POST. MIKROBIOL.,
2014, 53,1, 71-80
http://www.pm.microbiology.pl

GRZYBY Z RODZAJU NEOTYPHODIUM - ENDOFITY TRAW

Barbara Wiewiora'*

! Zaklad Nasiennictwa i Nasionoznawstwa, Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roélin
- Panstwowy Instytut Badawczy, Radzikow

Wplyneto w lipcu 2013 1.

1. Wprowadzenie. 2. Charakterystyka grzybow z rodzaju Neotyphodium. 3. Metody identyfikacji. 4. Alkaloidy wytwarzane przez
endofity. 5. Choroby zwierzat wywolywane przez alkaloidy produkowane przez grzyby z rodzaju Neotyphodium. 6. Wptyw alkaloidéw na
odpornos¢ traw na stresy. 6.1. Stresy abiotyczne. 6.2. Stresy biotyczne. 7. Wystepowanie endofitéw w Polsce i na $wiecie. 8. Podsumowanie

Grass endophytes of the Neotyphodium genus

Abstract: Endophytes are fungi of the genus Neotyphodium, that live in symbiosis with grasses. The effects of this symbiosis can be both
negative and positive. The negative effect may be due to alkaloids produced by endophytes, that in higher concentrations are toxic to
animals. On the other hand, the effect of symbiosis can be beneficial to plants, because the grass becomes more resistant to biotic and abiotic
stresses such as drought, pests or diseases. The most common alkaloid produce by Neotyphodium fungi are ergovaline and lolitrem B.

Current state of knowledge on the settlement of grasses by these fungi in Poland is rather small. These fungi are usually present in
the seeds of Festuca ovina, E. pratensis, F. arundinacea and Lolium perenne. Endophytes were found in plants of permanent grasslands.
The most often infected plants were from: Festuca pratensis, F. arundinacea, F. rubra, E. ovina and Lolium perenne. Traces of endophyte
presence was also found in the ecotypes of Deschampsia caespitosa, F. capillata, F. gigantea, L. multiflorum, Poa pratensis and Phleum
pratense. It was observed that fungi from the genus Neotyphodium occurring in the pasture sward can produce alkaloids, but its
production is a variable trait, even within a single ecotype. The average ergovaline content in grass from the permanent pasture in some
areas exceeded the threshold level above which disease symptoms in animals may occur.

1. Introduction. 2. Characterization of fungi from Neotyphodium genus. 3. Identification methods. 4. Alkaloids produced by endophytes.
5. Animal diseases caused by alkaloids produced by fungi of the genus Neotyphodium. 6. Effect of alkaloids on grass resistance to stress.

6.1. Abiotic stresses. 6.2. Biotic stresses. 7. The occurrence of endophytes in Poland and in the world. 8. Summary
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1. Wprowadzenie

Grzyby endofityczne to mikroorganizmy, ktére w cze-
$ci lub przez caly swéj cykl zyciowy sa zdolne zasiedla¢
bezobjawowo tkanki roélin gospodarzy [83]. Zyja one
przede wszystkim w przestrzeniach mi¢dzykomérko-
wych wegetatywnych organéw traw oraz w ich nasio-
nach. Dotychczasowe badania wskazuja, ze endofity
moga rozprzestrzeniac si¢ wylacznie z nasionami [90]
(rys. 1). W roslinach traw zasiedlaja najczgsciej podstawe
pochwy lisciowej, stozki wzrostu i mtode liscie [46]. Sla-
dowe ilosci ich grzybni znajdywano takze w blaszkach
liSciowych starszych lisci oraz w korzeniach traw [43].

Wspdlzycie endofitéw z ro§linami opiera si¢ na
trzech rodzajach zaleznosci:

- pasozytnictwo: wspdtzycie dwdch réznych organi-
zmdw polegajace na tym, ze jeden z nich jest pasozytem
i pobiera pokarm od drugiego bez jakichkolwiek wza-
jemnych $wiadczen (np. Epichloé),

- komensalizm: zalezno$¢ pokarmowa polegajaca
na tym, ze jeden organizm korzysta z zasobéw pokarmo-
wych drugiego, lecz nie czyni mu w ten sposéb krzywdy,
ale tez nie przynosi korzysci (niektore endofity),

- mutualizm: $ciste wspotzycie dwdch organizméw
przynoszace wzajemne korzysci. Organizmy te s3 ze
soba tak $cisle powiazane, Ze nie moga zy¢ bez wzajem-
nej pomocy (Neotyphodium spp.).

Liczne badania wskazuja, ze grzyby endofityczne sa
bardzo zréznicowane genetycznie co pozwala im zasie-
dla¢ wiele gatunkéw roslin, ponadto czestotliwos¢ ich
wystepowania jest bardzo duza [80]. Wigkszo$¢ z nich
zasiedla wewnetrzne tkanki lisci, korzeni, todyg i kory.
Rozmnazajg si¢ poziomo przez zarodniki, chociaz zda-
rza si¢, przewaznie w trawach, ze wystepuja w postaci
ukladowego zakazenia nadziemnych tkanek i rozprze-
strzeniaja si¢ wtedy poprzez zakazone nasiona.

Do typowych endofitéw wystepujacych na trawach
zaliczane sg gatunki grzybéw z rodzaju Neotyphodium
takie jak: N. lolii Latch, Christensen & Samuels wspot-
zyjacy z L.perenne, N.coenophialum Morgan-Jones
& Gams wspoélzyjacy z F arundinacea i N. uncinatum
Gams, Petroni & Schmidt wystepujacy u E pratensis
[69]. Charakterystycznie pozwijana grzybnia wzrasta
mi¢dzykomorkowo nie penetrujac komorek (rys.2).
Wzrost liscia i endofita jest zsynchronizowany [17, 86],
a grzyb przypuszczalnie uzyskuje substancje odzywcze,
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z komorek gospodarza. Ponadto roélina stanowi dla
niego schronienie i daje mozliwo§¢ przenoszenia si¢
do kolejnego pokolenia ro§liny poprzez nasiona [59].
Zasiedlone ziarniaki nie posiadajg widocznych obja-
wéw obecnosci tych grzybéw [95], a grzybnia zasiedla
gléwnie warstwe aleuronowa, chociaz jej rozmieszczenie
w nasionach bywa rozne.

Wspdlzycie traw z grzybami znane jest od dawna,
ale wiedza o grzybach endofitycznych i ich rozprze-
strzenieniu przez dlugi okres czasu byta niewielka.
W duzej mierze, wplyw na rosngce na $wiecie zainte-
resowanie grzybami endofitycznymi miato odkrycie
szkodliwosci traw, zasiedlonych endofitami, dla bydta
[5, 28] oraz zwiazek endofitéw z odpornoscia traw na
stresy biotyczne i abiotyczne [7, 32]. Intensywny rozwdj
badan nad endofitami nastapit na poczatku lat 80-tych
ubieglego stulecia, gtéwnie w Stanach Zjednoczonych,
Nowej Zelandii i Australii [28, 33, 83, 90].

Efekty asocjacji traw z grzybami endofitycznymi
moga by¢ rézine, zaréwno pozytywne jak i negatywne.
Obecnos¢ endofitéw w trawach moze wptywac korzyst-
nie na rosling wzbudzajac np. mechanizmy tolerancji na
suszg oraz regeneracji uszkodzen po dlugotrwalej suszy,
jak réwniez wplywajac na oszczedna gospodarke azotem
czy lepsza przyswajalnos¢ fosforu [55]. Poza tym trawy
zasiedlone przez endofity sa odporne na szkodniki,
nicienie oraz niektore choroby [83]. Z drugiej strony
ro$liny, w ktérych znajduja si¢ te grzyby moga stanowic¢
zagrozenie dla zdrowia i Zycia zwierzat rodlinozernych.
Stwierdzono, ze niektore z wytwarzanych przez te grzyby
alkaloid6ow sa toksyczne, a ich nagromadzenie w paszy
moze wplywa¢ na stan zdrowotny zwierzat gospodar-
skich. U bydta karmionego pasza zawierajacg ergowa-
ling, czy lolitrem B, moze nastapi¢ spadek produkeji
mleka, obnizenie wagi ciata, zmniejszenie aktywnosci
(zwierzeta sg osowiale i unikaja stonica). W skrajnych
przypadkach moze wystapi¢ tzw. kotowacizna rajgra-
sowa (ryegrass staggers syndrome) wywolywana obec-
noécig lolitremu, czy tez mozna zaobserwowac objawy
neurotoksycznodci (fescue toxicosis) powodowanej
przez nagromadzenie ergowaliny i jej pochodnych [83].

Dotychczasowe, nieliczne badania nad endofitami
w Polsce wskazuja, ze grzyby z rodzaju Neotyphodium
zasiedlaja nasiona polskich odmian traw [62, 63].
Wystepowanie tych grzybow stwierdzano takze w rosli-
nach pochodzacych z polskich uzytkéw zielonych (fre-
kwencja na poziomie 20-60%) [52, 66]. Jednak brak jest
kompleksowej wiedzy o obecnosci endofitéw zaréwno
w nasionach odmian traw, jak i w ro$linach na trwatych
uzytkach zielonych w kraju. Nie wiadomo réwniez, czy
mozliwe jest nagromadzenie szkodliwych alkaloidéw
w ro§linach na pastwiskach w stopniu powodujacym
zagrozenie dla zdrowia zwierzat. Takze w hodowli traw
nie zwraca si¢ uwagi na endofity, chociaz w procesach
hodowli ekotypy stosowane sa jako materialy wyjsciowe.
Dane z pi$miennictwa wskazuja za$ na znacznie silniej-

sze zasiedlenie przez endofity dzikich populacji traw,
w poréwnaniu do pochodzacych z plantacji zaktadanych
z uzyciem nasion kwalifikowanych [30].

2. Charakterystyka grzybow z rodzaju
Neotyphodium

Grzyby endofityczne zasiedlajace trawy naleza do
workowcow (Ascomycota), rodziny Clavicipitaceae i s3
zakwalifikowane do siedmiu rodzajow: Atkinsonella,
Balansia, Balansiopsis, Echinodothis, Epichloé, Myrioge-
nospora i Parepichloé [91, 94]. Wigkszo$¢ gatunkéw nale-
zgcych do tych rodzajéw moze rozmnazac si¢ ptciowo za
pomoca wytwarzanych zarodnikéw workowych.

Grzyby endofityczne poczatkowo byly zakwalifiko-
wane do sekcji Albo-lanosa rodzaj Acremonium przez
Morgan-Jones i Gams [58], w ktorej umiesz-
czono anamorficzne (niedoskonale) stadium Epichloé
spp., powodujace bezobjawowe porazenie traw w pod-
rodzinie Poaideae [78]. Glenn iwsp. [34] przeklasy-
fikowali rodzaj Acremonium sekcji Albo-lanosa w nowy
rodzaj Neotyphodium wydzielajacy sporyszowate grzyby
Acremonium (e-endofity) od innych pokrewnych gatun-
kow Acremonium (zwykle saprotroféw). Bazujac na
analizach sekwencji DNA Acremonium coenophialum,
A. typhinum, A. lolii, A. chisosum, A. starrii i A. uncina-
tum zostaly przeklasyfikowane w Neotyphodium coeno-
phialum, N. typhinum, N.lolii, N. chisosum, N. starrii
i N.uncinatum. Bezplciowe formy endofitéw - ana-
morfy, czyli grzyby w stadium konidialnym nalezace do
rodzaju Neotyphodium, rozwijaja si¢ w dojrzewajacych
nasionach zainfekowanego gospodarza [93], zapewnia-
jac w ten sposdb pionowe rozprzestrzenianie si¢ sym-
biozy na nastgpne pokolenia roélin. Niektdére endofity
z tego rodzaju posiadajg stadium epifityczne, w ktérym
grzybnia rosnie na powierzchni lisci [85]. W sprzyja-
jacych warunkach z anamorfy rozwija si¢ podktadka
telemorty (stadium doskonale Epichloé), niemniej oba
stadia stanowig genetyczna jednos¢. Anamorfa, ktéra
utracita mozliwo$¢ przejscia w stadium telemorfy staje
si¢ aseksualnym endofitem mutualistycznym. Czasami
moze takze nastgpowac hybrydyzacja poprzez taczenie
si¢ sasiadujacych ze soba strzepek, jednak takie hybrydy
nie moga tworzy¢ konidiéw. Sg to wigc aseksualne endo-
fity zyjace jedynie w przestrzeniach migdzykomdrko-
wych zywiciela w postaci ,,unieszkodliwionych pasozy-
tow”, zbudowanych z dlugich strzgpek pozbawionych
haustoriow (ssawek) [16].

U endofitéw posiadajacych cykl plciowy (telemorfy,
np. gatunki z rodzaju Epichloé), wektorami poziomej
transmisji zarodnikéw moga by¢ owady i wiatr [11]
(rys.3). W przypadku anamorf (stadium bezplciowe)
transmisja na nastgpne pokolenie nast¢puje jedynie
za pomocy zainfekowanych nasion. Rozprzestrzenia-
nie si¢ tych grzybéw moze wigc nastgpowac zaréwno
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Rys. 1. Grzybnia Neotyphodium sp. widoczna
w warstwie aleuronowej ziarniaka

w cyklu bezplciowym jak i plciowym, przy czym oba
rodzaje rozmnazania moga wystapi¢ jednoczesnie na
danej roélinie [97].

Wigkszos¢ badan na $wiecie poswigconych jest
rozpowszechnianiu si¢ endofitéw z rodzaju Epichloé
i Neotyphodium oraz zasiedlonym przez te grzyby tra-
wom [4, 73, 79]. Najczesciej wystepuja one u gatunkow
z rodzaju Lolium i Festuca, ktére s3 szczeg6lnie wazne
zaréwno dla upraw pastewnych oraz trawnikowych [30,
88]. Sa doniesienia o zasiedlaniu takze Bromus spp.,
Agrostis spp., Phleum pratense L. i innych gatunkow
traw z rodzajow Elymus, Anthoxanthum, Deschampsia,
Koeleria, Holcus wystgpujacych na naturalnych uzyt-
kach [88]. Leuchtmann [49] podaje, ze 290 gatun-
kow traw jest zasiedlonych przez endofity i sugeruje,
ze 20-30% gatunkéw traw na $wiecie moze by¢ przez
nie zasiedlonych. Mdrquez i wsp. [56] dokladnie
opisali endofity zasiedlajace rosliny Dactylis glomerata
pochodzace z 10 réznych rejonéw Hiszpanii. W wielu
pracach znalez¢ mozna informacje o 100% porazeniu
traw na pastwiskach [27, 70]. Lewis [51] donosi, ze
w wielu europejskich krajach trawy, a w szczegdlnosci
dzikie populacje Lolium perenne, sa czgsto zasiedlane
przez grzyby endofityczne. W Polsce badania nad endo-
fitami dotyczyly jedynie kilku odmian L. perenne oraz
jednej odmiany E pratensis [62, 63]. Uzyskane wyniki
wykazaly stosunkowo niskie zasiedlenie ziarniakéw
u odmian zycicy trwalej, a do$¢ wysokie u kostrzewy
takowej odmiany Pasja (52%).

3. Metody identyfikacji

Grzybnia endofitéw z rodzaju Neotyphodium zasie-
dla warstwe aleuronowg ziarniakéw oraz warstwe epi-
dermalng dojrzalych roslin, a zakazone trawy nie wyka-
zujg zewnetrznych objawéw obecnosci endofitéw. Z tego
wzgledu metody stosowane do ich wykrywania musza
by¢ czute i dostosowane do cyklu rozwojowego grzyba.

Rys. 3. Stroma Epichloé spp. na pedach kwiatostanowych
wiechliny fagkowej

Dlatego tez metody diagnostyczne sa oparte gtéwnie na
technikach mikroskopowych (metody barwieniowe),
serologicznych (metoda immunologiczna) lub mole-
kularnych [95].

Do wykrywania obecnosci grzybéw z rodzaju Neo-
typhodium na trawach podaje si¢ nastgpujacy podziat
stosowanych metod [69]:

a) metody bezpo$rednie:
- izolacja grzybdéw z pochwy liSciowej lub ziarniaka,
- badanie zawarto$ci alkaloidéw w nasionach i ros-
linach,
b) metody mikroskopowe:

- barwienie rézem bengalskim,

- barwienie bi¢kitem anilinowym,

- metoda fluorescencyjna,

c) metody serologiczne:

- ELISA,

- immunologiczna,
d) metody molekularne.
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Powyzsze metody réznig si¢ pracochtonnoscia, kosz-
tami, efektywnoscia i czuloscia wykrywania grzybni
endofitéw [69, 95], ale tylko stosujac metodg fluore-
scencyjng i metody bezposrednie mozna stwierdzi¢
obecno$¢ zywej grzybni Neothypodium w nasionach
traw. Jednak dla oceny zasiedlenia nasion przez endofity,
jedyna metoda zalecang przez Migdzynarodowy Zwia-
zek Oceny Nasion — ISTA (International Seed Testing
Association), jest metoda immunologiczna.

4. Alkaloidy wytwarzane przez endofity z rodzaju
Neotyphodium

Szkodliwo$¢ grzybow endofitycznych z rodzaju Neo-
typhodium w stosunku do zwierzat ro$linozernych zwia-
zana jest z wytwarzaniem niebezpiecznych dla zdrowia
kregowcdw alkaloidéw, gléwnie lolitremu oraz ergowa-
liny [52]. W niektorych krajach, np.: Nowej Zelandii
i Stanach Zjednoczonych, choroby zwierzat wywolywane
przez te toksyny stanowia powazny problem gospodarczy
[99]. Zainteresowanie prowadzeniem badan nad endo-
fitami w Europie jest stosunkowo niewielkie, co jest
zwigzane z rzadkim wystepowaniem przypadkéw cho-
réb, wywotywanych przez alkaloidy produkowane przez
te grzyby wsréd bydta na tym terenie. Europejskie trwate
uzytki zielone, istotne z punktu widzenia produkcji zwie-
rzecej, zawieraja gatunki traw (np. L. perenne, E arundi-
nacea) powszechnie zasiedlane przez grzyby z rodzaju
Neotyphodium, a liczba gatunkéw traw zasiedlonych
przez endofity w Europie jest wigksza, niz w przypadku
innych kontynentéw. Jednak uzytki te wykazujg duza
réznorodno$c¢ florystyczng, co moze ogranicza¢ poten-
cjalny negatywny wplyw endofitéw na zwierzeta [98].

Znanych jest kilka rodzajow alkaloidéw, ktore
moga by¢ wytwarzane przez grzyby endofityczne. Sa
to przede wszystkim tzw. alkaloidy ergotynowe (w tym
ergowalina), nasycone aminopirolopiraziny (loliny),
indolditerpenoidy (lolitrem) i alkaloidy pirolopirazy-
nowe (peramina) [20]. Alkaloidy ergotynowe znane
sa jako dzialajace szkodliwie gtéwnie na ro§linozerne
kregowce, cho¢ udokumentowany zostal réwniez ich
wplyw na niektére owady [13]. Objawy zatrucia zwie-
rzat sa podobne do dziatania farmakologicznego tych
alkaloidéw (zwezenie naczyn, trudnosci reprodukcyjne)
[67]. Lolitrem jest toksyczny dla ssakéw, zwlaszcza rosli-
nozernych pasacych si¢ na terenach bogatych w zasie-
dlona przez endofity Zycice trwalq. Natomiast dziatanie
peraminy w odréznieniu do innych alkaloidéw polega
na odstraszaniu zerujacych owadow [74].

Z danych literaturowych wynika, ze karmienie bydta
pasza zawierajaca juz 0,05 ppm ergowaliny (mg ergowa-
liny/kg s.m.) moze istotnie wplywa¢ na fizjologi¢ zwie-
rzecia (np. wzrost temperatury ciata u bydta poddanego
dzialaniu wysokiej temperatury powietrza w czasie upal-

nego lata) [22]. Progowe zawarto$ci ergowaliny w diecie,
ktére wywoluja objawy kliniczne w USA zostaly osza-
cowane na poziomie 0,4-0,7 ppm u bydta, 0,3-0,5 ppm
u koni i 0,8-1,2 ppm u owiec. Graniczne wartoéci dla
tego alkaloidu mogg jednak si¢ zmienia¢, poniewaz
srodowisko réwniez odgrywa rolg w rozwoju klinicz-
nych objawéw choroby powodowanej przez ergowaling
[1]. Jakkolwiek juz stezenie na poziomie 0,2-0,3 ppm
moze powodowa¢ wymierne efekty fizjologiczne tzw.
toksycznos¢ chroniczng objawiajgcg si¢ np. zmniejsze-
niem produkcji mleka, czy zmniejszeniem masy ciata
[65] i dlatego moze by¢ potencjalng przyczyng wplywa-
jaca na wydajno$¢ zwierzat gospodarskich.

Waznymi czynnikami warunkujacymi proces pro-
dukg;ji alkaloidéw przez grzyby endofityczne, sa warunki
pogodowe (przede wszystkim ilo$¢ opadéw atmosfe-
rycznych i temperatura powietrza) panujace na terenie,
na ktérym wystepuja trawy zasiedlone przez endofity
[76]. Wzmozona produkcja alkaloidéw przez grzyby
endofityczne odbywa si¢, gdy rolina zasiedlona przez
endofita zostaje poddana stresowi suszy [98].

W wielu krajach prowadzone sa badania nad endo-
fitami, ktore nie wytwarzajg szkodliwych dla zwierzat
alkaloidéw. Przy pomocy takich wyselekcjonowanych
izolatéw grzyba przeprowadza si¢ inokulacje traw [45],
a wwielu przypadkach proces ten jest skomercjalizowany
[41, 48]. Jednocze$nie w badaniach znacznym zaintere-
sowaniem cieszg si¢ zagadnienia zwigzane z tym, w jaki
sposob wplynac na endofity, aby zaprzestaty wytwarzania
szkodliwych alkaloid6w. Badania dotyczgce mozliwosci
wyeliminowania ergowaliny z kompleksu endofit — trawa
potwierdzity, Ze w wyniku genetycznych modyfikacji
endofita mozna spowodowa¢ zahamowanie produkcji
tego alkaloidu [60]. Nastepuje to poprzez oddzialywanie
na geny warunkujace wytwarzanie syntetazy peptydowej
niezb¢dnej do produkcji ergowaliny.

5. Choroby zwierzat wywolywane przez alkaloidy
produkowane przez grzyby z rodzaju Neotyphodium

Znane s3 dwie grozne choroby u bydta, ktérych
czynnikiem sprawczym sa alkaloidy wytwarzane
przez endofity wspoétzyjace z trawami na pastwiskach:
“ryegrass staggers syndrome” i “fescue toxicosis” [83].
Do tej pory zidentyfikowano kilka alkaloidéw odpo-
wiedzialnych za staby rozwdj zwierzat pasacych si¢ lub
karmionych trawami zasiedlonymi przez endofity [68].
Naleza do nich alkaloidy sporyszowe (klawiny, kwas
lizergowy i jego amidy, ergopeptyny), ktére s odpowie-
dzialne za “fescue toxicosis” u zwierzat hodowlanych. Sa
one produkowane przez endofity zasiedlajace kostrzewe
trzcinowa i zycicg trwata, odpowiednio N. coenophialum
i N.lolli. Objawami ich dzialania u zwierzat moze by¢
zmniejszone pobieranie paszy, mniejszy przyrost masy
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ciala, obnizona produkcja mleka, wzrost temperatury
ciata, wzmozone pocenie si¢ i $linienie czy obnizenie
wydajnosci reprodukeyjnej [23]. Oprocz alkaloidéw
sporyszowych w rodlinach zycicy po raz pierwszy ziden-
tyfikowano takze lolitrem (diterpeny indolu, paxilina,
paxitriole, lolitriol) i jego obecno$¢ powigzano z neuro-
toksycznoscia u zwierzat zwana jako “ryegrass staggers”
[55]. Choroba objawia si¢ spadkiem produkeji mleka,
zaburzeniami ze strony uktadu nerwowego (m.in.: pora-
zenie tylnych konczyn, spazmy) [57]. Ponadto stwier-
dzono, ze w zasiedlonych przez endofity rolinach
zycicy, kostrzewy trzcinowej i innych gatunkéw traw ma
miejsce produkcja innego zwiagzku pirolopirazynowego
- alkaloidu peraminy [82]. Peramina posiada wtasci-
wosci odstraszajace owady, jednoczesnie nie wpltywa
ujemnie na zdrowotnos¢ zwierzat roslinozernych [13].
Siegel iwsp. [82] podaja, ze jest ona obecna w wigk-
szosci traw zasiedlonych przez endofity, ktére wytwa-
rzajg takze alkaloidy sporyszowe (50%), lolinowe (35%)
i lolitremy (10%).

Wykazano, ze st¢zenie alkaloidéw w roslinie zalezy
zaréwno od genotypu roéliny, rodzaju komorki, jak
i pory roku oraz abiotycznych warunkéw $rodowiska
[20]. Lyons i wsp. [54] stwierdzili, ze koncentracja
alkaloidéw sporyszowych, do ktoérych nalezy ergowa-
lina, w kostrzewie Iakowej byta wyzsza przy zwigkszonej
dawce nawozéw azotowych oraz wyzsza w pochwach
lisSciowych w poréwnaniu do blaszek liSciowych. Zawar-
to$¢ zaréwno lolitremu B, ergowaliny jak i peraminy na
pastwiskach wykazuje sezonowe zréznicowanie [29].
Najnizsze stezenia tych alkaloidéw wystepuje si¢ na
przetomie zimy i wczesnej wiosny, za$ najwyzsze ich
ilo$ci na przetomie lata i jesieni [6, 29]. Ponadto nizsza
koncentracja lolitremu B byta w odrastajacych po $cieciu
ro$linach. Czesto okres, w ktérym alkaloidy wystepuja
w trawach w najwyzszych stezeniach, nie pokrywa sig
z czasem wystapienia objawéw chorobowych u zwie-
rzat. Powodem tego jest ich kumulowanie si¢ w tkance
ttuszczowej, a nastepujace potem stopniowe uwalnianie
(np. pod wplywem wysokiej temperatury). Ttumaczy to
wystepowanie objawéw chorobowych po pewnym czasie
u zwierzat przeniesionych z pastwiska o duzej zawar-
tosci tego alkaloidu, na pastwisko od niego wolne [57].

Alkaloidy produkowane przez endofity wplywaja
réwniez na pobieranie pokarmu przez zwierzeta. Bada-
nia przeprowadzone w USA wykazaly, ze bydlo wypa-
sane na pastwiskach, gdzie ro$liny byly zakazone endo-
fitami, spedzato mniej czasu na pobieraniu pokarmu niz
bydto wypasane na pastwiskach wolnych od endofitéw.
Mozna zatem sadzi¢, iz zwierzeta preferowaly roéliny
wolne od grzybéw endofitycznych [39]. Pobieranie
paszy zawierajacej szkodliwe alkaloidy nie pozostaje
réwniez bez wpltywu na wydajno$¢ oraz jakos$¢ produk-
tow pochodzenia zwierzgcego. Badania przeprowadzone
w Australii [71] wykazaly, Ze bydto wypasane na pastwi-

skach poro$nigtych zycica trwalg z wysoka zawartoscia
lolitremu B, wytwarzalo gorszej jakosci mleko. Zawie-
ralo ono mniej ttuszczu i biatka, niz mleko pochodzace
od zwierzat, ktére wypasane byly na pastwiskach wol-
nych od endofitow.

Waznymi czynnikami warunkujacymi proces pro-
dukgji alkaloidéw przez grzyby endofityczne s3 warunki
pogodowe, a przede wszystkim ilo$¢ opadéw atmosfe-
rycznych i temperatura powietrza [76]. Wzmozona
produkgja alkaloidéw odbywa si¢ gdy roslina zasiedlona
przez nie zostaje poddana stresowi suszy [98].

Wystepowanie symptoméw chorobowych w duzej
mierze zalezy od stanu fizjologicznego zwierzgcia oraz
od ekstremalnych temperatur panujacych na danym
terenie [24]. Gdy wraz ze spozyciem toksyny zwierze¢
jest jednoczesnie poddane dziataniu wysokich tem-
peratur, to nastepuje brak kontroli temperatury ciata
i réwnowagi wodnej. Ponadto takie zwierze spozywa
mniej pokarmu, a z tym wiaze si¢ spadek masy ciata.
W chlodniejszych warunkach zwierzg¢ta moga cierpie¢
na choroby konczyn, spowodowane prawdopodobnie
skurczem naczyn hamujacym przepltyw krwi, a zwiaza-
nym z dziataniem ergowaliny.

Kemp i wsp. [43] donosza, Ze znaczne st¢zenie
ergowaliny wystepuje tylko latem i jesienig i tylko
w niektdrych latach. Siano lub kiszonka, zebrane w tych
okresach moga potencjalnie zawiera¢ duze jej ilosci, ale
jesli jej obecno$¢ w paszy jest na poziomie, ktéry nie
przekracza 50% suchej masy catkowitej dziennej dawki
zywieniowej, to mato prawdopodobne wydaje si¢ wysta-
pienie u zwierzat objawdw klinicznych. Ponadto ergowa-
lina w dalszym ciagu jest obecna w paszy nawet po kilku
latach magazynowania. W zwiazku z tym, przechowy-
wanie zainfekowanych roélin lub stomy nie wptywa na
obnizenie zawartosci ergowaliny, a co za tym idzie nie
czyni takiej paszy bezpieczniejszej dla zdrowia zwierzat.
Proces kiszenia takze nie zmniejsza toksycznodci, ani
stezenia tego alkaloidu [26].

Z punktu widzenia szkodliwosci pastwisk zainfeko-
wanych przez grzyby endofityczne, najwazniejsze jest
monitorowanie produkgji lolitremu B oraz ergowaliny,
gdyz wlasnie te dwa alkaloidy odpowiadaja za wystepo-
wanie choréb u bydta.

6. Wplyw alkaloidéw na odpornos¢ traw na stresy

Oprdcz niekorzystnego wptywu alkaloidéw na zwie-
rz¢ta hodowlane, substancje te dziataja pozytywnie na
wzrost i rozwdj traw np. na zwigkszenie odpornosci na
szkodniki, czy odpornosci na susze¢ [13, 72]. Wiadomo
réwniez, ze endofity wykazuja znaczne zréznicowa-
nie pod wzgledem ilosciowej i jakosciowej produkeji
alkaloidéw, co decyduje o ich przydatnosci do celow
pastewnych lub trawnikowych [18, 50]. W Stanach
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Zjednoczonych, Nowej Zelandii oraz w krajach Europy
przeprowadzono wiele badan, ktére dokumentuja pod-
wyzszona odporno$¢ zainfekowanych przez grzyby
endofityczne traw na stresy zaréwno biotyczne, jak
i abiotyczne. Jednak nie zawsze otrzymane wyniki sa
jednoznaczne. Niewatpliwie najlepiej udokumentowano
wplyw obecnosci endofitéw, a w zasadzie produkowa-
nych przez nie alkaloidéw, na odporno$¢ traw na stres
suszy. Jednak jest wiele doniesient dotyczacych wpltywu
tych zwiazkéw takze na inne stresy abiotyczne i bio-
tyczne. Znane s3 informacje o ich wplywie na zimotr-
walo$¢, oszczedna gospodarke azotem, lepsza przyswa-
jalnos¢ fosforu, odporno$¢ na Listronotus bonariensis,
gltéwnego szkodnika pastwisk [74], chrzgszcza Phaedon
cochleariae (E), niektére mszyce Rhopalsiphum maidis
i Drosophila melanogaster czy gasiennice Spodeptera fru-
giperda [84]. Réwniez prowadzone s3 badania dotyczace
wplywu grzybéw endofitycznych na rozwéj innych mi-
kroorganizméw wystepujacych na trawach [61, 63, 89].

6.1. Stresy abiotyczne

Endofity wzbudzajg w ro§linach traw mechanizmy
tolerancji na susz¢, jednakze cecha ta zalezna jest od
gatunku, odmiany i fazy rozwojowej, w jakiej znajduje
si¢ roslina [64]. Duze znaczenie ma tez lepsza zdolnos$¢
do regeneracji uszkodzen po suszy. Ten korzystny aspekt
obecnosci grzybéw endofitycznych w trawach zostat
najlepiej udokumentowany w przypadku kostrzewy
trzcinowej [2, 3]. U innych gatunkéw traw, np. zycicy
trwatej wyniki badan dotyczace odpornosci na suszg
nie s3 tak jednoznaczne [15, 25, 38, 92]. Elbersen
i West [25] stwierdzili, ze endofity moga wplywac
na wicksza retencje wody w lisciach, co skutkuje lep-
sza ochrong roliny przed wysuszeniem. Hill i wsp.
[38] oraz W hite iwsp. [92] nie obserwowali réznic
w tolerancji na stres suszy miedzy rodlinami E+ i E-
kostrzewy trzcinowej, jednak sugerowali, ze endofity
moga wpltywa¢ posrednio na morfologiczne i fizjolo-
giczne przystosowania rosliny do unikania suszy, za
pomocg mechanizméw pozwalajacych na utrzymanie
wlasciwego stanu wody. Za§ Cheplick i wsp. [15]
obserwowali genotypowa zmiennos¢ zdolnosci roslin do
odrastania po okresie suszy, na ktory to proces endofity
nie mialy wptywu lub odgrywaty w nim nieznaczna role.

Malinowski i Belesky [55] stwierdzili, ze
endofity wplywaja na oszczedna gospodarke azotem
i lepsza przyswajalnos¢ fosforu, a takze poprawiaja zy-
wotno$¢ siewek i ich krzewienie, co potwierdzaja austra-
lijskie badania przeprowadzone w 1999 i 2000 roku nad
zycica trwalg [71].

W europejskich warunkach klimatyczno-glebo-
wych korzystne efekty wystepowania endofitéw w tra-
wach w poréwnaniu do roslin nie zasiedlonych przez te
grzyby nie sg jednoznaczne. Badania nad czynnikami

abiotycznymi, takimi jak deficyt wody, koszenie, zacie-
nienie, niskie nawozenie azotem, lub niskie pH gleby
wykazaly zréznicowane reakcje roslin, w zaleznosci od
ukladu genotyp roéliny — genotyp endofita [53].

6.2. Stresy biotyczne

Potencjalng przydatnos¢ Neotyphodium spp. do zwal-
czania choréb roslin przez ich zainfekowanie pozada-
nymi endofitami tego rodzaju, bylo badane w do$wiad-
czeniach in vitro [81]. Badania te wykazaty; ze izolaty tych
grzybéw wyhodowane na plytkach agarowych hamowaty
wzrost kolonii licznych grzybéw chorobotworczych traw,
w tym Rhizoctonia solani, R. zeae, Bipolaris sorokiniana
i Colletotrichum graminicola, a aktywnos¢ przeciwgrzy-
bicza réznita si¢ miedzy poszczegdlnymi izolatami. Jed-
nak w naturze dla wielu mikroorganizmoéw obserwuje
si¢ niska korelacje migdzy skutkami antybiozy pomie-
dzy kulturami grzybéw w warunkach laboratoryjnych,
a oddzialywaniem na choroby w polu [21]. Potwierdzaja
to do$wiadczenia polowe prowadzone przez Burpee
i Bouton [12], ktore wykazaly, ze obecnos¢ endofitow
nie data ochrony roélinom kostrzewy trzcinowej prze-
ciwko wystepujacemu w glebie patogenowi R. solani.
Réwniez zakazone endofitami siewki kostrzewy trzci-
nowej nie byly chronione przed infekcja B. sorokiniana
[87] oraz patogenami czgsto obserwowanymi na trawni-
kach: Magnaporthe poae i Pythium aphanidermatum [9].
Obecno$¢ endofitéw w kostrzewie trzcinowej, czy zycicy
trwalej nie wydaje si¢ takze chroni¢ przed wystapie-
niem lub nasileniem zgorzeli podstawy Zdzbfa i korzeni
powodowanej przez Fusarium oxysporum, E equiseti
i Pythium acanthicum [40]. Sa tez wyniki méwigce
o tym, ze niektore izolaty endofitéw mogg wplywac na
zwigkszong podatnos¢ traw na choroby, np. w badaniach
FunKa iwsp.[30] trawy zakazone grzybami endofi-
tycznymi byly bardziej podatne na chorob¢ powodo-
wang przez grzyby z rodzaju Pythium. Przypuszczalnie
moglo to by¢ posrednim skutkiem wptywu endofitéw
na lepszy wzrost i wyglad trawnika, co z kolei sprzyjato
rozwojowi choroby.

Dotychczasowe badania dokumentujg odpornosé
zainfekowanych przez grzyby endofityczne traw na
45 gatunkéw owaddéw nalezacych do nastgpujacych
rodzin: Aphidiadae, Chrysomelidae, Cicadidae, Curcu-
lionidae, Gryllidae, Lygaeidae, Miridae, Noctuidae, Pyra-
lidae, Scarabaeidae i Tenebrionidae. Ponadto zasiedlone
trawy sa odporne na nicienie oraz niektdre choroby jak
np. kostrzewa trzcinowa na grzyb Rhizoctonia zeae [63,
83]. Jednak oczywiste jest, ze oddziatywanie pomigdzy
endofitem i gospodarzem moze by¢ dosy¢ zmienne
w zaleznosci zaréwno od warunkéw $rodowiska [75],
jak i genotypu gospodarza [8, 25, 38].

Programy hodowlane majg na celu wprowadzanie
uzytecznych endofitéw do odmian i populacji zycicy
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trwalej i kostrzew. Istniejace techniki inokulacyjne sa
odpowiednio udoskonalane do szybkiego rozwoju od-
mian zawierajacych endofity i do przenoszenia wska-
zanych endofitéw pomigdzy gatunkami [47]. Techniki
te s3 w dalszym ciggu modyfikowane, a ich efektywno$¢
kontrolowana w produkcji nasiennej. W czasie prze-
chowywania dostosowuje si¢ i kontroluje warunki $ro-
dowiska zapewniajace utrzymanie wysokiego poziomu
zywotnosci endofitéw [31]. Dodatkowo istniejaca wiedza
odnosnie obecnosci endofitéw i ich znaczenia sprawia,
ze ocena odmian i programy hodowlane przydatne do
celéw trawnikowych sa bardziej efektywne i niezawodne.

7. Wystepowanie endofitéw w Polsce i na §wiecie

Wspdlzycie traw z grzybami znane jest od dawna,
ale intensywny rozwoj badan nad ta grupa organizméw
nastapil w latach 80-tych XX wieku. Badania przepro-
wadzone w wielu krajach potwierdzily wczesniejsze
przypuszczenia o powszechnym wystgpowaniu endo-
fitéw w trawach. Obecno$¢ tych grzybéw stwierdzono
w wielu krajach $wiata, jednak najwigcej informacji
pochodzi z Ameryki Poludniowej, Nowej Zelandii
i Australii, gdzie $rednia zawarto$¢ endofitéw w trawach
na pastwiskach siegata nawet 100% [27, 70]. Wysokie
zasiedlenie traw w tych rejonach $wiata zwigzane jest
z czestym narazeniem roslin na stresy $rodowiskowe.
Sa réwniez znane doniesienia o wystgpowaniu endo-
fitow w chtodniejszych rejonach np. w Finlandii [88],
czy Japonii [44]. Lewis [52] w swojej pracy podaje,
ze w latach 1987-1997 obecno$¢ endofitéw w trawach
zostata potwierdzona w 22 krajach europejskich, w tym
réwniez w Polsce i wystepowaly one w ok. 50% przeba-
danych dzikich populacji europejskich traw.

Krajowe badania dotyczace zasiedlenia runi grzy-
bami z rodzaju Neotyphodium wybranych trwatych uzyt-
kéw zielonych na terenie Polski, wykazaly, ze organizmy
te wystepuja powszechnie na pospolitych gatunkach
traw. Obecno$¢ grzybéw endofitycznych stwierdzono
w roélinach ekotypéw zycicy trwalej (Lolium perenne L.),
zycicy wielokwiatowej (L. multiflorum Lam.), kostrzewy
takowej (Festuca pratensis Huds.), kostrzewy czerwo-
nej (F rubral.), kostrzewy trzcinowej (F arundina-
cea Schreb.), kostrzewy nitkowatej (E capillata Lam.),
kostrzewy olbrzymiej (E gigantea L.), kostrzewy owczej
(E ovina L.), tymotki takowej (Phleum pratense L.), wie-
chliny takowej (Poa pratensis L.) oraz §mialka darnio-
wego (Deschampsia caespitosa (L.) P.B.) [64, 96, 100].
Wryniki badan przeprowadzonych w innych regionach
Europy i $wiata potwierdzaja, ze wiele gatunkow traw
moze by¢ zasiedlanych przez endofity z rodzaju Neoty-
phodium [52,77, 88, 99].

Ju i wsp. [42] twierdza, Ze gtéwnym czynnikiem
wplywajacym na wahania czgstotliwosci wystgpowania

endofitéw w roslinach jest temperatura. Ich badania
wykazaly, ze nizsza czestotliwo$¢ wystgpowania tych
grzybéw w uprawach kostrzewy trzcinowej byla zima
i wiosna, gdy Srednie miesigczne temperatury byly
czesto ponizej minimalnej temperatury wzrostu endo-
fitéw, a powyzej minimalnej temperatury dla wzrostu
ro$lin. Mozna jednak przypuszczac, ze oprocz czynnika
temperaturowego, moze to by¢ zwiazane z jarowizacja,
oraz fizjologicznymi i morfologicznymi zmianami
zachodzacymi w rolinach. Interakcja pomig¢dzy endo-
fitem i genotypem rosliny moze wptywac¢ na zmiennos¢
fenotypowa populacji, faworyzujac genotypy zasiedlone
i przyczyniajac si¢ do tzw. zmian mikroewolucyjnych
[14]. Trawy zasiedlone przez endofita mogg miec¢ pod-
wyzszong przezywalnos¢ oraz wigksza mase czesci
generatywnych i wegetatywnych [19]. Wiosenny odrost
rodlin zasiedlonych przez endofity moze przewyzszaé
odrost roslin wolnych od grzybéw symbiotycznych [89].
To z kolei moze sprzyja¢ wypieraniu roslin nie zasie-
dlonych przez zasiedlone ze stanowisk, zwlaszcza tych
o0 znacznym stopniu zréznicowania. Ponadto obecnos¢
endofitéw moze wplywa¢ na zahamowanie kietkowania
nasion w warunkach deficytu wodnego, ograniczajac
tym samym ryzyko wypadania siewek i straty zwigzane
ze stabszymi wschodami polowymi [35]. Jednoczesnie
stwierdzono, ze obecno$¢ endofitéw nie wpltywa bezpo-
srednio na kietkowanie, jednak wazny jest efekt posredni,
ktérym jest przedtuzenie czasu wzrostu roslin matecz-
nych w czasie rozwijania si¢ i dojrzewania nasion [36].
Oprécz udokumentowanej obecnosci endofitéw
w ro$linach traw, wiele badan dotyczylto obecnosci tych
grzybéw w nasionach [10, 18, 20, 30, 43, 46], gdyz jest
to jedyny, jak do tej pory potwierdzony, sposéb ich
rozprzestrzeniania si¢. Wykazaly one, ze nasiona wielu
gatunkéw traw sg czesto zasiedlane przez endofity, a naj-
czedciej obserwowano je u gatunkdéw z rodzaju Festuca
i Lolium perenne. Krajowe badania potwierdzaja, ze
nasiona traw s3 czesto zasiedlone przez grzyby endo-
fityczne, czasami w znacznych ilosciach (nawet do
98% w przypadku nasion Festuca ovina odmiany Jolka)
[62, 63, 95, 96]. Stwierdzi¢ réwniez nalezy, ze wséréd
badanych gatunkéw traw zasiedlane przez endofity sa
zaréwno nasiona odmian gazonowych, jak i pastew-
nych. Niepokojaca jest obecno$¢ tych grzybéw zwlasz-
czaw odmianach pastewnych. Odmiany te stosowane sa
na faki i pastwiska, a produkowane przez nie szkodliwe
alkaloidy, moga stwarzac zagrozenie dla zwierzat.

8. Podsumowanie

Od konica lat 90-tych XX wieku gléwna strategia jest
poszukiwanie takich asocjacji endofit-roslina, ktore
mialyby pozytywny wplyw na wtasciwosci rolnicze traw,
a nie wytwarzaly alkaloidéw (lolitremu i ergowaliny)



78

BARBARA WIEWIORA

szkodliwych dla zwierzat. Prace w tym kierunku pro-
wadzone s3 gtéwnie w krajach, gdzie trawy, a zwlasz-
cza zycica trwala i kostrzewa trzcinowa, s3 poddane
powaznym stresom biotycznym i abiotycznym i gdzie
istnieja oczywiste korzysci w uprawie traw zasiedlonych
przez endofity [37]. Jedna ze strategii polega na znale-
zieniu w naturze takiego zwigzku endofita z trawa, ktéry
pozwolilby na zwigkszenie pozadanych cech u roéliny,
a zmniejszenie niepozadanych. Inng strategia jest usu-
niecie z rodliny endofita, ktéry ja zasiedla i ponowne
wprowadzenie izolatu wytwarzajacego niewielkie ilosci
alkaloidéw [10].
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