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Przedstawiono grzyby z rodzaju Neotyphodium zyjace w systemicznej wspotzaleznosci z gtow-
nymi gatunkami traw: N. lolii, z Lolium perenne, N. coenophialum z Festuca arundinacea i N.
uncinatum z Festuca pratensis. Opisano ich systematyke, biologi¢ i produkowane alkaloidy. Zwrdcono
uwage na korzystne i szkodliwe efekty wspotzycia traw z endofitami. Przedstawiono wyniki badan
dotyczace ich wystgpowania i rozprzestrzenienia na $wiecie, w Europie iw Polsce. Stwierdzono
potrzebe intensyfikacji badan nad endofitami w Polsce. Podano metody wykrywania endofitow
w nasionach i roélinach.

Stowa kluczowe: alkaloidy, biologia, Festuca arundinacea, Festuca pratensis, N. coenophialum,
Neotyphodium lolii, Neotyphodium uncinatum, Lolium perenne, systematyka

Species of Neotyphodium fungi are presented, such as N. lolii, N. coenophialum and N. uncinatum,
living in systemic coexistence with Lolium perenne, Festuca pratensis and Festuca arundinacea. Their
taxonomy, biology and the produced alkaloids are described. Beneficial and harmful effects of the grass
and endophytes coexistence are shown. The results of research on the endophyte incidence and
distribution in the world, Europe and Poland are presented. The necessity of intensification of research
on the Neotyphodium fungi in Poland has been emphasized. Methods for endophytes detection in seed
and plant are presented.

Key words: alkaloids, biology, Festuca arundinacea, Festuca pratensis, Neotyphodium
coenophialum, Neotyphodium lolii Neotyphodium uncinatum, Lolium perenne, taxonomy

WSTEP

Endofitami nazywane sg mikroorganizmy, ktore czgs¢ lub cate swoje zycie zasiedlaja
bezobjawowo tkanki swoich gospodarzy (Petroni iin., 1986). Ta definicja obejmuje
zarOwno pasozyty, jak i saprofity zyjace w systemicznej wspotzalezno$ci z ro§linami.

Wspdtzycie grzybow z trawami znane jest od dawna. Pierwsza informacja o obecnos$ci
grzybni endofita w nasionach Lolium temulentum L. pochodzi z roku 1898 (Vogl cyt. za
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White, 1987). Wiedza o tych grzybach i ich rozprzestrzenieniu, przez dhugi okres czasu
byta niewielka, podawana w piSmiennictwie sporadycznie i wzrastala bardzo wolno.
Dopiero w latach 80" odkrycie szkodliwosci traw zasiedlonych endofitami dla bydta
(Fletcher i Harvey, 1981) oraz zwiazek endofitow z odpornoscia traw na szkodniki (Barker
iin., 1984) spowodowaly rozwdj wszechstronnych badan. Od roku 1990 odbywaja si¢
regularnie sympozja poswigcone endofitom traw i ich gospodarzom (Hoveland, 2000).
Gromadzg one naukowcow wielu dyscyplin z calego $wiata. Przedstawiane sg wyniki
najnowszych badan nad wystgpowaniem, biologia, taksonomia, efektami toksycznosci,
zastosowaniem ich do poprawy zadarniania na pastwiskach i trawnikach. Poruszane
i dyskutowane sa ekologiczne zmiany, atakze komorkowe i molekularne techniki do
charakterystyki i modyfikacji tych grzybéw.

Obecnie wzrasta znaczenie traw. Ich zastosowanie nie ogranicza si¢ do uzytku
rolniczego jako paszy dla zwierzat. Trawy nabieraja znaczenia jako rosliny gazonowe
stosowane na trawniki miejskie, w parkach, na terenach do rekreacji ijako podtoza
obiektow sportowych. Dlatego badania nad efektami symbiozy traw z Neotyphodium sa
nadal aktualne i potrzebne (Paul i Dapprich, 2000).

W Polsce badania nad endofitami prowadzone byly w malym zakresie (Panka
i Lukanowski, 2000; Panka i Sadowski, 2002; Panka i in., 2004). Z tych prac i z badan
zagranicznych autorow wynika, ze grzyby te zasiedlaja nasiona niektérych polskich
odmian traw, a takze wystepuja na uzytkach zielonych (Pfannmoller iin., 1994; Lewis,
2000). Otwarcie granic po wejsciu Polski do UE umozliwia import nasion z réznych
rejondw Europy i $wiata, co sprzyja rozprzestrzenianiu si¢ grzybow zasiedlajacych te
nasiona. W niektoérych panstwach Europy (np. Francja) wprowadzono zakaz rejestracji
odmian i obrotu nasionami zawierajagcymi endofity (Bayle iin., 2003). Dlatego istnieje
koniecznos¢ intensyfikacji badan i popularyzacji wiedzy o tych grzybach takze w Polsce.

SYSTEMATYKA

Grzyby endofityczne wspoltzyjace z trawami byly poczatkowo zakwalifikowane do
rodzaju Acremonium, sekcja Albo-lanosa (Morgan-Jones i Gams, 1982). Jednak ze
wzgledu na wiele morfologicznych i filogenetycznych réznic pomiedzy gatunkami w tym
rodzaju utworzono nowy rodzaj grzybéw niedoskonatych — Neotyphodium, do ktorego
wilaczono sekcje Albo-lanosa (Glenn iin., 1996). Sposréd gatunkow Neotyphodium
najbardziej rozpowszechnione i poznane jest tylko kilka, do ktérych zaliczy¢ nalezy: N.
coenophialum Morgan-Jones & Gams wspdltzyjacy z Festuca arundinacea Schreb., N. lolii
Latch Christensen & Samuels zyjacy z Lolium perenne L. (Latch i in., 1984), N. uncinatum
Gams, Petroni & Schmidt zasiedlajacy Festuca pratensis L. (Gams i in., 1990) oraz N.
typhinum Morgan-Jones & Gams spotykany na wielu gatunkach traw (Morgan-Jones
i Gams, 1982). Wigkszos¢ gatunkow Neotyphodium nie zarodnikuje na roslinach, chociaz
zarodniki konidialne mogg by¢ produkowane przez te grzyby na sztucznych podtozach
(Siegel i in., 1985). Wyjatek stanowi N. typhinum telemort Epichloé typhina.. Wytwarzana
przez ten gatunek stroma tworzy powloke otaczajaca zdzbto trawy, w ktdrej znajduja si¢
liczne zarodniki konidialne i workowe (White i Morgan-Jones, 1987; Raynal, 1991). Ze
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wzgledu na specyficzny obraz stromy na trawach choroba nazywana jest popularnie
pochewczakiem patkowatym (Mdihle i in., 1975).

Systematyka Neotyphodium nie jest jeszcze ustalona. Nadal prowadzone sg badania
filogenetyczne, szczegdlnie w rodzaju Epichloé, ktore wskazuja na koniecznos¢ dalszych
zmian w taksonomii Neotyphodium (Leuchtmann i Schardll, 1998).

BIOLOGIA

Do typowych endofitow zaliczane sg takie gatunki jak: N. coenophialum, N. lolii i N.
uncinatum, poniewaz caty swoj cykl zyciowy sg zdolne przezy¢ bezobjawowo w tkankach
ro$lin gospodarzy (Siegel iin., 1985; White i Cole, 1985; Gams i in., 1990). Grzyby te
zaliczane sg do ,,seed born fungi” poniewaz przenoszone sg z nasionami (White i Cole,
1986; White, 1987). Ich grzybnia zasiedla glownie warstwe aleuronowa, ale jej
rozmieszczenie w nasionach jest rézne. Duze zaggszczenie grzybni stwierdzano
w warstwie aleuronowej blisko jadra, co wskazuje na jej zwiazek takze z zarodkiem (Siegel
i in., 1985; Welty i in., 1986). Podczas kietkowania nasion grzyb przerasta skrobi¢ bielma,
a potem jego obecno$¢ moze by¢ wykrywana w 3-5 tygodniowych siewkach (Siegel i in.,
1985).

Endofity zasiedlaja gtdwnie pochwy lisciowe traw i mtode liScie (Hinton i Bacon, 1985;
Latch i Christenson, 1982). Rzadziej obserwowano grzybni¢ w zdzbtach i mnigj
aktywnych fotosyntetycznie starszych lisciach (Aust, 2000). Na indywidualnych zdZbtach
najwigksza koncentracja grzybni wystgpowata w pochwach lisci, na obrzezach kepy, ale
zageszczenie grzybni zmienito si¢ w sezonach roku (Redd i in., 2000). Nie stwierdzano
dotad jej obecnosci w tkankach korzeni traw (Siegel i in., 1985). Hinton i Bakon (1985)
podaja, ze grzyby Neotyphodium zasiedlaja gtownie takie czgsci roslin, gdzie znajduja dla
siebie optymalng ilo$¢ pozywienia. Grzyby te rosna systemicznie w przestrzeniach
miedzykomorkowych. Wzrost grzybni, charakterystycznie skreconej, ale nierozgalezia-
jacej sie przebiega réwnolegle do osi liscia lub zdzbta (Welty i in., 1986). Aust (2000)
twierdzi, ze kolonizacja traw isposdb wzrostu grzybni endofitow wiaze sie Scisle
z morfologia lisci i zdzbta rodziny Gramineae.

Gdy rosliny sa w stanie spoczynku endofity zasiedlajg wierzchotki merystemow.
Wiosna, gdy trawy zaczynaja rosng¢, ros$nie tez grzybnia endofita. Gdy formutuje si¢
zawigzek kwiatostanu, stymulowany jest takze rozwdj grzyba, a wzrost grzybni nastepuje
zawsze wten sam sposdb: migdzykomoérkowo, wzdtuz osi zdzbla, bez uszkadzania
komorek gospodarza (Siegel i in., 1985).

Zywotno$¢ Neotyphodium w nasionach zalezy od wieku nasion iwarunkow ich
przechowywania. Badania Bouter i Klooster (1996) wykazaly, ze w nasionach Lolium
perenne przechowywanych w zmiennych, niekontrolowanych warunkach grzybnia
endofitow zamierata juz po jednym roku. Siegel i wspotpracownicy (1985) donosza, ze
nasiona zycicy trwalej sktadowane w temperaturze 0-5°C i wilgotnosci bliskiej zera
zawieraly jeszcze zywa grzybnig po 15 latach. Welty i wsp. (1987) twierdza, ze warunki
sprzyjajace kietkowaniu nasion sprzyjaja takze zywotnosci endofitow. W ich badaniach
okres przezywalnosci grzybni w nasionach zycicy trwatej (Lolium perenne) i kostrzewy
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trzcinowej (Festuca arundinacea) byt podobny, zaznaczyla si¢ jednak tendencja do
wolniejszego spadku jej zywotnosci u zycicy w porownaniu do kostrzewy.

Grzyby z rodzaju Neotyphodium majg zdolno$¢ produkowania alkaloidéw. N. lolii
zasiedlajacy Lolium perenne znany jest z wytwarzania lolitremu B, ergovaliny i peraminy
(Reed iin., 2000). N. coenophialum wspotzyjacy z Festuca arundinacea produkuje
glownie ergovaline (Porter, 1995; Oliviera i in., 2000) natomiast metabolity N. uncinatum
wspotzyjacego z Festuca pratensis sa jeszcze mato poznane. Badania Justus i wsp. (1997)
oraz Flieger iwsp. (2000) wskazuja, ze grzyb ten wytwarza loling ichanoclaving.
Stwierdzono duze roéznice w koncentracji alkaloidow w zaleznosci od badanego organu
rosliny. Najwyzsza zawarto$¢ tych zwigzkow byla notowana na obrzezach kepy
i w kwiatostanach, ale zawarto$¢ ta ulegata zmianom w sezonach roku (Woodburn i in.,
1993) i byta istotnie skorelowana ze stresem suszy gospodarza (Barker i in., 1993). Bony
i Delatour (2000) podaja, ze najwyzszy poziom ergovaliny (0,45 ppm) wystepowal w maju
uroslin odmian kostrzewy trzcinowej, rosnacych na potudniu Francji iprzekraczat
krytyczny poziom zagrozenia dla zwierzat.

ZNACZENIE

Wspotzycie traw z grzybami z rodzaju Neotyphodium ma dodatnie i ujemne aspekty.

Dodatnie aspekty

Endofity przynosza trawom wiele korzysci: wzbudzajg mechanizmy tolerancji na susz¢
oraz regeneracji uszkodzen po dlugotrwatej suszy, wplywaja na oszczgdna gospodarke
azotem i lepsza przyswajalnos¢ fosforu (Malinowski i Belesky, 2000). Trawy zasiedlone
przez endofity sg odporne na szkodniki, nicienie oraz na niektére choroby (Siegel iin.,
1985; West i Gwinn, 1993; Fletcher i Eston, 2000). Charakteryzuja si¢ obfitszym
krzewieniem, trwatoscia 1 wykazuja wigksza konkurencyjnos¢ w stosunku do traw nie
zasiedlonych przez te grzyby (Funk i in., 1994).

Na te korzysci zwroécili uwage hodowcy traw. W latach 90’ nastapit rozwoj hodowli
odmian traw zawierajacych endofity (Funk i in., 1994). Ten kierunek hodowli szczegdlnie
rozwinat si¢ w Nowej Zelandii, Australii i Stanach Zjednoczonych gdzie duze szkody na
pastwiskach, obsianych jednym gatunkiem traw (zycica trwata i kostrzewa trzcinowa),
powodowaty szkodniki i dlugotrwata susza (Fletcher i Easton, 2000). Do hodowli nowych
odmian wykorzystywano przede wszystkim ekotypy zasiedlone przez endofity, ale
praktykowane bylo takze zakazanie roslin i nasion traw izolatami Neotyphodium (Funk
i in., 1994). Obecnie na rynku §wiatowym jest wiele odmian z endofitami. Dla odr6znienia
posiadajg one oznakowanie ,,E+”, a wolne od endofitéw ,,E-", Hoveland (2000) podaje, ze
w 1999 roku w USA w Stanie Oregon wyprodukowano na potrzeby trawnikowe 48
milionéw kg nasion F. arundinacea i 100 milionéw kg nasion Lolium perenne. Wiekszo$¢
tych nasion byla zakazona grzybami z rodzaju Neothypodium. Stosowanie zakazonych
nasion nie ogranicza si¢ jednak tylko do celow trawnikowych. W Nowej Zelandii np.
wigkszo$¢ pastwisk obsianych Lolium perenne, ze wzgledu na szkodniki, moze przetrwaé
tylko dzieki stosowaniu odmian z endofitami (Fletcher i Easton, 2000).
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Ujemne aspekty

Oprécz korzystnych cech, ktore wnoszg grzyby z rodzaju Neotyphodium do odmian
traw, sg takze przyczyng ujemnych efektow. Stwierdzono, ze niektore z wytwarzanych
przez endofity alkaloidow sg toksyczne i stanowig duze zagrozenie dla zwierzat. Znane sg
dwie grozne choroby u zwierzat, ktérych czynnikiem sprawczym sg endofity wspotzyjace

z trawami na pastwiskach:

— ,ryegrass staggers syndrome”, ktorg powoduje alkaloid lolitrem B u bydta, owiec i koni
zawarty w paszy skladajacej si¢ z zycicy trwalej zainfekowanej Neotyphodium lolii
podczas goragcego lata. Choroba ta, oprocz spadku produkcji mleka (6%—-15%)
i obnizenia wagi ciata, atakuje uktad nerwowy zwierzat powodujac jego niesprawnosé
(Garthwaite i in., 1994). Czestym objawem jest paraliz tylnych konczyn. Stwierdzono
duza $miertelno$¢ u chorych zwierzat (Siegel i in., 1985; Reed i in., 2000).

— ,fescue toxicosis”, ktora wystepuje u zwierzat karmionych kostrzewa trzcinowa z duza
zawartos$cig alkaloidu ergovaline produkowanego przez Neotyphodium. coenophialum.
Chore zwierze¢ta chudng, kuleja, sa osowiate i unikajg stonca. Oprocz spadku wagi ciala
nastgpuje unich drastyczne obnizenie produkcji mleka. Wystepuje tez duza
$miertelno$¢ wsrdd chorych zwierzat. (Siegel i in., 1985).

WYSTEPOWANIE

Liczne badania wykazaty, ze wiele gatunkoéw traw moze by¢ zasiedlane przez grzyby
endofityczne. Jednak najczesciej wystepuja u gatunkow z rodzaju Lolium i Festuca (Funk
iin., 1994; Walli iin., 2000; Guillaumin iin., 2000; Leyronas i Raynal, 2001). Sg
doniesienia o zasiedlaniu takze Dactylis glomerata (Cappelli i Buonaurio, 2000) Bromus
spp., Agrostis spp, Phleum pratense iinnych gatunkéw traw zrodzajéow Elymus,
Anthoxanthum, Deschampsia, Koeleria, Holcus wystgpujacych na naturalnych uzytkach
(Guillaumin i in., 2000; Vazquez-de-aldana i in., 2000; Wali i in., 2000). Nie stwierdzono
dotad obecnosci typowych endofitéw u Poa pratensis (Funk i in., 1994; Leyronas i Raynal,
2001), chociaz duzo gatunkow Poa w naturze jest gospodarzami Epichloé typhina. Nie
powiodty si¢ tez proby zakazania ro$lin i nasion P. pratensis izolatami Neotyphodium
pochodzacymi zinnych gatunkéw traw. Funk i wspotpracownicy (1994) twierdza, ze
skomplikowana budowa genomu u apomiktycznej wiechliny takowej moze by¢ przyczyna
braku zdolnosci izolatow Neotyphodium do egzystowania we wspotzaleznosci
symbiotycznej z tym gatunkiem.

Obecnos¢ endofitow w trawach stwierdzono w wielu krajach $wiata. Najwiecej
informacji o tych grzybach pochodzi z Ameryki Potudniowej (Welty i in., 1986), Nowej
Zelandii (Fletcher i Easton, 2000) i Australii (Reed i in., 2000) gdzie $rednia zawarto$¢
enofitow w trawach na pastwiskach siggata nawet 100%. Autorzy podaja, ze tak liczne
zasiedlenie traw w tych rejonach $§wiata wigze si¢ z czestym narazeniem traw na stresy
biotyczne (szkodniki) i abiotyczne (susza). Sa jednak informacje o wystepowaniu
endofitow takze w chtodnych rejonach $wiata np. w Finlandii (Wali i in., 2000), w Japonii
(Koga iin., 1993),. Dos¢ duzo informacji pochodzi rowniez z Europy. Lewis (2000)
podsumowujac badania przeprowadzone w 22 krajach europejskich stwierdza, ze 49%
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badanych populacji Lolium perenne bylo zasiedlone przez endofity o zakresie u roslin od
1do 100%. Jednakze wysoki procent zasiedlenia roslin zdarzat si¢ rzadko i wystgpowat
raczej w krajach potudniowej Europy (tab. 1).

Tabela 1

Wystepowanie i zakres infekeji Lolium perenne przez Neotyphodium w Europie (wg Lewis, 2000)
Incidence and range of Neothypodium infection in Lolium perenne in Europe (acc. to Lewis, 2000)

Kraj Wystepowanie/liczba prob badanych Zakres

Country Incidence/number of samples examined Range
Austria — Austria 0/7 no
Belgia — Belgium 0/5; 23/42; 2/2 no; 3-40; 10-35
Butgaria — Bulgaria 6/6 30-75
Korsyka — Corsica 717 20/80
Czeska Republika — Czech Republic 1/4; 56/365 2; no
Anglia— England 17/28; 112 3-72; ?-35
Francja — France 188/255; 25/28 1-100; ?-90
Niemcy — Germany 33/38 8-81
Grecja — Greece 2/3 44-45
Irlandia — Ireland 11/28; 18/58 5-35; 7/27
Wtochy — Italy 14/24; 15/24 5-78; ?-55
Luksemburg — Luxemburg 0/2; 1/2 no; 20
Holandia — The Netherlands 0/7 no
Norwegia — Norway 0/3 no
Polska — Poland 1/2 60
Portugalia — Portugal 12/14; 12/16 30-90; 9/82
Rumunia — Romania 11/11; 2/3; 18/18 15-70; ?-25; 3-100
Sardynia, Sardinia 2/2 35-100
Stowacja, Slovakia 2/4 3/10
Hiszpania, Spain 57/76; 28/56 5-95; no
Szwajcaria, Switzerland 1/21; 3/4 5;?-35
Turcja— Turkey 2/3 50/85
Walia — Wales 5/11; 4/6 1/75; ?-50
Suma 580/1180
Total [49%]

no — Brak danych; No data available

Nieco cze$ciej, w poréwnaniu do L. perenne, zasiedlone byty populacje F. pratensis —
56%, ale badania nad tym gatunkiem trawy prowadzono sporadyczne (tab. 3). Natomiast
najczesciej grzyby te wystepowaty u F. arundinacea — 95%. Ponadto w populacjach tego
gatunku stwierdzono do$¢ wysoki zakres infekcji roslin zaréwno w podtnocnych jak
i potudniowych rejonach Europy (tab. 2). W Polsce badano jedynie kilka odmian L.
perenne oraz jedng odmian¢ F. pratensis. Stwierdzono do$¢ niskie zasiedlenie nasion
u odmian L. perenne (od 1% do 6%) (Panka i L.ukanowski, 2000; Panka i Sadowski, 2002),
a dos¢ wysokie u F. pratensis (52%) (Panka i in., 2004). Paul i wsp. (2000 a) donosza, ze
odmiany europejskie L. perenne generalnie zawieraja malo Neotyphodium lolii
w poroéwnaniu do odmian pochodzacych z Nowej Zelandii, Australii i USA, ale dos¢
wysoki poziom infekcji stwierdzano u odmian wyhodowanych z ekotypéw. Zwr6écono
uwage, ze w kolejnych etapach procesu hodowli nastgpowat spadek zasiedlenia nasion
przez endofity, ktory jak sadzg autorzy mogt by¢ spowodowany przetrzymywaniem nasion
w warunkach niekontrolowanych.
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Tabela 2

Wystepowanie i zakres infekcji Festuca arundinacea przez Neotyphodium w Europie (wg Lewis, 2000)
Incidence and range of Neothypodium infection in Festuca arundinacea in Europe (acc. to Lewis, 2000)

Kraj Wystgpowanie/ liczba prob badanych Zakres

Country Incidence/ number of sampeles examined Range
Finlandia — Finland 13/15 96-100
Wiochy — Italy 3/6 ?-100
Sardynia — Sardinia 20/20; 63/63 no; 20-100
Hiszpania — Spain 17/19 7-100
Rosja — Russia 41/42 20-100
Suma 157/165
Total [95%]

no — Brak danych; No data avaliable

Tabela 3

Wystepowanie i zakres infekcji Festuca pratensis przez Neotyphodium w Europie (wg Lewis, 2000)
Incidence and range of Neothypodium infection in Festuca pratensis in Europe (acc. to Lewis, 2000)

Kraj Wystgpowanie/ liczba badanych prob Zakres
Country Incidence/ number of samples examined Range
Czeska Republika — Czech Republic 37/56; 9/14 no; 26-100
Finlandia — Finland 8/25 10-100
Wiochy — Italy 6/6 3-100
Suma 60/101
Total [59%]

no — Brak danych; No data available

Liczne badania przeprowadzone w wielu krajach wskazuja, ze trawy w warunkach
europejskich posiadaja do$¢ wysokg zawarto$¢ alkaloidow: ergovaliny i lolitremu B (tab.
4 15) izdarzaly si¢ nawet przypadki wystapienia choroby u zwierzat (tab. 6; Bonny

i Delator, 2000).

Tabela 4

Poziom ergovaliny w porazonych gatunkach traw stwierdzony w Europie (wg Bony i Delatour, 2000)
Range of ergovaline levels found in endophyted grass species in Europe (acc. to Bony and Delatour,

2000)
Kraj Gatunek Ergovaline (ppm)

Country species Zakres — Range

Niemcy — Germany L. perenne 0,02-0,33
- - - 0,0-0,6;0,0-2,3

Czeska Republika — Czech Republic F. pratensis 0.0-2.7 0.0-4 65
Hiszpania — Spain L. perenne 0,0-0,55
Szwajcaria — Switzerland L. perenne 0,0-1,0
Francja — France L. perenne 0,0-0,5
Francja — France F. arundinacea 0,05-0,5; 0,97

Poziom krytyczny wystapienia choroby: 0,37 ppm; Critical clinical disease level: 0.37ppm
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Tabela 5
Poziom Loritremu B w porazonych ro$linach zycicy trwalej stwierdzony w Europie (wg Bony i
Delatour, 2000)
Range of Lolitrem B levels found in endophyted Lolium perenne in Europe (acc. to Bony and Delatour,

2000)
Kraj Lolitrem B (ppm)
ountry Zakres — Range
Niemcy — Germany 0,05-0,37; 0,5-4,2; 0,02 >2; 0,8-1,4; 0,2-1,4
Holandia — The Netherland 1,8-6,0; 1,5-2,5; 5,0-6,0
Anglia — England 0,7
Francja — France 0,1-1,5; 0,5

Poziom krytyczny dla rozwoju choroby: 2,0 ppm
Critical clinical disease leavel: 2,0 ppm.

Tabela 6
Opublikowane przypadki wystapienia choroby ,,ryegrass staggers” u zwierzat w Europie (wg Bony i
Delatour, 2000)
Reported acute clinical cases of ryegrass staggers in Europe (acc. to Bony and Delatour, 2000)

Kraj Gatunek zwierzat Rok Materiat
Country Animals Year Material
Niemcy . L. perenne,pastwisko
Germany Bydio — Cattle 1994 L. perenne, pasture
Bydto i owce — Cattle and sheep 1991
Wielka Brytania 1332 L. perenne,pastwisko
United Kingdom Alpaka — Alpaca 1995 L. perenne, pasture
1999
Bydto i owce — Catlle and sheep 1991 .
. L. perenne, siano
Holandia 1994 L perenne. ha
The Netherlands Konie — Horses 1995 P - nay
2000 L. perenne
L. perenne, pastwisko
Francja Krowy — Cows 1997 L. perenne, pasture
France Konie — Horses 1991 L. perenne, stoma
L. perenne, straw
Krowy — Cows 2000 L. perenne

Reinholz i wsp. (2000) podaja, ze wysokie nawozenie L. perenne podczas goracego lata
stymuluje wytwarzanie alkaloidow przez endofity. W ich badaniach, przy nawozeniu 260
kg N/ha, zawarto$¢ alkaloidow osiggata poziom krytyczny (2000 pg/kg) u niektérych
odmian L. perenne. Autorzy twierdza, ze ta zawarto$¢ alkaloidu mogtaby spowodowaé
grozng chorobg ,,ryegrass staggers” u zwierzat w warunkach klimatycznych Niemiec.
Aby ograniczy¢ zagrozenie dla zwierzat poszukiwane byly rézne metody zwalczania
Neotyphodium. Stosowano fungicydy na plantacjach nasiennych, ale metoda ta okazata si¢
mato efektywna. Sposrod wielu stosowanych fungicydéow jedynie wielokrotny oprysk
Folicurem (tebuconazol) obnizal nieco ich zywotno$¢ w nasionach zycicy trwatej (Rolston
i Rowarth, 1995). Przetrzymywanie nasion w kamerach z temperaturag 57°C przez 40 minut
oraz 49°C przez 7 dni byto efektywne, ale czg¢§¢ nasion tracilo sit¢ kietkowania (Siegal
i in., 1984). Podejmowane byty takze proby usuwania endofitow produkujgcych toksyczne
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alkaloidy w odmianach, izakazania tych nasion izolatami Neotyphodium, ktore
wytwarzajg alkaloidy nietoksyczne. Poszukiwano izolatdéw wytwarzajacych peramine,
poniewaz ten alkaloid, jak podajg Fletcher i Easton (2000), okazat si¢ nieszkodliwy dla
zwierzat, a posiada inne korzystne dla traw wlasciwosci takie jak wzbudzajace odpornosé
na szkodniki, stres suszy i inne. Jednak zakazanie nasion i wprowadzanie tych izolatow na
pastwiska napotykato na rézne trudnos$ci. Jedng z nich byt spadek zywotnosci grzyba
podczas magazynowania nasion.

WYKRYWANIE

Poniewaz rosliny inasiona traw zasiedlone grzybami Neotyphodium nie posiadajg
zewnetrznych objawow poszukiwano metod diagnostycznych, ktére bylyby przydatne
w hodowli i ocenie odmian traw. Znanych jest wiele metod, ktore ze wzgledu na ich
specyfike podzieli¢ mozna na:

— metody bezposrednie

— izolacja grzybow z pochwy lisciowej lub z ziarniaka (Bacon i White, 1994)

— badanie zawartos$ci alkaloidow w roslinach i nasionach (Belesky i in., 1987)
— metody mikroskopowe

— barwienie rozem bengalskim (Saha i in., 1988)

— barwienie biekitem anilinowym (Welty i Rennie, 1985)

— fluorescencyjna (Dapprich i in., 1994)

— metody serologiczne
— ELISA (Johnson i in., 1982; Welty i in., 1986)
— immunologiczna (Hill i in., 2002)

— metody molekularne

— RAPDs (Liui in., 1995)

— PCR (Doss i Welty, 1995).

Metody te r6znig si¢ pracochtonnoscia, kosztami i efektywnoscia wykrywania zywej
grzybni. Hahn i wspotautorzy (2000) podaja, ze jedynie metoda fluoroscencyjna i metody
bezposrednie sa zdolne stwierdzi¢ obecnos¢ zywej grzybni Neothpodium w nasionach
traw. Najbardziej znanymi metodami i zalecanymi przez ISTA (International Seed Testing
Association) sg: barwienie biekitem anilinowym (Welty i Rennie, 1985) i immunologiczna
(Hill'i in., 2002). Te dwie metody zamierzamy zastosowa¢ do oceny odmian i materialow
wyjsciowych do hodowli nowych odmian traw w Instytucie Hodowli i Aklimatyzacji
Roslin w Radzikowie.

Cappelli i Buonaurio (2000) twierdzg, ze aby unikna¢ rozprzestrzeniania si¢ infekcji
traw przez endofity w Europie jest konieczna reprodukcja nasion objetych programem
panstwowej oceny, ktora obejmowataby materialy mateczne odmian przy uzyciu czutych
szybkich metod wykrywajacych endofity w nasionach. We Francji wprowadzono juz zakaz
rejestracji i obrotu nasionami odmian zawierajacymi endofity (Bayle i in., 2003). W Polsce
nie ma takiego zakazu, a docierajg do Izby Nasiennej informacje (dane niepublikowane)
0 chegciach sprowadzania do Polski nasion zycicy trwatej z Nowej Zelandii, gdzie uprawa
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tego gatunku bez endofitow jest niemozliwa ze wzgledu na szkodniki (Fletcher i Easton,
2000).
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