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Sammanfattning

De endofytiska svampsliktena Neotyphodium och Epichloé tillhdr svampdivisionen
Ascomycota och har utvecklats tillsammans med, och lever inuti, grisarter i tempererade
delar av virlden. Aven om svampen parasiterar pa grisplantan kan griset dra nytta av
svampens nérvaro dd den skyddar mot insektsangrepp och kan ge griset forbéttrad tillvixt.
Endofytiska svampar i vallgrés ér ett forhallandevis litet forskningsomrade i Sverige ef-
tersom endofyterna inte tycks ha paverkat vallproduktionen eller grasitare i ndgon storre
omfattning. En storre inverkan har svamparna pa vallproduktionen i andra delar av virlden
dér torka och hogt betestryck ar mer frekvent. Infekterade grasplantor har en 6kad konkur-
rensfordel jamfort med icke-infekterade griasplantor i dessa miljoer. En stor betydelse i
jordbruket ar att Neotyphodium, speciellt i vissa sorter av rorsvingel och engelskt rajgrés
producerar sekunddra metaboliter, alkaloider, som kan orsaka allvarlig forgiftning hos
grasdtare. Skador hos produktionsdjur, sérskilt i USA, Nya Zeeland och Australien, orsa-
kar stora ekonomiska forluster for lantbrukare vilket har drivit forskningen framét inom
omradet. I Sverige har endofytisk svamp inte bevisligen orsakat négra toxiska effekter hos
storre produktionsdjur, men endofytiska svampar i gris forekommer och har studerats i
bland annat dngssvingel. Detta har ocksa bekriftats av forsoken i denna rapport dir en-
dofytisk svamp péatriffats i d&ngssvingelsorterna Norild och Minto. Import av nya vallgris
som kan odlas i allt stérre omraden, tack vare ett varmare klimat, kan 6ka féorekomsten av
gris med endofyter i vart land. Beroende pé vilket grds som é&r infekterat kan endofytfore-
komsten paverka produktionsdjuren negativt. Detta Okar incitamenten att fortsétta forsk-
ningen kring analysmetoder av alkaloider i grovfoder, samt kartlagga var och i vilka grés
endofytiska svampar forekommer.

Nyckelord: endofytiska svampar, Neotyphodium, Epichloé, vallgris



Abstract

Endophytic fungi refer to the Ascomycota-genera Neotyphodium and Epichloé that live
inside coevolved cool-season grasses. Even though the fungi live of the grass, the host
plant is still benefiting from the fungal infection due to growth promoting and pest re-
sistant properties the fungi give. The research area concerning endophytic fungi in cool-
season grasses is not examined to any great extent in natural habitats nor in arable land in
Sweden. In other places in the world endophytic fungi in grasses, especially Festuca arun-
dinacea (tall fescue) and Lolium perenne (perennial ryegrass), have a more important role
in the establishment and management of forages due to the extended competition proper-
ties infected grasses have in environments with heavy grazing and prevalence of heat
stress. The back side of the drought resistant and well-performing infected grass is con-
nected with the endophytic fungi’s production of secondary metabolites, alkaloids, which
can cause toxicity in horses, cattle and sheep. Big losses in the cattle production, including
loss of calves, weight loss, aglactica, loss of blood circulation in extremities and nerve-
system disorder, have pushed the research further in countries like USA, New Zealand and
Australia. Neotyphodium and Epichloé have been detected in some Swedish grass species,
such as Festuca pratensis (meadow fescue), but has not been confirmed to cause any tox-
icity among large herbivores. This paper confirms the presence of endophytic fungi in two
of the meadow fescue cultivars, Norild and Minto. Due to a possible climate change to-
wards warmer conditions in Sweden, and increased introduction of tall fescue in the forage
production, we could see an increase in endofytic fungi infected grasses that might affect
the grazing livestock. There are still grass species and cultivars to test for presence of en-
dophytes, and methods to develop to be able to get grass, hay, haylage and silage examined
for toxic alkaloids.

Keywords: endophytic fungi, Neotyphodium, Epichloé, cool-season grass, forage grasses
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1 Introduktion

Interaktioner mellan svampar och véxter har alltid varit ett intressant och viktigt
forskningsomrade dir en av de mest kénda och vélstuderade symbioserna &r den
mellan véaxtrotter och mykorrhizasvamp som hjélper vixten till ett 6kat vatten- och
niringsupptag. En kanske mindre kidnd symbios, men vélstuderad i vissa ldnder, ar
den mellan grds och svamparter som lever inuti gréset. En endofyt &r en organism
som lever inuti en véxt, och i detta sammanhang ar det en svamp som lever i gré-
sets ovanjordiska véxtdelar. Intresset for denna symbios grundar sig pa den en-
dofytiska svampens formaga att ge vissa grisarter forhojd torkresistens (Elmi och
West 1995), skydd mot patogener (Yue et al. 2000) och forhgjt skydd mot skade-
insekter da svampen producerar gifter i form av alkaloider (Kuldau och Bacon
2008, Schardl et al. 2004). I denna rapport ligger fokus pa de endofytiska svamp-
slaktena Epichloé och Neotyphodium som infekterar grésarter inom underfamiljen
Pooideae vilken inkluderar vélkdnda arter som exempelvis Festuca pratensis
(angssvingel), Lolium perenne (engelskt rajgras), Phleum pratense (timotej) med
flera. Manga av dessa grésarter finns naturligt i t ex betesmarker och ingar i an-
lagda vallar som skordas och anvénds till grovfoder till hist, far och ndtkreatur i
Sverige.

En anledning till att uppméirksamma denna symbios &r det faktum att vissa en-
dofytiska svampar producerar alkaloider som &r toxiska mot herbivorer inklusive
boskap. Ett fall av forgiftning hos hist som misstdnks vara orsakad av alkaloid-
producerande endofytisk svamp uppticktes pa ett travstuteri i Sverige ar 2009
(Darenius et al. 2011). Provtagning av hosilaget visade pa viss forekomst av en-
dofytisk svamp men orsaken till forgiftningen kunde dock inte kopplas till toxiner
i grovfodret d& alkaloider inte analyserades. I Sverige har mycket fa kvalitativa
och kvantitativa studier gjorts av endofytisk svamp i vallgris vilket innebér att det
fortfarande rader osidkerhet kring om och hur griasitande daggdjur paverkas av tox-



iska alkaloider som kan forekomma i vanliga svenska grisarter. Det &r ddremot
relativt vanligt 1 bland annat USA, Nya Zeeland och Australien med forgiftning
hos boskap, sa kallad “fescue toxicosis” och ryegrass staggers”, orsakad av grés-
foder som varit infekterat av endofytisk svamp 1 rorsvingel (Festuca arundinacea)
(Spiers el al. 2005) respektive engelskt rajgras (Lolium perenne) (Everest 1963).
Detta dr en orsak till att se ndrmare pa forekomsten av alkaloidproducerande en-
dofytiska svampar i svenska forhallanden, speciellt for att forhindra mdjliga fall av
forgiftning bland véra husdjur, men ocksa for att undersoka alkaloidernas verkan
som vixtskydd mot nya skadedjur vilka kan introduceras i framtiden i ett varmare
klimat.

Syftet med denna rapport dr att ndrmare undersdka forekomst och funktion av
Epichloé och Neotyphodium i olika grasarter som anvinds inom vallproduktion i
Sverige. En litteraturgenomgang beskriver endofyternas livscykel, symbios, sldkt-
skap och hur situationen ser ut idag i Sverige. Ett mindre urval av grisarter och
sorter analyserades med avseende pa forekomst av endofytiska svampar. Vidare
diskuteras hur klimatforandringar kan paverka grasendofytsymbiosen samt hur och

pa vilket sétt symbiosen paverkar vallodlingen och grovfoderproduktionen.



2 Litteraturstudie

2.1 Endofytiska svampar

Endofytiska svampar, som fatt sitt namn av grekiskans endo = inom och fyton =
véxt, dr helt beroende av vérdvixten for sin dverlevnad. Nér det géller arter inom
slaktena Epichloé och Neotyphodium ingar varje svampart i en symbios med en
viss grasart dir de tva olika organismerna drar nytta av varandra. Symbiosen inne-
bér att svampen far skydd och all sin néring fran gréiset, och i gengild far griset en
okad konkurrenskraft gentemot icke infekterade grésplantor i form av

t ex skydd mot herbivorer.

2.1.1 Taxonomi

De endofytiska svampsléktena Epichloé och Neotyphodium ingar i familjen Cla-
vicipitaceae som tillhor klassen Sordariomycetes 1 divisionen sporsickssvampar,
Ascomycota (figur 1). Ménga svampar inom familjen Clavicipitaceae producerar
alkalodier och infekterar flera olika gréssorter i underfamiljen Pooideae (Bazely et
al. 2007). Till vilkénda svamparter i familjen Clavicipitaceae som primaért parasi-
terar vaxter rdknas Claviceps purpurea vilken infekterar enskilda blomstéllningar
pa grds och strdsdd och sedan utvecklar vilmycel, sklerotier, i axet pa platsen for
fron. Sjukdomen kallas i dagligt tal for mjoldryga och har varit kénd i agrara mil-
joer langt tillbaka i tiden (Lee 2009). Mjo6l som fororenats av mjoldryga ér giftigt

f6r méanniskor.



FUNGI

Division: Ascomycota
Klass: Pyrenomycetes (Sordariomycetes)
Ordning: Hypocerales
Familj: Clavicipitaceae
Sliikte: Epichloé, Neotyphodium

Figur 1. Systematik for svampslaktena Epichloé och Neotyphodium.

2.1.2 Slaktskap mellan Epichloé och Neotyphodium

Likheterna mellan Epichloé och Neotyphodium ser man i den endofytiska livsfor-
men i gris fran samma slakte eller familj, vidare har sldktskapet mellan dem ockséa
bevisats av Moon et al. (2004). Man har med hjdlp av DNA-studier observerat att
Epichloés sexuella fortplantning har fordndrats till att bli asexuell under tidernas
lopp. En sédan fordndring kan forklaras med att en Epichloé-art infekterat en al-
ternativ vardvaxt diar ingen tidigare samevolution skett, och dérigenom tappat
formagan att bilda fruktkroppar. Ett annat scenario som ocksa diskuterats ar att tva
Epichloé-arter infekterat samma véxt, smélt samman och bildat en asexuell hybrid
(Moon et al 2004).

Da man studerat DNA-sekvenser i generna hos olika endofyter har det uppdagats
att Neotyphodium-arter oftast dr resultatet av hybridisering mellan tva eller flera
olika Epichloé-arter, men det finns dven arter, t ex N. lolii, som inte alls visat sig
vara paverkade av hybridisering (Clay och Schardl 2002). Hybrider av sexuella
endofytiska svampar visar en tendens att utveckla stérre och annorlunda formade
asexuella sporer dn icke hybrider. Sexuella och asexuella hybrider utvecklar dven
ett storre genom med fler baspar &n icke hybrider (Clay och Schardl 2002, Kuldau
etal. 1999).

Foljande exempel visar pé slidktskap mellan Neotyphodium- och Epichloé-arter:
N. coenophialum som dr den vanligaste endofyten i rorsvingel i norra Europa har
slaktband till E. typhina och E. festucae (Schardl 2009). Epichloé festucae som
infekterar engelskt rajgras och dngssvingel har sléktband till N./o/ii som ocksé in-
fekterar engelskt rajgras (Moon et al. 2004). Neotyphodium uncinatum, forekom-
mande i dngssvingel dr en hybrid och har sldktskap med tva andra Epichloé-arter
(Craven et al. 2001).
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Utvecklingen av det asexuella derivatet Neotyphodium har visat sig ha stora re-
produktionsfordelar da svampen sprids via fron och kan ha en nira hundraprocen-
tig infektionsfrekvens (Freeman 1904). Men det har ocksa diskuterats att den ef-
fektiva spridningen av Neotyphodium och dess dkade forekomst i1 naturliga grisbe-
stand snarare beror pa bortfall av icke infekterade plantor da dessa inte haft sym-
biosens fordelar (Clay 1996, Saikkonen et al. 1998). Till dess nackdel hor ofor-
magan att fora in nytt genetiskt material och beroendet av vardvixtens froséttning
for att sjdlv kunna spridas vidare.

2.1.3 Vaxtsatt

Endofytiska svampars véxtsitt ger dem goda forutséttningar att fortleva da vixten
ger svampen skydd och néring, samt att infektion av grasfroets embryo gor att
svampen kan spridas till nya individer. Svamphyfer i en infekterad planta véxer i
takt med dess utveckling d& den apikala tillvixtzonen bildar blad- och blomanlag.
Endofyten angriper blomanlaget och trdnger in i frédmnet i samband med befrukt-
ningen, infekterar och penetrerar senare embryot i fréet (Philipson och Christey
1986). Medan embryot véxer och celldifferentieringen fortgar okar antalet hyfer
mellan cellerna i den apikala tillvixtzonen i det nybildade froet.

Niér det infekterade froet gror vixer svamphyferna i takt med vixtcellerna och
fortsdtter sin spridning i1 grédsets ovanjordiska vegetativa delar (Philipson och
Christey 1986). Mellan vixtcellerna kan svampen leva av glukos, aminosyror och
andra dmnen vilka utsondras av véxtcellerna. Svamphyfer &r lokaliserade till plan-
tans stra, bladslidor och blad, men hogst koncentration av forgrenade svamphyfer
finns fortfarande langst ner i skottbasen (Christensen och Voisey 2009, Schardl et
al. 2004). Studier i Nya Zeeland och i Danmark har visat att koncentration av hy-
fer och méngden alkaloider som produceras dkar under vegetationsperioden (Di
Menna och Waller 1986, Jensen och Roulund 2004), vilket ocksa stods av studier
gjorda i Sverige (Puentes et al. 2007).

2.1.4 Livscykel

Vanligast hos Epichloé och alltid hos Neotyphodium dr en asexuell livscykel dir
svampen sprider sig till en ny vérdplanta via fron fran tidigare infekterade plantor
(figur 2). Svampar i slidktet Neotyphodium, som dr en utklyvning av sldktet
Epichloé, har endast ett endofytiskt levnadsmonster (figur 2) och sprids med asex-
uell forokning vidare till nya vérdplantor via grésets fron (Clay och Schardl 2002,
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Schardl et al. 2004). En asexuell spridning av detta slag ddr mycel tillvixer i den
infekterade plantans fron leder till en infektion som inte visar ndgra synliga sym-
tom hos gréaset. Slaktet Epichloé har i likhet med sina sldktingar ett endofytiskt
levnadsmonster, men har dven férmaga att under vissa betingelser utveckla en

fruktkropp (den del av svampen som bér pa sporer) (figur 2).

Bildandet av fruktkroppen innebér att den annars endofytiska svampen véxer ut
genom grésets yttersta cellager och en infekterad grasplanta kan da upptackas med
blotta dgat; man kallar detta symtom i dagligt tal for kolvsjuka (Engqvist och
Vestman 1999). En fullt utvecklad fruktkopp kénns igen pa sin karaktiristiska
form, liknande en kolv, dir den omsluter flaggblad och stra, samt pa dess gulvita
farg. Exempel pa fruktkropp som utvecklats pa timotej kan ses i figur 3. Frukt-
kroppen ger svampen mojlighet till rekombination mellan olika svampindivider da
sporer kan spridas till nya griasplantor under blomningen (sexuell forokning)
(Schardl et al. 2004). Fruktkroppen hdmmar dock vérdplantas mojlighet till fort-
plantning da blomanlaget infekteras av endofyten och forhindrar blomanlagets

utveckling. Detta leder till lagre skord nér griset odlas for produktion av grasfro.

Kring apikala meristemet (tillvixtzonen), dér nya blad och slutligen blomstéll-
ningen utvecklas och néringstillgangen &r god, gynnas ocksa tillvixten av
Epichloé-artens fruktkropp bestaende av mycel (Kirby 1961). Huruvida blomanla-
get i utvecklingsstadium blir angripet och omsluts av svampens mycel beror av hur
snabb tillvixten &r i apikala meristemet. Kirby (1961) visade att mycel infekterar
blomanlaget da grasaxet befinner sig i utvecklingsstadiet mellan dubbelringstadiet,
dé bade bladanlag och smaaxanlag ar synliga och lika stora, och smaaxanldggning.
En ldngsammare tillvixt, som ges av lagre temperatur, ger svampen mojlighet att
infektera blomanlaget och hindra gréset att utveckla blomstéllning.

Svampens fruktkropp producerar sporer vilka kan spridas och infektera andra
grds 1 nirheten. Denna spridningsprocess har i andra lander uppmérksammats vara
en symbios mellan svampen och flugan Botanophila phrenione, som éter av och
lagger sina dgg pa fruktkroppen, dér sporer av olika genotyp fran infekterade grés
sprids och kan befrukta varandra (figur 2) (Bultman och Leuchtmann 2008).
Ascosporer bildas i sma fruktkroppar, perithecier, efter befruktning och sprids se-
dan med vinden i samband med griasblomningen d& blommande smaax pa néralig-
gande plantor infekteras (Bultman och Leuchtmann 2008, Clay och Schardl 2002).
Niér ascosporen gror i grasblomman borjar hyfer tillvixa och endofyten kolonise-
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rar sedan embryot i det nya froet som dr under utveckling. Svampens hyfer kan

Overleva i fron under flera ars tid beroende pad omgivningen. Faktorer som hog

fuktighet och hoga temperaturer under ldng lagringstid har dock negativ paverkan

pa svamphyfernas overlevnad i froet (Welty et al. 1987).
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Figur 2. Asexuell och sexuell livscykel hos endofytiska svampar i grés. Neotyphodium och Epichloé
vaxer mellan vaxtceller inuti grasstraet och sprids asexuellt via infekterade grasfron. Epichloé kan
ibland ocksa vaxa pa grasets yta och bilda fruktkropp kring grasets blomstalining. En sexuell
rekombination kan ske mellan olika svampindivider. Efter befruktning bildas ascosporer som sprids

med vinden till grasbommor i narheten. Efter Clay och Schardl (2002).
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Figur 3. Kolvsjuka hos Phleum pratense, timotej. Slatter-
vall i Roslagen juni 2012, foto: Caroline Jongren.

2.1.5 Symbios mellan gras och endofytiska svampar
De flesta arter av Epichloé och Neotyphodium har ingatt i symbios med specifika

véardvixter under samevolutionér utveckling. Detta innebér att svamp och gris har
utvecklats parallellt ddr de haft ett positivt utbyte av varandra. Den endofytiska
svampen har funnit en nisch med siker néringstillgng utan stérre konkurrens fran
andra mikroorganismer (Kuldau och Bacon 2008) och genom abiotiskt och bio-
tiskt selektionstryck har grés i symbios med endofytisk svamp dverlevt pa grund
av en hogre konkurrensformaga, “fitness". Dé grés inte har formaga att producera
sekunddra metaboliter som skyddar mot t ex insektsangrepp har symbios med
andra organismer som ger graset bittre Overlevnadsformaga varit fordelaktigt
(Kuldau och Bacon 2008). Symbiosen kan ge gréset bittre resistens mot her-
bivorer genom endofytens produktion av alkaloider, béttre tillvixt under torka da
endofyten sdgs ge okad rottillvixt och paverkar kontroll av klyvoppningar, samt
kan ge gras okad resistens mot patogener (Kuldau och Bacon 2008, Schardl et al
2004, Elmi och West 1995, Yue et al. 2000).

Forekomst av olika endofytiska svamparter kan sérskiljas genom undersdkning
av de asexuella sporernas och ascosporernas utseende (Kuldau och Bacon 2008)
men ocksd genom att studera svamparternas DNA och dess gensekvenser. Fore-
komsten av Epichloé och Neotyphodium i svenska forhallanden dr ofullstindigt
undersokt varfor det kan vara svart att fa en rattvis bild av vilka grids som &r infek-
terade och av vilka svamparter. Studier i Schweiz (Leuchtmann et al. 2000) visar
pa att dngssvingel kan infekteras av Neotyphodium uncinatum och N. siegelii.
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Festuca rubra (rodsvingel) infekteras av Epichloé festucae (Granath et al. 2007).
Wennstrom (1996) har visat forekomst av E. typhina i Calamagrostis purpurea
(brunror) i svenska forhédllanden och tidigare har samma svampart uppmérksam-
mats i timotej och Dactylis glomerata (hundixing) (Eriksson 1967). I dvriga delar
av virlden &r det ként att E. festucae ingar ndstan uteslutande i symbios med raj-
grés och svinglar samt att den vélstuderade N. coenophialum éterfinns i rorsvingel
medan E. typhina ingér i flera grésarter, bland annat i Anthoxanthum odoratum
(varbrodd), Arrhenatherum elatius (knylhavre), Brachypodium pinnatum
(backskafting), Poa (groe), hundixingar, rajgrds och timotej (Schardl 2009, 2010,
Schardl och Leuchtmann 2005) (tabell 1). Epichloé typhina, som bryter monstret
att ingd 1 samevolution med endast en vérdvéxt, har utvecklat olika varianter i
olika virdviaxter men klassas som en art trots att det inte sker ndgon rekombination
mellan E. typhina fran de olika virdvéixterna (Schardl och Leuchtmann 2005,
Schardl 2009).

Tabell 1. Endofytiska svamparter och deras vdrdvixter samt exempel pd alkaloider som produceras.
Enligt Schardl (2010).

Endofyt Virdvixt i Europa Alkaloider (exempel)

Epichloé typhina véarbrodd, hundixing, engelskt ~ peramin
rajgrés, timotej, lundgroe, dngs-
groe, parlgroe, kirrgroe, salt-
gras, backskafting
Epichloé festucae rajgras, svinglar. ergovalin, lolitrem,
lolin, peramin

Neotyphodium uncinatum angssvingel lolin

Neotyphodium coenophialum rorsvingel ergovalin,

Neotyphodium lolii x E. typhina engelskt rajgris lolitrem, peramin,
ergovalin

2.1.6 Alkaloider

Griésplantor infekterade med Epichloé eller Neotyphodium har en konkurrensfordel
gentemot andra plantor som saknar endofytisk svamp vilket har observerats i flera
studier. Speciellt i utsatta miljoer som vid insektsangrepp eller hogt patogentryck
kan en infekterad planta klara sig battre &dn en icke-infekterad pé grund av svam-
pens produktion av sekundidra metaboliter, alkaloider (Clay 1996, Leuchtmann et
al. 2000, Clay och Schardl 2002). Alkaloider &r cykliska kviveforeningar som pa-
verkar herbivorer genom att verka dédande eller avstotande och pa sa vis skyddar
plantan mot angrepp. De alkaloider som produceras av endofytiska svampar inne-
fattar ergotalkaloider, loliner, peramin och indolediterpener (Schardl et al. 2004,
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Schardl 2009) varav de tre forstnimnda dr de mest vanliga i europeiska grés (Leu-
chtmann et al. 2000). Vidare har Leuchtmann et al. (2000) visat att Neotyphodium-
arter producerar hdgre koncentration av alkaloider dn Epichloé-arter, vilket bland
flera andra skél kan bero pa att den sexuella fortplantningen hos Epichloé &r bero-
ende av insekter som skulle avskrickas eller dodas av alkaloider och darmed for-

svara svampens fortplantning.

Ergotalkaloider dr kdnda for att vara giftiga och kan orsaka dodsfall hos storre
dédggdjur. Innan rensningen av strasid forfinades var det till exempel ett vanligt
problem med ergotforgiftning hos produktionsdjur och méanniskor pa grund av att
fodret innehdll vilkroppar fran svampen Claviceps purpurea, mjoldryga. Claviceps
purpurea ingar 1 samma familj som Epichloé och Neotyphodium (Schardl 2009)
och ergotalkaloiden i mjoldryga dr mycket lik alkaloiden ergovalin, som produce-
ras av Neotyphodium coenophialum i rorsvingel. Vidare kan ergovalin ge forgift-
ningssymtom hos storre ddggdjur, sé kallad fescue toxicosis. Detta innefattar hos
histar bland annat reproduktionsproblem sasom dédfodda f6l, dalig mjolkprodukt-
ion och forlangd driktighet vilket forsvarar folningen (Cross et al. 1995). Symp-
tom hos nodtkreatur dr ofta virmeslag, dalig viktuppgang och sammandragning av
blodkérl vilket leder till minskad blodcirkulation i extremiteter och kallbrand upp-
star (Roberts och Andrae 2004). Man har sett att djuren paverkas mer och far tyd-
ligare forgiftningssymtom vid torka och intensivt bete (Keogh et al. 1996), vilket
kan forklaras med att koncentrationen av alkaloiderna blir hogre i griset vid torka
samt att délig tillvixt medfor att djuren betar mer effektivt nere vid skottbasen dér
koncentrationen av svamphyfer och dirmed ocksa alkaloidkoncentrationen &r som
storst (Ball et al. 1995, Keogh et al. 1996). Att skota endofytinfekterade vallar ar
viktigt for att minska risken med insjuknande djur. Exempel pa atgérder ar att
hugga vallen innan frostdllningar utveckas och sprider endofyten vidare till andra
plantor, bryta vallen och sé in annan grassort som ar endofytfri samt att rotera dju-
ren mellan olika vallar for att minska koncentrationen av alkaloider i djurens grov-
foderintag (Roberts och Andrae 2004).

Till alkaloidgruppen indolditerpener hor foreningen lolitrem, som framst for-
knippas med endofyten N. lolii i engelskt rajgrés och E. festucae i rodsvingel, vil-
ken kan ge upphov till neurologiska skador, sa kallad ryegrass staggers, hos bo-
skap (Schardl 2009). Symbiosen mellan N. /lolii och engelskt rajgrds &r vanligt fo-
rekommande i Nya Zeeland. I och med stora insektsangrepp av viveln Listronotus
bonariensis som drabbar rajgrés i det omradet &r endofytinfekterade plantor onsk-
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véirda da peramin, som ocksé produceras av N. lolii, skyddar mot angreppen. En-
dofytens produktion av lolitrem har diaremot lett till stora problem med forgiftning
av far och noétkreatur vilket fatt ekonomiska konsekvenser for lantbrukarna (Eve-
rest 1963). Detta dilemma har lett till utveckling av nya genetiska varianter av en-
dofyten dér de toxiska foreningarna som paverkar ddggdjur reducerats, medan

skyddet mot skadegoraren finns kvar (Burton och Easton 2005).

Loliner och peramin dr alkaloider som verkar avskrickande pa insekter. Peramin
produceras av bade Neotyphodium- och Epichloé-arter, bland annat av N. lolii som
ndmnts ovan och E. typhina (Clay och Schardl 2002). Neotyphodium uncinatum,
som infekterar dngssvingel, producerar loliner och ger dérigenom en skyddande
effekt mot vissa insekter (Leuchtmann et al. 2000, Siegel och Bush 1997). Loli-
ners inverkan pa storre ddggdjur har inte visats ge ndgra storre skadliga effekter
(Dew et al. 1990).

Endofytens produktion av alkaloider i véxten paverkas bland annat av vardvéx-
ten, sdsong och odlingsmiljon med avseende pé néringstillgdng och vattentillgéng.
Féltforsok har visat en forhéjd koncentration av alkaloider under var och host me-
dan den minskar under sommaren, och i véxthusférsok har en 6kad kvévetillging
resulterat i en forh6jd koncentration av ergotalkaloider i vaxten (Clay och Schardl
2002). Alkaloiderna paverkar gréiset positivt da det ger plantan skydd mot her-
bivorer, men alkaloiderna kan ockséd minska angrepp av patogenen Rhizoctonia
som orsakar rotrota hos rorsvingel samt minska bladlusens spridning av rédsot-
virus da plantor infekterade med Neotyphodium &r avskrickande for bladlusen
(Clay och Schardl 2002).

Angssvingel ir ett av de vanligaste vallgriisen i Sverige och di N. uncinatum
endast producerar insektsavskrackande alkaloider som loliner, paverkas inte storre
dédggdjur. En storre anvindning av rorsvingel 1 vallproduktion dkar dock risken for
att fa in genotyper som utvecklat symbios med N. coenophialum vilken kan orsaka
ergovalinforgiftning hos vara produktionsdjur. Det &r alltsa viktigt att kunna méta
alkaloidhalter i grés, ensilage och hdosilage for att sékerstilla att grovfoder &r sé-
kert att utfodra med. Idag anvinds vanligen HPLC (high pressure liquid chro-
matography) och masspektrometri for att genomfora dessa analyser (Scott 2007).

Analysmojligheter av alkaloider har dock hittills saknats i Sverige.
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3 Detektion av endofyter i nagra svenska
vallgras

3.1 Bakgrund

For att fa en inblick i vilka grés som infekteras av endofytisk svamp i svenska for-
hallanden analyserades nagra vanliga grisarter och gréssorter, varav somliga visat
forekomst av Neotyphodium medan andra inte tidigare blivit analyserade. Ana-
lysen genomfordes med hjélp av Phytoscreen field tiller endophyte detection kit,
en immunologisk analysmetod utvecklad av foretaget Agrinostics, Ltd. Co,
Watkinsville, GA, USA. Detta &r en tillforlitlig metod for att pavisa endofytisk
svamp i rorsvingel och dr mer tidseffektiv &n mikroskopi dé fler prover kan analy-
seras samtidigt (Hiatt et al. 1999). Phytoscreen field tiller endophyte detection kit
fungerar dven pa nagra andra grisarter (Koh et al. 2006). Metoden bygger pa att ur
grasprover extrahera ut svampens cellviggsproteiner som tillsatta antikroppar kan
binda till, firgas och senare detekteras. Metoden kan anvidndas for analys av fron,
farskt och torrt vixtmaterial, och genom att studera intensiteten pa infirgningen
kan kvantitativa métningar goras dé starkare firg har visats korrelera med antal
hyfer i provet (Koh et al 2006). Det 4r dock rekommenderat att kombinera immu-
noblotmetoden med mikroskopi for att studera svampens hyfer som véxer intercel-
lulart i infekterade grasplantors blad och skott. Svampen kan ocksé isoleras och
studeras i mikroskop da den odlas pa potatisdextrosagar dér mycel och sporer ut-
vecklas (Christensen et al. 1991). Ytterligare ett alternativ &r att anvdnda PCR-
teknik (Polymerase chain reaction) diar svamp-DNA kan kopieras upp med hjélp

av redan kidnda nukleotidsekvenser fran Neotyphodium eller Epichloé.
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3.2 Analys

Fyra grésarter, dér tio grissorter ingick (tabell 2), analyserades for infektion av
Neotyphodium/Epichloé varav dngssvingelsorterna Kasper och Norild i tidigare
studier visat pa infektion av Neotyphodium (Puentes et al. 2007). Grasen som od-
lades under normala forhallanden i vdxthus var av arter och sorter som anvénds
inom svensk vallproduktion idag. Frona saddes i 4-6 rader med 8 fron i varje rad
vilket skulle ge 32-48 plantor av varje gréassort vid 100 % groningsfrekvens. Efter
7-8 veckor skordades gréasskotten ca 1 cm &ver jordytan. Ett skott analyserades
fran varje planta, bortsett fran bestockade plantor dir de tvd grovsta skotten valdes
for att fa en sdkrare analys i form av tydligare ringar pd immunoblot-papperet.
Grésproven rensades fran torra doda blad och en jdmn snittyta skars med skalpell.
Dérefter skars 2-4 mm langa bitar fran grasprovets skottbas och placerades med
snittytan ner pad immunoblotpapperet som ingar i Phytoscreen field tiller en-
dophyte detection kit fran Agrinostics (figur 4). Vidare moment utfordes enligt
anvisningar fran tillverkaren Agrinostics.

—

L

Figur 4. A. Visar vilken del av grasplatan som anvandes till analysen. B. Grésproverna placerades ut
pa immunoblotpapperet med snittytan nedat.
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3.3 Resultat

En relativt hog groningsfrekvens erhdlls fran samtliga sorter (tabell 2). Av de tio
testade grisen visade tva positiva resultat for Neotyphodium varav den ena, dngss-
vingelsorten Norild, hade infektion i samtliga skott (100 %) och den andra, dngss-
vingelsorten Minto, hade en infektionsfrekvens pa 22 % (figur 5). Analysresulta-
ten av Norild visar att spridning med fron &r en mycket effektiv fortlevnadsstrategi
for svampen. Angssvingelsorten Kasper som visat forekomst av Neotyphodium i

tidigare studier visade inte ndgon infektion i denna studie.

Tabell 2. Studerade grdsarter och sorter, groningsfrekvens hos frona och frekvens plantor som vi-
sade infektion av endofyter.

Art Sort (leverantor) Groningsfrekvens (%) Neotyphodium (%)
Engelskt rajgris Birger (SW Seed) 98 -
Engelskt rajgris Felopa (SW Seed) 81 -
Engelskt rajgras Helmer (SW Seed) 88 -
Engelskt rajgris Malta (SW Seed) 92 -
Engelskt rajgris Mathilde (Kastellegér- 96 -
den)
Hundéixing Laban (NORA) 83 -
Rérsvingelhydrid Hykor (Kastellegérden) 100 -
(rorsvingel x ital.rajgrds)
Angssvingel Kasper (NORA") 79 -
Angssvingel Minto (Kastellegarden) 84 22
Angssvingel Norild (Scand. Seed) 97 100

" Froer fran NORA-projektet (Torvaldsson och Kristjansdottir 2010).
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Figur 5. A. Grasprover till analys med 4 rader av angssvingel Norild till vanster pa immunoblotpapperet
och 6 rader av hundaxing Laban till hoger. B. Resultat efter analys av Norild och Laban. Réda punkter
visar pa ett positivt utslag av Epichloé/ Neotyphodium hos Norild. C. Grasprover till analys med 6 rader
av engelskt rajgras Malta till vanster och 4 rader av angssvingel Minto till héger. D. Resultat efter ana-
lys av Malta och Minto dar den senare visade positivt utslag for Epichloé/ Neotyphodium.

3.4 Diskussion

En néstan hundraprocentig groningsfrekvens och infektion i alla skott hos dngss-
vingelsorten Norild visar att svampen har en effektiv spridningsstrategi samt att
fréerna har lagrats pa ett sétt som gynnar bade groningen och hyfers 6verlevnad i
fréets embryo, det vill sdga i en sval och torr milj6. Att inte alla dngssvingelplan-
tor av sorten Minto dr infekterade kan tyda pé att froerna lagrats pa ett sadant sitt
som missgynnar svampens Overlevnad, men det kan ocksé vara ett resultat av att
endofyten inte spridits vidare till alla frder som anvénts i denna analys. Nér ett
gris under tillvaxt bestockas och sétter fron dr det mojligt att svampen inte vaxer i
samma takt som det skott ddr svampen lever och inte heller infekterar de nybil-
dade froerna.
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Att ingen infektion av Neotyphodium visades 1 dngssvingelsorten Kasper var na-
got forvanande da tidigare studier visat pd motsatsen (Puentes et al. 2007, A. By-
lin, personligt medd.). Fromaterialet av Kasper, som i detta forsok kommer ifran
en studie av gréasarter inom NORA-projekt (Nordiskt Atlantsamarbete) (Torvalds-
son och Kristjansdottir 2010), har kanske inte lagrats under kontrollerade betingel-
ser vilket kan vara orsak till att eventuella endofyter i fron inte dverlevt. Ovriga
fréer som anvénts har lagrats torrt och svalt vilket &r praxis for att behélla en hog
groningsfrekvens och gynna endofytens overlevnad (Welty et al. 1987). Om de
gris som visat sig vara infekterade av Neotyphodium i denna analys kan ha ndgon
paverkan pé véra produktionsdjur har inte testats. For detta behovs analys av alka-
loidforekomsten i griset. Angssvingelns endofyt Neotyphodium uncinatium pro-
ducerar bland annat loliner som frémst &r toxiska mot invertebrater och det ar
oklart om endofyten skulle paverka storre ddggdjur i svenska forhallanden, men
tidigare studier visar att loliner inte ger nagra skadliga effekter hos storre daggdjur
(Dew et al. 1990) utan snarare har en avskrickande effekt pa insekter (Siegel och
Bush 1997).

Forskning kring endofytisk svamp i vallgrds i Sverige &r hittills av liten omfatt-
ning, mestadels pa grund av att alkaloiderna inte bevisats orsaka ndgra problem
bland vara produktionsdjur och alltsd inte medfor nagon ekonomisk forlust hos
djurproducenterna. De vanligaste gridsarterna som odlas i Sverige (timotej och
angssvingel) ér ej virdviaxter for de Epichloé- och Neotyphodium-arter som produ-
cerar alkaloider som é&r giftiga for storre ddggdjur. Vallar innehallande rorsvingel
vars endofyt kan orsaka toxiska effekter hos djur 4r inte vanliga i Sverige och inte
heller monokulturer av gris. Vallfroblandningar, som dr mer vanligt i Sverige, ger
vallfoder med en blandning av flera arter. Det leder till en utspddningseffekt av
alkaloider och de ldga koncentrationerna i fodret paverkar ddrmed inte produkt-

ionsdjuren.

Endofytiska svampar i grés ar dock ett intressant omrade for fortsatt forskning da
ett fordndrat klimat i Europa kan sitta vallproduktionen i en annan situation an
idag: svarare sommartorka kan idag i vissa omraden vara ett troligt scenario, nya
grasarter introduceras och nya skadedjur kan spridas liangre norrut (Malcolm et al.
2002). Rorsvingelhybrider som introducerats och anvinds i allt hogre grad bor
undersokas vad géller endofytforekomst. En storre anviandning av rorsvingel in-
fekterad med Neotyphodium coenophialum ger 6kad resistens mot torka, men kan
bidra till 6kade problem med insjuknande djur pa grund av endofytens produktion
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av ergovalin. Idag finns inga problem i de nordiska ldnderna med insektsher-
bivorer som orsakar stora forluster i grasproduktionen sdsom i Nya Zeeland, men
nya skadegorare kan introduceras i och med ett varmare klimat. Med en torrare
véderlek skulle ocksa svampen kunna forstirka grisens toleransformaga vid torka,
vilket talar for ett okat selektionstryck mot arter som &r infekterade med endofy-
tisk svamp (Bacon 1993, Clay 1988, Kuldau och Bacon 2008).

For att kunna forsta hur endofytiska svampar paverkar den egna grésfloran samt
véara produktionsdjur behdvs en mer noggrann kartliggning av dessa svampars
forekomst samt utveckling av detektionsmetoder for alkaloider i bade farskt gris-
material och 1 hd, hosilage och ensilage. Genom att hitta en effektiv metod for att
kunna pévisa levande endofytisk svamp i grasfron, utan att behdva odla upp dem,
skulle froleverantérerna lattare kunna ge odlare mdjlighet att aktivt vilja grasfro
med eller utan endofytisk svamp. Som ndmnts tidigare behovs idag dock incita-
ment for att denna analys ska vara ekonomiskt 16nsam och vara relevant for né-
ringen. Men med djupare kunskap skulle vi kunna anvénda endofytiska svampar
for att nd en 6kad grasproduktion i ett torrare klimat och samtidigt kunna fore-

bygga alkaloidforgiftning av véara produktionsdjur.
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