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Ocena zawartosci ergowaliny w trawach runi
wybranych trwatych uzytkow zielonych
na terenie wojewodztwa mazowieckiego

Evaluation of ergovaline content in swards of permanent grasslands in the Mazovia
region

Celem badan byla ocena zawartosci ergowaliny w 71 probach traw pochodzacych z 24 uzytkow
zielonych, w ktorych wczesniej stwierdzono obecno$¢ grzybni endofitycznej. Byly to ekotypy
Deschampsia caespitosa, Festuca arundinacea, F. pratensis, F. rubra i Lolium perenne. Badanie
zawartosci ergowaliny w ekotypach zasiedlonych przez endofity (E+) przeprowadzono przy uzyciu
metody HPLC z detekcja fluorescencyjng. Zdolno$¢ grzybni endofitycznej do produkowania
ergowaliny zostata stwierdzona w roslinach 4 z 5 badanych gatunkdow o stwierdzonym wczesniej
zasiedleniu przez grzyby endofityczne. Nie produkowaty jej jedynie endofity obecne w probach D.
caespitosa. Analizy wykazaly, ze produkcja ergowaliny jest cecha zmienna pod wzgledem
jako$ciowym oraz ilosciowym nawet w obrebie jednego gatunku traw. Ponadto stwierdzono, ze sposob
uzytkowania ma wptyw na produkcje ergowaliny przez grzyby endofityczne z rodzaju Neotyphodium.

Stowa kluczowe: endofity, ergowalina, kostrzewy, $miatek darniowy, trawy, zycica trwata

The aim of the studies was determination of the ergovaline content in 71 grass samples collected
from 24 grasslands, in which hyphae of endophytic fungi were found. Ecotypes of Deschampsia
caespitosa, Festuca arundinacea, F. pratensis, F. rubra and Lolium perenne were identified as the
hosts. Determination of ergovaline content in biomass of the endophyte — containing (E+) ecotypes
was done using the HPLC method with fluorescence detection. Ergovaline was found in 4 of 5
examined grass species earlier classified as the endophyte — infected. D. caespitosa was the only
species in which the E+ ecotypes did not produce ergovaline. The ergovaline production showed high
qualitative and quantitative variability even within one grass species. The intensity of pasture usage
affected ergovaline production by endophytic fungi from the Neotyphodium genus.

Key words: endophyte, ergovaline, fescue, grasses, perennial ryegrass, tufted hairgrass
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WSTEP

Badania dotyczace =zasiedlenia runi wybranych trwatych uzytkow zielonych
wojewodztwa mazowieckiego grzybami z rodzaju Neotyphodium wykazaty, ze organizmy
te bytuja powszechnie na pospolitych na tym terenie gatunkach traw. Obecno$¢ grzybow
endofitycznych potwierdzono w przypadku ekotypow nastepujacych gatunkow: zycica
trwata (Lolium perenne L.), kostrzewa takowa (Festuca pratensis Huds.), kostrzewa
czerwona (Festuca rubra L.), kostrzewa trzcinowa (Festuca arundinacea Schreb.) oraz
$miatek darniowy (Deschampsia caespitosa) (Zurek i in., 2010). Grzyby z rodzaju
Neotyphodium bytujac w tkankach traw produkuja alkaloidy, czyli zasadowe zwigzki
organiczne zawierajace uklady cykliczne z co najmniej jednym zasadowym atomem azotu
w pierscieniu. Alkaloidy toksyczne dla krggowcow i bezkregowcow, chronig rosling wraz
z zasiedlajacym ja endofitem przed organizmami roslinozernymi (Schardl i in., 2006).
Gloéwne grupy alkaloidow produkowane przez endofity to: indol — diterpeny (np. lolitrem
B) — dziatajg neurotoksycznie na ssaki, ergotalkaloidy (np. ergowalina) toksyczne dla
kregowcow 1 niektorych owadow, oraz dwie grupy alkaloidéw o dziataniu insektobdjczym
(toksycznym w stosunku do owadow): pyrrolopirazyny (np. peramina), (Hahn i in., 2007),
oraz loliny, (np. N— formylololina, N — acetylololina) (Leuchtmann i in., 2000). Z punktu
widzenia obecnosci w runi pastwisk traw zainfekowanych przez grzyby endofityczne,
najwazniejsze jest monitorowanie wystepowania i ilosci dwoch najbardziej szkodliwych
dla zwierzat alkaloidow, a mianowicie lolitremu B oraz ergowaliny. Metabolity te,
wystepujac w paszy w wysokich stezeniach, wywoluja znane jednostki chorobowe bydta,
owiec, oraz koni:

— kotowacizna rajgrasowa — ryegrass staggers syndrome powodowana przez obecnos¢
lolitremu B w paszy. Choroba objawia si¢ spadkiem produkcji mleka oraz zaburzeniami

ze strony uktadu nerwowego (m.in.: porazenie tylnych konczyn, spazmy; Miyazaki i

in., 2004). Dawka wywotujaca objawy kliniczne wynosi 2 ppm (Bony i Delatour, 2000).
— fescue toxicosis — jednostka chorobowa wywolywana przez obecno$¢ ergowaliny

W paszy, wystepujaca u bydla i owiec. (Cross, 2000; Ball, 2007). Objawy toksycznosci

chronicznej (spadek masy ciata, zmniejszenie produkcji mleka, zmniejszenie

przyrostow dobowych) wystepuja przy dawce 0,2-0,4 ppm (mg ergowaliny/ kg s.m.),

za$ objawy chorobowe wystepuja przy dawkach 0,3—0,5 ppm (dla koni) i 0,4-0,7 ppm

(dla bydta) (Bony i Delatour, 2000).

W wielu krajach, np. Nowej Zelandii czy Stanach Zjednoczonych, choroby zwierzat
wywotywane przez endofity stanowia powazny problem (Zabalgogeazcoa i in., 2003).
W Polsce badania nad endofitami dotychczas byly prowadzone na niewielka skale. Wynika
z nich ze mikroorganizmy te zasiedlajg nasiona i rosliny powszechnie wystepujacych
gatunkow traw (Panka i Zurek, 2005; Wiewidra i in., 2008). Obecno$é¢ endofitow
stwierdzono takze w odmianach traw o przeznaczeniu pastwiskowym (Wiewiora i in.,
2006; 2008).

Zainteresowanie prowadzeniem badan nad endofitami w Europie jest stosunkowo
niskie. Jest to zwigzane z rzadkim, na naszym kontynencie wystepowaniem przypadkoéw
chorob bydta, wywotywanych przez alkaloidy produkowane przez grzyby endofityczne.
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Jednakze, liczba gatunkow traw zasiedlonych przez endofity w Europie, jest wigksza niz
w przypadku innych kontynentow.

Celem pracy bylo okreslenie zawartosci ergowaliny w probach traw o potwierdzonej
obecnos$ci grzybni endofitycznej pochodzacych z trwatych uzytkéw zielonych zlokalizo-
wanych na terenie wojewodztwa mazowieckiego.

MATERIAL I METODY

Materiat do badan pobrano podczas ekspedycji terenowych zorganizowanych w roku
2008 na terenie wojewodztwa mazowieckiego. Spenetrowano 24 uzytki zielone pobierajac
71 prob traw, reprezentujgcych 40 ekotypow nastepujacych gatunkoéw traw: Deschampsia
caespitosa (2 ekotypy), Festuca arundinacea (1 ekotyp), F. pratensis (19 ekotypow), F.
rubra (8 ekotypoéw) oraz Lolium perenne (10 ekotypow). Na kazdym z badanych uzytkow
oszacowano ilosciowy udzial kazdego z gatunkow, wyrazajac go jako % pokrycia
powierzchni (Dzwonko, 2007). Obecnos¢ grzybni endofitycznej badano przy uzyciu
metody mikroskopowej (Saha i1 in., 1988). Wyniki dotyczace zasiedlenia badanych
ekotypow traw przez grzyby endofityczne z rodzaju Neotyphodium, zostaty szczegoétowo
przedstawione w pracy Zurek i wsp. (2010 b).

Czes$ci nadziemne prob roslin $cieto, wysuszono w temperaturze 40°C oraz zmielono w
celu poddania ich analizie pod katem obecnosci ergowaliny. Wysuszong i zmielong probke
(0,2-1,0 g) nawazono do szklanych fiolek. Roztwoér wzorca wewngtrznego zostat
przygotowany nastgpujaco: winian ergotaminy (prod. SIGMA ALDRICH) rozpuszczono
w metanolu do stezenia 1 mg/ml (roztwoér bazowy). Nastgpnie roztwér ten, w celu
uzyskania wzorca wewngtrznego, zostat rozcienczony w chloroformie do stezenia 1 pg/ml.
Do badanej probki dodano 10 ml chloroformu, 1 ml wzorca wewngtrznego oraz 1 ml M
NaOH. Tak przygotowana probke tagodnie mieszano na mieszadle (24 godziny), a
nastgpnie odwirowano. Odwirowany ekstrakt poddano oczyszczaniu na kolumienkach SPE
(1,0 g zelu krzemionkowego Ergosil, 0,5 g bezwodnego siarczanu sodu, oddzielone od
siebie papierowym filtrem). Kolumienke kondycjonowano 5 ml chloroformu, nastgpnie
naniesiono 5 ml supernatantu. Ekstrakt powoli przepuszczano przez kolumienke,
przemywajac ja dwa razy 1 ml roztworu chloroformu z acetonem (75:25) oraz 1,5 ml
metanolu. Nastepnie alkaloidy wymyto 2,5ml metanolu, a uzyskany roztwor zebrano w
szklanej fiolce. W celu zageszczenia badanego roztworu wysuszono go w strumieniu azotu,
a nastepnie rozpuszczono w 500 pl metanolu. Analize przeprowadzono na kolumnie Jordi
RP (100 A, 150 x 4,6 mm, 5 pm) z prekolumng BRP — 1 z wykorzystaniem detekcji
fluorescencyjnej, przy dtugosci fali wzbudzania = 250 mm i dtugosci fali emisji= 420nm.
Fazg mobilng stanowit roztwor acetonitrylu z 2,6 mM weglanem amonu (70:30 v:v).
Predkos¢ przeptywu fazy mobilnej wynosita 1,0 ml/min. Zawarto$¢ ergowaliny w
badanych prébach zostala odczytana z chromatograméw przy uzyciu krzywej kalibracji
podanej przez Craiga i wsp. (1994). Wyniki otrzymane z analizy poszczeg6élnych prob
roslin reprezentujacych ekotyp danego gatunku potraktowano jako powtorzenia. Analiza
pierwszych trzech préb wykonana w trzech powtérzeniach wykazata btad analizy ponizej
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5%. Wysoki jednostkowy koszt analizy spowodowal, Zze oznaczenie przeprowadzono w
jednym powtoérzeniu.

WYNIKI I DYSKUSJA

Wyniki uzyskane w pracy wskazuja, ze nie wszystkie endofity zasiedlajace trawy
wchodzace w sktad runi uzytkow zielonych w wojewodztwie mazowieckim, wytwarzaja
ergowaling. Zdolnos¢ grzybni endofitycznej do produkowania ergowaliny zostata stwier-
dzona w roslinach 4 z 5 badanych gatunkow o stwierdzonym wcze$niej zasiedleniu przez
grzyby endofityczne. Nie stwierdzono jej jedynie w probach D. caespitosa. Badania
wykazaty, ze najczgsciej grzyby endofityczne zasiedlaty rosliny F. pratensis (frekwencja
na poziomie 64,3%). Ponadto endofity zasiedlajace ten gatunek najcze$ciej charakte-
ryzowaly sie zdolnoscig produkowania ergowaliny — 41,4% (tab. 1). Srednio endofity
zasiedlaty 10,3% wszystkich badanych prob traw, a 6,9% bylo zdolnych do produkcji
ergowaliny.

Tabela 1
Wystepowanie endofitéw i zawarto$é ergowaliny w trawach zebranych na terenie wojewodztwa
mazowieckiego
Endophyte presence and ergovaline contents in grasses collected in the Mazovia region

Gatunek Liczba prob F CZQStOtli?Oéé (%) prob z .
Species No. of samples - requency (%) of samples Wlth' -
P P endofitami — endophytes | ergowaling — ergovaline
Deschampsia cespitosa 68 2,9 0,0
Festuca arundinacea 12 8.3 8.3
F. pratensis 70 64,3 41,4
F .rubra 102 7,8 5,9
F. ovina 16 0,0 0,0
F. capillata 4 0,0 0,0
Lolium perenne 76 19,7 13,2
L. multiflorum 12 0,0 0,0
Poa pratensis 3 0,0 0,0
P. nemoralis 2 0,0 0,0
Srednio dla wszystkich prob 103 6.9

Mean for all samples

Najwyzsza $rednig zawarto$¢ ergowaliny obserwowano w przypadku F. rubra (0,196
ppm), za$ najwyzsza zaobserwowana jednostkowa zawartos¢ ergowaliny wynosita 1,298
ppm i1 wystgpita w jedynej analizowanej probie F. arundinacea. Wsrod wszystkich
badanych prob zaobserwowano réwniez 30 prob nie zawierajacych tego alkaloidu. Srednia
zawarto$¢ ergowaliny w suchej masie badanych ekotypow traw zostata przedstawiona w
tabeli 2, za$ przyktadowy chromatogram bgdacy wynikiem badania zawarto$ci ergowaliny
na rysunku 1.
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Tabela 2
Zawartos$¢ ergowaliny w prébach roslin badanych gatunkow traw
Ergovaline content in plant samples of the examined grass species
Zawarto$¢ ergowaliny (ppm) w suchej masie badanych ekotypow traw
Ergovaline content (ppm) in dry matter of examined grass ecotypes
Mici o Deschamp sia Fesltuca Festuca pratensis Festuca rubra Lolium perenne $rednio
iejscowos¢ | caespitosa arundinacea dla
Locality miejsco-
n= zakres | _| zakres ne zakres . zakres . zakres wosci
range range range range range mean for
locality
Borkowo 1 0,026 0,026
Brzezinka 1 PD 4 0,0-0,091 1 PD 0,030
Brzoza 1 PD PD
Catowanie 4 0,0-0,080 0,028
Gorzewnica 4 0,0-0,085 0,034
Gora Kalwaria 4 0,0-0,091 1 0,260 1 0,016 0,077
Granica 1 1,298 2 0,023-0,049 0,457
Gwizdaly 2 PD PD
Koliszewo 3 0,011-0,749 0,269
Luszewo 2 0,069-0,106 1 0,207 0,127
topacianka PD
Mordy-Pienki 2 0,0-0,218 1 PD 1 0,026 0,061
Nowy Grodek 3 0,0-0,064 0,021
Okunin 2 0,0-0,034 0,017
Oronne 1 PD 1 0,133 3 0,026-0,080 0,063
Ostoje 2 0,101-0,106 0,104
Pierzchaty 1 PD 2 PD PD
Piskornia 1 PD PD
Radzimowice 2 0,0-0,005 1 PD 0,002
Starogrody
Stara Wie$ 3 0,046-0,160 0,100
Szartat 1 PD 1 PD 2 0,012-0,021 0,008
Teczki 2 0,021-0,052 1 0,545 1 0,041 0,165
Tyrzyn 2 0,0-0,106 0,053
Wilkow Polski 1 0,016 1 0,394 0,205
Srednio 0,0 1,298 0,059 0,196 0,022 0,082
Mean

n= Liczba prob; Number of samples
PD — Ponizej poziomu detekcji; Below the detection level

Przedstawione w pracy wyniki dotyczace zawartosci ergowaliny byly czesciowo
prezentowane na konferencji (Zurek i in., 2010 a). Wyniki wykazaly, ze endofity
wystepujace na L. perenne, F. arundinacea, F. pratensis oraz F. rubra w wojewodztwie
mazowieckim posiadajg zdolno$¢ do produkcji tego alkaloidu. Znalazto to potwierdzenie
w europejskich badaniach m.in. CagaSa i wsp. (1999), Emile i wsp. (2000) oraz
Leuchtmann i wsp. (2000). Obecnosci ergowaliny nie wykryto jedynie w przypadku prob
D. caespitosa, moze to jednak wynika¢ z faktu iz przebadano tylko dwa ekotypy tego
gatunku.

W niniejszej pracy najwyzsza zawartos¢ ergowaliny (1,298 ppm) stwierdzono w
przypadku ekotypu F. arundinacea pobranego z pastwiska w miejscowosci Granica.
Podobne zawartosci tego alkaloidu w tym gatunku stwierdzono w badaniach Vazquez de
Aldana i wsp. (2001), oraz Leuchtmann i wsp. (2000), prowadzonych odpowiednio w
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Hiszpanii i w Szwajcarii. Badania przeprowadzone na uzytkach zielonych wojewodztwa
mazowieckiego, wykazaly rowniez wysokie zawarto$ci ergowaliny w przypadku
ekotypow F. rubra. Najwyzsze zawartoSci tego alkaloidu stwierdzono w ekotypie
pobranym w miejscowosci Tegczki (0,545 ppm) oraz w ekotypie z miejscowosci Wilkow
Polski (0,394 ppm). Wartosci te byly zblizone do stwierdzonych przez Leuchtmann i wsp.
(2000). Ponadto autorzy pracy najwigcej ekotypow zawierajacych ergowaling obserwowali
w przypadku F. pratensis (41,4%). Zawartosci ergowaliny dla tego gatunku wynosita od 0
do 0,749 ppm (tab. 2).
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Rys. 1. Chromatogram przedstawiajacy zawarto$¢ ergowaliny w badanej probie
Fig. 1. Chromatogram of HPLC analysis of ergovaline

Najwyzsza zawarto$¢ zostala stwierdzona dla proby z miejscowosci Koliszewo.
Badania przeprowadzone nad tym gatunkiem w Czechach (Caga$ i in., 1999) pokazaty
podobng rozpigtos¢ zawartosci ergowaliny. W badaniach przeprowadzonych w niniejszej
pracy, dla ekotypow L. perenne zawarto$¢ ergowaliny okreslono na poziomie od 0 do 0,08
ppm. Europejskie badania wykazaty wyzsze zawartosci tego alkaloidu w tym gatunku
(Oliveira i in., 1997; Durix i in., 1998 cyt. za Bony i Delatour, 2000; Cagas i in., 1999). W
tabeli 3 przedstawiono zestawienie wynikow europejskich badan dotyczacych zawartosci
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ergowaliny w L. perenne, F. arundinacea, F. pratensis oraz F. rubra. Wynika z nich, ze
zawarto$¢ tej toksyny w europejskich trawach wystepuje na wysokim poziomie, jednakze
jest to cecha bardzo zmienna, uzalezniona od fazy rozwojowej rosliny i warunkoéw
klimatycznych panujacych na badanym terenie (Bony i Delatour, 2000).

Tabela 3
Wyniki europejskich badan dotyczacych zawartosci ergowaliny
Results of European research on ergovaline content
Gatunek Kraj Ergowalina (ppm) Autor
Species Country Ergovaline (ppm) Autor
L. perenne Czechy 0-4,65 Cagas i wsp., 1999
L. perenne Hiszpania 0-0,55 Oliveira i wsp., 1997
L. perenne Francja 0-0,5 Durix i wsp., 1998*
F. arundinacea Francja 0,97 Emile i wsp., 2000
F. arundinacea Hiszpania 0,11-1,24 Vazquez de Aldana i wsp., 2001
F. arundinacea Szwajcaria 0-1 Leuchtmann i wsp., 2000
F. pratensis Czechy 0-0,6 Cagas i wsp., 1999
F. rubra Szwajcaria 0,51-1,40 Leuchtmann i wsp., 2000
*-za Bony 1 Delatour (2000)
Tabela 4

Obecnos¢ ergowaliny w trawach w zaleznosci od gatunku oraz typu uzytkowania
Ergovaline incidence in relation to species and usage type

‘ . . 3 . . Srednia wazona
Sredni udzial danego Srednia zawarto$¢ e .
Typ uzytkowania Rodzaj gatunku w runi (%) ergowaliny (ppm) zawarto$¢ ergowaliny
Type of usage Species Average share of species Mean ergovaline . (ppm)
in swards (%) content (ppm) Welghted mean of
ergovaline content (ppm)
Lolium perenne 2,5 0,034 0,001
Nieuzytkowane Festuca pratensis 8,8 0,080 0,007
(n=4) Festuca rubra 43,8 - -
Not used Festuca arundinacea 0,0 - -
Desch. caespitosa 11,3 - -
Lacznie dla typu uzytkowania
Together for usage type 66,4 0,008
Lolium perenne 5,9 0,033 0,002
K e (n=8 Festuca pratensis 5,8 0,073 0,004
cﬁfﬁﬁg‘e ®=8) " Festuca rubra 29,5 0,403 0,119
Festuca arundinacea 3,1 1,298 0,040
Desch. caespitosa 20,0 - -
Lacznie dla typu uzytkowania
Together for usage type 64,3 0,165
Lolium perenne 19,3 0,038 0,007
L Festuca pratensis 4,6 0,118 0,005
E’f;:;?;‘; @12 Festuca rubra 143 0,190 0,027
Festuca arundinacea 0,0 - -
Desch. caespitosa 15,0 - -
Lacznie dla typu uzytkowania
Together for usage type 332 0,039
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Analizujac otrzymane wyniki zawarto$ci ergowaliny w badanych probach traw,
zauwazy¢ nalezy, ze tylko w 3 przypadkach (Granica, Koliszewo i Wilkoéw Polski) $rednia
zawartos¢ tego alkaloidu przekroczyta 0,2 ppm. Z danych literaturowych wiadomo za$, ze
taka zawarto$¢ ergowaliny moze juz spowodowac wystgpienie toksycznosci chronicznej, a
co za tym idzie objawdw chorobowych fescue toxicosis (Bony i Delatour, 2000).

Analizy danych uzyskanych w niniejszej pracy wykazaly, ze wytwarzanie ergowaliny
jest zwigzane z charakterem uzytkowania badanych stanowisk (tab. 4). Podobne wnioski
otrzymano analizujac czestotliwo$¢ wystgpowania endofitow w zalezno$ci od presji
uzytkowej (koszenie, spasanie) wystepujacej na badanym siedlisku (Zurek i in., 2010).

Grzyby endofityczne zdolne do produkcji ergowaliny najczeSciej wystepowaly na
stanowiskach koszonych i tam tez obserwowano najwyzsza, srednig wazong zawartos¢
ergowaliny (0,165 ppm), podczas gdy na spasanych byla ona znacznie nizsza (0,039 ppm).
Najnizsze wartoéci $redniej wazonej zawartosci ergowaliny stwierdzono dla prob
pochodzacych ze stanowisk nieuzytkowanych — 0,008 ppm. Ponadto stwierdzi¢ nalezy,
ze kostrzewa czerwona byta gatunkiem, ktory w zwigzku z duzym jego udzialem w runi
produkowat relatywnie najwiecej ergowaliny sposrod wszystkich badanych gatunkow:
odpowiednio srednia wazona wyniosta 0,119 ppm na stanowiskach koszonych i 0,027 ppm
na spasanych (tab. 4). Badania przeprowadzone przez Bazely i wsp. (1997) rowniez
wykazaly zalezno$¢ pomigdzy intensywno$cia wypasania zwierzat a zawarto$cig
ergowaliny w roslinach.

WNIOSKI

1. Obecno$¢ grzybni endofitycznej nie jest rOwnoznaczna z wytwarzaniem przez nig
ergowaliny. Jedynie niektore z endofitow zasiedlajacych badane ekotypy traw
posiadaty zdolno$¢ do jej produkowania.

2. Zawartos¢ ergowaliny w trawie zalezy od gatunku trawy. W obrgbie danego gatunku
sg proby zawierajace ten alkaloid lub wolne od niego.

3. Sposoéb uzytkowania danego uzytku zielonego ma wplyw na produkcje¢ ergowaliny
przez grzyby endofityczne z rodzaju Neotyphodium.
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