
(A3) sporangija, (A4, AS) sporangiosporos, (A6) hifai, kuriuose yra lipidy
kiinai. Skalé: A3, AS ir A6 =100 um; A4 =10 pm.

Fig. 3.19. Mucoromycota 7-day isolate colony from L. multiflorum roots (top
image on the left, reverse on the right): (A1, A2) Mucor circinelloides,
(A3) sporangia, (A4, A5) sporangiospores, (A6) hyphae containing lipid
bodies, Scale bar: A3, A5 and A6 = 100 um; A4 = 10 um.

I$ F. gigantea ir jam artimy Festuca, Lolium rusiy bei L. perenne X
F. gigantea hibridy buvo izoliuota 60 endofitiniy gryby kolonijy, priskirty 21
taksonui (3.17-3.19 pav., lentelé S1). IS jy, 18 rasiy buvo Ascomycota
skyriaus atstovai (3.17 ir 3.20 pav.). Dvi Basidiomycota risys, Coprinellus
disseminatus ir Sistotrema brinkmannii, buvo izoliuoti tik i§ F. gigantea Sakny
(3.18 ir 3.20 pav.). I8 tiriamos Festuca augaly grupés, F. gigantea pasizyméjo
didziausia gryby jvairove, iSskirtos SeSios gryby rasys (IF = 29 %), o
Basidiomycota grybai sudaré 1/3 dalj rusiy (3.20 pav.). Mucor circinelloides,
priklausantis Mucoromycota skyriui, buvo izoliuotas i§ L. multiflorum Sakny
(3.19ir 3.20 pav.).

I$ tirty Lolium riSiy didziausia gryby jvairove pasiZyméjo vienmeté
L. multiflorum. Siuo atveju buvo izoliuoti 9 taksonai, IF = 43 % (3.20 pav.).
Tuo tarpu L. temulentum ir L. perenne x F. gigantea hibridams buvo budingas
mazesnis gryby jvairovés rodiklis, atitinkamai 5 ir 4 taksonai (IF = 24 % ir
IF= 19 %). Maziausia jvairove stebéta L. perenne, F. arundinacea ir
F. pratensis augaluose. Siose ragyse buvo nustatyta tik viena ar dvi
endofitinés gryby risys, i$ kuriy gauta po vieng ar dvi kolonijas (3.20 pav.).
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Izoliaty skaicius

m Alternaria alternata Alternaria infectoria Alternaria rosea
Aueobasidium pallulans W Bipolaris sorokiniana Cadophora fastigiata

W Chaetomium funicola Cladosporium cladosporioides W Cladosporium halotolerans

m Coprinellus disseminatus Cordyceps fumosorosea Didymella macrostoma
Epicoccum nigrum W Hypoxylon rubiginosum W Lomentospora sp.

m Microdochium bolleyi m Mucor circinelloides W Paraphoma fimeti

W Plectosphaerella cucumerina W Pyrenophora dictyoides Sistotrema brinkmannii

3.20 pav. Endofitiniy gryby, iSskirty i§ Festuca ir Lolium ru$iy ir jy hibridy
Sakny, paplitimas. Skirtingos raidés vir$ juosty rodo reik§mingus skirtumus
tarp rusiy (p < 0,05), remiantis Tukey HSD post-hoc testu.

Fig. 3.20. Distribution of endophytic fungi isolated from the roots of Festuca
and Lolium species and their hybrids. Different letters above the bars indicate
significant differences between the species (p < 0.05) based on Tukey’s HSD
post-hoc test.

Pagal izoliavimo daznj (IF, %) endofitiniy gryby raiSys hierarchiskai
pateiktos lenteléje S2. Labiausiai paplitusi rusis buvo M. bolleyi, kuri buvo
aptikta penkiose i$ septyniy riiSiy — gauta 12 izoliaty, (IF =20 %) (3.20 pav.).
Kita placiai paplitusi rii§is buvo A. alternata — izoliuotos 9 kolonijos,
(IF =15 %) (3.20 pav.). Tiek M. bolleyi, tiek A. alternata dazniausiai buvo
izolivoti i§ L. multiflorum, gauta po 7 izoliatus, IF = 12 % kiekvienam
(3.20 pav.). Daugiausia izoliaty (27) gauta i§ L. multiflorum, po to seké
L. temulentum su 15 izoliaty, atitinkamai IF =45 % ir [F = 25 % (3.20 pav.).
Sie rezultatai patvirtina miisy citologinés analizés duomenis, rodanéius didelj
endofitiniy gryby kolonizacijos daznj $iy dviejy vienmeciy rusiy Saknyse
(3.16 pav.). F. gigantea ir L. perenne % F. gigantea hibriduose izoliuota po
7 kolonijas. Palyginus L. perenne ir F. gigantea Sakny endofitus su jy
L. perenne % F. gigantea hibridy, atitikimo tarp gryby taksony nenustatyta, tai
yra endofity riiSiy pasiskirstymas buvo skirtingas.

Masy tyrimas parodé, kad F. gigantea ir kitos Festuca ir Lolium rusys
bei L. perenne % F. gigantea hibridai yra jvairiy endofitiniy gryby Seimininkai.
Siy augaly $aknis kolonizuoja endofitiniai grybai i§ skirtingy gryby skyriy.
Daugiausia riisiy priklausé¢ Ascomycota skyriui, kurioje labiausiai paplitusios
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buvo A. alternata ir M. bolleyi riiSys. Didysis eraiCinas iSsiskyr¢ i§ kity rtsiy
didziausia gryby jvairove lyginat su kitomis daugiametémis Festuca/Lolium
rusimis. Be to, net trecdalj gryby rusiy, nustatyty F. gigantea Saknyse, sudaré
Basidiomycota grybai. Vienmetés L. multiflorum ir L. temulentum risys
i8siskyré dideliu gryby riisiy ir izoliaty skai¢iumi.

3.4.3. Endofitiniy bakterijy jvairové ir jy pasiskirstymas F. gigantea ir
giminingose risyse

IS F. gigantea ir jam artimy Festuca ir Lolium ruSiy bei L. perenne X
F. gigantea hibridy Sakny fragmenty (N = 100) ant LB terpés buvo iSauginti
59 izoliatai, kurie buvo identifikuoti kaip 26 bakterijy taksonai. Jy priskyrima
patvirtino 16S rDNR seky BLAST rezultatai (lentelé S3). Gautos bakterijy
izoliaty 16S DNR sekos buvo deponuotos j GenBank (lentelé S4).
Kontrolinése Petri Iékstelése, kuriose buvo jpilta po 200 pl paskutinio Sakny
plovimo vandens, nebuvo aptikta bakterijy kolonijy augimo. Tai rodo, kad
Sakny pavir$ius buvo sterilus, o ant terpés augancios bakterijos buvo kilusios
18 Sakny vidiniy audiniy.

- Festuca gigantea I -

fie] —_—

?c_" Festuca arundinacea || I Jc
% [ D

%ﬂ Festuca pratensis b

a

Lolium perenne T a
E Lolium multiflorum [ b

Lolium temulentum

Lotium perenne * [ o | b

Festuca gigantea

Vienmedtiai
[9]

0 1 2 3 4 5 6 7 3 9 i0 11 12 13 14 15 16 17 18 19
Izoliaty skaicius

W Achromobacter spanius Actinoallomurus sp, Bacillus cereus
Bacillus licheniformis Bacillus pumilus Bacillus subtilis
Bacillus sp. W Heyndrickxia oleronia Kosakonia cowanii
W Lysinibacillus boronitolerans M Niallia circulans Novosphingobium sp.
Paenibacillus barengoltzii Paenibacillus sp Pantoea agglomerans
W Pedobacter alluvionis Peribacillus asahii W Peribacillus frigoritolerans
W Priestia aryabhattai M Priestia megaterium B Pseudomonas oryzihabitans
Pseudomonas sp Robertmurraya siralis Sphingomonas sp.

Stenotrophomonas maltophilia = Variovorax sp.
3.21 pav. Endofitiniy bakterijy, i$skirty i§ Festuca ir Lolium rusiy ir jy hibridy
Sakny, jvairove. Skirtingos raidés vir$ juosty rodo reikSmingus skirtumus tarp
rasiy (p < 0,05), remiantis Tukey HSD post-hoc testu.
Fig. 3.21. Diversity of endophytic bacteria isolated from Lolium and Festuca
species and their hybrids. Different letters above the bars indicate significant
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differences between the species (p < 0.05) based on Tukey’s HSD post-hoc
test.

Pagal izoliavimo daznj (IF, %), endofitiniy bakterijy gentys pateiktos
hierarchiskai lenteléje S2. Tyrimo metu i§ F. gigantea, F. pratensis ir
L. temulentum Sakny iSskirta po 7 bakterijy taksonus, atitinkamai 7 (12 %),
8 (14 %) ir 12 (20 %) izoliaty. Nustatyta, kad didziausia bakterijy jvairove
pasizymejo F. arundinacea — taksonomiskai buvo patvirtintos 9 rusys,
18 izoliaty (31 %) (3.21 pav.). Maziausiai bakterijy taksony buvo izoliuota i§
L. multiflorum, L. perenne x F. gigantea ir L. perenne $akny, atitinkamai 4, 4
ir 3 taksonai (3.21 pav.). Lyginant F. gigantea ir L. perenne Sakny endofitines
bakterijas su izoliuotomis i§ L. perenne X F. gigantea hibridy, atitikimo tarp
bakterijy taksony nenustatyta, t.y. endofity rii§iy pasiskirstymas buvo
skirtingas (3.21 pav.).

Ivertinus bakterijy pasiskirstyma tiriamyjy augaly Saknyse, nustatyta, kad
labiausiai paplitusios buvo gramteigiamos Bacillota (sinonimas Firmicutes)
grupés bakterijos (15 rasiy), priklausancios astuonioms gentims: Bacillus,
Heyndrickxia, Lysinibacillus, Niallia, Paenibacillus, Peribacillus, Priestia ir
Robertmurraya (3.21 pav., lentelé¢ S3). IS Bacillota grupés dazniausiai buvo
paplite Bacillus (IF = 37 %), Priestia (IF = 14 %) ir Paenibacillus (IF =7 %)
atstovai.

Kita bakterijy grupé, pasiZyméjusi gausiu paplitimu, buvo
gramneigiamos bakterijos, priklausan¢ios Pseudomonadota (sinonimas
Proteobacteria) grupei (9 riisys). Sioje grupéje nustatyti aStuoniy genéiy
atstovai — Achromobacter (Burkholderiales), Kosakonia (Enterobacterales),
Novosphingobium  (Sphingomonadales), Pantoea  (Enterobacterales),
Pseudomonas (Pseudomonadales), Sphingomonas (Sphingomonadales),
Stenotrophomonas  (Lysobacterales) ir Variovorax (Burkholderiales)
(3.21 pav.). Is Pseudomonadota grupés dazniausiai buvo izoliuotos Kosakonia
ir Pseudomonas bakterijos, atitinkamai IF = 8 % ir IF = 7 % (3.21 pav.).
Padermés i§ Actinomycetota ir Bacteroidota / Chlorobiota buvo retos,
izoliuota po viena ra8], atitinkamai gauti 2 Actinoallomurus sp.
(Streptosporangiales) izoliatai ir vienas Pedobacter sp. (Sphingobacteriales)
izoliatas (3.21 pav.).

3.4.4. Endofitiniy mikroorganizmy gausumas ir taksony turtingumas
F. gigantea ir jam giminingose rusyse

Buvo atlikti endofitiniy gryby ir bakterijy gausumo ir taksony turtingumo
skai¢iavimai skirtinguose augaluose Seimininkuose. Gauti rezultatai rodo, kad
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F. gigantea turéjo didziausius endofitiniy mikroorganizmy turtingumo
indeksus, D = 2,57 grybams ir D = 3,08 bakterijoms (3.8 lentel¢). Kita rusis,
i8siskyrusi didziausiu endofitiniy gryby riSiy turtingumu, buvo vienmeté
L. multiflorum, D = 243. Atlikta analizé atskleidé, kad F. gigantea,
F. arundinacea, F. pratensis ir L. temulentum pasizyméjo didesniu endofitiniy
bakterijy riisiy turtingumu (D > 2) nei L. perenne, L. perenne X F. gigantea ir
L. multiflorum (D < 2) (3.8 lentelé).

Galima teigti, kad daugiametéms poliploidinéms F. gigantea ir
F. arundinacea rusims budinga didesné endofity jvairové ir gausa palyginus
su giminingomis diploidinémis F. pratensis ir L. perenne riSimis. Vienmetés
Lolium ruSys mikroorganizmy gausa ir jvairove reikSmingai lenké
daugiametes diploidines F. pratensis ir L. perenne rusis, o taip pat ir
L. perenne x F. gigantea hibridus.
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3.8 lentelé. Endofitiniy gryby ir bakterijy gausumas ir taksony turtingumas skirtinguose augaluose Seimininkuose.
Table 3.8. Endophytic fungal and bacterial abundance and taxon richness across different plant species.

Augaly rusys / Plant Endofitiniai grybai / Endophytic Endofitinés bakterijos / Endophytic Bendras
Species Fungi Bacteria endofity sk./ Tolat No. of
Endophytes

Izoliaty sk./  Rasiy sk./ *D Izoliaty sk. / Rasiy sk. / D Izoliaty sk./  Rasiy sk. /
No. Isolates  No. Species No. Isolates No. Species No. Isolates  No. Species

Daugiameciai augalai / Perennials

F. gigantea 7 6 2,57 7 7 3,08 14 13

F. arundinacea 1 1 1,00 18 9 2,77 19 10

F. pratensis 1 1 1,00 8 7 2,89 9 8

L. perenne 2 1,44 3 3 1,82 5 5

L. perenne x F. gigantea 7 4 1,54 5 4 1,86 12 8

Vienmeciai / Annuals

L. multiflorum 27 9 2,43 6 4 1,67 33 13

L. temulentum 15 1,48 12 2,41 27 12

*D — Margalefo indeksas / Margalef’s index.
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3.5. Endofitiniy gryby inokuliacijos poveikis L. multiflorum augaly augimui

Nustatant endofitiniy gryby poveikj gausiaziedés svidrés augimui, sekly
inokuliacijai buvo pasirinkti i§ Fetuca ir Lolium $akny i$skirti endofitiniy
gryby izoliatai: Cadophora fastigiata (BSGO003), Paraphoma fimeti
(BSGO010) ir Plectosphaerella cucumerina (BSG006).

Vertinant gryby daznj Saknyse praéjus 7 dienoms po inokuliacijos
nustatyta, kad skirtinguose inokuliacijos variantuose endofitiniy gryby daznis
L. multiflorum daigy Saknyse padidéjo nuo 94 % iki 96 %, kai tuo tarpu
kontrolinés grupés daiguose endofity daznis sieké 84 % (3.22 pav.). Be to,
vertinant endofitiniy gryby gausumg méginiuose, pastebéta, kad visy
inokulianty gausumas, 21-30 % matymo laukeliy skaiciaus, padidéjo daugiau
negu 2 kartus. Tai sudaré 32-48 % Sakny méginiy. Taciau P. cucumerina
gausumas L. multiflorum daigy Saknyse buvo artima kontrolinei augaly
grupei, atitinkamai 20 % ir 14 % méginiy (3.22 pav.). Sie rezultatai rodo, kad
inokuliacija endofitiniy gryby spory suspensijom padidino gausiaziedés
svidrés Sakny endofity gausuma.

Kontrole

Cadophora fastigiata

Matymo
laukeliai
Paraphoma fimeti m1-10%
m11-20%
Piectosphaerella B 2130 %

cucumerina

Miginys

o

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Endofitiniy gryby dainis (%)
3.22 pav. Endofitiniy gryby strukttry daznis L. multiflorum Saknyse pra¢jus
7 dienoms po inokuliacijos. Varianto N = 50.
Fig. 3.22. Frequency of endophytic fungal structures in L. multiflorum roots
7 days after inoculation. Variant N = 50.

Endofitiniy gryby inokuliacijos poveikio jvertinimui buvo inokuliuotos
L. multiflorum séklos, 1§ kuriy gauti augalai 63 dienas buvo auginami
Siltnamyje, cilindriniy elementy sistemoje, pripildytoje sterilaus durpiy ir
kompostinio substrato misinio (3.23 A-D pav.).

103



po 63 dieny auginimo cilindriniy elementy sistemoje. (A) C. fastigiata,
P. fimeti ir P. cucumerina suspensijomis inokuliuoty ir kontroliniy augaly

grupiy reprezentacinis vaizdas;, (B-D) C. fastigiata paveikty augaly
reprezentaciniai vaizdai: Saknys dirvozemyje geotekstilés maiSy atidarymo
momentu (B); kontrolinio augalo Saknis (C); augalo Saknis po C. fastigiata
inokuliacijos (D).

Fig. 3.23. A view of the experimental panel of Italian ryegrass plants affected
by fungal inoculations after 63 days of growth in the cylinder elements system.
(A) A representative view of plants groups from C. fastigiata, P. fimeti,
P. cucumerina, the three fungi mix inoculations and the control; (B-D)
representative views of the plants from C. fastigiata treatment: roots in the
soil at the moment of the opening of geotextile bags (B), control plant roots
measured (C) next to the plant roots from C. fastigiata inoculation (D).

Atlikus sudygusiy sékly skaiCiavimus nustatyta, kad inokuliacija
skirtingy endofitiniy gryby spory suspensijomis ir jy misiniu padidino
L. multiflorum sékly daiguma nuo 78 % iki 82 % visose inokuliuoty augaly
grupése, o kontrolingje grupéje sékly daigumas sieke 68 %. Atlikti matavimai
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parodé, kad sékly inokuliacija didino gausiaziedés svidrés tigliy aukstj ~10 %
visose augaly grupése, o Sakny ilgiui reikSmingos jtakos netur¢jo
(3.24 A pav.). Atlikus tigliy skai¢iavimus nustatyta, kad inokuliacija neturéjo
reikSmingos jtakos bendram stieby skai¢iui skirtinguose inokuliacijos
variantuose (3.24 C pav.), taCiau tur¢jo reikSmingg jtaka bambléjanciy tigliy
skai¢iaus padidéjimui visose inokuliuoty augaly grupése. Sie rezultatai rodo,
kad inokuliuoti augalai sparCiau vystési ir grei¢iau peréjo i§ vegetatyvinio
augimo j zydéjimo stadija.
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3.24 pav. L. multiflorum, paveikty gryby spory suspensijom po 63 dieny
augimo cilindriniy elementy sistemoje, augimo parametrai. (A) igliy aukstis
ir Sakny ilgis; (B) Ggliy zalia ir sausa biomasés; (C) tigliy skaicius; (D) sausy
Sakny biomasé. Skirtingos raidés (a, b, ¢ ir d) vir§ juosty rodo reikSmingus
veikimo skirtumus (p < 0,05), remiantis post-hoc Tukey (HSD) testu.
(A) jprastas Sriftas reiskia Saknies ilgj, paryskintas — tigliy aukstj; (B) jprastas
— zaliy tigliy svoris, paryskintas — sausy tigliy svoris; (C) jprastas — bendras
stieby skai¢ius, paryskintas — bambléjanciy stieby skaicius. Varianto N = 30.
Fig. 3.24. L. multiflorum growth parameters affected by fungal inoculations
after 63 days of growth in the cylinder element system. (A) Shoot height and
root length; (B) shoot green and dry biomass, (C) shoot number; (D) dry root
biomass. Different letters (a, b, ¢ and d) above the bars indicate sign cant
differences between the treatments (p < 0.05) based on Tukey s HSD post-hoc
test. In (A), regular font for root length, bold — for shoot height, in (B), regular
— for green shoot weight, bold — for dry shoot weight, in (C), regular — for
total stem no., bold — for nodding stem no. Variant N = 30.
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Atlikus tgliy ir Sakny svérimus nustatyta, kad visais inokuliacijos
atvejais endofitiniai grybai turéjo stipry stimuliuojantj poveikj gausiaziedés
svidrés Tgliy ir Sakny biomasei. C. fastigiata ir P. fimeti padidino augaly
Sviezig ir sausg Gigliy biomasg, atitinkamai 20 % ir 26 %, o P. cucumerina 11 %
(3.24 B pav.). Tai rodo, kad P. cucumerina turéjo maziausia stimuliuojantj
poveikj gausiaziedés svidrés tigliy biomasei palyginus su kitais inokuliacijos
variantais.

Apibendrint gautus duomenis galima teigti, kad visi endofitiniy gryby
inokuliacijos variantai reikSmingai skatino L. multiflorum Sakny augima —
nustatytas 20-30 % augaly sausy Sakny svorio padidéjimas, palyginus su
kontrolinés grupés augalais (3.24 D pav.). Nors inokuliacija trijy endofitiniy
gryby spory misiniu taip pat turéjo augaly augima skatinantj poveikj, pavieniy
izoliaty poveikis buvo pranasesnis (3.24 A-D pav.).

Pastaba / Note: 3.4. Sakny endofity jvairové F. gigantea ir giminingose
Festucal/Lolium ruSyse bei L. perenne x F. gigantea hibriduose skyriaus rezultatai ir
analizé yra publikuoti autorés publikacijose, kurie atspindi autorés pagrindinj indel;j ir
yra jtraukti j literatiros sgrasg. Publikacijos, kurios buvo naudotos 3.4.1-3.4.4
poskyriy apraSymams / In results and analysis section 3.4. "The fungal diversity of
the F. gigantea, Festuca/Lolium species and L. perenne x F. gigantea hybrids roots"
published in the author's articles which demonstrated the author's main contribution
and mentioned in the reference list. The articles used to describe the 3.4.1-3.4.4
sections: PaSakinskiené, 1., Stakeliené, V., Matijositte, S., & Martiinas, J. (2024).
Diversity of Endophytic Fungi and Bacteria Inhabiting the Roots of the Woodland
Grass, Festuca gigantea (Poaceae). Diversity, 16,453.; Stakeliené, V., Pasakinskieng,
1., Matijosiiite, S., Martiinas. J., & Stukéniené, G. (2025). Identifying Root-Associated
Endophytic Fungi and Bacteria in Festuca and Lolium Grasses from a Site in
Lithuania. Microorganisms, 13(4): 79. Publikacija, kuri buvo naudota 3.4.5. poskyriui
apraSyti / The published article used to describe 3.4.5. section: PaSakinskiené, I.,
Stakeliene, V., Matijosiiité, S., Marttinas, J., Rimkevicius, M., Budiené, J., Aucina,
A., & Skridaila, A. (2024). Growth-Promoting Effects of Grass Root-Derived Fungi
Cadophora fastigiata, Paraphoma fimeti and Plectosphaerella cucumerina on Spring
Barley (Hordeum vulgare) and Italian Ryegrass (Lolium multiflorum).
Microorganisms, 13, 25.
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4. REZULTATU APTARIMAS

4.1 Festuca gigantea alopoliploidinés kilmés tyrimas GISH metodu: galimi
ry$iai su diploidinémis Lolium ir Festuca ruSimis

Tyrimai rodo, kad Festuca ir Lolium rusys yra glaudziai susijusios, todé¢l gali
tarpusavyje kryzmintis, taip sukurdamos skirtingo ploidiSkumo tarpgentinius
hibridus (Kosmala ir kt., 2006; Zwierzykowski ir kt., 1998). Nors $ios gentys
yra artimos, taciau dél pakankamo genominiy seky skirtingumo, taikant GISH
metoda, galima atskirti tarpgentiniy hibridy tévy genomus (Kopecky ir kt.,
2008; Kosmala ir kt., 2006; Zwierzykowski ir kt., 1998). Naudojant GISH
metoda jau yra nustatyti Festulolium hibridy (Kopecky ir kt., 2006; 2008;
Morgan ir kt., 1988) ir gamtinio heksaploido F. arundinacea (Kopecky ir kt.,
2010; Pasakinskiené ir kt., 1997, 1998) genomy komponentai, taciau Zinios
labai ribotos. Hand su kolegomis (2010) atlikti rDNR ITS sriciy seky tyrimai
rodo glaudy evoliucinj ry§j tarp diploidy Lolium perenne, L. multiflorum,
L. temulentum ir F. pratensis bei heksaploido F. gigantea, kurie priklauso
Schedonorus grupei.

Chromosomy diferencinis dazymas leido atskirti F. gigantea genomo
chromosomy rinkinius ir jo genomo atskirus sudétinius komponentus, kilusius
i§ diploidiniy Lolium ir Festuca riiSiy. Miisy tyrimas parodé¢, kad didziojo
erai¢ino genomas yra sudétimis, 2/3 sudaryta i§ diploidiniy L. perenne,
L. multiflorum arba L. temulentum ir F. pratensis subgenomy, kurie yra tam
tikri naujadarai. Pirmiausia jrodéme jy gimininguma kryzmindami diploidines
Lolium rusis (motininis augalas) su F. gigantea (tévinis augalas), tokiu biidu
sukurdami tetraploidinius Lolium spp. X F. gigantea hibridus. Todél
neabejojame, kad Sios rusys yra tarpusavyje suderinamos ir yra giminingos,
nes sukurti hibridai buvo gyvybingi. Tokiy bandymy, jrodanc¢iy Lolium ir
Festuca rt8$iy giminingumg ir gebéjimg lengvai kryzmintis, buvo atlikta
nemazai. Jie yra pateikti Zwierzykowski apzvalgoje (1996).

GISH analizés metu naudojant skirtingus diploidiniy L. perenne,
L. multiflorum, L. temulentum ir F. pratensis bendros gDNR zondus
pasizenklino 28 chromosomy rinkinys, i§ 42 F. gigantea chromosomy.
Chromosomos tur¢jo intensyvy ir vidutinj tolygy hibridizacijos signala. Jos
buvo lengvai atskiriamos nuo kity 14 chromosomy, neturin¢iy hibridizacijos
signalo. Taigi, viena iS trijy Lolium rusiy (labiau tikétina, kad L. multiflorum)
ir F. pratensis dalyvavo didziojo eraiCino genomo susidaryme. Miisy
sukurtuose L. perenne x F. gigantea F1 kartos hibriduose nebuvo pastebéta
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Lolium ir Festuca genomy maiSymosi (rekombinacijos). Visose
chromosomose gDNR signalas buvo tolygus, o didZiojo erai¢ino genomas,
kaip ir tikétasi, dominavo ir sudaré ¥ hibridy genomo. Tuo paciu hibridai
morfologiniais pozymiais buvo artimesni F. gigantea téviniai risiai. Taciau
Zwierzykowskio su kolegomis (2006) atlikti tyrimai rodo, kad Festulolium
hibriduose su kiekviena karta Lolium genomas vis labiau dominuoja (daugéjo
i§ svidrés paveldéty chromosomy), o erai¢ino genomas buvo iSstumiamas
(chromosomy mazgjo). Be to, daugéjo rekombinantiniy chromosomy ir
chromosomy trukio tasky, kurios dazniau pasitaikydavo i§ eraicino
paveldétose chromosomose (Zwierzykowski ir kt., 2006). PanaSias
tendencijas lietuviskose Festulolium hibriduose atskleidé ir Pasakinskiené su
Jones (2003), o lenkiskose Zwierzykowski su kolegomis (1991, 1998).

Pakartotiné didziojo erai¢ino metafaziniy plokSteliy hibridizacija
panaudojus L. perenne, L. multiflorum ir F. pratensis bendros gDNR zondus
parod¢é, kad F. pratensis gDNR zondas hibridizuojasi tose paciose 28
F. gigantea chromosomose, kur ir L. perenne bei L. multiflorum gDNR
zondai. Tai parodo, kad 28 chromosomy rinkinys yra tam tikras F. gigantea
chromosomy naujadaras, sudarytas i§ L. perenne, L. multiflorum,
L. temulentum ir F. pratensis subgenomy. Humphreys su kolegomis (1995)
atlikti tyrimai analizuojant nendrinio erai¢ino (F. arundinacea) genomo
komponentus atskleidé, jog Sio gamtinio aloheksaploidinio hibrido
(2n = 6x = 42) genomo susidaryme sudalyvavo F. glaucescens ir F. pratensis.
F. glaucescens sudaré 2/3, o F. pratensis 1/3 nendrinio erai¢ino genomo dalj.
Véliau Pasakinskiené su bendraautoriais (1997) jrodé, kad nendrinio erai¢ino
genomo susidaryme sudalyvavo ir L. multiflorum, kurios genominé DNR
kryzmiskai hibridizavosi ir Zenklino 14 chromosomy paveldéty is
F. pratensis. Taigi, didziojo erai¢ino protéviniy rasiy, Lolium spp. ir
F. pratensis, genomy homologijos laipsnis yra pakankamai aukstas, o tai rodo,
kad jos yra glaudziai susijusios ir evoliuciskai artimos, o evoliuciniu aspektu
rusiy i$siskyrimas jvyko ne taip seniai.

Apibendrinant gautus GISH rezultatus nustatyta, kad F. gigantea yra
kiles 1§ Lolium protévinés rusSies (L. perenne, L. multiflorum arba
L. temulentum), kuri kartu su F. pratensis sudaro 2/3 jo genomo
(28 chromosomos i§ 42). Tai jrodo alopoliploiding didZiojo erai¢ino kilme,
taciau Sie rezultatai tik i§ dalies uzpildo jo genomo sudéties Ziniy spraga, todél
reikalingi tolimesni tyrimai, kurie padéty atskleisti dar vieng jo genomo
sudéties komponentg. Manome, kad Si téviné raisis, sudalyvavusi didziojo
eraiino kilméje, turéty augti tose paciose misko augavietése kaip ir
F. gigantea bei buti morfologiniais pozymiais artima didziajam eraicinui.
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4.2. Specifiniy chromosominiy seky pasiskirstymo ypatumai F. gigantea,
giminingose diploidinése rusyse ir L. perenne x F. gigantea hibriduose

Specifinés chromosomy sritys tokios kaip centromera, telomera, 5S ir 45S
rDNR yra sudarytos i§ TRs (Garcia ir kt., 2012; Luo ir kt., 2022; Nagaki ir kt.,
2015; Peska ir Garcia, 2020; Zwyrtkova ir kt., 2020), kurie yra svarbiis
chromosomy molekulinés strukttiros elementai ir svarbiis Iastelei dalijantis.
Zinoma, kad augalams yra biidingi 45S rDNR lokusai, kurie dar kitaip
vadinami antrinémis sasmaukomis arba branduolélio organizaciniais
regionais (angl. nucleolar organizing regions). Sie regionai yra trapis, nes per
susiaur¢jimus daznai jvyksta chromosomy trokiai (Huang ir kt., 2012;
Pikaard, 1999). Taigi, per Sias vietas gali jvykti chromosomy rekombinacija
ir susidaryti nauji deriniai, ko pasekoje didéja populiacijos jvairové. Sie trapiis
45S rDNR regionai, pritaikant FISH metoda, dideliu dazniu buvo stebimi
diploidinése ir poliploidinése L. multiflorum ir L. perenne mitozinése
chromosomose (Bustamante ir kt., 2014; Huang ir kt., 2009), todél buvo
stebima daugiau negu viena 45S rDNR vieta chromosomoje (Bustamante ir
kt., 2014), o 5S rDNR sritis buvo nekintanti. Miisy tyrime stebétas stabilus
45S rDNR lokusy skaiCius F. gigantea chromosomose, kuris sutapo su
Thomas su bendraautoriais (1996, 1997) atliktais tyrimais, kuriuose jie
nagrinéjo L. perenne ir F. gigantea 5S ir 45S rDNR lokusy skaiciy ir jy
lokalizacija chromosomose. Panasi tendencija buvo nustatyta misy sukurty
tarpgentiniy L. perenne x F. gigantea hibridy metafazinése chromosomose ir
interfaziniuose branduoliuose, kuomet panaudoj¢ 5S ir 45S rDNR zondus,
nustatéme, kad hibridai paveldéjo pus¢ rDNR sri¢iy i§ daugiametés svidrés, o
kitg dalj i§ didZiojo erai¢ino. Siy sri¢iy skai¢ius nekito, o vieta chromosomoje
buvo konservatyvi. Taigi, visi hibridy rDNR lokusai buvo vienodai perduoti
1§ tévy hibridams.

Kita svarbi augaly chromosomy sritis yra centromera. Lastelés dalijimosi
metu ji yra ypac¢ svarbi taisyklingam chromosomy pasiskirstymui anafazéje
(Jannink ir kt., 1996; Pouokam ir kt., 2019). Musy analizé parodé, kad
alopoliploidiniuose F. gigantea ir L. perenne x F. gigantea augaluose,
centromeriniy zondy signaly skaiCius F. gigantea mitozinése chromosomose
buvo stabilus, o hibriduose kito nuo 21 iki 28, priklausomai nuo naudoto
centromerinio RT zondo. Interfaziniuose branduoliuose centromeriniy zondy
hibridizacijos signalai grupavosi, todél buvo stebimas mazesnis centromeriniy
signaly skaicius. Lolium ir F. pratensis rusiy mitozinése chromosomose RT
zondy hibridizacija buvo stebima visy chromosomy centromerinése srityse, o
interfaziniuose branduoliuose signalai kartais telkdavosi | grupes. Atlikti
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tyrimai rodo, kad chromosomos interfaziniuose branduoliuose erdviskai
i§sidésto skirtingomis teritorijjomis, todél iSvengiama DNR molekuliy
persipynimo (Pouokam ir kt., 2019); tai parodo mazesnis centromery signaly
skaiCius.

Ankstesniuose tyrimuose nustatyta, kad chromosomy peciuose esantis
pericentromerinis heterochromatinas apriboja genoma ir padeda iSlaikyti
chromosomy teritoriSkuma ir stabiluma (Mizuguchi ir kt., 2015), o
centromeroms biidingos palydovinés DNR sekos (angl. satellite DNA) (Jiang
ir kt., 2003) uztikrina kompaktiskg chromatino struktirg (Neumann ir kt.,
2011). Palydovinés sekos yra susijusios su heterochromatinu, kuris yra
pericentromerinése chromosomy dalyse (Ambrozova ir kt., 2011), o
retrotranspozonai daznai lokalizuojasi kartu su palydovinémis sekomis
(Neumann ir kt., 2011). Taip pat augalai paprastai turi Ty3/gypsy kilmés
retrotranspozonus (Ambrozova ir kt., 2011; Neumann ir kt., 2011). Miisy
eksperimente buvo naudota Fesreba seka, kuri priklauso Ty3/gypsy kilmés
retrotranspozonui, todél Festuca ir Lolium risyse RT zondai hibridizavosi
centromerinése ir pericentromerinése srityse. Rezultatas patvirtina, kad
Festuca ir Lolium riSims centromeriniuose regionuose budingos Ty3/gypsy
kilmés retrotranspozony sekos.

Atliekant Fesreba sekos (L. perenne ir L. multiflorum RT zondai) ir
L. perenne bendros gDNR zondo hibridizacija miisy sukurty L. perenne X
F. gigantea F1 hibridy metafazinése plokstelése, panaudojus zondy derinius,
buvo gautas nejprastas jdomus rezultatas. Pirminés hibridizacijos metu,
naudojant Fesreba RT zonda, 7 chromosomose buvo stebimas Fesreba
hibridizacijos signalas pasklides per visa chromosomy ilgj, o tuo paciu
iprastas lokalus centromerinis signalas kitose 21 chromosomose. Atlikus
pakartoting hibridizacijg su L. perenne DNR nustatyta, kad Fesreba seka yra
iSplitusi septyniose hibrido chromosomose, paveldétose i§ L. perenne tévinés
rusies. Zwyrtkova su bendraautoriais (2020) tyrime nebuvo stebimas Fesreba
sekos pasklidimas konkre¢iose tetraploidiniy Lolium ir Festuca rusiy
chromosomose. Tikétina, tai susij¢ su jvykusiu genomo persitvarkymu misy
F1 L. perenne x F. gigantea hibriduose, kuomet centromeriné Fesreba RT seka
pasklido per visg hibriduose esantj daugiametés svidrés genoma (septynias
chromosomas).

Stebint centromery ir telomery i§sidéstyma interfaziniuose branduoliuose
nustatéme, kad svidréms ir erai¢inams bei jy hibridams yra biidinga klasikiné
Rablo konfigiiracija, kuomet interfaziniuose branduoliuose centromeros ir
telomeros i$sidésto priesingose branduolio pusése. Tiang su kolegomis (2012)
apzvalgoje teigiama, kad S§i konfigiiracija yra anafazés liekana. Toks
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centromery ir telomery i$sidéstymas yra biidingas daugeliui augaly, turintiems
didesnj genomo dyd;j. Klasikin¢ Rablo konfigiiracija yra nustatyta zemés oikiui
svarbiy augaly mitozinése lgstelése: kvieCiuose (Dong ir Jiang, 1998; Shaw ir
kt., 2002), rugiuose, mieziuose, avizose (Dong ir Jiang, 1998), pupose,
zirnivose (Rawlins ir kt., 1991) ir kituose augaluose. Nustatyta, kad sorgy
centromeros ir telomerai maiSosi interfazinio branduolio srityje ir jiems néra
biidinga Rablo konfigtiracija, o kukuriizai turi tarping konfigtracija (tarp
Rablo ir ne Rablo). Idomi tendencija buvo stebima ryziuose, kuomet Rablo
konfigtracija buvo matoma tik ksilemos Iastelése po jvykusios DNR
replikacijos lastelei nesidalijant (endoreduplikacija) (Dong ir Jiang, 1998;
Santos ir Shaw, 2004). Miisy duomenimis, $i konfigiiracija, Lolium ir Festuca
rusiy somatinése lastelése kity autoriy iki Siol nebuvo aprasyta.

Augaly chromosomy galuose esancios telomeros yra svarbus
chromosomos struktiiros elementas, o panaudojus FISH technika galima
nustatyti jvairius struktiiros persitvarkymus, jvykusius evoliucijos eigoje
alopoliploidinése riisyse. Panaudoj¢ Arabidopsis tipo telomerinés sekos zondg
F. pratensis, L. perenne, L. multiflorum ir L. temulentum, mes nustatéme, kad
Sios telomerinés sekos yra visy chromosomy galuose. Majka su kolegomis
(2018) taip pat nustaté, kad Arabidopsis tipo telomeriné seka yra biidinga
Lolium ir Festuca augaly chromosomoms. Miisy analizé atskleidé, kad
alopoliploidams F. gigantea ir L. perenne * F. gigantea hibriduose
telomerinés sekos yra buidingos ne tik jprastose chromosomy vietose (jy
galuose), bet ir vidingje chromosomy peciy dalyje (intersticiniai telomeriniai
pasikartojimai, ITR), kurias nustaté ir Majka su bendraautoriais (2018)
F. pratensis x L. perenne F2-F9 hibriduose. Jie nagrinéjo sasaja tarp ITR
regiony ir jvykusiy genominiy persitvarkymy Siy hibridy metafazinése
chromosomose. Taigi, gamtiniame hibride F. gigantea ir miisy sukurtuose
L. perenne x F. gigantea hibriduose ITR taip pat gali prisidéti prie genomo
nestabilumo ir turéti jtakos kariotipo persitvarkymui. Tikétina, kad
alopoliploiduose ITR sekos atsiranda dél DNR grandinés trukiy reparacijos,
kai kryzminant skirtingas raSis jvyksta homeologiniy chromosomy
rekombinacija per chromosomy galy susijungimg arba dél inversijy ir
translokacijy (Majka ir kt., 2018; Maravilla ir kt., 2021). Miisy Ziniomis, iki
Siol ITR sekos nebuvo identifikuotos F. gigantea kity autoriy.

Apibendrinant, L. perenne x F. gigantea hibridy chromosomose yra po
penkias 5S ir 45S rDNR sritis, i8S jy keturios 58S ir dvi 458 1§ didziojo erai¢ino,
viena 58S ir trys 45S rDNR i§ daugiametés svidrés. Taigi Siuose hibriduose jy
skaiCius yra stabilus. Taip pat telomeriniy seky analizé parodé, kad miisy
tirtoms alopoliploidinéms rii§ims yra budingos ITR sritys. Nustatyta, kad
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F. gigantea ir jo tévinéms rusims bei L. perenne x F. gigantea hibridams yra
biidinga  Rablo  konfigliracija.  Alopoliploidiniy  ru$iy  genomo
persitvarkymams tirti yra svarbiis chromosomy struktiiriniai elementai:
intersticiniai regionai, kurie yra judresni uz centromeras (Tiang ir kt., 2012),
ir 45S rDNR sritis, kuriai biidingas didesnis rekombinacijos daznis dél jos
trapumo (Huang ir kt., 2012; Lideikyté ir kt., 2006; Pikaard, 1999). Siy
chromosomy struktiiriniy elementy dinamika interfaziniuose branduoliuose
néra visiSkai iSaiskinta. Reikalingi detalesni tyrimai, kurie padéty suprasti
specifiniy DNR seky pokycCius tetraploidiniuose Festulolium hibriduose po
ivykusiy genomo persitvarkymy kryzminant Lolium spp. ir F. gigantea.

Pastaba / Note: F. gigantea alopoliploidinés kilmés tyrimy ir specifiniy
chromosominiy seky pasiskirstymo ypatumy diskusijos daliy plétojimui buvo naudota
autorés publikacija, kuri atspindi autorés pagrindinj indelj. Publikacija yra jtraukta j
literatiiros sarasa. Autorés publikacija / The part of discussion Investigation of the
allopolyploid origin of F. gigantea and Features of the distribution of specific
chromosomal sequences taken from author's article which demonstrated the author's
main contribution and mentioned in the reference list: Stakeliené, V., &
Pasakinskieneé, I. (2022). Fluorescent in situ hybridisation in plants: new ways to link
DNA sequence resources and chromosome loci — a review. Zemdirbyste-Agriculture,
109: 171-178.

4.3. Endofity rii§iné jvairové ir jy pasiskirstymas F. gigantea ir jam artimy
rusiy Saknyse

Daugelis tyrimy rodo, kad zoliy Saknys yra endofitiniy gryby buveinés (Addy
ir kt., 2005; Hardoim ir kt., 2015; Knapp ir kt., 2019; Mandyam ir kt., 2010;
Porras-Alfaro ir kt., 2008; Wearn ir kt., 2012), o jy esminis vaidmuo yra
teigiamai veikti augaly Seimininky augima ir islikima (Mandyam ir kt., 2010;
Porras-Alfaro ir kt., 2008). Tyrimai rodo, kad Acremonium ir
Epichloé/Neotyphodium endofitiniai grybai yra paplit¢ Festuca ir Lolium
rusiy séklose ir lapuose (Christensen ir kt., 1993; Leuchtmann, 1994; Schardl,
2009; White ir kt., 1985). Tuo tarpu duomenys apie F. gigantea Sakny
endofitus apsiriboja trumpu praneSimu, kuriame mikroskopiskai buvo
vertinamos grybiniy hify struktiiros, taciau riiSiy apraSymai nebuvo nurodyti
(Popkova ir Blagoveshchenskaya, 2019). Taip pat, i§ miisy iStirty rusiy,
F. arundinacea islieka vienintele riisimi i$ kurios Sakny buvo izoliuotos ir
taksonomiskai identifikuotos endofitinés bakterijos (de los Santos ir kt.,
2016).

Siame tyrime iSskyréme 21 gryby ra§j (60 izoliaty), daugiausia i%
Ascomycota skyriaus — 18 rasiy. Tuo tarpu dvi Basidiomycota rasys —
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Coprinellus disseminatus ir Sistotrema brinkmannii — i$skirtinai izoliuotos tik
i§ didziojo erai¢ino Sakny. Dar viena gryby raiSis, kuri izoliuota iS§
L. multiflorum, taksonomiskai buvo priskirta Mucoromycota skyriui. Sie
duomenys sutampa su ankstesniy tyrimy duomenimis, rodanc¢iais Ascomycota
atstovy dominavima tarp grybiniy endofity, kurie jprastai yra augaly Sakny
simbiotai ir saprofitai (Przemieniecki ir kt., 2019; Rashmi ir kt., 2019;
Sanchez Marquez ir kt., 2007; Toju ir kt., 2013, 2019), bei sudaro apie 90 %
bendrijos, o Basidiomycota sudaro nedidelj komponenta (Rashmi ir kt., 2019;
Sanchez Marquez ir kt., 2007; Toju ir kt., 2013, 2019). Tuo tarpu i§ F. gigantea
Sakny §i proporcija buvo skirtinga — 1/3 sudar¢ Basidiomycota riiSys,
atitinkami 2 i§ 6 nustatyty. Tai galima paaiskinti tuo, kad F. gigantea auga
misko buveinése, kuriose yra tikétina aptikti Basidiomycota atstovy.

Misy tyrime C. disseminatus (Agaricales) izoliavimas is F. gigantea
Sakny buvo gana netikétas, nes C. disseminatus paprastai néra aptinkamas
kaip endofitas, nors jis buvo rastas atogragzy misky paklotéje formuojantis
mikorizines strukttiras, tokiu biidu palengvindamas orchidéjy daigumg ir
daigy formavimasi (Gao ir kt., 2022a; Yagame ir kt., 2018). Zoliniuose
augaluose $is endofitas buvo izoliuotas i§ Phleum pratense (Przemieniecki ir
kt., 2019) ir Holcus lanatus lapy (Sdnchez Marquez ir kt., 2010) bei i$ stieby
ir kity atograzy medziy daliy (de Errasti ir kt., 2010; Martin ir kt., 2015).

Sistotrema brinkmannii (Cantharellales) taip pat néra tipiskas Zoliniy
augaly endofitas — tai medieng pudantis grybas, placiai paplites ant medziy
zieves, taip pat aptinkamas dirvozemyje (Hallenberg, 1991; Potvin ir kt.,
2012). Jis buvo isskirtas 18 sunykusiy Pinus sylvestris Sakny (Menkis ir kt.,
2006), P. contorta medienos (Son ir kt., 2011), taip pat rastas Ipomea
sveikuose lapuose (Steiner ir kt., 2006). Atsizvelgiant j platy C. disseminatus
ir S. brinkmannii paplitimg (Hallenberg, 1991), atrodo, kad Siy endofity
buvimas misko Zolinio augalo Saknyse yra visi$kai jmanomas.

Cordyceps fumosorosea buvo izoliuotas tik i§ vienmetés L. temulentum
piktzolés Sakny (5 izoliatai). Nors jprastai Cordyceps ruSys zinomos kaip
parazitai, gyvenantys vabzdziy lervose (Lei ir kt., 2021; Nikoh ir Fukatsu,
2000), kai kurios raSys buvo iSskirtos ir i§ augaly audiniy (Vega, 2018).
Pazymeétina, kad horizontalus endofitiniy gryby perdavimas tarp vabzdziy ir
augaly yra gerai zinomas reiSkinys (Raman ir Suryanarayanan, 2017).
Atsizvelgiant | tai, kad L. temulentum auga jvairiose pazeistose ekologinése
niSose, kuriose gausu organinio piidinio, kuris pritraukia daugybe¢ vabzdziy ir
ju lervy, C. fumosorosea buvimas Siose niSose atrodo labai jmanomas. Yra
zinoma, kad augaly endofitai gali buti perduodami vertikaliai (tiesiogiai i$
tévy per séklas) arba horizontaliai (i§ supancios aplinkos) (Baron ir Rigobelo,
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2022; Bastias ir kt., 2022; War ir kt., 2023). Norint suprasti Festuca ir Lolium
rusiy Sakny endofity kilme, reikia atlikti iSsamius tyrimus.

Labiausiai paplitgs Saknies endofitinis grybas buvo Microdochium
bolleyi, rastas penkiose i§ septyniy augaly rasiy, IF = 20 %. Sis endofitas
daznai aptinkamas Poaceae Seimos augaly Saknyse (Gao ir kt., 2022b; Sanchez
Marquez ir kt., 2010), o Hong su kolegomis (2008) nustaté, kad M. bolleyi
sukelia Agrostis stolonifera $akny puvinj. Kitas placiai aptiktas grybas buvo
Alternaria alternata (IF = 15 %), kurio gausumu ypac pasizymejo
L. multiflorum (7 izoliatai). Pereira su kolegomis (2019) 4. alternata izoliavo
i§ F. rubra subsp. purinose Sakny, o L. multiflorum augaluose jis sukéle lapy
démétlige (Wei ir kt., 2021). Tiek M. bolleyi (David ir kt., 2016; Gao ir kt.,
2022b; Przemieniecki ir kt., 2019; Wirsel ir kt., 2001), tieck 4. alternata
(Pereira ir kt., 2019; Przemieniecki ir kt., 2019; Rashmi ir kt., 2019; Thomma,
2003) yra priskiriami generalistiniams augaly endofitams, jie yra placiai
paplite jvairiose augaly riiSyse.

Siame tyrime, lyginant endofity paplitima jvairiose augaly risyse, tarp
daugiameciy rusiy didziausia gryby jvairove pasizyméjo misko Zolinis
augalas F. gigantea. Kitos rasys, pasizymejusios didele gryby jvairove buvo
vienmetés L. multiflorum ir L. temulentum, atitinkamai 9 ir 5 taksonai.
Pabréztina, kad Sie gryby rusiy gausumo duomenys sutapo su miisy nustatytu
didziausiu grybiniy struktory kiekiu, stebétu Saknies audiniuose
mikroskopiskai (Tripano mélio dazymas). Didesnis gryby paplitimas
vienmeciuose Lolium augaluose rodo galimg endofity nauda Seimininkams.
Tikétina, kad gausus endofitiniy gryby kiekis Saknyse teigiamai veikia
maistiniy medziagy jsisavinimg, palaikant Siy trumpaamziy augaly sparty
augimg trumpuoju sezonu.

Priesingai, pievy F. pratensis, F. arundinacea ir L. perenne daugiameciy
rusiy augaluose gryby jvairové buvo maziausia. Tai rodo, kad buveiniy tipas
yra svarbus formuojantis grybiniy endofity bendrijoms. Pabréztina, kad misko
buveinés yra palankesnés jvairiems endofitiniams grybams jsikurti nei atviros
pievos.

Siame tyrime mes taip pat i§skyréme 26 bakterijy taksonus (59 izoliatus),
priklausancius keturiems bakterijy skyriams. Labiausiai paplitusios buvo
gramteigiamos bakterijos i§ Bacillota (sin. Firmicutes) grupés, 58 % iSskirty
bakterijy kultiiry, priklausanciy penkiolikai taksony. I§ jy keturi taksonai buvo
i§skirti 1§ F. gigantea Sakny, tai Bacillus pumilus, B. subtilis, Lysinibacillus
boronitolerans ir Priestia megaterium. Bacillus genties bakterijos buvo
labiausiai paplitusios — taksonomiskai patvirtinti penki taksonai, kurie sudaré
38 % visy izoliaty, ir rasti visose Lolium ir Festuca rasyse (iSskyrus hibridus).
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Bacillus bakterijos yra placiai paplitusios natiiralioje aplinkoje ir pasizymi
didele Seimininky jvairove. Jos skaido organines medziagas, skatina augaly
augimg ir slopina patogeninius organizmus (Mandic-Mulec ir kt., 2015;
Tsotetsi ir kt., 2022). Li su kolegomis, uzkréte Arabidopsis thaliana augalus
P. megaterium paderme, parodé Sios riiSies geb¢jima skatinti augaly augima,
padidinant su gynyba susijusiy geny ekspresijg ir salicilo riigsties kaupimasi
(Liir kt., 2022).

Kita dominuojanti grupé buvo gramneigiamos bakterijos i§
Pseudomonadota, kurios sudaré 35 % bakterijy izoliuoty, priklausanciy
devyniems taksonams. I§ jy Kosaconia cowanii buvo izoliuotas i§ F. gigantea
ir Lolium temulentum $akny. Sios grupés atstovai pasizymi jvairiomis
funkcijomis,  turin€iomis  jtakos  augaly iSlikimui.  Pavyzdziui,
Stenotrophomonas maltophilia (Xanthomonadales) yra daznai aptinkamas
zemés tkio augaluose ir yra Zinomas dél savo augaly augimg skatinanciy
savybiy (Alexander ir kt., 2019) bei prieSgrybelinio poveikio prie§ javy
patogenus (Sharma ir kt., 2014). Tuo tarpu Pseudomonas oryzihabitans
(Pseudomonadales) yra dirvozemio bakterija, kuri iSgyvena drégnoje
dumblétoje aplinkoje, budingoje ryziy laukams (Kodama ir kt., 1985).

Misy tyrime didziausia bakterijy jvairové nustatyta pievy
F. arundinacea augaluose, kur rastos 9 ruSys (18 izoliaty), po to seké
L. temulentum su 7 risimis (12 izoliaty). Vienas i§ veiksniy, lemianciy didesnj
bakteriniy, o ne grybiniy endofity, skaiciy gali buti sausos dirvos savybés
atvirame lauke, palyginti su drégna pomiskio dirva, kuri yra budinga
F. gigantea buveinéms. Be to, tam tikros augaly riiSys gali bati ypac palankios
jvairiems endofitams ir gali turéti naudos i§ Sios saveikos, kuri teigiamai
veikia jy augimg ir atsparuma stresui. Anks¢iau Przemieniecki su kolegomis
(2019) parodé augaly Seimininko specifiSkumo svarba, palygindami Phleum
pratense ir L. peremne grybiniy endofity gausa lapuose. Miisy tyrimo
rezultatai, gauti i§ Sakny, sutampa su Przemieniecki ir kt. (2019) rezultatais,
gautais i§ lapy. Jie rodo, kad L. perenne issiskiria ypa¢ maza endofity gausa
tarp zoliniy augaly, naudojamy Zemés tikio pievose.

Hibridy ir téviniy rusiy palyginime, endofity atitikimo nebuvimas tarp
L. perenne % F. gigantea hibridy ir jy téviniy rusiy rodo, kad endofity
isiktirimg augaluose jtakoja sudétinga Seimininko ir mikroorganizmy sagveika,
0 ne paprastas genetinis paveldéjimas. Kita vertus, natiiralios hibridinés
kilmés rusys F. gigantea ir F. arundinacea pasizymejo didesne
mikroorganizmy jvairove, palyginti su jy diploidiniais F. pratensis ir
L. perenne giminaiciais, o tai rodo galimg ry§j tarp hibridinio genomo
sudétingumo ir didesnés Sakny mikrobiotos jvairovés.
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Burkholderiales eilés bakterijy atstovai ir Chaetomium spp. bei
Alternaria spp. grybai yra vieni i$ labiausiai paplitusiy kertiniy taksony pievy,
misky ir Zemés tkio paskirties ekosistemose (Banerjee ir kt., 2018). Mes
aptikome du Burkholderiales atstovus Zzoliniy augaly Saknyse —
Achronobacter spanius ir Variovorax sp. Be to, aptikome Pedobacter
alluvionis, Sphingobacteriales atstova didziojo erai¢ino Saknyse.
Sphingobacteriales taip pat yra priskiriami pagrindiniams misko ir pievy
taksonams (Banerjee ir kt., 2018). Taigi, nors miisy nustatyty endofity jvairové
yra santykinai nedidelé, palyginti su Banerjee ir bendraautoriy (2018) tyrimo
duomenimis, gauti rezultatai patvirtina, kad Festuca ir Lolium rusiy Saknyse
yra jsitvirting svarbiis kertiniai mikroorganizmy bendrijy atstovai.

Misy tyrimas rodo, kad Festuca ir Lolium $aknys yra daugelio Sakny
endofity, gryby ir bakterijy, buveiné, o tai uzpildo Festuca spp. ir Lolium spp.
tyrimy spraga. Tolesni tyrimai, susije su Festuca ir Lolium rusimis skirtingose
buveinése, galéty parodyti $iy Zoliniy augaly endofity rinkiniy skirtumus ir
atskleisti skirtingus funkcinius endofity sambiivio vaidmenis.

Pastaba / Note: Endofity rGsinés jvairoveés ir jy pasiskirstymo F. gigantea ir jam artimy
rusiy Saknyse diskusijos dalis yra publikuota autorés publikacijose, kurios atspindi
autorés pagrindinj indelj. Publikacijos yra jtrauktos j literatiiros sarasa. Autorés
publikacijos / The part of discussion about the diversity of endophytic fungi in the
Festuca and Lolium roots taken from author's articles which demonstrated the
author's main contribution and mentioned in the reference list: Pasakinskieng, I.,
Stakeliené, V., Matijosiaté, S., & Martiinas, J. (2024). Diversity of Endophytic Fungi
and Bacteria Inhabiting the Roots of the Woodland Grass, Festuca gigantea
(Poaceae). Diversity, 16, 453; Stakeliené, V., PaSakinskiené, 1., Matijosiuté, S.,
Martinas. J., & Stukéniené, G. (2025). Identifying Root-Associated Endophytic
Fungi and Bacteria in Festuca and Lolium Grasses from a Site in Lithuania.
Microorganisms, 13(4): 799.

4.4, Augima skatinantis endofitiniy gryby inokuliacijos poveikis
L. multiflorum augimui

Tyrimai rodo, kad beveik visi augalai yra endofitiniy gryby Seimininkai
(Baron ir Rigobelo, 2022), o jy svarba augaly bendrijoms tapo akivaizdi,
kuomet buvo jrodytas jy skatinamasis poveikis augaly augimui (de Santiago
ir kt., 2009; Hiruma ir kt., 2016; Vergara ir kt., 2017, 2018, 2019). Deja, gryby
skatinamojo poveikio L. multiflorum augimui tyrimy skai¢ius yra nedidelis.
Iki Siol yra jrodytas augimg skatinantis poveikis inokuliavus gausiaziede
svidre Trichoderma harzianum (Banjac ir kt., 2021), Xerocomus badius ir
Serendipita indica (Liu ir kt., 2019).
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Tyrimuose inokuliavus augalus Cadophora sp. buvo parodytas augima
skatinantis poveikis Betula pendula, Eucalyptus globulus, L. perenne
(Berthelot ir kt., 2016, 2018) ir pomidorams (Yakti ir kt., 2018). Taciau, iki §io
nebuvo tirtas Plectosphaerella cucumerina ir Paraphoma fimeti inokuliacijos
skatinamasis poveikis augaly augimui. Misy tyrimas parodé, kad
C. fastigiata, P. fimeti ir P. cucumerina inokuliatai skatina gausiaziedés
svidrés Sakny ir igliy augimg. Be to, pastebéta, kad tigliy biomasés prieaugis
ir vegetacijos spartumas priklausé nuo naudojamos gryby rasies.

Misy tyrimas parodé, kad C. fastigiata inokuliacija reik§mingai skatina
gausiaziedés svidrés Sakny augima (25 % prieaugis). Berthelot su kolegomis
taip pat atskleidé, kad endofitiniai grybai, Siuo atveju Cadophora sp., turi
stimuliuojantj poveikj L. perenne augimui — didina sausg Sakny svorj, tuo
tarpu tgliy masés padidéjimas nebuvo statistiSkai reikSmingas (Berthelot ir
kt., 2016). Iki Siol atlikti tyrimai rodo, kad C. fastigiata yra Zoliniy ir
sumedéjusiy riusiy Sakny endofitas (Knapp ir kt., 2012). Taip pat Cadophora
rusys auga ant medienos, medziy Sakny bei dirvozemyje (Bien ir Damm,
2020; Gramaje ir kt., 2011; Macia-Vicente ir kt., 2020; Sanchez Marquez ir
kt., 2011; Schol-Schwarz, 1970; Travadon ir kt., 2015).

Pazymétina, kad tick miisy, tiek ir kituose zoliniy augaly tyrimuose buvo
nustatytas didesnis teigiamas gryby inokuliacijos poveikis Sakny augimui nei
tigliy. Tai patvirtina bandymas, kuriame L. perenne augalams patiriant sausros
stresg, naudojant endofitiniy bakterijy inokuliantus ir jy miSinj (izoliatai gauti
i§ tuopos ir gluosnio), daugiametés svidrés Sakny augimo prieaugis pranoko
tigliy biomasés padidéjima (atitinkamai 60 % ir 48 %) (Khan ir kt., 2012).

Plectosphaerella cucumerina yra dirvoZzemio grybas, augaly organiniy
medziagy skaidytojas, daznas Sakny patogenas, sukeliantis Sakny puvinio
infekcijas, tuo paciu paplitgs jvairiose augaly ruSyse (Carlucci ir kt., 2012;
Giraldo ir Crous, 2019; Uecker, 1993). Sis grybas sukelia patogeninj poveikj
pomidorams, paprikoms, Sparagams, kopistams, bulvéms ir daugeliui
molitiginiy augaly (Carlucci ir kt., 2012; Uecker, 1993). Taciau iki $iol néra
irodymy, kad P. cucumerina galéty veikti kaip patogenas Poaceae riiSims ar
skatinti augaly augimg. Keletas tyrimy rodo, kad P. cucumerina gali veikti
kaip biologinés kontrolés agentas. Pavyzdziui, P. cucumerina parodé
nematofaginj aktyvumga pries bulviy cistinius nematodus (Atkins ir kt., 2002,
2003). Taip pat nustatyta, kad jis tinkamas naikinti Cirsium arvense piktZoles
(Bailey ir kt., 2017). Miisy tyrime, veikiant P. cucumerina spory inokuliacija,
nustatytas reikSmingas augima skatinantis poveikis gausiaziedés svidrés
Saknims (20 % prieaugis) ir tgliams (10 % prieaugis). Apibendrinant galima
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teigti, kad misy tyrimas pirmag kartg atskleidé P. cucumerina inokuliacijos
skatinantj poveikj augaly augimui.

Ankstesni tyrimai atskleidé, kad Paraphoma fimeti yra daznas
dirvozemio grybas, turintis jvairy gyvenimo tipg, nuo patogeninio iki
endofitinio ir esantis daugelyje augaly Seimininky (Moslemi ir kt., 2018;
Roustaee ir kt., 2000). Yra zinoma, kad kelios patogeninés Paraphoma riisys
Compositae augalams sukelia Sakny infekcijas (Moslemi ir kt., 2018). Taciau
iki Siol nebuvo patvirtintas Sio grybo augaly augima skatinamasis poveikis.
Masy tyrime P. fimeti veiksmingai skatino svidrés Gigliy ir Sakny augima,
atitinkamai 26 % ir 30 % sausos masés prieaugio.

Misy tyrimo rezultatai papildo zinias apie endofitinius grybus kaip
augaly augimo biostimuliatorius. Tai ateityje leis paspartinti gryby izoliaty
atranka ir iSplésti tyrimus, siekiant skatinti kity Zemés iikio augaly augima.

Pastaba / Note: endofitiniy gryby inokuliacijos poveikio L. multiflorum augimui
diskusijos dalis yra publikuota autorés publikacijoje, kurioje atsispindi pagrindinis jos
indelis. Si publikacija yra jtraukta j literatiiros sara$a / the discussion section about
the effects of endophytic fungi inoculation for L. multiflorum growth published in the
article demonstrates the author's main contribution and cited in the reference list
(Pasakinskiené, 1., Stakeliené, V., Matijositté, S., Martiinas, J., Rimkevicius, M.,
Biidiené, J., Aucina, A., & Skridaila, A. (2024). Growth-Promoting Effects of Grass
Root-Derived Fungi Cadophora fastigiata, Paraphoma fimeti and Plectosphaerella
cucumerina on Spring Barley (Hordeum vulgare) and Italian Ryegrass (Lolium
multiflorum). Microorganisms, 13, 25).
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ISVADOS

1. Gamtinio Festuca gigantea (2n = 6x = 42) alopoliploido 2/3 genomo
sudaro Lolium multiflorum arba L. perenne rusys; ant ty paciy 28 F. gigantea
chromosomy désningai persidengia Lolium ir F. pratensis DNR zondai, taigi
Sios chromosomos yra sudétiniai naujadarai. Keturiolika likusiy chromosomy
yra kilusios i§ kitos nei Festuca ar Lolium genties, nes ant jy neaptikta tirty
rusiy DNR hibridizacija.

2. L. perenne x F. gigantea (2n = 4x = 28) hibridams budingi
chromosominiai persitvarkymai: centromerinés Fesreba sekos dispersinis
pasklidimas po L. perenne chromosomas ir telomerinés sekos buvimas
intersticinése chromosomy vietose, tuo tarpu 5S ir 45S rDNR lokusy skai¢ius
yra stabilus. Visoms tirtoms ra§ims ir hibridams budingas centromery ir
telomery specifinis i$sidéstymas interfaziniuose branduoliuose — Rablo
konfigiiracija.

3. F. gigantea ir jam giminingy Festuca bei Lolium augaly Saknis
dazniausiai  kolonizuoja Ascomycota skyriaus endofitiniai grybai.
Basidiomycota riisys aptiktos iSskirtinai tik F. gigantea augaly Saknyse.

4, Misko augalui F. gigantea bidinga didesné grybiniy Sakny endofity
jvairoveé nei pievy Festuca ir Lolium rusims. F. arundinacea pasizymi didesne
bakterijy jvairove nei kitos daugiametés Lolium ir Festuca rusys.

5. Lyginat Sakny endofitiniy mikroorganizmy pasiskirstymg tévinése
F. gigantea ir L. perenne riiSyse ir jy hibriduose, buvo nustatyti skirtingi rtisiy
rinkiniai — tai rodo, jog gebéjimas Saknyse formuoti specifinius rysius su tam
tikrais endofitais néra paveldima savybé.

6. Vienmetés diploidinés Lolium rusys, L. multiflorum ir L. temulentum,
iSsiskyré reikSmingai didesne Sakny endofity gausa, palyginti su artimomis
daugiametémis Lolium ir Festuca ruSimis.

7. Endofitiniy gryby Cadophora fastigiata, Paraphoma fimeti ir
Plectosphaerella cucumerina inokuliacija skatino L. multiflorum augima,
darant didesnj poveikj Saknims nei Gigliams.
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SUMMARY
INTRODUCTION

Plant crossbreeding is a common phenomenon in nature. It is estimated that
allopolyploids account for roughly 70% of all angiosperms. Due to the
hybridisation and whole genome duplication that has occurred, allopolyploidy
is considered to be one of the most important evolutionary events in the
emergence of angiosperm species diversity (Moreno-Aguilar et al., 2022).
One of the most polymorphic plant groups in the family Poaceae is the genus
Festuca (Biviliené, 2010). This genus includes the natural allopolyploid
Festuca gigantea (Hand et al., 2010; Zwyrtkova et al., 2020), which is found
in deciduous forest communities and parks (Chorlton et al., 1997).
Incidentally, due to its waterlogging tolerance and nutritional value, this
species is sometimes selected for the development of Lolium spp. x Festuca
spp. hybrids (Chorlton et al., 1997). The allopolyploid species F. gigantea is
also a suitable subject for studying the mechanisms of polyploid evolution.
Unfortunately, there is still insufficient research that fully reveals the
components of genome composition in natural allopolyploids formed in nature
by crossing Lolium and Festuca species (Humphreys et al, 1995;
Pasakinskiené et al., 1997).

One of the most common methods used in cytogenetics to determine the
genome composition and specific sequence rearrangements of polyploid
species is differential chromosome staining using the FISH/GISH techniques.
Fluorescence in situ hybridisation (FISH) uses fluorochrome-labelled DNA
sequences to identify specific chromosomal regions (O'Connor, 2008).
Meanwhile, genomic in situ hybridisation (GISH) uses fluorescent-labelled
genomic DNA (gDNA) as a probe to differentiate chromosomes of different
species (Schwarzacher et al., 1989). These techniques began to be used as far
back as 1994 to determine the allopolyploid origin and rearrangements of
Festuca species and Festulolium hybrids (Thomas et al., 1994). Using these
methods, the components of the genome composition of the natural
allohexaploid F. arundinacea have been revealed (Humphreys et al., 1995;
Pasakinskiené et al., 1997, 1998). Moreover, the recombination frequency of
L. perenne x F. pratensis chromosomes (Canter et al., 1999), the fragile sites
of Lolium chromosomes through which DNA strand breaks and recombination
occur (Majka et al., 2018, 2019), the dominance of the Lolium genome in
Festulolium hybrids (Canter et al., 1999; Glombik et al., 2021) and the
rediploidisation of the F. pratensis subgenome (PaSakinskiené, 2023;
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Pasakinskiené¢ & Jones, 2005) have been determined. Although molecular
phylogenetic studies of ryegrass and fescue have shown that F. gigantea is
closely related to F. pratensis and species of the Lolium genus — L.
multiflorum, L. temulentum and L. perenne (Hand et al., 2010), no studies have
been conducted to date on the origin of the giant fescue genome.

The research data show that almost all plants have symbiotic
relationships with endophytes (Arnold, 2007), which help plants adapt to their
environment (Macia-Vicente et al., 2008). Incidentally, this is an example of
an important mutually beneficial relationship formed during evolution
(Dimijian, 2000). However, the assessment of endophytic colonisation in
Festuca and Lolium species has long been limited to the part of these plants
that is above ground (Leyronas & Raynal, 2001; Leuchtmann, 1994;
Leuchtmann et al., 2000; Roberts, 2022; Siegel et al., 1990). In light of this
research gap, we initiated studies on root endophytes in F. gigantea and
closely related species. This research is the first of its kind in the Festuca and
Lolium plant group that we are studying.

This work comprises two parts. The first part sought to reveal the origin
of the natural allohexaploid F. gigantea genome. Genetic origin studies were
performed on cytological chromosome preparations from F. gigantea and its
possible diploid Lolium and Festuca species as well as L. perenne x
F. gigantea using the FISH/GISH technique. This allowed for the
differentiation of giant fescue genome components and the identification of
the centromere and telomere changes that occurred in L. perenne x F. gigantea
hybrids. The second part involved the study of the root endophytes, fungi and
bacteria in F. gigantea and related species. The isolation of endophytes from
plant root tissue was used to reveal the relationship between giant fescue and
endophytes. The study was expanded to include the related species of the
genera Festuca and Lolium. Furthermore, the seed inoculation experiment
with endophytic fungal spore suspension allowed for a better understanding
of the biological role of endophytes in plant growth.

The aim of the study — to reveal the phylogenetic origin of natural
F. gigantea (2n = 6x = 42) allopolyploids and their relationships with
endophytes.

The main tasks:

1. Explore the genome structure of F. gigantea based on the chromosome
ratios and recombination frequency of its presumed parent species,
F pratensis, L. perenne, L. multiflorum and L. temulentum, using the GISH
technique on metaphase chromosome preparations.
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2. Identify the changes in specific DNA sequences — ribosomal DNA,
centromeres and telomeres — in F. gigantea * Lolium spp. hybrids in order to
reveal the patterns of genome rearrangement.

3. Isolate root endophytic fungi and bacteria isolates from parent species and
hybrids as well as compare the distribution and colonisation frequency of
endophytic species in roots.

4. Test the effect of seed inoculation and endophytic fungi suspension on the
growth of herbaceous plants.

159



SCIENTIFIC NOVELTY

The first study to:

1.

Establish that two-thirds of the Festuca gigantea (2n = 6x = 42)
genome consists of Lolium spp. and F. pratensis origin chromosomal
novel;

Detecte the diffusion of the centromeric Fesreba RT sequence in the
L. perenne x F. gigantea hybrids (2n = 4x = 28) through the seven
chromosomes that were derived from L. perenne;

Isolate root endophytes from F. gigantea and related Festuca spp. and
Lolium spp. as well as L. perenne x F. gigantea hybrids. A relationship
was established between the plant habitat type and endophyte
biodiversity;

Inoculate the endophytic fungi Cadophora fastigiata, Paraphoma
fimeti and Plectosphaerella cucumerina into L. multiflorum seeds and
demonstrate their positive effects on plant growth.
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STATEMENTS TO BE DEFENDED

One of the Lolium species (L. perenne or L. multiflorum) and Festuca
pratensis took part in the formation of the F. gigantea genome
(2n=6x=42); 28 F. gigantea chromosomes are a novel
chromosomal variant of Lolium spp. and F. pratensis.

In the L. perenne x F. gigantea hybrids (2n = 4x = 28), dispersive
expansion of the centromeric Fesreba RT sequence was observed in
chromosomes originating from L. perenne.

F. gigantea and the L. perenne x F. gigantea hybrids were also
characterised by interstitial insertions of telomeric sequences. All of
the 5S and 45S rDNA loci are stably transmitted to the L. perenne %
F. gigantea hybrids.

Diversity and abundance of root endophytic microorganisms differs
in the studied annuals and perennials and of diferent ploidy in the
Festuca and Lolium species.

There is no correspondence according to the species composition of
root endophytic microorganisms between F. gigantea, L. perenne and
their L. perenne x F. gigantea hybrids.

Inoculation of Cadophora fastigiata, Paraphoma fimeti and
Plectosphaerella cucumerina promotes root and shoot growth in
L. multiflorum plants.
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MATERIALS AND METHODS

Plant emasculation and crossbreeding

The pistils of the diploid plants: Lolium temulentum, L. perenne Ev and
L. multiflorum pollinated with the pollen of hexaploid Festuca gigantea.
Embryos were isolated after 10 days and grown in vitro on Murashige &
Skoog medium. The agar prepared for embryo culture: 30 g sacrose, 6 g agar,
500 mL deionized water, autoclaved at 121 °C for 20 min. 3g of MS dissolved
in 400 mL of deionized water. 400 uL IBA (50 mg of IBA dissolved in a few
drops of 100% ethyl alcohol and then 50 mL of deionized water was added)
and 100 pL BAP (50 mg of BAP dissolved in a few drops of 1N NaOH and
then 50 mL of deionized water was added), and 50 mL deionized water were
added in 400 mL MS medium (pH 5.5). Then, hormones solution was added
in 500 mL of autoclaved agar and thoroughly mixed and autoclaved at 121 °C
for 20 min.

Before isolating the embryos, immature seeds were sterilized for
5 minutes in 5% NaOCIl and sterile water (1:1) ratio, and washed twice with
sterile water. The embryos were transferred to MS medium. After three
months of a sustained growth period hybrids (Lolium spp. X F. gigantea) were
transferred to the experimental field of Vilnius University Botanical Garden:
L. perenne x F. gigantea, three hybrids, L. multiflorum x F. gigantea — twenty-
three, and L. temulentum % F. gigantea one hybrid. L. perenne % F. gigantea
hybrids were used for studies of FISH/GISH and endophyte microorganisms.

Morphological characteristics

We used F. gigantea (20 plants), L. perenne 'Veja' (6 plants), and three
L. perenne x F. gigantea hybrids (6 plants each). Morphological
measurements were taken twice: in the vegetative and generative development
phases.

The analysis was conducted using the quantitative and qualitative data of
the plants. Quantitative characteristics: (a) plant height (cm) during vegetative
development phases; (b) plant height (cm) during generative development
phases; (¢) inflorescence length (cm); (d) leaf auricle length (cm); (e) central
leaf length (cm); (f) width of the base and central part of the same central leaf
(cm). The qualitative characteristics: 1) inflorescence type (spike, panicle or
drooping panicle) (Fig. 2.1); 2) leaf auricle characteristics (non-enveloping,
enveloping or fully enveloping) (Fig. 2.2); 3) pollen dispersal (poor or good).

Inflorescences were grouped by type: 1) drooping panicle — Festuca-like;
2) spike — Lolium-like; 3) panicle — intermediate type. For each plant, N = 5—
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10 inflorescences, leaf auricle and leaf lengths and leaf width were measured.
Measurements were taken: 1) by choosing the auricles on the central leaf of
the stem, when measuring them from the end of the auricle to the base axil of
the leaf; 2) the length and width of the leaf were measured by choosing the
central leaf of the stem; 3) the plant height was measuring by choosing the
longest stem of the plant.

FISH/GISH Method

FISH/GISH method was used to study metaphases and interphase nuclei
plates of the plant roots: F. gigantea, F. pratensis ‘Alanta’, L. perenne ‘Veja’,
L. perenne x F. gigantea, L. multiflorum ‘Grazer’ and L. temulentum.

The cytology slides preparation from the root meristems

The old roots of the plant tillers were removed and put in tap water in glass
tubes (Fig. 2.3). When roots grew up to 1-2 cm long, they were collected and
placed in ice-cold water for 24 h, at 2—4 °C, followed by fixation in ratio of
1:9 acetic acid and ethanol. The collected roots were stored at RT for 24 h,
then placed in a refrigerator at 2—4 °C.

The roots were placed in a mixture of 0.5% Pectolyase Y-23 and 0.5%
Cellulase R-10 for 10 minutes or 0.5% Macerozyme R-10 for 25 minutes at
37 °C, 350 rpm (used Thermo-Shaker TS-100C, Thermo Fisher Scientific
Baltics, Vilnius, Lithuania) and squashed in 45% acetic acid. Mitotic
chromosome spreads were checked by phase-contrast microscopy (Nikon
ECLIPSE Ci-L (Nikon, Tokyo, Japan)), using x400 and x 1000 magnification.
Mitotic chromosome spreads were stored by freezing at —20 °C for a few days,
then by freezing at —80 °C for 30 minutes. The coverslips were removed and
stored at —20 °C. The metaphase slides (all chromosomes, the image in one
plane, the chromosomes do not overlap or adhere to each other) were used for
FISH/GISH analysis.

Amplification of telomeric, centromeric, and 55 rDNA sequences

Telomeric sequences were amplified using two METABION pairs of
telomeric primers (Table 2.1). The primers are complementary to each other;
consequently, gDNA was not used, but F. gigantea, F. pratensis,
L. multiflorum, L. perenne and L. temulentum gDNA were used for Fesreba
and 5S rDNA amplification. METABION performed the synthesis of the
primers (Table 2.1). The genomic DNA of plants was extracted using the
"DNeasy Plant Mini Kit", and DNA concentration was checked by using a
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spectrophotometer "NanoDrop™ One/One®" (Thermo Fisher Scientific
Baltics, Vilnius, Lithuania).

The PCR reaction was performed in a 50 ul. Eppendorf test tube.
Reaction mixture for telomeric sequences amplification: 5 uLL each of ANTP
mix (2.0 mM) and DreamTaq polymerase buffer (10x), 10 uL each of F and
R primers (2.5 mM), 19.6 pL of deionized sterile water and 0.4 uL. DreamTaq
polymerase (5 U/pL). Reaction mixture for Fesreba and 5S sequences
amplification: 7.5 uL gDNA (10 ng/pL), 5 uL each of ANTP mix (2.0 mM),
DreamTaq polymerase buffer (10x), F and R primer (2.5 mM), 22.1 pL
deionized sterile water and 0.4 pL DreamTaq polymerase (5 U/uL). The PCR
reaction was performed in the "ProFlex™ PCR System, 3 x 32-well" thermal
cycler (Thermo Fisher Scientific Baltics, Vilnius, Lithuania).

PCR program of telomeric sequences: 3 min/94 °C; 15 cycles:
1 min/94 °C, 30 s/55 °C, 1 min/72 °C; 40 cycles: 1 min/94 °C, 30 s/60 °C,
1 min/72 °C; 4 min/72 °C.

PCR program of Fesreba and 5S rDNA sequences: 3 min/94 °C;
35 cycles: 1 min/94 °C, 30 s/55 °C, 1 min/72 °C; 4 min/72 °C.

The PCR products were purified using the "GeneJET PCR Purification
Kit".
pTA71 plasmid

We used Escherichia coli DH5a in which a 9 kb wheat rDNA fragment was
inserted (Gerlach & Bedbrook, 1979). E. coli DH50 was grown on LB
medium (25 g LB, 15 g agar, 1 L deionized water, autoclaved at 121 °C for 15
minutes, then ampicillin (~50 pg/mL) was added. The bacterial culture was
grown for about 16 h at 37 °C. The discrete colony was transferred to 5 mL
liquid LB medium with ampicillin (~50 pg/mL) and grown for 16 h at 37 °C
in an "Eppendorf New Brunswick Innova® 42/42R" (Thermo Fisher
Scientific Baltics, Vilnius, Lithuania). The plasmid DNA was extracted from
E. coli DH5a using the "GenelJet Plasmid Miniprep Kit".

The pTA71 plasmid was cut with EcoRI restriction enzyme, used for the
probe production: 10 uL. DNA of plasmid, 5 pL EcoRI buffer, 3 pL. EcoRI
restriction enzyme, 32 uL deionized water and incubated at 37 °C for 1 h in
the thermostat.

Fluorescent probes

The L. multiflorum, L. perenne, L. temulentum, F. pratensis and F. gigantea
genomic DNA (more than 400 ng/uL) were boiled in water for 10 min,
checked on 1% agarose gel. The 300—2500 bp DNA fraction was chosen for
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labelling of the probes. Two ANTP mix were mixed with tetramethyl-
rhodamine-5-dUTP or fluorescein-12-dUTP. Tetramethyl-rhodamine-5-
dUTP for preparation: 4 pL tetramethyl-rhodamine-5-dUTP (1 mM), 5 pL
each of dATP (2.5 mM), dCTP (2.5 mM) and dGTP (2.5 mM), 3.4 uL dTTP,
19 uL deionized sterile water. Fluorescein-12-dUTP for preparation: 10 pL
fluorescein-12-dUTP (1 mM), each of 5 uL dATP (2.5 mM), dCTP (2.5 mM)
and dGTP (2.5 mM), 1 uL dTTP, 9 pL deionized sterile water.

Tetramethyl-rhodamine-5-dUTP labeled mixtures: 5 pL boiled DNA or
PCR product (Fesreba, 5S rDNA or telomeric sequence) or 45S rDNA, 8 uL
5xdNTP mix, 8 pL Nick translation mix, 19 pL deionized sterile water.
Fluorescein-12-dUTP labeled mixtures: 10 uL boiled DNA or PCR product
(Fesreba, 5S rDNA or telomeric sequence) or 45S rDNA, 12 pL 5xdNTP mix,
8 uL Nick translation mix, 1uL DNA polymerase I and 9 puL deionized sterile
water.

Labeled probe mixtures were incubated for 3 h at 15 °C. After incubation,
the reaction was stopped with 2 uLL EDTA (0,5M pH 8.0 ) for 5 min at 65 °C
in a water bath. The DNA was then precipitated by adding 4 uL. sodium acetate
(3M) and 120 pL 100% —20 °C ethyl alcohol. The mixtures were stored at
—20 °C overnight. The samples were centrifuged at 13000xg for 20 min
(Eppendorf centrifuge 5425, Thermo Fisher Scientific Baltics, Vilnius,
Lithuania). The supernatant was removed using Eppendorf pipette (Thermo
Fisher Scientific Baltics, kat. Nr. P005-03, Vilnius, Lithuania) and incubated
at 37 °C. Then 400 pL 70% —20 °C ethyl alcohol was added and incubated at
RT for 30 min, centrifuged at 13000%g for 15 min. The supernatant was
removed and incubated at 37 °C. The pellet was dissolved in 20-25 pL
deionized sterile water.

Fluorescent in situ hybridization

The mitotic slides were dried at RT, then washed twice in 2xSSC for 5 minutes
at 37 °C. The slides were soaked in 70% formamide (42 mL formamide : 18
mL 2xSSC) and denatured at 70 °C for 2 minutes, washed with cold ethanol
series (70%, 90% and 100%), 2 min each, and air-dried. In the Eppendorf test
tube was added 25 pL FISH hybridization mix (25 mL 100% formamide, 5 g
10% dextran sulfate (2.5 g dextran sulfate and 5 mL deionized water), 5 mL
20xSSC, 0.13 g sodium dodecylsulfate; V = 50 mL) and 2 pL probe which
labeled with rhodamine or fluorescein. The hybridization mix was denatured
at 73 °C for 10 minutes, then moved on ice for 5 minutes and 27 pL of
hybridization mix was added on the slide and incubated at 37 °C overnight.
After incubation, the slide was washed twice in 37 °C 2xSSC for 5 minutes
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and twice with deionized water, and air-dried. The slide was mounted with 35
pL Mount, DAPI ir Vectashield mix (1:1:1). The hybridization signals were
analyzed with a Nikon ECLIPSE Ci-L fluorescence microscope (Nikon,
Tokyo, Japan). Three Semrock filters were used for detection: DAPI
(excitation — 330-380 nm, emission — 400 nm, barrier — 410 nm); fluorescein
(excitation — 470-500 nm, emission — 505 nm, barrier — 510 nm); rhodamine
(excitation — 540-570 nm, emission — 575 nm, barrier — 580 nm).

Endophyte identification

Root sampling and sterilization

The plants were grown from young tiller transplants grown in the
experimental field of the Botanical Garden of Vilnius University (Table 2.2).
Plant tillers were collected from the experimental field in May—June. In each
species, root samples were obtained from 25-30 plants, with each plant
represented by three tillers. For preparation of the root samples, the collected
tillers were washed under running tap water, and the old roots were removed
(Fig. 2.4). New healthy roots, 1-2 cm long, were collected and surface-
sterilized accordingly using 50% ethanol for 90 s and 1.25% NaOCI for 90 s;
after this, the samples were washed 3 times for 3 minutes with sterile water.
In addition, 200 uL of final wash water was added to three Petri dishes with
the Potato Dextrose Agar (PDA) or Luria Broth (Miller’s LB broth) (LB)
medium during the fungal and bacterial culture from the roots. This was used
as a negative control to confirm that the root sterilization was adequate.

Endophytic fungi evaluation in the grass roots

For the microscopic evaluation, newly grown roots, as described in Section
2.4.1 (excluding the sterilization step), were used. Root segments were
collected and placed in 1.5 mL Eppendorf test tubes with a fixative of ethanol—
glacial acetic acid (3:1) and kept in a refrigerator (at 2—3 °C) until their further
use. Prior to microscopy, all of the roots were softened using the following
enzyme treatment: the sampled roots were washed twice with citrate buffer
(0.1 M, pH 4.8) at 27-28 °C for 10 min and treated with 0.5% Macerozyme
R-10 at 37 °C for 25 min. After the enzyme treatment, the roots were washed
with citric citrate buffer and stained with 0.025% Trypan Blue at 90 °C for 30
min and then bleached with a lactic acid—glycerol (1:1) mixture, repeating this
three times. The first two bleaches took place at 37 °C for 30 min, while during
the third, they were left at RT for 24 h before the microscopic analysis. To
determine the frequency of fungal endophyte colonization and compare it
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between species, root tip cuttings from N = 120 roots were analyzed
microscopically for each species. The root tip cuttings were analyzed using
lactic acid—glycerol (4:1) and assessed using a Nikon ECLICE Ci-L phase
contrast microscope (Nikon, Tokyo, Japan) in 10 fields of view for each root
at x400 magnification.

Isolation of the Fungi

To make the PDA medium, 200 g of peeled, sliced potatoes was boiled in 1 L
of distilled water for 30 min. The potato mass was filtered through a
cheesecloth, saving the effluent. The potato infusion was poured into flasks
200 mL. A total of 4 g of dextrose and 4 g of agar were added into each flask.
The mixtures were autoclaved at 121 °C for 20 min. Ampicillin sodium salt
(final concentration — 100 pg/Lm) and streptomycin sulfate (final
concentration — 100 pg/mL) were added prior to distribution of the agar into
the plates to inhibit the bacterial growth selectively.

For cultivation of the fungal endophytes, N =200-250 root tip fragments
per species were used; these samples were collected from 25-30 plants. Five
cuttings of the surface-sterilized roots were placed into each Petri dish with
the PDA medium. The samples were incubated in the dark at 27 °C. After 7—
14 days, we observed the growth of fungal colonies in proximity to the root
segments.

Isolation of the Bacteria

A total of 25 g of LB powder was dissolved in 1 L of purified water, heated
and agitated until it completely dissolved, and then sterilized through
autoclaving at 121 °C for 15 min. The surface-sterilized roots were prepared
as described in Section 2.4.1. For cultivation of the bacterial endophytes,
N=100 root tip fragments per species were used; these samples were
collected from 25-30 plants. Root cuttings were incubated in Petri dishes with
the LB medium at 37 °C in the dark. After 1-2 days, we observed the bacterial
colonies in proximity to the root segments.

DNA Extraction from the Fungi and Bacteria

The fungal and bacterial genomic DNA was isolated using the Quick-DNA™
HMW MagBead Kit. For the extraction of genomic DNA from the fungi, 10-
day-old fungal colonies grown on the PDA medium were used, sampling 100
mg of mycelial biomass. For bacteria, 1- to 2-day-old colonies were sampled
and transferred into the liquid LB medium for growth. The next day, genomic
DNA was extracted from these cultures.
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Standard DNA Amplification and Sequencing

For standard DNA amplification, the primer pairs used in the PCR reactions
are listed in Table 2.1 for fungi and bacteria, respectively. The total volume
of the PCR mix for amplification was 50 uL. PCR was conducted under a
temperature profile of 94 °C for 3 min, followed by 35 cycles of 94 °C for
30 s, 49-61 °C [calculated according to the primer’s Ta = Tm — (0—4 °C)] for
30 s, and 72 °C for 1 min, and a final extension at 72 °C for 5 min.

The PCR products were purified using the GeneJET PCR Purification
Kit. The sequencing was performed by BaseClear B.V., Leiden, the
Netherlands. The sequences from the fungal and bacterial isolates were
analyzed against NCBI reference data using the BLAST tool (version 2.16.0)
at https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi (accessed on 26 August 2024).

Morphological Characterization of the Endophytic Microorganisms

The fungal and bacterial isolates were characterized according to their
morphological features, including their structure, color, and colony edge. The
microscopic fungal characteristics were described by hyphal pigmentation and
presence or absence of segments, spore size and shape. The images of the
colonies were taken by a Sony Alpha a6300 camera (Sony Corporation,
Tokyo, Japan) with a Sigma 56 mm f/1.4 lens (Sony Corporation, Tokyo,
Japan). Root section cuttings and mycelium samples were analyzed under the
phase-contrast microscope, and the NIS-Elements D software (version
6.02.01) program was used for microscopic photography and analysis. A
mixture of lactic acid—glycerol (4:1) was used to analyze and photograph the
fungal mycelium in each specimen. A microscopic Nikon ECLIPSE Ci-L
phase-contrast microscope (Nikon, Tokyo, Japan) was used for viewing.

Statistical Analysis

Isolation frequency (IF): The percentage of the number of endophytic fungal
and bacterial strains isolated out of the total number of isolates was obtained.
This parameter was used to determine the dominance of the endophytic
species accessed.

Margalef’s index D = (S — 1)/InN was used to analyze taxon richness. S
here is the total number of taxa, while N is the total number of isolates. These

parameters were calculated by applying the formula used by Song et al.
(2023).

Lolium multiflorum seeds inoculation with endophytic fungi
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Preparation of Cadophora fastigiata, Paraphoma fimeti, Plectosphaerella
cucumerina spore Suspension

For inoculation of L. multiflorum *Druva‘ seeds, we used the following fungal
isolates from our laboratory collection: C. fastigiata isolate BSG003 was
obtained from F. gigantea, P. fimeti BSGO10 and P. cucumerina BSG006
from L. perenne x F. gigantea hybrids. The spore suspensions were prepared
from 14-day-old cultures on the PDA medium. Fifteen Petri plates were
prepared for each fungus strain. Four mL of sterile water were dispensed on
each Petri plate; spores were spread and collected in sterile tubes by gently
brushing them with the tip of an automatic pipette (Thermo Fisher Scientific
Baltics, Cat. No. P005-03, Vilnius, Lithuania) (Fig. 2.5). Spore density was
calculated by hemocytometer (Precicolor HBG, Giessen, Germany) according
to the recommendations of Avin (2019) and stained by Trypan Blue.
Quantification was conducted in triplicate (N = 3) for statistical accuracy.
Spore concentrations were calculated in spores/mL to ensure clarity and
reproducibility. The spore inocula were adjusted to ~3.5-4 x 10° per mL
density. The mixture of the three fungal strains was prepared to a ratio of 1:1:1.
About 50 mL of a spore suspension was made for each inoculation treatment.

Lolium multiflorum seeds sterilization and inoculation

A laboratory protocol was applied for inoculation as follows: after
sterilization, the seeds (N = 120 for ryegrass) were mixed with endophytic
fungal spore suspension and the tubes were placed in a rotor shaker
(Eppendorf SE, Hamburg, Germany) at 140 rpm at 28 °C for 30 min. After the
inoculation treatment, the seeds were treated with 50% sulfuric acid (diluted
with water) for 10 min, rinsed twice with sterile water, and surface-sterilized
as follows: 70% ethanol for 2 min, sterile water wash, % dilution of 5%
sodium hypochlorite for 10 min, three times sterile water wash, last wash for
10 min.

Lolium multiflorum grown in a cylinder elements system and morphological
characteristics

Inoculation seeds were germinated for seven days in the Petri dishes at RT,
then roots (N = 50) were collected in 1,5 mL Eppendorf test tubes with acetic
acid and ethanol (1:9), which used for microscopical analysis (described in the
2.4.2 Methods Section). Germinated seeds were pre-grown for 2 weeks in
multi-cavity trays in the greenhouse. Later seedlings (N = 30 for each
treatment and control) were transplanted into h50 x @11 cm plastic cylinders
(two plants per cylinder) filled with a growth substrate, which was a 1:4:1
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ratio mixture of peat, compost soil, and perlite autoclaved at 121 °C for
30 min. In this original construction of cylindric elements, hand-made
geotextile fabric bags fitting the cylinder volume were used. Fifteen cylindric
elements for each inoculation treatment and control were arranged in
35 x 65 x h30 cm plastic containers, numbering 5 in total. Holes were
punched at the bottom of the textile bags before filling them up with the
growth substrate, and plastic Honeycomb panels were placed in the bottom of
the container to have the water properly drained. The plants were watered
twice a week with 115 mL for a period of 2 weeks, twice a week with 330 mL
of water for a period of one week, and then, for the last three weeks, with
370 mL of water twice a week. The plants were grown in September—October
2023 in a polypropylene-covered greenhouse under conditions of natural light
and temperatures of 24-28 °C/12—-16 °C (day/night). After 63 days of post-
inoculation growth, the plant shoots and roots were harvested and evaluated.
The root length and shoot height were measured and the number of shoots was
counted. The shoot green biomass was weighed immediately after harvesting.
For shoot and root (washed soil) dry biomass was measured, the root and shoot
samples were dried at ~35 °C for 48 h.

Evaluation of fungi abundance after inoculation

For abundance of endophytic fungi after inoculation we used 7-day
L. multiflorum root fragments (N = 50 per treatment), which were prepared for
microscopic analysis according to 2.4.2 Section description leaving new roots
to grow during this stage of the experiment. A microscopic Nikon ECLIPSE
Ci-L phase-contrast microscope (Nikon, Tokyo, Japan) was used for viewing,
using at x400 magnification. We calculated frequency of endophytic fungi,
low abundance — to 10%, medium abundance from 11% to 20% and large
abundance from 21% to 30%.

Software

The analysis of microscopic view and bioinformatics software

The Nikon ECLIPSE Ci-L fluorescence microscope (Nikon, Tokyo, Japan)
was used to analyse the metaphase plates. NIS-Elements D software (version
6.02.01) was used for analysis of microscopic images. The Nikon ECLIPSE
Ci-L phase-contrast microscope (Nikon, Tokyo, Japan) was used for the
analysis of endophytic fungi mycelium. Image Focus Alpha Properties
software (version 1.3.7.2444.6.20240114) was used for calculations of fungi
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spore suspensions. BLAST was used for DNA sequences of the endophytic
fungi and bacterial colonies analyse from NCBI database.

Statistical analysis and visualization

The credibility of Lolium, Festuca and L. perenne % F. gigantea
morphological characteristic differences were counted using Student's test
(p £0.05). The measurement of endophytic fungi frequency, biodiversity and
inoculation effects differences between groups were analyzed using a one-way
ANOVA in STATISTICA 12. The statistical significance of the differences
between the means was assessed using a post-hoc Tukey’s test. Differences
were considered to be significant at p < 0.05.

STATISTICA 12 and MS Excel were used for the statistical analysis.
Charts were drawn using MS Excel software 2016. The methodological
diagrams drawn using BioRender.com.
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RESULTS

Obtaining and evaluating intergeneric Lolium perenne * Festuca gigantea
hybrids

In one experiment, the diploid L. perenne (2n = 2x = 14) was crossed with the
hexaploid F. gigantea (2n = 6x = 42), using L. perenne as the mother plant
(pistils) and the hexaploid F. gigantea as the parent species (stamens). The
results obtained show that L. perenne, as the mother plant, formed immature
seeds in 21.05% of the 171 emasculated and pollinated flowers. Three
L. perenne x F. gigantea (2n = 4x = 28) hybrids were obtained in vitro.

The data obtained confirm that the L. perenne ovaries were effectively
stimulated by pollination with the F. gigantea pollen, indicating that these
species are mutually compatible.

After evaluating the qualitative and quantitative morphological
parameters of F. gigantea, L. perenne and the L. perenne x F. gigantea F1
hybrids (Tables 3.1 and 3.2), it was found that the L. perenne x F. gigantea
hybrids are characterised by an intermediate type of inflorescence — a panicle
(Fig. 2.1 B). Although it was possible to create L. perenne x F. gigantea F1
hybrids, all of the F1 hybrids were male-sterile and none of them set seeds
(Table 3.1). In terms of leaf auricles, F. gigantea individuals are characterised
by stem-enveloping and intersecting auricles (Fig. 2.2 C), in contrast to
L. perenne (Fig. 2.2 A). L. perenne % F. gigantea individuals are characterised
by an intermediate type of auricle — stem-enveloping auricles (Fig. 2.2 B).

When evaluating quantitative parameters, it was found that the difference
between F. gigantea and L. perenne in terms of inflorescence, auricle and leaf
lengths, and leaf width was statistically significant (Table 3.2). According to
these traits, F. gigantea is superior to L. perenne. As shown in Table 3.2,
L. perenne X F. gigantea hybrids had intermediate leaf types in terms of width,
auricle, inflorescence and leaf lengths, but were closer to the F. gigantea
parent species in these traits and are considered to have intermediate type
traits.

The auricle and inflorescence lengths of L. perenne x F. gigantea N1
individuals differed significantly from the group of N2 and N3 individuals,
while L. perenne x F. gigantea N2 differed in leaf length. All of the
intergeneric hybrids obtained were significantly taller than F. gigantea and
L. perenne; only the L. perenne x F. gigantea N3 hybrid did not differ
significantly in height from the parent species at the generative stage, but it
was closer to the F. gigantea parent species (Table 3.2). This shows that,
according to this trait, the L. perenne % F. gigantea N1 and N2 hybrids were
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more superior to the parent species than the L. perenne x F. gigantea N3
hybrid.

In all cases, the quantitative morphological parameters of the natural
hybrid allopolyploid F. gigantea were superior to that of L. perenne in terms
of leaf width and leaf auricle, inflorescence and leaf length. The results show
that the L. perenne x F. gigantea F1 hybrids were phenotypically more similar
to the F. gigantea parent species in terms of panicle-type inflorescence, auricle
expression, inflorescence and leaf lengths, and leaf width.

FISH AND GISH

Investigation of the allopolyploid origin of F. gigantea using the GISH
technique and the possible relationships with diploid Lolium and Festuca
species

To determine the composition of the F. gigantea hexaploid genome,
L. perenne, L. multiflorum, L. temulentum and F. pratensis gDNA probes were
used, labelled with different fluorochromes and hybridised on F. gigantea
metaphase plates (N = 453) and interphase nuclei (N = 120).

The L. perenne, L. multiflorum and L. temulentum gDNA probes
hybridised on 28 giant fescue chromosomes, of which 14 chromosomes had
an intense hybridisation signal and 14 had an average signal. GISH showed
that L. perenne hybridisation was uniform along the entire length of the
chromosomes (Fig. 3.1 A, Table 3.3). The nature of L. multiflorum gDNA
hybridisation was different from that of L. peremne (Fig. 3.1 B). The
appearance of recombinant chromosomes was observed in three chromosome
pairs. In addition, there were intense hybridisation signals at the centromeric
regions of four chromosomes (Fig. 3.1 B). When labelling with the
L. temulentum gDNA probe, 14 more intense signals were observed in the
centromeric regions on chromosomes with moderate hybridisation strength
(Fig. 3.1 C). After using the F. pratensis gDNA probe, four pairs of
chromosomes with intense signals in the centromeric regions were visible
(Fig. 3.1 D). In all cases, the Lolium and F. pratensis probes showed a signal
on 28 chromosomes and did not show a signal on 14 F. gigantea
chromosomes.

To determine whether the 14 unlabelled chromosomes might be inherited
from F. pratensis, the cytological preparations of F. gigantea were hybridised
repeatedly. L. perenne and L. multiflorum gDNA probes which were labelled
with different fluorochromes were used for the first time, N =50 for each
probe (Fig. 3.2 Al, B1). After the analysis of the initial hybridisation, the
cytological preparations were washed with 2xSSC solution and hybridised
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again using the F. pratensis gDNA probe. The GISH analysis revealed that
the hybridisation of the F. pratensis gDNA probe occurred in the same 28 F.
gigantea chromosomes (Fig. 3.2 A2, B2) as the L. perenne and L. multiflorum
probes.

The intensity of the hybridisation of giant fescue interphase nuclei was also
evaluated. It was found that the chromosomes from Lolium spp. and
F. pratensis were spread throughout the interphase nucleus of F. gigantea
(Fig. 3.3). Two-thirds of the F. gigantea genome is closely related to
L. perenne (Fig. 3.3 A), L. multiflorum (Fig. 3.3 B), L. temulentum (Fig. 3.3 C)
and F. pratensis (Fig. 3.3 D), while the remaining third is genetically distant.

A comparison of the hybridisation intensity of metaphase plates and
interphase nuclei found that the extent of genomic probe signal distribution in
interphase nuclei corresponded to the ratio observed in the hybridised
metaphase chromosomes of F. gigantea.

Summarising the results obtained, it was established that the F. gigantea
genome contains 28 chromosomes that show a hybridisation signal when
hybridised with L. perenne, L. multiflorum, L. temulentum and F. pratensis
gDNA probes. In interphase nuclei, the chromosomes of these species are not
concentrated in certain regions but are spread throughout the nucleus.
Comparative analysis of the metaphase chromosomes and interphase nuclei
indicates that two-thirds of the F. gigantea genome is closely related to one of
the three Lolium species (L. perenne, L. multiflorum or L. temulentum) and
F. pratensis. Since the hybridisation of the F. pratensis gDNA probe occurs
in the same 28 F. gigantea chromosomes as the Lolium gDNA probe, it can
be argued that these 28 F. gigantea chromosomes are in some way novel
subgenomic variants.

Cytogenetic characteristics of L. perenne X F. gigantea hybrids

Cytological preparations of tetraploid L. perenne x F. gigantea F1 hybrids
(N = 228 metaphase plates and N = 150 interphase nuclei) were used and
hybridised with Lolium spp. and Festuca spp. gDNA probes using the GISH
technique.

After performing the hybridisation of metaphase chromosomes and
interphase nuclei of L. perenne x F. gigantea hybrids, strong hybridisation of
the L. perenne gDNA probe was detected on seven chromosomes originating
from L. perenne, while 21 chromosomes had no signal (Table 3.4, Fig. 3.4 A).
In addition, L. perenne originated chromosomes showing distinct localisation
in interphase nuclei (Fig. 3.5 A).
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Using an F. gigantea gDNA probe, hybridisation occurred on 21
chromosomes (Table 3.4, Fig. 3.4 B), and in interphase nuclei, the
chromosomes were spread throughout the nucleus (Fig. 3.5 B).

During the experiment, after using gDNA probes from other species
related to Lolium and F. pratensis, a strong hybridisation signal was observed
in all cases on seven chromosomes (Table 3.4, Fig. 3.4 C-E). In interphase
nuclei, chromosomes with the Lolium probe signal were concentrated in
certain regions (Fig. 3.5 C and D), while chromosomes with the F. pratensis
signal were spread throughout the nucleus (Fig. 3.5 E).

In summary, the results obtained showed that three-fourths of the hybrid
genome consisted of F. gigantea, and the remaining one-fourth consisted of
L. perenne. Therefore, as expected, its genomic formula is LpFgFgFg. In the
interphase nuclei of the hybrids, the chromosomes originated from ryegrass
were concentrated in specific regions, while those originated from fescue were
not concentrated in a specific region of the interphase nuclei.

FISH of centromeric Fesreba sequences in diploid Lolium and Festuca
species associated with the formation of allopolyploid F. gigantea

Analysis of centromeric Fesreba RT sequence probes from the possible diploid
ancestor species of F. gigantea, L. perenne, L. multiflorum, L. temulentum and
F. pratensis showed that, in the metaphase chromosomes of L. perenne, strong
hybridisation signals were observed in the centromeric regions as well as less
intense signals along the entire length of the chromosome (Fig. 3.6 A). On
L. multiflorum chromosomes, weak signals were observed in the centromeric
regions and weak signals were spread along the entire length of the
chromosomes (Fig. 3.6 B).

Weaker signals were visible at the centromeric regions in metaphase
chromosomes of L. temulentum than in L. perenne (Fig. 3.6 C). On the
F. pratensis chromosomes, intense hybridisation signals of the RT probe were
only visible in the centromeric regions (Fig. 3.6 D).

The results indicate that Fesreba retrotransposon sequences are more
abundant in the genome of diploid Lolium species than in F. pratensis, as the
Fesreba RT probe showed stronger and more abundant hybridisation signals
in L. perenne, L. multiflorum and L. temulentum species.

FISH comparison of centromeric and telomeric sequences in F. gigantea and
L. perenne x F. gigantea hybrids

This study attempted to identify changes in the centromeres and telomeres in

metaphase chromosomes of the natural allopolyploid F. gigantea and the
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intergeneric L. perenne x F. gigantea F1 hybrids that we created in order to
reveal the patterns of genome rearrangement.

According to the research data, the L. perenne RT probe showed strong
hybridisation signals in 42 centromeric regions of F. gigantea (Table 3.5,
Fig. 3.7 A), while the hybridisation signals of the L. multiflorum, F. pratensis
and F. gigantea RT probes were weaker (Table 3.5, Fig. 3.7 B, D-F). The
weakest hybridisation signals at the centromeric regions of F. gigantea were
obtained using the L. temulentum RT probe (Table 3.5, Fig. 3.7 C). The
telomeric probe signals were localised to telomeric regions, with additional
signals in interstitial regions only visible in a few chromosomes (Fig. 3.7 A).

Using L. perenne and L. multiflorum RT probes in the metaphase plates
of the L. perenne x F. gigantea (2n = 4x = 28) hybrids, strong hybridisation
was observed in 21 centromeric regions, while seven centromeric regions had
no signals or were only barely visible (Fig. 3.8 A, B). Pronounced
hybridisation signals were sometimes spread over the entire length of the
seven chromosomes (Fig. 3.9 Al, B1). When using the L. temulentum RT
probe, hybridisation signals were intense in the centromeric regions and
pericentromeric parts of the chromosomes (Table 3.5, Fig. 3.8 C). The
F. pratensis RT probe was the weakest (Table 3.5, Fig. 3.8 D). The
F. pratensis RT probe hybridisation signals were also weak in the centromeric
regions of F. gigantea, with six weak signals visible from 42 centromeric
regions (Fig. 3.7 D). A similar result was obtained using the F. gigantea RT
probe, which had less intense hybridisation signals than the L. perenne,
L. multiflorum and L. temulentum RT probes (Table 3.5, Fig. 3.8 E and F).

Hybridisation of the Fesreba sequence was further investigated using the
same L. perenne % F. gigantea metaphase plate for two consecutive FISH
experiments, hybridising it with different probes. It was observed that the
L. perenne and L. multiflorum RT probes hybridised in the centromeric regions
of 21 chromosomes and along the entire length of seven chromosomes (Fig.
3.9 Al, B1). Hybridisation of the L. perenne gDNA probe was also observed
on seven chromosomes, where the hybridisation of the L. perenne and
L. multiflorum RT probe was previously visible (Fig. 3.9 A2, B2).

The FISH technique revealed that, in the metaphase plates of both
F. gigantea (Fig. 3.7) and the L. perenne % F. gigantea hybrids (Fig. 3.8), the
Fesreba retrotransposon RT probe hybridises in centromeric regions, but the
signal strength and nature differ. In some L. perenne % F. gigantea metaphases,
the RT probe signal is distributed diffusely — it is scattered along the entire
length of seven chromosomes (Fig. 3.9), suggesting that the retrotransposon
RT sequences are interspersed along the entire length of these chromosomes.
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In terms of telomeric sequences, both F. gigantea and the L. perenne %
F. gigantea hybrids are characterised by interstitial insertions of telomeric
sequences (Fig. 3.4 C, 3.7 A).

FISH features of chromosome centromeres and telomeres in interphase nuclei

To determine the position of the organisational centres (centromeres and
telomeres) of the chromosome territories (CTs), cytological preparations of
Festuca and Lolium species with different ploidy and L. perenne % F. gigantea
hybrids were used, hybridised with centromeric and telomeric probes. The
F. gigantea and L. perenne x F. gigantea species were evaluated with
N=160-200, and the L. perenne, L. multiflorum, L. temulentum and
F. pratensis — with N = 20 interphase nuclei each. The number and intensity
of Fesreba RT probe hybridisation signals were evaluated.

When analysing the nuclei of the diploid Festuca and Lolium species, it
was observed that the number of centromeric signals did not always
correspond to the number of 14 mitotic chromosomes (Table 3.6, Fig. 3.10) —
sometimes they formed groups of signals. The centromeres and telomeres
were located at opposite poles of the nucleus (Fig. 3.10).

Analysis of the interphase nuclei of the F. gigantea, using the genomic
DNA of its possible parent species L. perenne, L. multiflorum, L. temulentum
and F. pratensis as well as F. gigantea (control) as a matrix for RT probe
production, revealed that the maximum number of centromeric signals was 28
(Table 3.6). The hybridisation signals were usually intense and formed large
groups. This result is seen regardless of which Festuca and Lolium species RT
probe was used (Fig. 3.11). Centromeric and telomeric signals were visible on
opposite sides of the nucleus (Fig. 3.11).

This pattern was also maintained in the interphase nuclei of the tetraploid
L. perenne x F. gigantea hybrids, where the maximum visible number of
centromeric signals was 20 (Table 3.6, Fig. 3.12). The intensity of their
hybridisation signals was less often weak, and more often formed large
groups. The organisational centres of the CTs were concentrated on opposite
sides of the nucleus (Fig. 3.12).

In summary, the number of centromeric signals in polyploid F. gigantea
and L. perenne x F. gigantea plants did not correspond to the number of
mitotic chromosomes, since the intensity of the Fesreba RT probe
hybridisation signals formed larger groups. The results of the study confirmed
that, during the interphase, the chromosomes of giant fescue and its possible
parent species and their hybrids assume a Rabl configuration, where the
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centromeres and telomeres are aligned at opposite sides of the inner interphase
nuclear membrane.

Distribution of rDNA sequences in F. gigantea and L. perenne x F. gigantea
hybrids

Studies of rDNA regions are important for understanding the chromosomal
rearrangements that occurred during the evolution of allopolyploid species.
For the present study, we used cytological preparations of the hybrids we
created and their parent species, which we hybridised with 5S and 45S rDNA
probes. The number of signals from these TDNA sequences was determined.
A combination of F. gigantea gDNA and 5S rDNA probes was used to
determine the number of 5S rDNA regions inherited from F. gigantea and the
stability of this sequence in F1 L. perenne x F. gigantea hybrids.

The FISH results showed that F. gigantea has four characteristic pairs of
chromosomes containing 5S rDNA regions (eight signals). Four regions
localise at the secondary constrictions of the chromosomes, while the other
four localise at the ends of the chromosome arms. Two pairs of chromosomes
contain 45S rDNA (Table 3.7, Fig. 3.13 A and 3.14 A). In the L. perenne
chromosomes, two 5S rDNA signals were observed, localised on the
secondary constrictions of the chromosomes. One hybridisation signal
generated a larger area; the other signal was less intense. In this chromosome
pair, 45S rDNA signals were also visible. Five 45S rDNA signals localised on
the secondary constrictions (Table 3.7, Fig. 3.13 B and 3.14 B), four of which
were more intense and generated a larger area. Five 5S and five 45S rDNA
loci were localised in the chromosomes of the L. perenne x F. gigantea
hybrids. Of the 45S rDNA hybridisation signals, two were intense and three
were weak; of the 5S rDNA hybridisation signals, three were intense and two
were weak (Table 3.7, Fig. 3.13 C and 3.14 C).

A combination of F. gigantea gDNA and 5S rDNA probes was used to
analyse the changes in the position of 5S rDNA in the metaphase
chromosomes of the L. perenne x F. gigantea hybrids. One intense 5S rDNA
hybridisation signal was visible on the chromosome arm, which did not have
a hybridisation signal from the F. gigantea gDNA probe (Fig. 3.13 D). This
chromosome is derived from L. perenne. In the other four chromosomes with
the 5S rDNA signal, hybridisation also occurred with the F. gigantea gDNA
probe (Fig. 3.13 D). The data obtained confirmed the assumption that the
hybrids must have inherited one chromosome containing a 5S rDNA region
from the perennial ryegrass, and four chromosomes containing this region
from the giant fescue.
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FISH made it possible to determine the number and localisation in the
metaphase chromosomes of the ribosomal DNA sequences inherited by the
L. perenne x F. gigantea hybrids. Analysis revealed that the hybrids inherited
five 5S and five 45S rDNA loci each. Furthermore, there was neither loss nor
gain of 5S rDNA loci compared to the parent species, which shows the
stability of this sequence element in these hybrids.

Isolation and identification of endophytic microorganisms

Cytological morphostructures of endophytes and their abundance in roots

Festuca gigantea root apex cross-section preparations were examined
microscopically. Fungal morphostructures were grouped into six different
cytomorphotypes: (1) thick, dematiaceous (with dark pigmentation) and
highly branched hyphae (Fig. 3.15 A); (2) hyaline (with no pigmentation),
cystidia-like hyphae ~130 pum long that are dichotomously branched at one
end (Fig. 3.15 B); (3) thin, melanised (with pigmentation), dichotomously
branched hyphae (Fig. 3.15 C, D); (4) dark hyphae with septa (Fig. 3.15 E);
(5) Alternaria-type multicellular conidia (Fig. 3.15 F); (6) fungal spore
agglomerations (spore clusters; Fig. 3.18 G). Most of the fungal structures
were extracellular (Fig. 3.15 A-C, E, H and I), although intracellular ones
were occasionally detected as well (Fig. 3.15 D). Some hyphae were
concentrated in dense groups (Fig. 3.15 H and I).

Endophytic bacterial structures were also detected: large bunches of
bacilli-like bacteria and bacterial chains (Fig. 3.15 J and K).

The frequency of endophytic fungi in the roots of F. gigantea and
perennial Festuca and Lolium species and their hybrids as well as annual
Lolium spp. plants were evaluated using Trypan blue dye, assessing N = 120
each in the root apex cross-section preparations (hereinafter referred to as
“roots”). Fungal structures were observed in 44% of the F. gigantea roots that
were examined. In the other Festuca species, fungal structures were visible in
52-56% of the roots examined (Fig. 3.16).

The highest colonisation of endophytic fungal structures was found in the
roots of the annual species L. temulentum (94%) and L. multiflorum (84%), in
contrast to the perennial L. perenne plants (48%). The frequency of fungal
colonisation in the L. perenne x F. gigantea hybrids was the same as in the
parent species.

Diversity and distribution of endophytic fungi in F. gigantea and related
species
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Endophytic fungi isolates were grown on PDA medium. A total of N = 200—
250 root fragments were evaluated for each species, with 8—10 plantings. No
colony growth was detected in control Petri dishes with 200 pL of final root
wash water. This shows that the root surface was sterile, and the fungi growing
on the medium originated from the internal tissues of the roots.

The taxonomic assignment of the species was based on the colony
morphology and mycelial cytomorphology (Appendix S1), and it was
taxonomically confirmed by way of a comparison with the DNA sequence
data of the ITS, RPB2, SSU and TEF'I-a regions within the range of 98—100%
using the BLAST tool (Table S1).

From the F. gigantea and related Festuca and Lolium species as well as
the L. perenne x F. gigantea hybrids, 60 colonies of endophytic fungi
attributed to 21 taxa were isolated (Fig. 3.17-3.19, Table S1). Of these, 18
species were representatives of the Ascomycota division (Fig. 3.17 and 3.23).
Two species of Basidiomycota, Coprinellus disseminatus and Sistotrema
brinkmannii, were only isolated from the roots of F. gigantea (Fig. 3.18 and
3.20). Of the Festuca plant group studied, F. gigantea had the highest fungal
diversity, with six fungal species isolated (IF = 29%), while Basidiomycota
fungi accounted for one-third of the species (Fig. 3.20). Mucor circinelloides,
which belongs to the Mucoromycota division, was isolated from the roots of
L. multiflorum (Fig. 3.18 and 3.20).

Of the Lolium species studied, the annual L. multiflorum had the highest
fungal diversity. In this case, nine taxa were isolated, IF = 43% (Fig. 3.20).
Meanwhile, L. temulentum and the L. perenne X F. gigantea hybrids had a
lower rate of fungal diversity, with five and four taxa, respectively (IF = 24%
and IF = 19%). The lowest diversity was observed in L. perenne,
F. arundinacea and F. pratensis plants. Only one or two species of endophytic
fungi were identified in these species, producing one or two colonies each
(Fig. 3.20).

The species of endophytic fungi are presented hierarchically in Table S2
according to isolation frequency (IF, %). The most common species was
Microdochium bolleyi, which was detected in five of the seven species — 12
isolates were obtained (IF = 20%; Fig. 3.20). Another widespread species was
Alternaria alternata — nine colonies were isolated (IF = 15%; Fig. 3.20). Both
M. bolleyi and A. alternata were most commonly isolated from L. multiflorum,
each with seven isolates obtained, IF = 12% for each (Fig. 3.20). The largest
number of isolates (27) was obtained from L. multiflorum, followed by L.
temulentum with 15 isolates, [F = 45% and IF = 25%, respectively (Fig. 3.20).
These results confirm the data from our cytological analysis showing a high
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frequency of endophytic fungal colonisation in the roots of these two annual
species (Fig. 3.16). Seven colonies each were isolated in F. gigantea and the
L. perenne x F. gigantea hybrids. When comparing the root endophytes of
L. perenne and F. gigantea with their L. perenne x F. gigantea hybrids, no
correspondence between fungal taxa was found, i.e. the distribution of
endophyte species was different.

Our study showed that F. gigantea and other Festuca and Lolium species
as well as L. perenne x F. gigantea hybrids serve as hosts to various
endophytic fungi. The roots of these plants are colonised by endophytic fungi
from different fungal divisions. The largest number of species belonged to the
Ascomycota phylum, where the most common species were A. alternata and
M. bolleyi. F. gigantea stood out from other species for having the highest
fungal diversity compared to other perennial Festuca/Lolium species.
Furthermore, as many as a third of the fungal species identified in the roots of
F. gigantea were Basidiomycota. The annual L. multiflorum and
L. temulentum species stood out for having a large number of fungal species
and isolates.

Diversity and distribution of endophytic bacteria in F. gigantea and related
species

From the root fragments of F. gigantea and related Festuca and Lolium
species and the L. perenne % F. gigantea hybrids (N = 100), 59 isolates were
grown on LB medium and identified as 26 bacterial taxa. Their assignment
was confirmed by the BLAST results of 16S rDNA sequences (Table S3). The
16S DNA sequences of bacterial isolates obtained were deposited in the
GenBank (Table S4). No bacterial colony growth was detected in control Petri
dishes with 200 pL of final root wash water. This shows that the root surface
was sterile, and the bacteria growing on the medium originated from the
internal tissues of the roots.

The genera of endophytic bacteria are presented hierarchically in Table
S2 according to isolation frequency (IF, %). During the study, seven bacterial
taxa each were isolated from the roots of F. gigantea, F. pratensis and
L. temulentum, with seven (12%), eight (14%) and 12 (20%) isolates,
respectively. It was found that F. arundinacea had the highest bacterial
diversity — nine species and 18 isolates (31%) were taxonomically confirmed
(Fig. 3.21). The fewest bacterial taxa were isolated from the roots of
L. multiflorum, L. perenne x F. gigantea and L. perenne, with four, four and
three taxa, respectively (Fig. 3.21). When comparing endophytic bacteria from
the F. gigantea and L. perenne roots with those isolated from the L. perenne
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x F. gigantea hybrids, no correspondence between the bacterial taxa was
found, i.e. the distribution of endophyte species was different (Fig. 3.21).

After assessing the distribution of bacteria in the roots of the plants
studied, it was found that the most common were Gram-positive bacteria of
the Bacillota (synonym Firmicutes) phylum (15 species), belonging to the
following eight genera: Bacillus, Heyndrickxia, Lysinibacillus, Niallia,
Paenibacillus, Peribacillus, Priestia and Robertmurraya (Fig. 3.21,
Table S3). From the Bacillota phylum, the most common were representatives
of the genera Bacillus (IF = 37%), Priestia (IF = 14%) and Paenibacillus
(IF = 7%).

Another group of bacteria with high colonisation rates was that of Gram-
negative bacteria belonging to the Pseudomonadota (synonym Proteobacteria)
phylum (nine species). Representatives of eight genera have been identified
in this phylum — Achromobacter (Burkholderiales), Kosakonia
(Enterobacterales),  Novosphingobium  (Sphingomonadales), Panfoea
(Enterobacterales), Pseudomonas (Pseudomonadales), Sphingomonas
(Sphingomonadales), Stenotrophomonas (Lysobacterales) and Variovorax
(Burkholderiales) (Fig. 3.21). From the Pseudomonadota phylum, Kosakonia
and Pseudomonas bacteria were most commonly isolated, with IF = 8% and
IF = 7%, respectively (Fig. 3.21). Strains from Actinomycetota and
Bacteroidota/Chlorobiota were rare, with one species isolated each; two
isolates of Actinoallomurus sp. (Streptosporangiales) and one isolate of
Pedobacter sp. (Sphingobacteriales) were obtained, respectively (Fig. 3.21).

Abundance and taxa richness of endophytes in F. gigantea and related species

Calculations were performed of the diversity and taxa richness of endophytic
fungi and bacteria in different host plants. The results obtained show that
F. gigantea had the highest endophyte richness indices, with D = 2.57 for
fungi and D = 3.08 for bacteria (Table 3.8). Another species that stood out for
having high endophytic fungal species richness was the annual L. multiflorum,
D =2.43. The analysis revealed that F. gigantea, F. arundinacea, F. pratensis
and L. temulentum had higher endophytic bacterial species richness (D > 2)
than L. perenne, L. perenne x F. gigantea and L. multiflorum (D < 2;
Table 3.8).

It can be argued that the perennial polyploid species F. gigantea and
F. arundinacea are characterised by a higher diversity and abundance of
endophytes than the related diploid species F. pratensis and L. perenne. In
terms of their microbial abundance and diversity, the annual Lolium species
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significantly outperformed the perennial diploid species F. pratensis and
L. perenne as well as the L. perenne x F. gigantea hybrids.

Effect of endophytic fungi inoculation on L. multiflorum plant growth

To determine the effect of endophytic fungi on the growth of Italian ryegrass,
endophytic fungal isolates from Festuca and Lolium roots were selected for
seed inoculation: Cadophora fastigiata (BSGO003), Paraphoma fimeti
(BSGO010) and Plectosphaerella cucumerina (BSG006).

In assessing the abundance of fungi in the roots seven days after
inoculation, it was found that, in different inoculation variants, the frequency
of endophytic fungi in the roots of L. multiflorum seedlings increased from
94% to 96%, while in the seedlings of the control group, the frequency of
endophytes reached 84% (Fig. 3.22). Furthermore, when assessing the
abundance of endophytic fungi in the samples, it was observed that the
abundance of all inoculants, in 21-30% of the field number, increased more
than twofold. This accounted for 32—48% of the root samples. However, the
abundance of P. cucumerina in the roots of L. multiflorum seedlings was close
to that of the control group of plants at 20% and 14% of the samples,
respectively (Fig. 3.22). These results indicate that inoculation with
endophytic fungal spore suspensions increased the abundance of endophytes
in the roots of Italian ryegrass.

To assess the effect of endophytic fungal inoculation, Italian ryegrass
seeds were inoculated, and the resulting plants were grown for 63 days in a
greenhouse in a cylinder elements system filled with a mixture of sterile peat
and compost substrate (Fig. 3.23 A-D).

Germinated seed counts showed that inoculation with different
endophytic fungal spore suspensions and their mixture increased
L. multiflorum seed germination from 78% to 82% in all the inoculated plant
groups, while seed germination in the control group reached 68%. The
measurements performed showed that seed inoculation increased the shoot
height of Italian ryegrass by ~10% in all plant groups, but it did not have a
significant effect on the root length (Fig. 3.24 A). Shoot counts showed that
inoculation did not significantly affect the total number of stems in different
inoculation variants (Fig. 3.24 C), but it had a significant effect on the increase
in the number of budding shoots in all the groups of inoculated plants. These
results indicate that inoculated plants developed faster and transitioned more
quickly from vegetative growth to the flowering phase.

After weighing the shoots and roots, it was found that, in all cases of
inoculation, endophytic fungi had a strong stimulating effect on the biomass
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of Italian ryegrass shoots and roots. C. fastigiata and P. fimeti increased the
fresh and dry shoot biomass of the plants by 20% and 26%, respectively, while
P cucumerina increased it by 11% (Fig. 3.24 B). This shows that
P. cucumerina had the least stimulating effect on the shoot biomass of Italian
ryegrass compared to the other inoculation variants.

Summarising the obtained data, it can be argued that all of the endophytic
fungal inoculation variants significantly stimulated the growth of
L. multiflorum roots. Compared to the plants in the control group, a 20—-30%
increase in plants root dry weight was observed (Fig. 3.24 D). Although
inoculation with a mixture of three endophytic fungal spores also had a plant
growth-promoting effect, the effect of individual isolates was superior
(Fig. 3.24 A-D).
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DISCUSSION

Investigation of the allopolyploid origin of Festuca gigantea using the GISH
technique: Possible relationships with diploid Lolium and Festuca species

Studies show that Festuca and Lolium species are closely related and,
therefore, can interbreed, creating intergeneric hybrids with different ploidy
(Kosmala et al., 2006; Zwierzykowski et al., 1998). Although these genera are
close, they have enough genomic sequence divergence that the parental
genomes of the intergeneric hybrids can be distinguished with the GISH
technique (Kopecky et al., 2008; Kosmala et al., 2006; Zwierzykowski et al.,
1998). The GISH technique has already been used to determine the genome
components of Festulolium hybrids (Kopecky et al., 2006; 2008; Morgan et
al., 1988) and the natural hexaploid F. arundinacea (Kopecky et al., 2010;
Pasakinskiené et al., 1997, 1998), but knowledge about the genomic
composition of another natural allohexaploid, F. gigantea, is still very limited.
The rDNA ITS region sequence studies conducted by Hand et al. (2010) show
that the diploid species Lolium perenne, L. multiflorum, L. temulentum and
F. pratensis and the hexaploid F. gigantea are closely related and belongs to
Schedonorus group.

Differential staining of chromosomes made it possible to separate the
chromosome sets of the F. gigantea genome and the individual key
components of its genome originating from diploid Lolium and Festuca
species. Our study showed that the giant fescue genome is two-thirds
composed of diploid L. perenne, L. multiflorum or L. temulentum and
F. pratensis subgenomes, which are a certain of novel variants. We first
demonstrated their affinity by crossbreeding diploid Lolium species (mother
plant) with F. gigantea (father plant), thus creating tetraploid Lolium spp. x
F. gigantea hybrids. Therefore, have no doubt that these species are mutually
compatible and related, as the hybrids created were viable. A number of such
experiments demonstrating the affinity of Lolium and Festuca species and
their ability to easily crossbreed were conducted. They are presented in the
review by Zwierzykowski (1996).

During GISH analysis using different diploid L. perenne, L. multiflorum,
L. temulentum and F. pratensis shared gDNA probes, a set of 28 chromosomes
was labelled out of 42 F. gigantea chromosomes. The chromosomes had an
intense and average uniform hybridisation signal. They were -easily
distinguishable from the other 14 chromosomes that did not have a
hybridisation signal. Hence, one of the three Lolium species (most likely
L. multiflorum) and F. pratensis participated in the formation of the giant
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fescue genome. No reshuffling (recombination) of the Lolium and Festuca
genomes was observed in the L. perenne x F. gigantea F1 hybrids that we
created. The gDNA signal was uniform across all of the chromosomes. As
expected, the giant fescue genome dominated and accounted for three-fourths
of the hybrid genome. At the same time, the hybrids were closer to the F.
gigantea parent species in terms of morphological characteristics. However,
the research conducted by Zwierzykowski et al. (2006) shows that, in
Festulolium hybrids, the Lolium genome becomes increasingly dominant with
each generation (the number of chromosomes inherited from ryegrass
increased), while the fescue genome was displaced (the number of
chromosomes decreased). In addition, there was an increase in recombinant
chromosomes and chromosome breakpoints, which were more common in the
chromosomes inherited from fescue (Zwierzykowski et al., 2006). Similar
trends were revealed in Lithuanian Festulolium hybrids by PaSakinskiené and
Jones (2003), and in Polish hybrids by Zwierzykowski et al. (1991, 1998).

Repeated hybridisation of F. gigantea metaphase plates using L. perenne,
L. multiflorum and F. pratensis shared gDNA probes showed that the F.
pratensis gDNA probe hybridises to the same 28 F. gigantea chromosomes as
the L. perenne and L. multiflorum gDNA probes. This shows that the set of 28
chromosomes is a certain type of novel F. gigantea chromosomal variant
composed of the subgenomes L. perenne, L. multiflorum, L. temulentum and
F. pratensis. The research conducted by Humphreys et al. (1995) analysing
the genome components of tall fescue (F. arundinacea) revealed that
F. glaucescens and F. pratensis participated in the formation of the genome
of this natural allohexaploid hybrid (2n = 6x = 42). F. glaucescens comprised
two-thirds and F. pratensis comprised one-third of the tall fescue genome.
Later, Pasakinskien¢ et al. (1997) proved that L. multiflorum also participated
in the formation of the tall fescue genome: its genomic DNA cross-hybridised
and painted 14 chromosomes, which were inherited from F. pratensis. Hence,
the degree of genome homology between the ancestor species of giant fescue,
Lolium spp. and F. pratensis, is quite high, which indicates that they are
closely related and evolutionarily close, and that, in terms of evolution, the
divergence of the species occurred not so long ago.

Summarising the GISH results obtained, it was determined that
F. gigantea is derived from a Lolium ancestor species (L. perenne,
L. multiflorum or L. temulentum), which together with F. pratensis constitutes
two-thirds of its genome (28 chromosomes out of 42). This proves the
allopolyploid origin of giant fescue, but these results only partially fill the gap
in its genome composition. Therefore, further studies are needed to help reveal
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another component of its genome composition. This parent species, which
participated in the origin of giant fescue, should grow in the same forest
habitats as F. gigantea and be close to giant fescue in terms of morphological
characteristics.

Features of the distribution of specific chromosomal sequences in
F. gigantea, related diploid species and L. perenne X F. gigantea hybrids

Specific regions of chromosomes, such as the centromere, telomere, 5S and
45S rDNA, are composed of tandem repeats (Garcia et al., 2012; Luo et al.,
2022; Nagaki et al., 2015; Peska & Garcia, 2020; Zwyrtkova et al., 2020),
which are important elements of the molecular structure of the chromosomes
and important for cell division. It is known that plants are characterised by
45S rDNA loci, which are also called secondary constrictions or nucleolus
organiser regions (NORs). These regions are fragile because chromosome
often breaks (Huang et al., 2012; Pikaard, 1999). Thus, chromosomal
recombination can occur through these sites and new combinations can be
formed, resulting in increased population diversity. Using the FISH technique,
these fragile 45S rDNA regions were observed at high frequency in diploid
and polyploid L. multiflorum and L. peremne mitotic chromosomes
(Bustamante et al., 2014; Huang et al., 2009). As a result, more than one 45S
rDNA site was observed on the chromosome (Bustamante et al., 2014), while
the 5S rDNA region was invariant. Our study observed a stable number of 45S
rDNA loci on F. gigantea chromosomes, which was consistent with the
research conducted by Thomas et al. (1996, 1997), where they examined the
number of 5S and 45S rDNA loci and their localisation on chromosomes in
L. perenne and F. gigantea. A similar trend was found in the metaphase
chromosomes and interphase nuclei of the intergeneric L. perenne X
F. gigantea hybrids that we created, where, using 5S and 45S rDNA probes,
we established that the hybrids inherited half of the rDNA regions from
perennial ryegrass, and the other half from giant fescue. The number of these
regions did not change, and the location on the chromosome was conservative.
Thus, all the rDNA loci of the hybrids were equally transmitted from the
parents to the hybrids.

Another important region of plant chromosomes is the centromere.
During cell division, it is particularly important for the correct distribution of
chromosomes in anaphase (Jannink et al., 1996; Pouokam et al., 2019). Our
analysis showed that, in allopolyploid F. gigantea and L. perenne x F. gigantea
plants, the number of centromeric probe signals on F. gigantea mitotic
chromosomes was stable. While, in hybrids, it varied from 21 to 28, depending
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on the centromeric RT probe used. In interphase nuclei, the centromeric probe
hybridisation signals clustered, resulting in a lower number of centromeric
signals being observed. In the mitotic chromosomes of the Lolium and F.
pratensis species, RT probe hybridisation was observed in the centromeric
regions of all the chromosomes, and in interphase nuclei, the signals clustered
into groups sometimes. Studies have shown that chromosomes in interphase
nuclei are topologically organised into different territories, thus preventing the
entanglement of DNA molecules (Pouokam et al., 2019); this is evidenced by
the lower number of centromere signals.

Previous studies have shown that pericentromeric heterochromatin in the
chromosome arms constrains the genome and helps maintain chromosome
territoriality and stability (Mizuguchi et al., 2015), while centromere-specific
satellite sequences (Jiang et al., 2003) ensure a compact chromatin structure
(Neumann et al., 2011). Satellite sequences are associated with
heterochromatin, which is located in the pericentromeric parts of
chromosomes (Ambrozova et al., 2011), and retrotransposons often co-
localise with satellite sequences (Neumann et al., 2011). In addition, plants
commonly contain the retrotransposons of Ty3/gypsy origin (Ambrozova et
al., 2011; Neumann et al., 2011). Our experiment used the Fesreba sequence,
which belongs to a retrotransposon of Ty3/gypsy origin. Therefore, the RT
probes hybridised in the centromeric and pericentromeric regions in the
Festuca and Lolium species. The result confirms that the Festuca and Lolium
species are characterised by retrotransposon sequences of Ty3/gypsy origin in
their centromeric regions.

When performing the hybridisation of the Fesreba sequence (L. perenne
and L. multiflorum RT probes) and the L. perenne shared gDNA probe in the
metaphase plates of the L. perenne X F. gigantea F1 hybrids that we created,
an unusual and interesting result was obtained when using probe
combinations. During primary hybridisation with the Fesreba RT probe, a
Fesreba hybridisation signal was observed along the entire length of seven
chromosomes, while a normal local centromeric signal was observed in the
other 21 chromosomes. Repeated hybridisation revealed that the Fesreba
sequence hybridises on the seven chromosomes of the hybrid inherited from
the L. perenne parent species. In the study by Zwyrtkova et al. (2020), no
spread of the Fesreba sequence was observed on specific chromosomes of
tetraploid Lolium and Festuca species. Presumably, this is related to a genome
rearrangement that occurred in our L. perenne x F. gigantea F1 hybrids when
the centromeric Fesreba RT sequence spread throughout the entire perennial
ryegrass genome (seven chromosomes) in the hybrids.
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By observing the arrangement of centromeres and telomeres in interphase
nuclei, we determined that ryegrass and fescue along with their hybrids have
a classic Rabl configuration, where the centromeres and telomeres in
interphase nuclei are aligned at opposite sides of the nucleus. A review by
Tiang et al. (2012) argues that this configuration is a remnant of a preceding
anaphase. This arrangement of centromeres and telomeres is characteristic of
many plants with a larger genome size. The classic Rabl configuration has
been found in the mitotic cells of plants of agricultural importance, such as
wheat (Dong & Jiang, 1998; Shaw et al., 2002), rye, barley, oats (Dong &
Jiang, 1998), beans and peas (Rawlins et al., 1991). It was found that sorghum
centromeres and telomeres mix in the interphase nuclear region and are not
characterised by a Rabl configuration, while maize has an intermediate
configuration (between Rabl and non-Rabl). An interesting trend was
observed in rice, where the Rabl configuration was only seen in xylem cells
after DNA replication without cell division had occurred (endoreduplication)
(Dong & Jiang, 1998; Santos & Shaw, 2004). According to our data, this
configuration has not yet been documented by other authors in the somatic
cells of the Lolium and Festuca species.

The telomeres at the ends of plant chromosomes are an important element
of the chromosome structure, and the FISH technique can be used to identify
the various structural rearrangements that occurred over the course of
evolution in allopolyploid species. Using an Arabidopsis-type telomeric
sequence probe in F. pratensis, L. perenne, L. multiflorum and L. temulentum,
we found that these telomeric sequences are at the ends of all chromosomes.
Majka et al. (2018) also found that an Arabidopsis-type telomeric sequence is
characteristic of chromosomes in Lolium and Festuca plants. Our analysis
revealed that, in allopolyploid F. gigantea and L. perenne x F. gigantea
hybrids, telomeric sequences are characteristic not only in the usual locations
on chromosomes (at their ends), but also in the inner part of the chromosome
arms (interstitial telomeric repeats, ITRs), which were also found by Majka et
al. (2018) in F. pratensis x L. perenne F2-F9 hybrids. They examined the
relationship between ITR regions and the genomic rearrangements that
occurred in the metaphase chromosomes of these hybrids. Hence, in the
natural hybrid F. gigantea and the L. perenne x F. gigantea hybrids that we
created, ITRs may also contribute to genome instability and influence
karyotype rearrangement. It is likely that ITR sequences in allopolyploids
arise as a result of DNA strand break repaired, when, in crossbreeding
different species, the recombination of homeologous chromosomes occurs
through chromosome end joining or as a result of inversions and translocations
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(Majka et al., 2018; Maravilla et al., 2021). To the best of our knowledge, ITR
sequences have not yet been identified in F. gigantea by any other authors.

In summary, the chromosomes of the L. perenne x F. gigantea hybrids
contain five 5S and 45S rDNA regions each, including four 5S and two 45S
from giant fescue, and one 5S and three 45S rDNA from perennial ryegrass.
Therefore, their number is stable in these hybrids. Furthermore, the analysis
of telomeric sequences showed that the allopolyploid species that we studied
have characteristic ITR regions. It was found that F. gigantea and its parent
species as well as the L. perenne x F. gigantea hybrids have the Rabl
configuration. For studying genome rearrangements in allopolyploid species,
the following chromosomal structural elements are important: interstitial
regions, which are more mobile than centromeres (Tiang et al., 2012), and the
45S rDNA region, which is characterised by a higher recombination frequency
due to its fragility (Huang et al., 2012; Lideikyt¢ et al., 2006; Pikaard, 1999).
The dynamics of these chromosomal structural elements in interphase nuclei
have not been fully ascertained. More detailed studies are needed to help
understand the changes in specific DNA sequences in tetraploid Festulolium
hybrids following the genome rearrangements that occur when crossbreeding
Lolium spp. and F. gigantea.

Endophytic species diversity and distribution in the roots of F. gigantea and
related species

Many studies suggest that grass roots are habitats for endophytic fungi (Addy
et al., 2005; Hardoim et al., 2015; Knapp et al., 2019; Mandyam et al., 2010;
Porras-Alfaro et al., 2008; Wearn et al., 2012), and that their fundamental role
is to positively influence the growth and survival of host plants (Mandyam et
al., 2010; Porras-Alfaro et al., 2008). Studies show that the endophytic fungi
Acremonium and Epichloé/Neotyphodium are common in the seeds and leaves
of the Festuca and Lolium species (Christensen et al., 1993; Leuchtmann,
1994; Schardl, 2009; White et al., 1985). Meanwhile, data on F. gigantea root
endophytes are limited to a brief report in which the structures of fungal
hyphae were microscopically evaluated, but species descriptions were not
provided (Popkova & Blagoveshchenskaya, 2019). Of the species we studied,
F. arundinacea is still the only one where endophytic bacteria have been
isolated and taxonomically identified from its roots (de los Santos et al., 2016).

In this study, we isolated 21 fungal species (60 isolates), mainly from the
Ascomycota division — 18 species and two Basidiomycota species —
Coprinellus disseminatus and Sistotrema brinkmannii — were exclusively
isolated from giant fescue roots. Another fungal species was taxonomically
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assigned to the Mucoromycota division. These data are consistent with
previous studies showing the dominance of Ascomycota representatives
among fungal endophytes, which are usually symbionts and saprophytes of
plant roots (Przemieniecki et al., 2019; Rashmi et al., 2019; Sanchez Marquez
et al., 2007; Toju et al., 2013, 2019), and account for approximately 90% of
the community, while Basidiomycota representatives constitute a minor
component (Rashmi et al., 2019; Sanchez Marquez et al., 2007; Toju et al.,
2013, 2019). Meanwhile, this proportion was different in F. gigantea roots —
one-third was made up of Basidiomycota species, i.e. two of the six identified.
This can be explained by the fact that F. gigantea grows in forest habitats
where Basidiomycota representatives are likely to be found.

In our study, the isolation of C. disseminatus (Agaricales) from
F. gigantea roots was quite unexpected, as C. disseminatus is not normally
found as an endophyte, even though it has been found forming mycorrhizal
structures on the tropical forest floor, thereby facilitating orchid germination
and seedling formation (Gao et al., 2022a; Yagame et al., 2018). In herbaceous
plants, this endophyte has been isolated from the leaves of Phleum pratense
(Przemieniecki et al., 2019) and Holcus lanatus (Sanchez Marquez et al.,
2010) as well as from the stems and other parts of tropical trees (de Errasti et
al., 2010; Martin et al., 2015).

Sistotrema brinkmannii (Cantharellales) is also not a typical endophyte
in herbaceous plants. It is a wood-decay fungus that is widespread on the bark
of trees and is also found in soil (Hallenberg, 1991; Potvin et al., 2012). It has
been isolated from decayed roots of Pinus sylvestris (Menkis et al., 2006) and
P. contorta wood (Son et al., 2011), and it was also found in the healthy leaves
of Ipomea (Steiner et al., 2006). Given the widespread colonisation of
C. disseminatus and S. brinkmannii (Hallenberg, 1991), it seems that the
presence of these endophytes in the roots of forest herbaceous plants is quite
possible.

Cordyceps fumosorosea was only isolated from the roots of the annual
weed L. temulentum (five isolates). Even though Cordyceps species are
usually known as parasites that live in insect larvae (Lei et al., 2021; Nikoh &
Fukatsu, 2000), some species have also been isolated from plant tissues (Vega,
2018). It should be noted that the horizontal transmission of endophytic fungi
between insects and plants is a well-known phenomenon (Raman &
Suryanarayanan, 2017). Given that L. temulentum grows in various disturbed
ecological niches that are rich in organic compost, which attracts a wide range
of insects and their larvae, the presence of C. fumosorosea in these niches
seems very possible. It is known that plant endophytes can be transmitted
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vertically (directly from parents via seeds) or horizontally (from the
surrounding environment; Baron & Rigobelo, 2022; Bastias et al., 2022; War
et al., 2023). Detailed studies are needed to understand the origin of root
endophytes in Festuca and Lolium species.

The most common root endophytic fungus was Microdochium bolleyi,
found in five of the seven plant species, IF = 20%. Another widely detected
fungus was Alternaria alternata (IF = 15%), with a particular abundance in
L. multiflorum (seven isolates). Both M. bolleyi (David et al., 2016; Gao et al.,
2022b; Przemieniecki et al., 2019; Wirsel et al., 2001) and 4. alternata
(Pereira et al., 2019; Przemieniecki et al., 2019; Rashmi et al., 2019; Thomma,
2003) are classified as generalist plant endophytes and are widely distributed
in various plant species.

In the present study, when comparing the colonisation of endophytes in
various plant species, the forest herbaceous plant F. gigantea exhibited the
highest fungal diversity among perennial species. Other species that stood out
for high fungal diversity were the annual L. multiflorum and L. temulentum,
with nine and five taxa, respectively. It should be emphasised that this
coincided with the highest number of fungal structures observed in root tissues
microscopically (trypan blue staining). The higher colonisation rates of fungi
in annual Lol/ium plants suggests a potential benefit of endophytes to hosts. It
is likely that the abundance of endophytic fungi in roots has a positive effect
on the absorption of nutrients, supporting the rapid growth of these short-lived
plants during the short season.

In contrast, the open-grassland perennial species F. pratensis,
F. arundinacea and L. perenne had the lowest fungal diversity. This indicates
that the habitat type is important in the formation of fungal endophyte
communities. It should be emphasised that forest habitats are more favourable
for the establishment of various endophytic fungi than open-grassland.

In this study, we also isolated 26 bacterial taxa (59 isolates) belonging to
four bacterial divisions. The most prevalent were Gram-positive bacteria from
the Bacillota (synonym Firmicutes) phylum, accounting for 58% of the
isolated bacterial cultures belonging to 15 taxa. Of these, four taxa were
isolated from the roots of F. gigantea, namely Bacillus pumilus, B. subtilis,
Lysinibacillus boronitolerans and Priestia megaterium. The bacteria of the
genus Bacillus were the most prevalent, with five taxa taxonomically
confirmed, accounting for 38% of all isolates, and found in all Lo/ium and
Festuca species (except hybrids). Bacillus bacteria are widely distributed in
the natural environment and exhibit broad host diversity. They decompose
organic matter, promote plant growth and inhibit pathogenic organisms
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(Mandic-Mulec et al., 2015; Tsotetsi et al., 2022). Li et al. (2022) infected
Arabidopsis thaliana plants with a P. megaterium strain, thus demonstrating
the ability of this species to promote plant growth by increasing the expression
of defence-related genes and salicylic acid accumulation.

Another dominant group was Gram-negative bacteria from the
Pseudomonadota phylum, which accounted for 35% of the bacterial isolates,
belonging to nine taxa. Among these, Kosaconia cowanii was isolated from
the roots of F. gigantea and Lolium temulentum. The representatives of this
phylum have various functions that affect plant survival. For example,
Stenotrophomonas maltophilia (Xanthomonadales) is frequently found in
agricultural plants and is known for its plant growth-promoting properties
(Alexander et al.,, 2019) and anti-fungal effects against cereal pathogens
(Sharma et al., 2014). Meanwhile, Pseudomonas oryzihabitans
(Pseudomonadales) is a soil bacterium that survives in the damp, silty
environment typical of rice fields (Kodama et al., 1985).

In our study, the highest bacterial diversity was found in pasture
F. arundinacea plants, where nine species (18 isolates) were found, followed
by L. temulentum with seven species (12 isolates). One of the factors
contributing to the higher number of bacterial endophytes rather than fungal
endophytes may be the dry soil characteristics in pastures compared to the
damp underbrush soil that is typical of F. gigantea habitats. Furthermore,
certain plant species may be particularly favourable to various endophytes and
may benefit from this interaction, which positively affects their growth and
stress tolerance. Przemieniecki et al. (2019) previously demonstrated the
importance of plant host specificity by comparing the abundance of fungal
endophytes in the leaves of Phleum pratense and L. perenne. In our study, the
results obtained from roots are consistent with the results that Przemieniecki
et al. (2019) obtained from leaves. The results demonstrated that, among the
herbaceous plants used in agricultural grasslands, L. perenne stands out for its
particularly low abundance of endophytes.

In the comparison of the hybrids and parent species, the absence of
endophyte matching between the L. perenne x F. gigantea hybrids and their
parent species suggests that endophyte establishment in plants is influenced
by complex host-microbe interactions rather than simple genetic inheritance.
On the other hand, the natural hybrid species F. gigantea and F. arundinacea
exhibited higher microbial diversity compared to their diploid relatives
F. pratensis and L. perenne, suggesting a possible link between hybrid
genome complexity and higher root microbiota diversity.
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The representatives of the Burkholderiales order of bacteria and the
fungal Chaetomium spp. and Alternaria spp. are among the most common
keystone taxa in meadow, forest and agricultural ecosystems (Banerjee et al.,
2018). We found two representatives of the Burkholderiales order in the roots
of herbaceous plants — Achronobacter spanius and Variovorax sp. In addition,
we found Pedobacter alluvionis — a representative of the Sphingobacteriales
order — in the roots of giant fescue. The representatives of this order are also
classified as core forest and meadow taxa (Banerjee et al., 2018). Therefore,
although the diversity of the endophytes we identified is relatively low
compared to the research data of Banerjee and co-authors (2018), the results
obtained confirm that important keystone representatives of microorganism’s
communities are established in the roots of Festuca and Lolium species.

Our study shows that Festuca and Lolium roots are the habitat of many
root endophytes, fungi and bacteria, which fills a research gap on Festuca spp.
and Lolium spp. Further studies involving Festuca and Lolium species in
different habitats could demonstrate the differences in the endophyte
assemblages of these herbaceous plants and reveal different functional roles
of endophyte coexistence.

Growth-promoting effects of endophytic fungal inoculation on the growth
of L. multiflorum

Studies show that almost all plants serve as hosts to endophytic fungi (Baron
& Rigobelo, 2022); their importance for plant communities became apparent
when their plant growth-promoting effect was demonstrated (de Santiago et
al., 2009; Hiruma et al, 2016; Vergara et al., 2017, 2018, 2019).
Unfortunately, the number of studies on the growth-promoting effects of fungi
on L. multiflorum is limited. To date, growth-promoting effects have been
demonstrated after the inoculation of Italian ryegrass with Trichoderma
harzianum (Bancaj et al., 2021), Xerocomus badius and Serendipita indica
(Liu et al., 2019).

Studies have shown growth-promoting effects on Betula pendula,
Eucalyptus globulus, L. perenne (Berthelot et al., 2016, 2018) and tomatoes
(Yakti et al., 2018) after Cadophora sp. inoculation. However, the plant
growth-promoting  effect of  Plectosphaerella  cucumerina  and
Paraphoma fimeti inoculation has not yet been studied. Our study showed that
Cadophora fastigiata, P. fimeti and P. cucumerina inoculums promote root
and shoot growth in Italian ryegrass. An observation was also made that shoot
biomass growth and vegetation rate depended on the fungal species used.
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Our study showed that C. fastigiata inoculation significantly promotes
root growth in Italian ryegrass (25% increase). Berthelot et al. (2016) also
revealed that endophytic fungi, in this case Cadophora sp., have a stimulating
effect on the growth of L. perenne — they increase root dry weight; however,
there was no statistically significant increase in shoot mass. The studies that
have been conducted to date demonstrate that C. fastigiata is a root endophyte
in herbaceous and woody species (Knapp et al., 2012). Furthermore,
Cadophora species grow on wood and tree roots as well as in the soil (Bien &
Damm, 2020; Schol-Schwarz, 1970; Gramaje et al., 2011; Macia-Vicente et
al., 2020; Sanchez, Marquez et al., 2011; Travadon et al., 2015).

It should be noted that both our study and other studies of herbaceous
plants have found the positive effect of fungal inoculation to be greater on root
growth than on shoot growth. This is confirmed by an experiment where, when
L. perenne plants were subjected to drought stress using endophytic bacterial
inoculants and their mixture (isolates obtained from poplar and willow), the
increment in root growth of perennial ryegrass exceeded the increase in shoot
biomass (60% and 48%, respectively; Khan et al., 2012).

Plectosphaerella cucumerina is a soil fungus, a decomposer of plant
organic matter, and a common root pathogen that causes root rot infections,
while also being prevalent in various plant species (Carlucci et al., 2012;
Giraldo & Crous, 2019; Uecker, 1993). This fungus causes pathogenic effects
on tomatoes, peppers, asparagus, cabbage, potatoes and many cucurbits
(Carlucci et al., 2012; Uecker, 1993). However, there is no evidence to date
that P. cucumerina can act as a pathogen for Poaceae species or promote plant
growth. Several studies suggest that P. cucumerina may act as a biological
control agent. For example, P. cucumerina has shown nematophagic activity
against potato cyst nematodes (Atkins et al., 2002, 2003). It has also been
found to be effective in controlling Cirsium arvense weeds (Bailey et al.,
2017). In our study, P. cucumerina spore inoculation showed a significant
growth-promoting effect on the roots (20% increment) and shoots (10%
increment) of Italian ryegrass. In summary, it can be argued that our study was
the first to reveal the plant growth-promoting effect of P cucumerina
inoculation.

Previous studies have shown that Paraphoma fimeti is a common soil
fungus with a diverse type of life, from pathogenic to endophytic, and presents
on many plant hosts (Moslemi et al., 2018; Roustace et al., 2000). Several
pathogenic Paraphoma species are known to cause root infections in
Compositae plants (Moslemi et al.,, 2018). However, the plant growth-
promoting effects of this fungus have not been confirmed to date. In our study,
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P fimeti effectively promoted growth in the shoots and roots of Italian
ryegrass, with 26% and 30% dry weight increment, respectively.

Our research results add to the knowledge about endophytic fungi as
plant growth biostimulants. In the future, this will allow to accelerate the
selection of fungal isolates and expand research in order to promote the growth
of other agricultural plants.
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CONCLUSIONS

1. The two-thirds of the natural Festuca gigantea (2n = 6x = 42)
allopolyploid genome consist of Lolium multiflorum or L. perenne species;
Lolium and F. pratensis DNA probes overlap regularly on the same 28
F. gigantea chromosomes. Therefore, these chromosomes are a certain type of
novel variant. The 14 remaining chromosomes originate from a genus other
than Festuca or Lolium, as no DNA hybridisation of the studied species was
detected in them.

2. The L. perenne x F. gigantea hybrids (2n = 4x = 28) are characterised
by chromosomal rearrangements: dispersive expansion of the centromeric
Fesreba sequence across the L. perenne chromosomes and the presence of
interstitial telomeric sequences, while the number of 5S and 45S rDNA loci is
stable. All of the species and hybrids studied are characterised by a specific
arrangement of centromeres and telomeres in interphase nuclei — the Rabl
configuration.

3. The roots of F. gigantea and its related Festuca and Lolium plants are
usually colonised by the endophytic fungi of the Ascomycota division.
Basidiomycota species were exclusively found in the roots of F. gigantea
plants.

4, The forest plant F. gigantea is characterised by a higher diversity of
fungal root endophytes than the open-grassland Festuca and Lolium species.
F. arundinacea exhibits greater bacterial diversity than other perennial Lolium
and Festuca species.

5. Comparing the distribution of endophytes in the parent species
F. gigantea and L. perenne as well as their hybrids, different assemblages of
species were identified, which indicates that the ability to form in roots
specific relationships with certain endophytes is not an inherited feature.

6. The annual diploid Lolium species, L. multiflorum and L. temulentum,
exhibited a significantly higher abundance of root endophytes than the related
perennial Lolium and Festuca species.

7. Inoculation of the endophytic fungi Cadophora fastigiata,
Paraphoma fimeti and Plectosphaerella cucumerina promoted the growth of
L. multiflorum, which was manifested in higher plant biomass, having a
greater effect on roots than shoots.
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PRIEDAI

Priedas S1. Endofitiniy gryby kolonijy morfologiniai ir micelio
citomorfologiniai apraSymai.

Appendix S1. Morphological and mycelial cytomorphological characteristics
of endophytic fungal colonies.

Skyrius ASCOMYCOTA — auksliagrybiinai, 3.20 pav.

Alternaria alternata (Fr.) Keissler (1912) 3.20 pav. A1-4.

Alternaria alternata kolonijos PDA terpéje greitai augancios; virSutinei
micelio pusei biidingi balto pigmento hifai kolonijos centre, pereinantis j zaliai
pilkg pigmentg, apatinei pusei buidinga juoda pigmenta turintys kolonijos
centriniai hifai, kurie pereina j rudai geltong ir zaliai pilka pigmenta; kolonijos
krastas Sviesiai pilko pigmento, platus; hifai subhialiniai (turintys pigmento),
pertvaros melanizuotos; konidijakociai pavieniai, kartais telkiasi j nedideles
grupes; konidijos atvirksciai kiiginés, kiausiniskos arba elipsés formos, daznai
su kuigisku snapu, pavienés arba susitelkusios akropetalinémis grandinélémis
(naujos konidijos biina virSuje, o senos licka grandinés apacioje), turi iki
aStuoniy skersines ir 1-2 iSilgines pertvaras, nuo Sviesiai rudos arba nuo aukso
rudos iki rudos spalvos, ~ 850 x 6—10 pum.

Alternaria infectoria E.G. Simmons (1986) 3.20 pav. B1-4.

PDA terpéje kolonija sparciai auga; virSutinés pusés hifai pilkai balto
pigmento, apatinés nuo tamsiai rudo iki Sviesiai rudo pigmento; hifai
subhialiniai, pertvaros melanizuotos; pirminiai konidijakoc¢iai paprasti, kartais
susidaro ilgi, segmentuoti antriniai konidijakociai; konidijos retos, elipsés
arba pailgos kiausiniskos formos, kartais beveik vamzdiskos, 28-41 x 6—13
um dydzio, su 3—6 skersinémis ir iki 2 iSilginémis pertvaromis; konidijos
grupuojasi po 4—10 akropetalinémis grandinémis.

Alternaria rosae E.G. Simmons & C.F. Hill (2007) 3.20 pav. C1-3.
Kolonijos sparciai auga; virSutinés pusés centriniai hifai balto pigmento,
pereinantis j pilkg su tamsiai Zaliu atspalviu pigmentg, apatinés pusés
centriniai hifai juodai rudi pereinantys j pilkai Zalig pigmenta; kolonijos
krastas labai platus, Sviesiai pilkas; hifai oriniai, subhialiniai, segmentuoti;
konidijos pavienés, kartais telkiasi j trumpas akropetalines grandinéles,
kiausiniskos arba elipsés formos, su kiigisku snapu, 1-3 skersinémis ir 0—4
i8ilginémis pertvaromis, aukso rudo pigmento, 1545 x 8-10 um.
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Aureobasidium pullulans (de Bary) G. Arnaud (1918) 3.20 pav. D1-4.
Izoliato kolonijos PDA terpéje sparCiai auga; hifai Sviesiai rudo
pigmento, pereinantys j Sviesiai pilka pigmenta, kolonijai senstant centriniai
hifai tampa juodi; hifai dematiski su melanizuotomis pertvaromis; konidijos
vienalgstés, melanizuotos, dazniausiai elipsés formos, 4-8 x 4-4,5 um.

Bipolaris sorokiniana (Sacc.) Shoemaker (1959) [= Drechslera sorokiniana
(Sacc.) Subramanian et Jain (1964)] 3.20 pav. E1-4.

Izoliaty kolonijos labai sparciai auga; PDA terpéje virsutinés kolonijos
pusés centriniai hifai Sviesiai pilko pigmento, pereinantys j pilka su tamsiai
zaliu atspalviu pigmenta, kolonijos kraStas Sviesiai pilkas, spinduliskas,
apatinés pusés hifai nuo juodai rudo iki rudai Zzalio pigmento, kolonijos kraste
Sviesiai pilki, kolonijos krastas platus, spinduliskas; hifai dematiski;
konidijakociai pavieniai, tiesiis arba truputi lenkti; konidijos elipsés formos,
smailéjanciais galais, su pertvaromis, apie 75 x 19 um dydzio.

Cadophora fastigiata Lagerb. & Melin (1928) [= Phialophora fastigiate
(Lagerb. & Melin) Conant (1937)] 3.20 pav. F1-5.

Izoliato grybienos virSutinei pusei biidingi hifai turintys rudg ir pilka
pigmenta, apatinei — tamsiai rudg ir tamsiai pilka, kolonijos centrui biidingi
Sviesiai pilkg pigmentg turintys hifai, krastas siauras, lygus, Sviesiai pilko
pigmento; hifai subhialiniai su pertvaromis; konidijakociai tiestis, formuoja
galines atSakas, kurios btina sudétinés arba pavienés; konidiogeninés lastelés
su apykakle; konidijos kiausiniskos, kartais elipsiskos formos, dematiskos,
3,2-4,2 x 1,3-1,8 pum.

Chaetomium funicola Cooke (1872) [= Dichotomopilus funicola (Cooke)
X.Wei Wang & Samson (2016)] 3.20 pav. G1-4.

Kolonijos virSutiné pusé¢ balto su pilku atspalviu pigmento, apatinés
kolonijos pusés centriniai hifai rudo pigmento, jauni hifai Sviesiai rudi,
kolonijos kraStas dantytas; hifai hialiniai, subhialiniai, segmentuoti; askoma
tamsiai ruda, galinés atSakos dichotomiskai i$siSakojusios; askosporos rudos,
kiaus$iniskos, abiejuose galuose Siek tiek smailéjancios, 4,5-6,8 x 2,9-3,1 um.

Cladosporium  cladosporioides  (Fresen.) G.A. de Vries (1952)
[Hormodendrum cladosporioides (Fresen.) Sacc. (1880)] 3.20 pav. H1-5.
Cladosporium cladosporioides kolonijos 1étai augancios; PDA terpéje
izoliato virSutin¢ pusé pilkai zalio pigmento, apatinei pusei buidingi pilka
pigmentg turintys hifai, abiejose pusése krastas siauras, lygus, baltas; hifai
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subhialiniai, reti, neSakoti; konidiogeninés Iastelés pailgos; konidijos
dematiskos, elipsiskos, 4,3-6,4 x 2,1-2,5 um dydzio.

Cladosporium halotolerans Zalar, de Hoog & Gunde-Cim. (2007) 3.20 pav.
I1-5.

Cladosporium halotolerans kolonijos PDA terpéje létai augancios;
virSutinés pusés hifai nuo Sviesiai pilko iki tamsiai pilko pigmento su tamsiai
zaliu atspalviu, apatinés pusés — nuo juodos iki tamsiai pilkos su juodos
spalvos hifais, kolonijai blidingas siauras, baltas taisyklingas krastas; hifai
subhialiniai, menkai Sakoti su hialinémis pertvaromis; konidijos rutuliskos
formos su nusmailéjusiais galais, nelygiu pavirSiumi, aukso rudos spalvos,
apie 8,3 x 5,4 um dydzio.

Cordyceps fumosorosea (Wize) Kepler, B. Shrestha & Spatafora (2017)
[Paecilomyces fumosoroseus (Wize) A.H.S. Br. & G. Sm. (1957); Spicaria
fumosorosea (Wize) Vassiljevsky (1929)] 3.20 pav. J1-3.

Kolonijos PDA terpéje greitai augancios; virSutinés pusés hifai balto
pigmento, apatinés $viesiai rudo su gelsvu atspalviu, abiejy pusiy kolonijos
krastas siauras, lygus, bespalvis; konidijakoc¢iai netaisyklingai Sakoti, jy
galuose yra kelios konidiogeninés lgstelés su apykakle; konidijos hialinés,
kiausiniskos formos arba pailgos elipsés formos, 2,7-4,7 x 1,7-3,0 um.

Didymella macrostoma (Mont.) Qian Chen & L. Cai (2015) [Phoma
macrostoma Mont. (1849)] 3.20 pav. K1-3.

Didymella macrostoma izoliatai PDA terpéje greitai augancios; kolonijos
virSutinei pusei budingi rudo pigmento hifai ir siauras, lygus, baltas krastas,
apatinés pusés hifai juodo pigmento pereinantys j rudg pigmenta, kolonijos
krastas platus, baltas su pilku atspalviu; hifai subhialiniai, nesegmentuoti;
budingos pavienés, aukso rudo pigmento, daugialastés chlamidosporos, 27,9—
46,5 x 9,3—14 pm.

Epicoccum nigrum Link (1816) [Epicoccum vulgare Corda (1837)]
[Epicoccum versicolor var. nigrum (Link) Rabenh. (1844)] 3.20 pav. L1-4.

Izoliato kolonijos PDA terpéje labai sparciai augancios; vir§utinés pusés
jauni hifai turi Sviesiai oranzinj pigmenta, pereinantj j Sviesiai geltona,
senstant hifams pigmentas tamséja, apatinés pusés hifai centrinéje kolonijos
dalyje turi juoda pigmenta, pereinantj j ryskiai oranZzinj, kolonijos kraStui
biidingas Sviesiai geltonas pigmentas, krastas plunksniskas; budingi
subhialiniai pseudohifai; blastokonidijos rudos, deformuotos, ~15-70 pm;
chlamidosporos pavienés, rutuliskos, tamsiai rudos, ~18-29 um.
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Hypoxylon rubiginosum (Pers.) Fr. (1849) [Discosphaera rubiginosa (Pers.)
Dumort. (1822); Stromatosphaeria rubiginosa (Pers.) Grev. (1824);
Euhypoxylon rubiginosum (Pers.) Fiiisting (1867); Hypoxylon calyptra Bat.
(1950)] 3.20 pav. M1-3.

Hypoxylon rubiginosum kolonijos spar¢iai augancios; virSutinei pusei
biudingi hifai turintys oranzinj su rudu atspalviu pigmenta, apatinei —
centrin¢je dalyje esantys hifai tamsiai rudo pigmento, jauniems hifams
biidingas rudas su oranziniu atspalviu pigmentas; kolonijos krastas platus,
banguotas, Sviesiai pilko pigmento; hifai subhialiniai, nesegmentuoti.

Lomentospora sp. Hennebert & B. G. Desai, (1974) 3.20 pav. N1-3.

Kolonijos PDA terpéje labai létai augancios, netaisyklingos formos;
budingas Sviesiai pilkas pigmentas; hifai hialiniai, subhialiai, nesegmentuoti;
konidijakociai formuoja mazus, bazinius patynimus; konidijos subhialineés,
rutuliskos formos, ~3—4 x 2—4 pum.

Microdochium bolleyi (R. Sprague) de Hoog & Herm.-Nijh. (1977)
[Aureobasidium bolleyi (R. Sprague) Arx, (1957); Idriella bolleyi (R.
Sprague) Arx, (1981)] 3.20 pav. O1-4.

Risies kolonijos PDA terpéje greitai augancios; biuidingas geltono ir
oranzinio pigmento atspalvis su balto pigmento krastu; hifai subhialiniai su
pertvaromis; konidogeninés lastelés ampuliskos arba cilindrinés; konidijos
pusménulio formos, subhialininés ~6 x 2 pm; chlamidosporos formuoja
akropetalines grandinéles, ~14 x 11 um.

Paraphoma fimeti (Brunaud) Gruyter, Aveskamp & Verkley (2010) 3.20 pav.
P1-3.

Paraphoma  fimeti kolonija PDA terpéje létai auganti, gausiai
sporifikuojanti; virSutinei pusei budingas zalsvai rudas pigmentas; apatinei
juodas—tamsiai pilkas su melsvu atspalviu pigmentas, krastas lygus, siauras,
balto pigmento; hifai dematiniai, su pertvaromis; konidiogeniné lastelé su
pertvaromis; konidijos aukso rudo pigmento, dazniausiai rutuliskos formos,
kartais su vienu nusmailéjusiu galu, apie 3—6 x 3—6 um dydzio.

Plectosphaerella cucumerina (Lindf.) W. Gams (1972) [Monographella
cucumerina (Lindf.) Arx (1984)] 3.20 pav. Q1-4.

Plectosphaerella cucumerina kolonijos PDA terpéje greitai augancios;
hifams buidingas Sviesiai rudas su gelsvu atspalviu pigmentas; hifai hialiniai,
Sakoti, su pertvaromis; konidijos dematiSkos, elipsiSkos formos su
nusmailéjusiu vienu ar abiem galais, 3,6-8,2 x 1,4-2,5 um.
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Pyrenophora dictyoides A.R. Paul & Parbery (1968) [Drechslera andersenii
Scharif ex A. Lam (1986)] 3.20 pav. R1-4.

Kolonijos PDA terpéje labai sparciai auga; virSutinei pusei buidingas zalias
su pilku atspalviu pigmentas, apatinei — tamsiai pilkas pereinantis j Zalsva su
gelsvu atspalviu; kolonijos kraStas platus, Sviesiai pilko pigmento,
plunksniskas; hifai subhialiniai su pertvaromis; konidijakociai subhlialiniai,
tiesils, kartais lenkti; konidijos nesegmentuotos, aukso rudo pigmento, elipsés
formos, Siek tiek iSlenktos, vienu dygstanciu galu, ~23 x 11 pum.

Skyrius BASIDIOMYCOTA — papédgrybiai, 3.21 pav.

Coprinellus disseminatus (Pers.) J. E. Lange (1938) 3.21 pav. A1-4.

Risies kolonijos PDA terpéje auga greitai; hifams budingas nuo baltos
iki gelsvos spalvos pigmentas, kurie formuoja koncentrinius ziedus ir auga
puriais, oriniais grybienos kuoksteliais; hifai subhialiniai, su pertvaromis.

Sistotrema brinkmannii (Bres.) J. Erikss. (1948) 3.21 pav. B1-5.

Izoliaty kolonijos ant PDA greitai augancios, blyskiai gelsvo pigmento;
hifai oriniai, puriis; chlamidosporos sukibusios grandinéle; bazidiosporos
turincios tamsy pigmenta, elipsés formos, 2,5-3 x 1-2 pm.

Skyrius MUCOROMYCOTA - Zygomicetai, 3.22 pav.

Mucor circinelloides Tiegh., Ann. Sci. Nat. (1875) [Circinomucor
circinelloides (Tiegh.) Arx (1982); Calyptromyces circinelloides (Tiegh.)
Sumst. (1910)] 3.22 pav. A1-6.

Rusies kolonija PDA terpéje sparciai auga, Sviesiai rudo pigmento; hifai
hialiniai, nesegmentuoti, turintys lipidy kiinus; sporangijos rutuliskos, gelsvai
rudos, 36-48 x 28-36 um; sporangiosporos hialinés, dazniausiai elipsés
formos, 5,8-6,7 x 3,3—4,2 um dydzio.

Pastaba / Notes: Sio priedo Alternaria alternata, Cadophora fastigiata, Chaetomium

funicola, Coprinellus disseminatus, Microdochium bolleyi ir Sistotrema brinkmannii
endofitiniy gryby aprasSymai yra publikuoti autorés publikacijoje / The descriptions of
endophytic fungi Alternaria alternata, Cadophora fastigiata, Chaetomium funicola,

Coprinellus disseminatus, Microdochium bolleyi and Sistotrema brinkmannii given in

author's published article: Pasakinskiené, 1., Stakeliené, V., Matijosiiité, S., &
Martiinas, J. (2024). Diversity of Endophytic Fungi and Bacteria Inhabiting the Roots

of the Woodland Grass, Festuca gigantea (Poaceae). Diversity, 16, 453.

209



S1 lentelé. Endofitiniy gryby, iSskirty i§ Lolium ir Festuca riiSiy ir jy hibridy

Sakny, taksonomijos priskyrimas pagal standartinius DNR duomenis.

Table S1. Taxonomic assignment of the endophytic fungi isolated from the

roots of Festuca and Lolium and their hybrids according to the standard DNA

data.
Grybas Izoliato DNR DNR Sutapimas, % BLAST ID
| Fungus kodas sritis / sutapimas, / Congruence, %
/ Isolate DNA bp / DNA
Code Locus  Identities, bp
Alternaria BSGO001 ITS 440/440 100,00 PP218262.1
alternata BSG002 453/453 100,00 MN615420.1
BSG016 578/578 100,00 MK649895.1
BSGO017 559/559 100,00 MN622992.1
BSGO018 390/390 100,00 PP911430.1
BSG019 486/486 100,00 MN249500.1
BSG020 487/487 100,00 MT644140.1
BSG048 486/486 100,00 MT646481.1
BSGO051 520/521 99,81 MT487774.1
670/672 99,70 OR226484.1
522/523 99,81 OR662184.1
671/673 99,70 LC749799.1
522/522 100,00 MT487769.1
672/673 99,85 AY154682.1
522/523 99,81 MNS826221.1
654/656 99,70 MWO017709.1
522/523 99,81 PP499324.1
670/672 99,70 KX090314.1
RPB?2 916/916 100,00 MK684150.1
587/587 100,00 MN922279.1
427/427 100,00 MG873562.1
448/448 100,00 PP351921.1
515/516 99,81 MT043354.1
509/510 99,80 MT043353.1
912/913 99,89 MN649031.1
913/913 100,00 MN615843.1
1041/1043 99,81 MK757628.1
SSU 647/647 100,00 OR453387.1
607/607 100,00 PP292027.1
617/617 100,00 OR366485.1
581/581 100,00 MNO072922.1
592/592 100,00 OR366486.1
1051/1054 99,72 ON055699.1
829/829 100,00 OM630609.1
TEF 373/373 100,00 MK386655.1
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S.1 lentelés fesinys

Table S.1 Cont.

Grybas Izoliato DNR DNR Sutapimas, % BLAST ID
| Fungus kodas sritis / sutapimas, / Congruence, %
/ Isolate DNA bp / DNA
Code Locus  Identities, bp
Alternaria BSG013 ITS 442/442 100,00 MT635276.1
infectoria BSGO058 523/523 100,00 MN560094.1
BSG063 533/533 100,00 MNS534845.1
SSU 953/953 100,00 U43465.1
Alternaria rosae BSGO052 ITS 537/537 100,00 LR134073.1
BSG050 554/554 100,00 MW288704.1
521/521 100,00 LR134076.1
Aureobasidium BSGO059 ITS 528/528 100,00 MH931262.1
pullulans BSG061 533/533 100,00 MN922107.1
BSGO071 852/853 99,88 XM_029907989.1
BSGO072 495/495 100,00 MG812620.1
BSG073 RPB2 438/438 100,00 PP920516.1
SSU 542/542 100,00 KY294714.1
851/851 100,00 KM388547.1
Bipolaris BSGO021 ITS 480/481 99,79 MH538292.1
sorokiniana BSG022 642/642 100,00 MN097070.1
RPB2 650/650 100,00 HF934839.1
552/552 100,00 MH014993.1
SSU 464/464 100,00 KM111205.1
Cadophora BSGO003 ITS 531/531 100,00 MN833359.1
fastigiata 508/508 100,00 MF077223.1
Chaetomium BSG039 ITS 633/633 100,00 PP165499.1
funicola 248/249 99,60 FN394680
SSU 417/417 100,00 AF048794.1
Cladosporium BSG037 ITS 508/508 100,00 MW255614.1
cladosporioides 654/654 100,00 MF472941.1
SSU 1058/1061 99,72 OR243761.1
Cladosporium BSGO014 ITS 444/445 99,78 MN859971.1
halotolerans BSGO065 448/448 100,00 MF473116.1
493/494 99,80 MF473108.1
SSU 586/586 100,00 MT000326.1
TEF 476/476 100,00 MF473519.1
Coprinellus sp. BSG004 ITS 464/471 98,51 FN386275
528/535 98,69 MKO077856.1
691/700 98,71 MZ493094.1
390/397 98,24 JIN689938
Cordyceps BSGO015 ITS 652/652 100,00 0Y756928.1
fumosorosea BSG066 542/543 99,82 0Y756922.1
BSG067 430/430 100,00 MHS532834.1
BSG068 491/491 100,00 ON796011.1
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S.1 lentelés fesinys

Table S.1 Cont.

Grybas Izoliato DNR DNR Sutapimas, % BLAST ID
| Fungus kodas sritis / sutapimas, / Congruence, %
/ Isolate DNA bp / DNA
Code Locus  Identities, bp
BSG069 609/609 100,00 OR758802.1
532/533 99,81 OR758801.1
452/453 99,78 OR121546.1
600/600 100,00 MF872372.1
503/503 100,00 MT333241.1
SSU 492/492 100,00 MH879640.1
429/429 100,00 MH879638.1
505/505 100,00 MW391722.1
411/411 100,00 OR194098.1
595/595 100,00 MNS576761.1
TEF 385/385 100,00 0Y756920.1
Didymella BSGO023 SSU 489/489 100,00 MT649577.1
macrostoma 632/632 100,00 KX519725.1
Epicoccum BSG025 ITS 457/457 100,00 MT557339.1
nigrum RPB2 475/475 100,00 PP333174.1
SSU 432/432 100,00 MF072589.1
Hypoxylon BSG009 ITS 516/516 100,00 MH319948.1
rubiginosum 604/604 100,00 0Q831968.1
575/575 100,00 MW907965.1
Lomentospora BSGO012 ITS 626/710 88,17 MT316371.1
sp. SSU 1048/1058 99,05 U43910.1
Microdochium BSG007 ITS 460/460 100,00 MT276137.1
bolleyi BSG008 458/458 100,00 MT276118.1
BSGO11 553/553 100,00 0L898490.1
BSG024 469/469 100,00 MT446207.1
BSG026 448/449 99,78 MT446123.1
BSG027 466/466 100,00 MT446104.1
BSG028 466/466 100,00 MT446101.1
BSG029 457/457 100,00 KP859018.1
BSG036 499/501 99,60 MT102452.1
BSG054 590/590 100,00 KY305060.1
BSGO055 500/500 100,00 OM647846.1
BSG064 499/500 99,80 OM743901.1
RPB2 574/576 99,65 MN313335.1
543/543 100,00 MN817764.1
611/612 99,84 OP184898.1
523/523 100,00 OP184897.1
666/668 99,70 MNS817751.1
503/505 99,60 MK212911.1
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S.1 lentelés fesinys

Table S.1 Cont

Grybas Izoliato DNR DNR Sutapimas, % BLAST ID
| Fungus kodas sritis / sutapimas, / Congruence, %
/ Isolate DNA bp / DNA
Code Locus  Identities, bp
SSU 810/810 100,00 MN817764.1
867/870 99,66 OP184897.1
720/721 99,86 HM216190.1
835/836 99,88 HM216190.1
Mucor BSG030 ITS 503/505 99,60 MT603934.1
circinelloides SSU 518/518 100,00 KM527227.1
Paraphoma BSGO010 ITS 640/649 98,61 AB488489.1
fimeti 710/710 100,00 KF251675.1
1236/1252 98,72 MF494612.1
Plectosphaerella BSG006 ITS 426/426 100,00 MT447472.1
cucumerina BSG062 453/453 100,00 MZ206376.1
BSG070 573/573 100,00 KC427067.1
455/456 99,78 LR594792.1
RPB2 544/544 100,00 GU180612.1
SSU 522/524 99,62 ON935484.1
Pyrenophora BSGO031 ITS 517/518 99,81 MK044599.1
dictyoides BSG035 502/505 99,41 JIN943653.1
BSG049 515/518 99,42 MT192329.1
BSGO053 526/530 99,25 MHS859312.1
BSG056 665/670 99,25 MK539981.1
BSG057 1021/1021 100,00 IN940962.1
SSU 576/576 100,00 IN940958.1
Sistotrema BSG005 ITS 514/514 100,00 DQ093653.1
brinkmannii 650/650 100,00 JQ912675.1
548/548 100,00 MT159987.1
567/567 100,00 KM?222227.1
SSU 556/556 100,00 R464262.1
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S2 lentelé. Endofitiniy mikroorganizmy, iSskirty i§ Festuca spp., Lolium spp.

ir Lolium perenne x Festuca gigantea, Sakny, izoliaty daznis (IF).
Table S2. Isolation frequency (IF) of endophytic microorganisms isolated
from the roots of Festuca spp., Lolium spp. and Lolium perenne x Festuca

gigantea.
Nr. Endofitiniy gryby risis / Izoliaty Endofitiniy Izoliaty
/ Endophytic fungal species daznis (IF), bakteriju gentis / daznis (IF),
No. % [ Isolation Endophytic % [ Isolation
frequency bacteria genus frequency
{F), % IF), %
1. Microdochium bolleyi 20,00 Bacillus® 37,29
2. Alternaria alternata 15,00 Priestia®® 13,56
3. Pyrenophora dictyoides 10,00 Kosakonia® 8,47
4. Aureobasidium pallulans 8,33 Paenibacillus® 6,78
5. Cordyceps fumosorosea 8,33 Pseudomonas® 6,78
6. Alternaria infectoria 5,00 Actinoallomurus® 3,39
7. Plectosphaerella cucumerina 5,00 Pantoea® 3,39
8. Alternaria rosea 3,33 Peribacillusb® 3,39
9. Bipolaris sorokiniana 3,33 Achromobacter® 1,69
10. Cladosporium halotolerans 3,33 Heyndrickxia®® 1,69
11. Cadophora fastigiata 1,67 Lysinibacillus®® 1,69
12. Chaetomium funicola 1,67 NialliaB® 1,69
13. Cladosporium cladosporioides 1,67 Novosphingobium® 1,69
14. | Coprinellus sp.B 1,67 Pedobacter® 1,69
15. | Didymella macrostoma 1,67 Robertmurraya® 1,69
16. | Epicoccum nigrum 1,67 Sphingomonas® 1,69
17. | Hypoxylon rubiginosum 1,67 Stenotrophomonas® 1,69
18. Lomentospora sp. 1,67 Variovorax® 1,69
19. | Mucor circinelloidesM 1,67
20. | Paraphoma fimeti 1,67
21. | Sistotrema brinkmannii® 1,67

Visi grybai priklauso Ascomycota skyriui, iSskyrus Coprinellus sp. ir
Sistotrema brinkmannii 1§ Basidiomycota (pazyméta kaip B) ir Mucor
circinelloides 1§ Mucoromycota (pazyméta M).
Bakterijy skyriai nurodomi taip: Bacillota (Bc) — (N = 8); Pseudomonadota
(P) — (V= 8); Actinomycetota (A) — (N = 1); Bacteroidota (Bt) — (N =1).

All fungi belong to Ascomycota, except for Coprinellus sp. and Sistotrema
brinkmannii from Basidiomycota (indicated as B) and Mucor circinelloides
from Mucoromycota (indicated as M).
The bacterial phyla are indicated as follows: Bacillota (Bc) — (N = §);
Pseudomonadota (P) — (N = 8); Actinomycetota (A) — (N = 1), Bacteroidota
(By) —(N=1).
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S3 lentelé. Endofitiniy bakterijy, iSskirty i§ Festuca ir Lolium rusiy ir jy hibridy Sakny pagal standartines 16S rDNR sekas,

taksonominis priskyrimas.

Table S3. Taxonomic assignment of the endophytic bacteria isolated from the roots of Festuca and Lolium and their hybrids

according to standard 16S rDNA sequences.

Kolonijos apraSymas / Colony Characteristics

Bakterijos / Bacteria Forma, pavirsius, krastas / Spalva / DNR sutapimas, Sutapimas, % / BLAST ID
Colony Shape, Surface, Edge Color bp / DNA Congruence, %
Shape Identities, bp
Achromobacter Apvalus, Siek tiek iskilus, krastas Balta, Sviesiai 1077/1079 99,81 KP860309.1
spanius lygus ruda
Actinoallomurus sp. Beveik apvalus, matinis, labai Pilkai balta 1082/1085 99,72 AB604841.1
iskilus, krastas nelygus 1089/1090 99,91 LC325912.1
Bacillus cereus Plunksniskas, neiskilus, grublétas, Pilkai balta 1083/1084 99,91 MH130346.1
krastas lygus 1084/1084 100,00 0OP986940.1
Bacillus licheniformis  Apvalus ir netaisyklingas, Siurkstus Balta 1078/1078 100,00 MH305323.1
ir raukslétas, nepermatomas, 1094/1094 100,00 KP418813.1
krastas nelygus 1083/1086 99,72 MH605434.1
1071/1074 99,72 MW487813.1
Bcillus pumilus Beveik apvalus, nepermatomas, Geltona 1088/1088 100,00 MK156165.1
blizgus, krastas nelygus 1088/1088 100,00 MK100782.1
1090/1093 99,73 OM698827.1
532/532 100,00 KX904728.1
1086/1087 99,91 MK521063.1
Bacillus subtilis Apvalus, nepermatomas, SiurkStus, Balta, Siek tiek 1009/1011 99,80 CP035397.1
krastas nelygus geltona 1080/1081 99,91 PQO061103.1
1085/1086 99,91 MH373533.1
1088/1089 99,91 CP031693.1
1088/1089 99,91 MW380651.1
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S.3 lentelés tesinys

Table S.3 Cont.
Kolonijos apraSymas / Colony Characteristics
Bakterijos / Bacteria Forma, pavirsius, krastas / Spalva / DNR sutapimas, Sutapimas, % / BLAST ID
Colony Shape, Surface, Edge Color bp / DNA Congruence, %
Shape Identities, bp
1089/1091 99,82 ON878255.1
1081/1084 99,72 MT111080.1
Bacillus sp. Apvalus, neiskilus, matinis, krastas Balta 1086/1086 100,00 MT457446.1
lygus, kartais nelygus 1013/1044 97,03 KC236823.1
1042/1062 98,49 PQO013662.1
1084/1086 99,82 MT534000.1
Heyndrickxia oleronia  Apvalus, blizgus, krastas Siek tiek Smélio 1082/1087 99,54 MF662517.1
permatomas
Kosakonia cowanii Apvalus, pavirsius lygus, blizgus, Balta 1090/1090 100,00 PP528640.1
krastas nelygus 1089/1090 99,91 PP528628.1
1068/1088 98,16 MG835978.1
1087/1087 100,00 PP528607.1
1083/1083 100,00 PP651538.1
Lysinibacillus Apvalus, plokscias, nepermatomas, Balta 1084/1087 99,72 MH385002.1
boronitolerans krastas lygus
Niallia circulans Apvalus, Siurkstus, kraStas nelygus Balta 1083/1084 99,91 MG988220.1
Novosphingobium sp.  Apvalus, plokigias, blizgus, pusiau  Sviesiai ruda 1097/1097 100,00 KY123877.1
permatomas, krastas lygus 385/385 100,00 LC436024.1
Paenibacillus Apvalus, iskilus, nepermatomas, Kreminé 1085/1086 99,91 MT509886.1
barengoltzii krastas lygus
Paenibacillus sp. Apvalus, permatomas, i§gaubtas, Balta 1077/1079 99,81 MK456436.1
blizgus, krastas lygus 1084/1084 100,00 LC769488.1
1089/1090 99,91 CP126313.1
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S.3 lentelés tesinys

Table 8.3 Cont.
Kolonijos apraSymas / Colony Characteristics
Bakterijos / Bacteria Forma, pavirsius, krastas / Spalva / DNR sutapimas, Sutapimas, % / BLAST ID
Colony Shape, Surface, Edge Color bp / DNA Congruence, %
Shape Identities, bp
Pantoea agglomerans  Apvalus, plokscias, blizgus, krastas Geltona 1086/1088 99,82 CP048033.1
lygus 1091/1091 100,00 ON202849.1
Pedobacter alluvionis  Apvalus, i§gaubtas, nepermatomas, Roziné 1067/1070 99,72 OK090501.1
blizgus, krastas lygus
Peribacillus asahii Apvalus, blizgus, krastas Balta 1081/1083 99,82 KY660439.1
netaisyklingas
Peribacillus Apvalus, blizgus, krastas Balta 1086/1086 100,00 MN710450.1
frigoritolerans netaisyklingas
Priestia aryabhattai Apvalus, blizgus, iSgaubtas, krastas Kreminé 1084/1088 99,63 MH321608.1
lygus 1081/1082 99,91 MN543853.1
Priestia megaterium Apvalus, matinis, kreminés Balksva 532/532 100,00 MK263002.1
konsistencijos, neiskilus, krastas 1088/1090 99,82 MF079370.1
lygus 1091/1092 99,91 MG430231.1
1077/1078 99,91 MN161199.1
1090/1093 99,73 GU323374.1
1082/1082 100,00 MT487598.1
Pseudomonas Ovalus, raukslétas, blizgus, krastas Geltona 1083/1084 99,91 PP651577.1
oryzihabitans netaisyklingas
Pseudomonas sp. Ovalus, nepermatomas, blizgus, Geltona 1070/1072 99,81 MT102561.1
plokscias, krastas netaisyklingas 1083/1084 99,91 OR363695.1
1088/1088 100,00 MT269585.1
Robertmurraya siralis  Apvalus, blizgus, plokscias, lygus Balta 1081/1081 100,00 PP542506.1
krastas
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S.3 lentelés esinys

Table 8.3 Cont.

Kolonijos apraSymas / Colony Characteristics

Bakterijos / Bacteria Forma, pavirsius, krastas / Spalva / DNR sutapimas, Sutapimas, % / BLAST ID
Colony Shape, Surface, Edge Color bp / DNA Congruence, %
Shape Identities, bp
Sphingomonas sp. Apvalus, plokscias, blizgus, Geltona 1085/1085 100,00 OR363655.1
krastas lygus

Stenotrophomonas Apvalus, iskilus, blizgus, krastas Balta 1090/1092 99,82 JQ579644.1
maltophilia lygus

Variovorax sp. Apvalus, i§gaubtas, krastas lygus Geltona 1081/1095 98,72 0Y740253.1
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S4 lentelé. Bakterijy izoliaty 16S rDNR sekos, deponuotos j GenBank.
Table S4. The 16S rDNA sequences of bacterial isolates have been deposited

into GenBank.

Bakterijos / Bacteria Izoliato kodas / GenBank Sekos ilgis, bp /
Isolate Code ID Sequence Length, bp
Achromobacter spanius BSB062 PQ144546 1079
Actinoallomurus sp. BSB001 PQ144586 1085
BSB002 PQ144656 1090
Bacillus cereus BSB003 PQ152314 1084
BSB004 PQ152315 1084
Bacillus licheniformis BSB005 PQ152317 1078
BSB006 PQ152320 1094
BSB007 PQ152321 1086
BSB008 PQ152235 1074
Bacillus pumilus BSB020 PQ164425 1088
BSB022 PQ165300 1088
BSB023 PQ164521 1093
BSB024 PQ164700 532
Bacillus subtilis BSB013 PQ186790 1011
BSB014 PQ164775 1081
BSBO015 PQ169019 1086
BSBO016 PQ186787 1089
BSB017 PQ186786 1089
BSB018 PQ186788 1091
BSB019 PQ186789 1084
Bacillus sp. BSB009 PQ147042 1086
BSBO010 PQ148862 1044
BSBO11 PQ148153 1062
BSB057 PQ151653 1086
Heyndrickxia oleronia BSB012 PQ165299 1087
Kosakonia cowanii BSB026 PQ182342 1090
BSB027 PQ182363 1090
BSB028 PP999032 1088
BSB029 PQ182576 1087
BSB030 PQ182595 1083
Lysinibacillus boronitolerans BSB054 PP999036 1087
Niallia circulans BSB031 PQ182636 1084
Novosphingobium sp. BSB060 PQ198551 1097
BSB021 PQ198548 385
Paenibacillus barengoltzii BSB035 PQ199303 1086
Paenibaccilus sp. BSB036 PQ203669 1079
BSB039 PQ198665 1084
BSB040 PQ203670 1090
Pantoea agglomerans BSB032 PQ198557 1088
BSB033 PQ198656 1091
Pedobacter alluvionis BSB034 PQ203671 1070
Peribacillus asahii BSB050 PQ203673 1083
Peribacillus frigoritolerans BSB038 PQ203672 1086
Priestia aryabhattai BSB045 PP999035 1088
BSB056 PQ203341 1082
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S.4 lentelés resinys

Table S.4 Cont.
Bakterijos / Bacteria Izoliato kodas / GenBank Sekos ilgis, bp /
Isolate Code 1D Sequence Length, bp
Priestia megaterium BSB041 PQ203348 532
BSB042 PQ203674 1090
BSB043 PQ203675 1092
BSB044 PQ203676 1078
BSB025 PQ208190 1093
BSBO055 PQ208191 1082
Pseudomonas oryzihabitans BSB047 PQ212749 1084
Pseudomonas sp. BSB048 PQ204581 1072
BSB049 PQ211015 1084
BSB058 PQ211037 1088
Robertmurraya spiralis BSB051 PQ213359 1081
Sphingomonas sp. BSB052 PQ215938 1085
Stenotrophomonas maltophilia BSB053 PQ216291 1092
Variovorax sp. BSB059 PQ216293 1095

Pastaba / Note: S1-S4 lenteliy duomenys yra publikuoti autorés publikacijose / The
data of appendix S1-S4 tables was taken from the author's published articles:
Pasakinskiené, 1., Stakeliené, V., Matijosiiité, S., & Marttnas, J. (2024). Diversity of
Endophytic Fungi and Bacteria Inhabiting the Roots of the Woodland Grass, Festuca
gigantea (Poaceae). Diversity, 16, 453.; Stakelien¢, V., Pasakinskiené, 1., MatijoSite,
S., Martinas. J., & Stukéniené, G. (2025). Identifying Root-Associated Endophytic
Fungi and Bacteria in Festuca and Lolium Grasses from a Site in Lithuania.

Microorganisms, 13(4): 79.
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