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Resumé

Denne opgave omhandler endofytters gode og darlige egenskaber, hvorvidt disse kan opretholdes,
og om de kommer til udtryk under danske forhold. Opgaven bygger pa litteraturstudium, analyser af
udenlandske og danske forsgg samt personlige kommentarer fra fagfolk.

Opgaven er opdelt i afsnit omhandlende: Teori omkring endofytter, fordele og ulemper ved deres
tilstedeveerelse i vaertsplanten, forekomsten af endofytter i Danmark og relevansen af deres egen-
skaber under danske forhold.

Det konkluderes at endofytter har en reekke selektionsfremmende fordele for vaertsplanten. Hvorvidt
disse er til gavn for forbrugeren afhaenger af hvad greesset benyttes til.

Det konkluderes ligeledes, at endofytter findes i hgjere grad end antaget i den danske flora og at
infektionsraten godt kan holdes under danske forhold, hvis der holdes fokus pa opbevaring og hand-
tering af inficerede fra.
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1 Indledning

Dyrkning af endofytinficeret grees kan blive en oplagt mulighed for de danske frgavlere. Gras med
svampe endofytter er allerede en efterspurgt vare hos mange af de lande vi leverer til og hvis ikke vi
er med helt fremme pa dette omrade, bade hvad angar produktion og forskning, risikerer vi at blive
haegtet af, med stor eksportnedgang til falge.

En vurdering udfert pa baggrund af et forskningsprojekt udfart af DLF-Trifolium (DLF), Den Kon-
gelige Veteriner og Landbohgjskole (KVL), Danmarks Jordbrugsforskning (DJF) og Danmarks
Golf Union (DGU), har vist at der er potentiale for en udvidelse af det internationale fremarked
med ca. 100.000 tons. Dette anslas til at betyde en udvidelse af det areal i Danmark hvorpa der dyr-
kes greesfrg med ca. 5-10.000 ha, hvis vi kan sette os pa 10 % af denne produktion. Denne udvidel-
se skyldes, at der fra mange sider er en stigende interesse for at dyrke fregrees med endofytter, da de
er en kvalitetsparameter i graesset. Desuden er der et marked for afsatning af graesfrg med endofyt-
ter, iseer det amerikanske, da endofytten kan pafare graesset nogle fordelagtige egenskaber.

En aftale indgaet mellem kommunernes landsforening og milje- og energiministeriet, der har til
formal at sgrge for at alt brug af plantebeskyttelsesmidler pa offentlige arealer afvikles inden 1. ja-
nuar 2003, har bevirket, at man ma lede efter nye mader hvorpa f. eks. graesarealer kan vedligehol-
des. Dette abner muligheder for at endofytinficeret graes kunne veere en oplagt mulighed til at erstat-
te de traditionelle graestyper, da de kan pafare greesset nogle fordele. De offentlige arealer med graes
daekker over ca. 30.000 ha, hvilket vil sige 40 % af de danske golfbaner, ca. 6000 fodboldbaner og
20.000 ha parker og sa videre. | aftalen er der i gvrigt ogsa lagt op til, pa sigt, at privatejede arealer
der ikke dyrkes landbrugsmaessigt, ogsa skal vere pesticidfrie. Dette inkluderer de sidste 60 %
golfbaner.

Endofytinficeret grees har i forsgg vist potentiale for en raekke egenskaber der kan veere med til at
gare det nemmere at opfylde kravene i denne aftale

o Ukrudtsbekaempelse: Da plante og svamp lever i et symbioseforhold hvor planten bl.a. for-
synes med vand og beskyttes mod insekter og andre patogene svampe, ma der ligge en hel
klar konkurrencemaessig fordel frem for ukrudtet.

o Insektresistens: Insektresistensen er betinget af, at der i forbindelse med svampens ophold i
planten udskilles sekundaere metabolitter der enten virker toksiske eller repellerende over
for insekterne. Dette er der dog talrige forsgg der beviser. Saledes er det pa New Zealand og
i Australien en forudsatning at rajgrees er endofytinficeret hvis det skal kunne modsta an-
greb af den argentinske snudebille.

o Danske undersggelser har vist at graesset bliver mere slidstaerkt.

e Persistens: Forelgbige undersggelser har vist at, svampens tilstedeveaerelse har en positiv ef-
fekt pa fotosyntesen i planten, hvilket blandt andet kommer til udtryk i indlejringen af kul-
hydrater, der er med til at forbedre graessernes vinterfasthed.

e Tarkeresistens: Tilstedeverelsen af endofytterne har ogsa den effekt at planterne bliver
mindre modtagelige overfor tgrkestress, i det svampen har en god vandholdende evne. |
Australien og USA er endofytter en forudsatning for at rajgraes kan overleve de lange tarre
somre.

Desverre har de gode egenskaber man opnar i endofytinficeret graes ogsa en uheldig sidegevinst.
Blandt de toksiner der udskilles fra svampen, har iser to af dem (ergovalin og lolitrem B) en sar-
deles uheldig virkning pa dyr hvis de indtages i for store maengder. Indtagelse af disse kan medfare
produktionsnedgang, nedsat tilvaekst og reproduktionsproblemer. Derfor er der stor verdi i at fa
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fremstillet lav-toksinholdige endofytgraesser der kan bruges til foder. Dette er isaer vigtigt for at
sikre vores eksport af fodergresfrg hvor DLF Trifolium i gjeblikket sidder pa 30 % af det europei-
ske marked.

Jeg vil i denne opgave evaluere hvor god effekt endofytterne har. Kan der opnas egenskaber, der
giver planten selektionsfordele i form af reduceret tgrkestress, forsteerket vinterfasthed, gget
plantefitness og beskyttelse mod insekter? I sa fald, vil endofytternes egenskaber da kunne ud-
nyttes og opretholdes under danske forhold og er der interesse fra aftagere til et sadant produkt?

Opgaven henvender sig farst og fremmest til fagfeller, men er ogsa rettet mod landmaend og priva-
te forbrugere af greesfra, med interesse for symbioseforholdet mellem endofytter og grees. Malet er
at give et nuanceret billede af de fordele og ulemper der ligger i at dyrke endofytinficeret graes. Der
er i opgaven farst og fremmest fokuseret pa rajgraes og svingel, da udenlandske forsgg herom, i et
vist omfang, ma vurderes at kunne overfares til danske forhold.

Opgaven bygger pa litteraturstudium af forsgg fra udlandet og enkelte danske undersggelser. Da
der kun er begraenset materiale til radighed omkring endofytters betydning under danske forhold, er
der derfor ogsa foretaget interviews med personer, der arbejder med dette emne til hverdag. | den
forbindelse har jeg besegt Danmarks Jordbrugsforskning, Forskningscenter Flakkebjerg for at fa et
indtryk af, hvordan den danske forskning foregar og hvor langt de er.
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2 Endofytter

Endofytter er en feellesbetegnelse for svampe, der lever i planter. Svampene kan enten eksistere som
enkeltcelle infektioner eller som nogle der vokser systemisk mellem plantens celler. De fleste greaes-
ser, bade de der dyrkes som landbrugsafgrader og lignende, samt de der vokser vildt, indeholder
svampe af sleegten Neotyphodium (endofytter). Plante og svamp lever i et symbioseforhold, hvor
svampen modtager beskyttelse, naering og hvor planten hjaelper svampen med at blive spredt. Til
gengeld kan planten opna resistens mod en reekke skadedyr og stressfaktorer som eksempelvis ter-
ke og kulde. Svampen lever ved systemisk veekst inde i planten, og planten viser ingen ydre tegn pa
svampens tilstedeveerelse. | modsatning til andre svampe produceres der i veekstsaesonen hverken
kannede eller ukennede sporer, hvilket betyder, at svampen ikke kan spredes fra plante til plante.
Den eneste made svampen kan spredes pa er gennem frgene pa vaertsplanten, der indeholder myce-
lium fra svampen. Spredningen foregar ved, at svampehyfer vokser op gennem frgsteenglen og ud i
freet, mens dette er under udvikling, og der er ikke nogen synlige tegn pa at planten bliver pavirket
af dette (Niell, J.C., 1940). Der er dog enkelte undtagelser fra dette, eksempelvis Balansiae-
endofytter i familien Clavicipitaceae. Hos denne dannes der et egentligt frugtlegeme, sedvanligvis
samtidigt med blomstring hos veertsplanten, hvilket ofte vil kunne ses umiddelbart som deformiteter
pa planten eller blomsterstanden (Clay, K., 1995).

Nyere tids forskning har tydeligt vist, at der er en mutualistisk association mellem en af vores mest
kendte plantefamilier, graesserne, og endofyttiske svampe. | modsatning til de mere kendte plante-
svampe symbioser, som eksempelvis treeer og mycorrhizia, kan disse graesendofyttiske svampe, der
optreeder intercelluleert i blade, steengler og reproduktive organer i graesset, have en meget stor ef-
fekt pa bade den gkologiske, fysiologiske og reproduktive biologi hos vaertsplanten. Gennem en
produktion af toksiske alkaloider, hvoraf flere ikke kan relateres til andre kendte toksiner produceret
af planter eller svampe (Schardl, Christopher L., Phillips, Timothy D., 1997), beskytter endofytterne
deres vaerter mod en reekke insekter samt starre herbivorer. Dette har ogsa givet sig til udtryk i den
forskning der har veeret hidtil, der farst og fremmest har fokuseret pa forgiftning af husdyr ved fod-
ring med graes indeholdende endofytter. Hos flere af de undersggte endofyttyper er der dog ogsa
tegn pa, at de producerer, (eller er med til at inducere en produktion) en reekke andre metabollitter
og plantelignene hormoner, inklusiv auxin og cytokinin, der er med til at stimulere plantens veekst
(Clay, K., 1990).

Endofytter gror som lange indkapslede hyfer med ganske fa forgreninger, gennem de intercellulaere
rum, langs med midteraksen pa blade og stengler (Clay, K., 1995). Den starste forekomst af endo-
fytterne findes ved bladbaserne rundt om meristemet. Endofytterne er i stand til at absorbere ne-
ringsstoffer fra de tilgeengelige materialer der kan findes i det abne intercellulaere rum i planten, og
nedbryde disse sa de kan udnyttes som energikilder.

2.1 Taxanomi

Endofytsvampene er medlem af Clavicipitaceae (Ascomycetes). De opdeles sedvanligvis i 5 ho-
vedordener (Atkinsonella, Balansia, Balansiopsis, Epichlée og Myriogenospora), indeholdende
tilsammen ca. 30 underarter. Balansia er den stgrste med i alt 15-20 underarter.

De endofytter der optreeder i rajgraes (og muligvis ogsa svingel, Clay, K., 1985), er af underarten
Neotyphodium. | de senere ar er denne endofyt blevet omdgbt til Neotyphodium, men den refereres
ofte stadig til som Neotyphodium i litteraturen, bensvnelsen Neotyphodium vil dog blive benyttet i
denne tekst. Denne endofyt er meget teet beslagtet med Balancia, men undergar i modsatning til
denne ikke den perfekte kannede formering. Hyferne lgber intercelluleert i veertsplanten, men i
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modsetning til Balansia produceres der ikke ascosporer ligesom der ikke produceres egentlige
frugtlegemer pa veertsplanten.

De fleste af de endofyttyper man har isoleret hidtil er af Ascomycotina ordenen (seksporesvampe),
som oftest pa konidieform, og uden den kennede formering. Dette kunne indikere at symbiosefor-
holdet mellem endofytter og vertsplanten kan opstartes pa forskellige udviklingsstadier hos planten
(Clay, K., 1990).

2.2 Effekt pa vaertsplanten

Grasplanter der er inficeret af endofytter adskiller sig ikke pa nogen made fra planter der ikke er.
Der er dog en tendens til at inficerede planter udvikler flere blomster og frg end ikke inficerede,
hvilket skyldes en sterre vegetativ kraft, skabt af endofytterne. Rajgraesfrg fra inficerede planter
spirer hurtigere end frg fra ikke-inficerede under veaeksthusforhold (Clay, K., 1990).

Den mest dramatiske effekt af endofytinfektion kan ses hos graesser inficeret med endofytter af ty-
pen Balansieae, der danner frugtlegemer pa vaertsplanten. Her gar endofytten ind og tvinger planten
til vegetativ reproduktion, i det, svampens frugtlegeme indkapsler blomsterdannelsen pa et tidligt
tidspunkt i udviklingen.

Da graesplanten lever med en heterotrofisk symbiot, hvilket vil sige at den primare energikilde er
organisk bundet kulstof, kunne det forventes, at hvis omstendighederne var ens, ville grees uden
endofytter have en vaekstmaessig fordel frem for endofytholdige graesser. Vaksthusforsgg har imid-
lertid vist at der, i hvert fald uden indflydelse af herbivorer, er en signifikant hgjere veekstrate hos
endofytinficerede planter i forhold til ikke-inficerede (Clay, K., 1987). Disse forsgg er dog udfert pa
enkeltplanteniveau og det er derfor lidt sveert at overfare til markniveau.

Det virker dog usandsynligt at graesserne ville huse disse endofytter under naturlige forhold hvis
ikke der var en gavnlig effekt af dem (Clay, K., 1990).

Indholdet af endofytter gges i takt med alderen af permanente graesarealer og sleetgraesarealer (ek-
sempelvis rajgraes og svingel) der typisk huser endofytter. Eksempelvis er indholdet af endofytter
langt hgjere i vilde populationer og &ldre afgraesningsarealer, frem for kommercielt dyrkede arealer
indeholdende samme graestyper i Europa.

2.3 Bibeholdelse af endofytten i frget

Ved opbevaring af graesfra med endofytter skal man veaere opmarksom pa, at endofytten satter star-
re krav til til korrekt opbevaring. Endofytten dgr oftest far spireevnen hos frget mistes ved forkert
opbevaring. Et vandindhold i freet paA mere end 11,5 % og temperaturer over 5° C resulterer i et
komplet tab af endofytterne pa 2 ar (Hare et al., 1990, C. F. Rolston, M. P., ar ukendt). Frg fra for-
aldreplanterne og foradlerens frg bar opbevares ved -15° C (Rolston, M. P., ar ukendt). Dette fak-
tum er et af problemerne ved at fremavle endofytholdige gresser, i det, det er utroligt vigtigt at mel-
lemhandleren har hgj fokus pa opbevaringen af frget, da man ellers mister en andel af endofytterne
og dermed ikke lengere har den vare man garanterer for.

Udsad uden endofytter kan altsa fremstilles ved tilstreekkelig lang opbevaring af fraene. Moderne
landbrugsmetoder og opbevaring af frgene kan altsa vare en af grundende til at graesser uden endo-
fytter er ligesa udbredt, eller mere, som graes med endofytter i Europa, i hvert fald nar det galder de
kommercielt dyrkede sorter. Z£Id gamle graespopulationer med et naturligt hgjt niveau af beskyttelse
fra endofytter kan derfor hgjst sandsynligt veere ganske velsmagene og naringsfulde uden endofyt-
ten, hvilket kunne indikere at nogle arter sandsynligvis kun eksisterer pa grund af deres endofytind-
hold.
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2.4 Forsgg med effekt pa vaertsplanten

For at undersgge effekten af endofytter under europaiske forhold er der i 1990 lavet forsgg med
rajgrees i Frankrig. Disse blev sat i verk for yderligere, at undersgge engelske forsgg der havde pa-
vist, at der var et udbyttemaessigt potentiale ved tilstedeveerelsen af endofytter, men at der dog tilsy-
neladende samtidig kunne veere en skadelig effekt af endofytterne under visse forhold.

Forsggene blev anlagt som 7 markforsgg placeret i det centrale og nordlige Frankrig, med fire for-
skellige geografiske oprindelser af de anvendte rajgraestyper (dog stadig indsamlet i Frankrig). Til-
svarende blev samme forsgg udfert pa et mindre forsggsareal hvor forholdende var nemmere at
kontrollere. Forsggene blev hver iser tildelt 100 kg ha™ af henholdsvis N, P og K i det tidlige forér
og yderligere tildelt 60 kg ha™ efter hvert slat. | hvert forsag blev graesserne tildelt en karakter for:

Modstandsdygtighed mod kronrust det farste ar
Forarsvaekst i det efterfalgende ar
Sommervekst det efterfglgende ar
Efterarsvaekst det efterfglgende ar
Frosttolerance det 2. ar
e Forarsvaekst det 2. ar efter saning
Karaktererne blev givet pa en skala fra 1-9, hvor 1= svag og 9= kraftig. Karaktererne for modtage-
ligheden af kronrust og tolerance for frost blev givet ud fra samme skala hvor 1= tolerant og 9=
intolerant.

Signifikante forskelle kunne observeres mellem endofytinficerede og ikke-inficerede planter, for 4
af de egenskaber der var vurderet pa i 4 ud af de 7 markforsgg. Det var iseer veekst i foraret og efter-
aret der viste positiv effekt af infektion, hvorimod der tilsyneladende ikke var nogen starre effekt
mod kronrust eller pavirkning af vaeksten i sommeren aret efter saning.

| de tilsvarende nedskalerede forsgg var der dog signifikante forskelle og iser udbyttet ved farste
sleet hvert ar.

2.4.1 Vurdering af forsgget

| alle forsggsserierne var der signifikante forskelle at finde mellem inficerede og ikke-inficerede
graesplanter (Ravel, C., Charmet, G., Balfourier, F., 1995). Inficerede planter havde veesentligt hgje-
re karakterer for de forskellige bedgmmelser. Derfor blev det vurderet at endofytterne havde en
positiv effekt pa rajgraesset, og ingen tegn pa en skadelig effekt i kontrast til de engelske forsag.

Da ikke alle de 4 rajgraes typer var repraesenteret pa hver af lokaliteterne var det sveert at identificere
de forhold der iszr var med til at forbedre rajgraesset, men der var en klar tendens til at det iser var i
tarkestressramte omrader der var effekt.

Generelt blev udbytterne forbedret i de endofytinficerede i farste slet i foraret, men ogsa i sommer
og efterarsslattet var der fremgang i forhold til det ikke-inficerede. Tarkeresistens kunne muligvis
forklare sommer og efterar, men der var dog ikke erfaringer med vandmangel i forarsmanederne i
nogen af de implicerede omrader.

Da farste slaet i rajgrees typisk tages omkring det tidspunkt hvor greesset er i gang med at seette skud,
kunne der muligvis ligge en forklaring der. Amerikanske forsgg har fer indikeret, at der blev produ-
ceret flere fertile skud i endofytinficeret strandsvingel (Rice, J. S., et al., 1990, C.F. Clay, K., 1995),
sa det samme kunne meget vel gelde for rajgraes.

Forgget udbytter i forbindelse med de farste sleet, der ofte ensileres, ville vare en stor gevinst for
landmeand. Samtidig ville forbedret vaekst gennem sommermanederne, som falge af bedre mod-
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stand mod tarkestress, ogsa vere en gevinst i forbindelse med afgraesning. Dette kan dog medfare
problemer i forbindelse med giftstoffer (Lolitrem B) der produceres under varme forhold, hvilket
man naturligvis ber fa undersggt hvis man patenker afgraesning.

Fra resultaterne af dette forsgg kan det konkluderes at endofytinficeret rajgraes vil have en fordel
frem for ikke-inficeret under stressende forhold. Rajgraes produktionen i Europa udfares dog sjel-
dent under specielt stressende forhold.

| omrader hvor der ikke er nogen stressfaktorer der kan pavirke graesset har endofytinficeret graes
muligvis ikke nogen selektionsfordel frem for ikke-inficeret, hvilket kunne forklare hvorfor der i
Europa er en lige sa stor maengde ikke-inficeret graes i naturlige afgreesningsarealer.
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3 Fordele og ulemper ved tilstedeveerelse af endofytter i
grees

Der er en raekke fordele og ulemper forbundet med tilstedevaerelsen af endofytter i graes. 1 2000 er
der saledes blevet foretaget en raekke analyser pa alm. rajgraes inficeret med endofytter af typen
Neotyphodium lolii, pa Forskningscenter Flakkebjerg (DJF), med fokus pa kvelstofudnyttelsen,
fotosyntesen og de udbyttedannende komponenter. Testmaterialet bestod af klonede rajgraes planter,
hvoraf halvdelen blev behandlet med et svampedraebende middel for, med ens materiale som ud-
gangspunkt, at vise reaktioner pa en given behandling. Formalet med disse undersggelser var at
undersgge om erfaringer med forgget udbyttepotentiale, gjort i USA med endofytinficeret
strandsvingel, umiddelbart kunne overfares til danske forhold. Disse udbyttepotentialer kommer
bl.a. til udtryk ved:

En stagrre biomasseproduktion
Bedre genveekst
Sterre rodareal
Flere frg pr. plante og blomsterstand
Hgjere spiringsprocent ved inficerede frg

e Bedre veaekst under stressede forhold
Om endofytterne kan give udslag i ovennavnte forhold afhaenger i hgj grad af genotypeforholdende
mellem plante og svamp. Saledes er der stor forskel pa forskellige grasplanters opfarsel selvom de
er inficeret med den samme endofyttype. Det er dog ikke fer undersggt om disse egenskaber kan
opnas under danske klima- og dyrkningsforhold og hvorvidt de vil give @ndringer i graesserne ud-
bytter og karaktertreek.

Forelgbige resultater i denne forsggsserie har vist, at der i de dyrkede danske plantegenotyper, er
forskel i udferelsen af fotosyntese blandt inficerede og ikke-inficerede planter under veeksthusfor-
hold. Dette kan umiddelbart afleeses ved malinger af fotosyntesen, og giver potentiale for starre
biomasse produktion ved reducerede kvelstoftilfarsler.

Da der den senere tid er opstaet stadig strengere krav til udnyttelse af kveelstof, og restriktioner pa
pesticidanvendelser, er det oplagt at fa undersggt disse egenskaber meget ngje, og om muligt fa dem
implementeret pa bedst mulig vis.

Der blev i forsggsserien benyttet to sorter rajgraes, Delaware og Achiever, og disse blev begge udsat
for forskellige maengder kveelstof: uden, normalt niveau og hgijt tilfarselsniveau.

Ved dyrkningsforhold der simulerede ingen eller normalt kveelstoftilfarselsniveau var der en signi-
fikant forskel i fotosynteseproduktionen hos de endofytinficerede genotyper af Achiver frem for de
ikke-inficerede, mens der ikke var nogen synlig effekt hos de endofytinficerede Delaware greesser.
Ved den hgje kvealstoftilfarsel var det dog det modsatte billede der var tilfeeldet (Jensen A. M. D.,
Deleuran, L. C., 2001)

Af andre egenskaber der giver endofytinficeret graes en fordel kan blandt andet naevnes insektresi-
stens og muligvis ogsa en effekt over for andre nogle svampe. Der er dog desvarre ikke lavet forsgg
af denne type i Danmark endnu.



Endofytter i rajgraes og svingel Mads Brandt, JP03

3.1 Insektresistens

Insektresistensen opstar fordi der ved, svampens tilstedeveerelse i planten danner nogle sekundare
metabolitter, der kan virke enten repellerende eller direkte toksiske overfor insekter (lolin, peramin
og til dels ogsa ergovalin). Endofytinficeret grees indeholder en raekke alkaloider der ikke findes i de
ikke-inficerede tilsvarende graesser. Udover peramin og lolin findes der ogsa ergot alkaloider og
lolitrem (Dahlman, D. L., Eichenseer, H., Siegel, M. R. 1990 C. F. Clay, K., 1995). Mangden af
disse giftstoffer varierer indenfor bade veartsplanten, dele af planten (Igvblade, blomsterstanden
osv.), forskellige aldersstadier indenfor samme del af planten, perioder af vaekstsesonen og afhan-
gig af gadningstildelinger og afgraesningsperioder i lgbet af vaekstseesonen (Bacon, C. W., Lyons, P.
C., Porter, J. K., Robbins, J. D, 1986 C. F. Clay, K., 1990. Jensen, A. M. D., 2004 ). | strandsvingel
har undersggelser vist at koncentrationen af alkaloider er hgjst i fraene, hvilket kunne betyde at en-
dofytternes rolle i denne symbiose er beskyttelse mod pradation af frgene (Cheplick, G. P., Clay,
K., 1988). | disse undersggelser har det ogsa vist sig at koncentrationen af alkaloider generelt er
hgjere i de yngre dele af plant, hvilket korrelerer med at koncentrationen af endofythyfer er hgjst i
disse dele, hvor den ernaringsmassige veerdi for endofytten ogsa er hgjst (Hardy, T. N., Clay, K.,
Hammond., A. M. Jr., 1986).

Nyere studier viser at endofytterne ogsa kan have en gavnlig effekt overfor angreb af nematoder
(Clay K, 1988).

3.1.1 Forsgg med insektresistens

| et forsgg pa at vise effekten af endofytter mod insekter er der ved Louisiana State University, USA
blevet lavet forsgg med udviklingen af Spodoptera frugiperda (fall armyworm), og hvorvidt denne
planteaeder pavirkes ved indhold af endofytter i faden. | forsgget blev der benyttet strandsvingel og
alm. rajgraes, hvor det blev vurderet at endofyttypen der findes i rajgrees, og seedvanligvis henvises
til som ”Lolium endofyt”, er nasten ens, eller muligvis identisk med den der findes i strandsvingel
(Clay, K., 1985). Disse to graesser blev sammenlignet med tre andre typer graesser der kan forefin-
des i det centrale USA, nemlig Stipa leucotricha(Texas vintergrass), Cenchrus echinatus (Daliss-
grass) og Paspalum dilatatum (sandbur). Disse er henholdsvis naturligt inficeret med endofytter af
typen Atkinsonella, Balancia og myriogenospora. | modsatning til endofytterne hos rajgraes og
strandsvingel undergar endofytterne i disse graesser kennet formering hvor der produceres bade ko-
nidier og ascosporer fra frugtlegemer. Dette ferer ofte til at individer i disse grastyper er sterile.
Hvordan disse planter bliver inficeret er ukendt, men infektionen opstar muligvis nar konidier spirer
pa graesstigmaet og gennemtranger ovulen pa samme made som det foregar med pollen (Clay, K.,
1988).

Frg fra alm. rajgrees fra bade inficerede og ikke-inficerede voksne planter blev indkebt fra et kom-
mercielt frgfirma. Fra strandsvingel blev de indhentet fra Fescue Diagnostic Center, Auburn Uni-
versity. De andre graesser, bade inficerede og ikke-inficerede, blev indsamlet fra naturlige populati-
oner i Texas og Louisiana. Alle planter blev efterfalgende dyrket i veeksthuse, hvor de blev vandet
og gadet jeevnligt. Der blev pa intet tidspunkt benyttet insekticider. Tilsvarende blev der saet frg af
rajgraes og svingel ud pa et udendars omrade.

Herefter blev der opsat 6 fodringsforseg hvor der blev benyttet rajgrees og strandsvingel fra det
udendgrs omrade og rajgrees, Texas wintergrass, dalissgrass og sandbur fra vaeksthuset. Selve fod-
ringsforsggene forgik pa laboratoriebasis over en 9 maneders periode, hvor der blev benyttet flere
separate generationer af fall armyworm, hvorfor der ikke umiddelbart kan sammenlignes i forsgge-
ne med statistisk sikkerhed.
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Der blev benyttet 200 larver til hvert fodringsforsgg; 100 blev fodret med inficeret materiale og 100
blev fodret med ikke-inficeret materiale. Larverne blev fodret ad libitum og ikke adt materiale blev
fjernet lgbende. Dadeligheden blandt larverne blev registreret for hver gang der blev tilfart nye bla-
de. Alle larver blev vejet pa den 8. dag af forsggsraekken og igen en eller to gange yderligere af-
hangig af veekstraten under forsgget. Ligeledes blev det registreret nar larverne forpuppede sig og
disse pupper blev vejet nar de var en dag gamle. Ydermere blev det registreret hvor leenge der gik
fra forpupningen til de voksne mgl klaekkedes. Derved kunne der ogsa males pa forskellen i overle-
velse i forpupningsperioden blandt larver fodret med henholdsvis inficeret og ikke-inficeret mate-
riale.

Resultaterne viste, at larver fodret med inficeret materiale generelt udviste lavere overlevelsesrate,
nedsat vegtforggelse og forleengelse af perioden inden forpupningsstadiet, end larver fodret med
ikke-inficeret materiale fra alle 5 typer graesser.

De indsamlede data gav indtryk af at der var forskelle i den naeringsmassige veerdi af de forskellige
greesser, men da der blevet benyttet flere generationer af larver blev der ikke analyseret direkte pa
dette aspekt, men hvert forsgg blev i stedet betragtet som et individuelt forsgg.

Det farste forseg blev udfert med rajgreaes dyrket i vaeksthus. Vagten af 8 dage gamle larver fodret
med ikke-inficeret materiale var mere end dobbelt sa hgj som larver fodret med inficeret materiale
(seTabel 1).

Inficeret Ikke-inficeret
Larvevegt dag 8 88,43 + 3,64 186,74 £ 4,53
Dage inden forpupning 13,90 £ 0,07 12,45 £ 0,06
Larveoverlevelse 84 % 96 %
Puppeveegt 166,40 + 1,82 183,67 + 1,37

Tabel 1: Udviklingen Hos fall armyworm. Larver fodret med alm.rajgraes dyrket i vaeksthus, inficeret og ikke-
inficeret med endofytter af Lolium typen. Alle tal er i milligram og afvigelser er vist som +. (uddrag af tabel af
Clay, K. et al., 1985).

Larver anbragt pa inficerede blade var ca. 1,5 dage leengere om at forpuppe sig sammenlignet med
ikke-inficerede og veegten pa pupperne var ca. 20 mg lavere end hos de ikke-inficerede. Alt i alt var
overlevelsen frem til forpupning 12 % lavere hos de larver der var fodret med inficeret materiale.

Det andet forsgg blev udfgrt med rajgraes indsamlet fra de udendgrs omrader og larverne blev fulgt
helt frem til kleekning af pupperne. Generelt set var resultatet det samme som farste forsgg; larver
fodret med inficeret materiale vejede kun ca. 60 % af vaegten pa larver fodret med ikke-inficeret
materiale (se Tabel 2).
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Inficeret Ikke-inficeret
Larveveaegt dag 8 3,30+ 0,33 6,36 = 0,34
Larveveegt dag 12 73,76 £ 4,45 125,42 + 3,22
Dage inden forpupning 20,57 £ 0,35 19,78 £ 0,35
Larveoverlevelse 42 % 80 %
Puppevagt 177,74 £ 3,95 169.65 + 2,24
r[])i";‘]%e inden - udkleek- g 33+ 0,08 9,96 + 1,76
Puppeoverlevelse 95 % 95 %

Tabel 2: Udviklingen hos fall armyworm i i rajgraes dyrket udendgrs. Alle tal er i milligram og afvigelser er an-
givet som +. (uddrag af tabel af Clay, K. et al., 1985).

Perioden fra larve til forpupning var lengere og generelt var dgdeligheden ca. 40 % hgjere hos la-
verne der fik grees indeholdende endofytter. | modsetning til det ferste forsgg var der ikke nogen
signifikant forskel pd puppevagten, dage til udklaekning eller overlevelsesraten for pupperne. Alt i
alt var det kun ca. 40 % af de larver der havde faet inficeret materiale der naede voksenstadie, mod
ca. 76 % af de larver der havde faet ikke-inficeret materiale.

Lignende resultater blev opnaet i strandsvingel, hvor vaegten af de larver der var fodret med endo-
fytholdigt materiale aldrig kom hgjere end 80 % af den hos larverne der var fodret med ikke infice-
ret materiale.

| de @vrige graesser var det kendetegnende at larveveaegten generelt 14 vaesentligt under larverne fod-
ret med rajgraes og strandsvingel, hvilket ogsa giver indtrykket af at der ma veare en vasentlig nz-
ringsmaessig forskel i graesserne. Da de tre gvrige greesser ikke er udbredt under danske forhold er
disse ikke diskuteret her.

3.1.1.1 Fall armyworm (Spodoptera frugiperda)

Fall armyworm er larven hos en amerikansk graeesmgl. Den skader graesset ved at &de plantevaev og
gnave pa bladene. Den foretraekker planter i greesfamilien, men hvis den er meget sulten kan den
&de naesten alle slags afgrgder. Larverne ader alt tilgeengeligt plantemateriale og vandrer videre til
den naste mark.

Figur 1: Den amerikanske fall armyworm mgl og dens
larve (www.ent.iastate.edu., www.uark.edu)

Rapporterne om gdelaeggelser skabt af larven kommer som regel i juli og tidlig august. Fall army-
worm mgllene traekker op nord pa fra Central og Sydamerika og leegger deres &g i de tidlige som-
mermaneder. Mgllene har flere generationer i lgbet af et ar. Nar larverne er fuldt udvoksede er de
ca. 3,5 cm lange (se Figur 1).
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3.1.2 Vurdering af forsgget

Generelt viser resultaterne af dette forsgg, at der er en vaesentlig forskel i udviklingen af larver fod-
ret med endofytinficeret grees og ikke-inficeret graes. Selvom effekten af endofytterne virker drama-
tisk, er der dog ikke noget entydigt svar pa, hvorvidt den ligger i en egentlig forgiftning eller en
repellerende effekt skabt af endofytterne. Der er ligeledes heller ikke blevet vurderet pa hvorvidt
larverne der blev fodret med inficeret materiale spiste mere eller mindre end de der fik ikke-
inficeret materiale, hvorfor det ikke kan anses for sikkert, at effekten er sa stor som opgjort.

Alle greesserne blev dyrket under samme forhold og der burde derfor ikke veere forskelle i de nee-
ringsmaessige kvaliteter i mellem graesserne i samme forsgg. Derfor er der trods alt stadig belaeg for
at vurdere at de udviklingsmassige forskelle der er opstaet blandt larverne skyldes endofytindhol-
det.

Hvorvidt resultaterne af dette forsgg kan benyttes til at bevise effekten af endofytinficeret grees,
mod plantezedende insekter, afhaenger i hgj grad af hvorvidt det kan overfgres til andre insekter end
fall armyworm. Da denne er en meget generel herbivor og spiser hvad den kommer i naerheden af,
er der muligvis belaeg for at vurdere at effekten umiddelbart kan overfgres direkte til andre generel-
le herbivorer (Cheplick, G. P., Clay, K., Marks, K., 1988). Der er dog stor forskel pa hvordan for-
skellige insektarter reagerer pa disse giftstoffer.

Under danske forhold vil det veere mest naerliggende at sammenligne fall armyworm med graesmal,
steengelmal eller fragreesugler. Disse kan have betydelige konsekvenser for udbyttet i en greesafgre-
de og graesmgllarven kan ligeledes udgere stor skade i en efterfalgende kornafgragde. | pleenegraesser
og rekreative omrader er der nogle ar ligeledes store problemer med gasebillelarver og stankel-
benslarver, der kan volde store skader pa plenerne. Bortset fra steengelmegllarven har larverne fra
disse mgl dog den vesentlige forskel fra fall armyworm, at skaderne som regel sker ved gnav i rgd-
der og andre underjordiske dele.

3.1.3 Europeiske forsgg med insektresistens

| 1998 har forsgg udfert i Tyskland vist tilsvarende god effekt mod kalmgl (Plutella xylostella) der
ligeledes er en meget aggressiv planteseeder og som blandt andet volder store problemer i grant-
sagsproduktionen i hele Europa. Der var dog i dette forsgg ikke tale om endofytter fra rajgrees. Det
tyske forsgg blev udfart pa rosenkal inokuleret med endofytter hvorefter halvdelen af mgllarverne
blev fodret med inficeret materiale, mens en kontrolgruppe blev fodret med ikke-inficeret plantema-
teriale. Herefter blev den relative veaekstrate udregnet pa baggrund af en metode udviklet af Farrar et
al.1989 (C.F. Raps, A., Vidal, S., 1998). Resultaterne viste med alt tydelighed at der var stor forskel
i udviklingen af mgllarverne. Der var en stor reduktion i vaekstraten hos larverne der fik inficeret
materiale (se Tabel 3), samt der var en tydelig synlig effekt i form af vaekstdeformiteter (Raps, A.,
1998).

Inokulerede planter Kontrol planter
Veakstrate 1. forsgg 0,32+0,18 0,41+0,11
Ve&kstrate 2. forsgg 0,39 £ 0,05 0,41+0,04

Tabel 3: Veakstrate hos kalmgl fodret med endofytinficerede rosenkalsblade sammenlignet med ikke-inficerede.
(Udrag af tabel, Raps, A., Vidal, S., 1998)

Den observerede effekt af larvernes indtagelse af endofytinficeret materiale, var sammenlignelig
med den deformitetseffekt der opnas ved veekstregulerende hormoner. Som fglge heraf dede flere af
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larverne fa dage efter forsggsstart eller undergik forsinket veekst, udvikling og forpupning (Raps,
A., Vidal, S., 1998).

3.2 Resistens overfor herbivorer

Hidtidig forskning og kendskab til de fleste greesendofytter, har koncentreret sig omkring deres gif-
tighed overfor planteazdere. Laboratorie- og feltforsgg har vist at planteeedende dyr ofte afskraekkes
fra at de endofytinficeret materiale eller udviser deciderede sygdomssymptomer, darlig trivsel og
reduceret tilveekst (Latch, G. C. M., 1993). Disse egenskaber opnaet ved endofytinfektion kan ses
som en selektionsfordel for planter ved graesningstryk af forskellige herbivorer.

Af pattedyr hvor der er observeret konkrete sygdoms- eller fitnesspavirkninger efter indtagelse af
endofytinficeret graes kan navnes kger, heste, okser, far, geder, krondyr, kaniner/harer, rotter og
mus. Feltundersggelser viser endvidere at strandsvingelarealer inficeret med endofytter indeholder
veesentligt lavere populationer af mindre pattedyr end tilsvarende ikke-inficerede arealer (Clay, K.,
1991). Ydermere er det pavist at fugle udviste store vaegttab hvis de var udsat for en diet indholde-
ne inficerede frg, kontra ikke-inficerede.

Viden om, at graesser kan veere giftige overfor husdyr er langt fra noget nyt fanomen. Saledes er der
referencer helt tilbage til biblen, den romerske poet Ovid og Shakespear’s skuespil Henry VI, om-
kring tilfelde af forgiftning af husdyr fodret med rajgraes af en bestemt type (Lolium tementu-
lum/poison Darnel, www.omnicopia.com). Dette kunne meget vel have varet grundet et hgjt endo-
fytindhold.

3.3 Forgiftningsfarer

Tilstedevaerelsen af endofytter i fodergraesser (bade afgrasning, slet og hg), skaber ofte forgift-
ningsproblemer, der dog ikke er blevet registreret i Danmark. | USA og New Zealand er der dog
talrige eksempler pa alvorlige forgiftninger med stor produktionsnedgang til falge. Det er isar to
giftstoffer (Lolitrem B og Ergovalin), der regnes som hovedarsag til forgiftningerne.

3.3.1 Lolitrem B

Produceres kun i inficeret rajgrees, og kan i hgje koncentrationer fremkalde krampelignende symp-
tomer, kaldet Stagger. Symptomerne viser sig is&r hvis dyrene udsettes for stress mens de har hgje
koncentrationer i kroppen. Kendetegnende for forgiftningen er det, at dyrene har problemer koordi-
neringen af deres bevegelser, krampeanfald og stivhed i benene. Forgiftningssymptomerne forsvin-
der dog igen sa snart dyrene fratages det endofytholdige foder igen (Jensen., A. M. D., 2003).

3.3.2 Ergovalin

Produceres i en lang reekke greesser, men kendes bedst fra strandsvingel, hvorfor den ogsa skaber
starst problemer i USA, hvor strandsvingel udger en stor del af afgreesningsarealet. Ergovalin frem-
kalder symptomer kaldet fescue toksikoser. Disse symptomer optraeder bade vinter og sommer men
med forskellige karakteristika.

| vinterperioden kendetegnes symptomerne ved, at blodtilfersel til grer, ben, hale osv. bliver reduce-
ret eller afskaret, hvorved der opstar koldbrand og lemmerne i verste fald falder helt af. Sommer-
symptomerne kendetegnes ved forhgjede temperaturer, reduceret fadeindtagelse, strittende pels og
reproduktionsproblemer. Ydermere har der ogsa veeret observationer af store, faste fedtaflejringer i
dyrenes vom (Jensen, A. M. D., 2003).
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Der er stor forskel pa hvor sensitive dyr er overfor koncentrationer af de to giftstoffer (se Tabel 4).
Heste og grise er meget falsomme, hvorimod kger og far kan tale noget hgjere koncentrationer far
der udvises synlige symptomer.

Dyr | Grenseveardi Greanseveerdi
Lolitrem B (ppm) | Ergovalin (ppm)

Heste | 0-0,8 0,3-0,5
Kger | 1,8-2,0 0,4-0,7
Far 1,8-2,0 0,8-1,2

Tabel 4: Graensevardier for indhold af Lolitrem B og
Ergovalin, far der er synlige symptomer hos dyr.
(Jensen, A. M. D., 2003).

Disse graenseverdier skal dog ses i lyset af, at det er veerdier hvor man direkte har kunnet se symp-
tomerne pa dyret. Det er sandsynligvis ved de lave vedvarende koncentrationer, at man far produk-
tionsnedgangene i form af eksempelvis nedsat tilveekst og darlig reproduktion. Der er naturligvis
ogsa stor forskel pa hvor hgje koncentrationer dyrene er udsat for afhengige af om de gar ude og
graesser, eller de er opstaldet og fodret er en blanding af flere komponenter. Koncentrationerne af
giftstofferne i graesset har mindre effekt hvis graesset kun er en del af fodret, i modsetning til hvis
der er tale om ren afgraesning.

| Danmark findes der seedvanligvis ikke endofytter i fodergres, hvorimod det er meget almindeligt i
plenegrasser og iser udenlandske plaenegrasser. Problemer med forgiftninger opstar derfor kun
hvis der fodres med fragreeshalm fra en graesmark med plaenegraessort, eller hvis der afgreesses pa
fragreesmarker, hvilket der ikke er tradition for. | de senere ar har nogle dog forsggt sig med at lade
far afgraesse fragraesmarken i efteraret.
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3.4 Endofytters effekt over for skadevoldere

Effekten af endofytter overfor herbivorer, bade insekter og pattedyr, kan pa baggrund af et repra-
sentativt uddrag af forsgg, opsettes i et skema som nedenstaende (sammensat af Clay, K., 1988):

Dyr Veertsgraes Endofyttype Kommentar
Pattedyr
Kveeg, heste Festuca (svingel) Neotyphodium Giver reduceret til-

veekst, foragget krops-
temperaturer, lam-

melser, spontane
aborter
Kveg, far Lolium (rajgrees) Neotyphodium Giver reduceret til-

vakst, lammelser,
stagger, ded

Insekter

Fall armyworm Lolium, Festuca Neotyphodium Afskreekkende  ef-

(ikke noget dansk fekt, reduceret over-

navn) levelse, reduceret
tilvaekst, forlenget
udvikling

Bladlus Festuca Neotyphodium Afskreekkende effekt

Snudebiller Lolium Neotyphodium Reduceret  &delyst,
og forringet repro-
duktion

Farekyllinger Lolium Neotyphodium Dadelighed

Tabel 5: Effekten af endofytter i rajgraes og svingel mod en raekke insekter og pattedyr (uddrag af tabel, Clay,
K., 1988).

Der produceres dog ogsa andre giftstoffer i forbindelse med tilstedevarelsen af Neotyphodium en-
dofytter i rajgraes og svingel. Stoffet Pyrrolizidine er blevet fundet i endofytinficeret svingel og har
ved hgje koncentrationer resulteret i fescue toksiskoser hos kger, hvorimod det ved lave koncentra-
tioner ingen effekt havde. Samtidig har dette stof ogsa vist sig at have en afskraekkende effekt over-
for bladlus. | rajgrees har stoffet Peramin vist sig at veaere den mest effektive afskraekker af herbivore
insekter. Dette kunne indikere at giftigheden over for insekter og pattedyr har forskellige kemiske
oprindelser (Clay, K., 1988).

Andre graesser, som eksempelvis byg, producerer alkaloider pa det nyfremspirede stadie, hvor an-
greb af herbivorer har den starste potentielle effekt pa plantens fitness. Der er forskel pa hvor i plan-
ten giftstofferne ophobes. Nogle forbliver i det plantevaev hvor i svampen er placeret, mens andre
bliver transporteret rundt i planten.

14



Endofytter i rajgraes og svingel Mads Brandt, JP03

3.5 Non toksisk graes

Non toksiske endofytinficerede graesser er blevet meget interessante de senere ar, da man meget
gerne vil have effekten af de egenskaber der falger med endofytten, men til gengeeld helst vil slippe
for de problemer der opstar i forbindelse med udskillelse af toksiner.

Der er i tidens lagb blevet ivaerksat en reekke mere eller mindre vellykkede forsgg for at eliminere
eller minimere risikoen for forgiftninger pa grund af endofytindholdet i greesset.

De tidligste gik ud pa at producere endofytfrie graesser og erstatte graesset pa afgreesningsarealerne
med dette. Disse tiltag blev dog magdt med begraenset succes; det virker en smule uoverskueligt at
erstatte 17 millioner hektar med endofytinficeret svingel i USA med nyt graes. Nar det meste af det-
te grees sa oven i kgbet er placeret pa marginaljord hvor man i hgj grad har brug for endofytternes
egenskaber, da der ikke er ressourcer til intensiv dyrkning, virker det helt omsonst. P4 samme made
har man pa New Zealand tidligere prgvet at udskifte det inficerede grees med ikke-inficeret. Alt raj-
graes bliver dog angrebet af den argentinske snudebille (Argentine stem weevil) og kan derfor ikke
overleve uden endofyten. Far i tiden matte man derfor bare acceptere at dyrene blev syge pa grund
af et hgjt Lolitrem B indhold, men nu er en del af graesset pA New Zealand dog blevet erstattet med
grees indeholdende AR1 endofytten, som er giftfri (Jensen, A. M. D., 2005 P.M)

| den senere tid er der i stedet blevet rettet opmeaerksomhed mod, at tilseette medikamenter i supple-
ringsfodret til de graessende dyr, eller udvikling af en egentlig vaccine mod de ergotlignende toksi-
ner. En anden lgsning er identifikation af endofytstammer eller graeesgenotyper, hvor der ikke er
risiko for akkumulering af giftstoffer, eller i sidste instans forsgg med genmanipulering i endo-
fytstammerne.

Der er dog en lang reekke problemer og betenkeligheder forbundet med produktion af non toksiske
endofytstammer. Ligesom med graesserne de skal implementeres i er der store genetiske forskelle i
endofytterne. Derfor er det heller ikke konsekvent, at der opstar problemer med forgiftninger. | Te-
xas har man saledes udfgrt forsgg med italiensk rajgras inficeret med endofytter hvor udbytterne
blev forgget betragteligt, uden at der dog opstod forgiftninger ved efterfalgende opfodring af det
hagstede graes (Schardl, Christopher L., Phillips, Timothy D., 1997). Udbytterne var ca. 10 % hgjere
hvor graesset var inficeret sammenlignet med en genetisk ens population uden endofytten.

| Danmark er der taget hul pa et projektsamarbejde mellem DLF-Trifolium og Forskningscenter
Flakkebjerg (DJF), hvor det forsgges at identificere giftfrie endofytstammer og herefter implemen-
tere dem i en veertsplante. | projektbeskrivelsen er opsat falgende mal og metode:

Mal: Malet er at identificere/fremstille giftfrie stammer af endofytter. Stammer af denne type er
allerede patenteret pa New Zealand og disse er med stor succes indsat i andre graes sorter hvor de
ikke producerer toksiner. Nar egnede kandidater er identificerede er malet at fa dem indsat i egnede
foder og planetyper.

Metode: Endofytholdige graesser indsamles fra naturlige graespopulationer og screenes ved brug af
HPLC for tilstedevaerelsen af udvalgte toksiner. Fra toksin-fri greesser isoleres endofytten og ind-
seettes i andre graestyper hvor toksin profil og stabilitet falges (www.agrsci.dk).

Med den abenlyse interesse der er fra udenlandsk side, for det produkt der kan komme ud af et sa-
dant projekt, er det interessant at vide hvor langt man er kommet i projektet, og hvilken betydning
det forventes at fa for den danske eksport, hvis man kan frembringe et produkt der matcher forbru-
gerens krav. | den forbindelse har projektforsker Niels Roulund venligst givet sin vurdering af det
forelgbige resultat samt betydning for eksport:

Vi er igang med at starte produktion af non-toksiske endofytinficerede graesser hvor vi bruger endo-
fytisolater fra AgResearch New Zealand. Vi er ligeledes ved at inficere egne giftfri endofytter - men
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disse skal farst gennem omfattende test med fodringsforsgg far vi kan vaere sikre pa om de virkelig
er giftfri. Med giftfri endofyt fodergraesser forventer vi at kunne forgge vores markedsandel i iseer
New Zealand, Australien og til dels USA - men kun med en relativ begreenset maengde i forhold til
de 120.000 T/ar som DLF-Trifolium idag producerer.
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4 Endofytter i Danmark

En af de vesentligste greesarter i Danmark er alm. rajgraes. Alm. rajgraes optraeder i bade grees-
frasproduktionen og i afgraesningsarealer pa baggrund af et hgjt produktivitets- og kvalitetsniveau. |
vild bestand har en raeekke undersggelser i Europa vist, at alm. rajgres er en hyppig vert for endo-
fytter, men ogsa de kommercielt dyrkede sorter er hyppige veerter (Jensen, A. M. D., 2003). Der har
dog ikke fgr 2003 veeret udfert offentliggjorte undersggelser omkring indholdet af endofytter i
vildtvoksende graesser i Danmark, og der findes kun upublicerede beskrivelser af indholdet i de
kommercielt dyrkede greesser.

Derfor blev der under en undersggelse i semi-naturlige habitater for at undersgge biodiversitet, ogsa
undersggt pa forekomsten af endofytter i Danmark. Der blev udvalgt 62 lokaliteter (se Figur 2) som
skulle repraesentere 12 forskellige typer habitater, hvor der blev undersggt for endofytindholdet i
alm. rajgrees. De fleste af disse habitater var delvist ekstensive afgraesningsarealer.

8" 9 o= 11* 12° 13®

5

550

g 9 1o 11° 12* 13°

Figur 2: Oversigt over de udvalgte lokaliteter hvor testmaterialet blev indsamlet. Lokaliteterne blev udvalgt pa
baggrund af deres historie som henholdsvis afgreesset og ikke-afgraesset. (Jensen, A. M. D., Roulund, N., 2003).

Arealerne blev udvalgt ud fra deres historie, eksempelvis permanente graesarealer, eller udvalgt ud
fra at skulle repraesentere et bredest muligt udsnit af Danmark. Lokaliteterne blev opdelt i to katego-
rier; afgreesset og ikke-afgraesset, og der blev indsamlet mellem 12 og 40 individuelle rajgrasplanter
pa hver lokalitet. Som det kan ses pa Figur 2 er stort set samtlige lokaliteter hvor testmaterialet er
indsamlet kystnaere omrader. Dette skyldes at man under indsamlingen dels gerne ville undga area-
ler der 1a i umiddelbar naerhed af kommercielt dyrkede graesser for at undga "indvandrede” rajgraes-
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typer, samt det faktum at mange naturlige greesarealer tilfeldigvis ligger der (Jensen, A. M. D.,
2005, P.M)

Disse planter blev herefter plantet i potter og placeret i et veeksthus, der pa intet tidspunkt kom un-
der 15° C. her blev de vandet og fulgt i gennem 2 maneder gennem efterar og vinter, med naturligt
lysindfald. Dog blev der suppleret med ekstra belysning hvis lysintensiteten kom under 4000 Lux.

Herefter blev der testet for indhold af endofytter og planter med positiv respons blev efterfglgende
testet for koncentration af intercelluleert mycelium.

Der blev fundet endofytter pd 77 % af disse lokaliteter, med infektionsrater svingende fra 4-82 %,
hgjst pa lokaliteter hvor der havde veret et hgjt afgraeesningsniveau, eller arealer der i hgj grad hav-
de veeret offentlig befeerdet.

Dog 13 56 % af lokaliteterne pa et infektionsniveau pa under 20 %, mens kun to lokaliteter havde et
niveau der 1a pa over 75 %.

Dette kunne indikere at der er en gget overlevelses fordel hos det inficerede gras frem for det ikke-
inficerede i omrader hvor afgraesning eller intensiv benyttelse af graesset er miljgmaessige stress
faktorer.

Denne undersggelse beviser som den farste tilstedevaerelsen af endofytter i Danmark er forholdsvis
hgj i de mere ekstensive greesomrader, og at hgje endofytmangder ikke er begranset til egne med
tradition for meget tarre forhold, som eksempelvis middelhavsomradet (Jensen, A. M. D., 2003).

4.1 Produktion af endofytinficeret rajgraes i Danmark

Da alm. rajgrees ligeledes er en betydningsfuld fragraesafgrade blev der forud for denne undersggel-
se, i perioden 1998-2000 lavet tilsvarende undersggelser pa indhold og etablering af endofytter i
fragraesarealer fordelt over 9 lokaliteter i det nordvestlige sjelland, i pree-basis, basis og F1 udsed
og vurderet pa koncentrationen af mycelium i de inficerede planter. Dels for at undersgge hvorvidt
det overhovedet kan lade sig gere at opretholde maengden af endofytter under danske forhold, men
ogsa for at undersgge udviklingen af indholdet af Lolitrem B.

I undersggelserne blev der benyttet udseed af sorten Delaware, med endofytindhold i ca. 30 % af
freene. Praebasis udsaeden var af amerikansk oprindelse, men opformeringsarbejdet af sorten var
udfert under danske forhold. Ved hgst af dette udsaed i USA var indholdet af endofytter anslaet til
87 %, men efter opformeringen i Danmark var dette indhold reduceret til at kun ca. 30 % af fraene
var inficeret.

Hver maned fra maj til oktober blev der indsamlet 20 planter 2-3 udvalgte steder i marken, der da-
gen efter blev undersggt for endofythyfer. Det yderste blad pa et skud blev fjernet, og herefter blev
der skreellet strimler af epidermis pa den inderste overflade af bladet. Disse blev herefter vurderet i
mikroskop.

Intensiteten af svampehyfer blev beregnet pa baggrund af mangden af svampehyfer pr. mm pa
tveers af epidermis, og lagt sammen for at give et gennemsnit af hver mark.

Der var tydelige beviser pa at endofytterne kunne etablere sig, ogsa under danske forhold. Der var
en saesonafhangig variation i maengden af hyfer. Der var lavest koncentration i foraret og en stigen-
de koncentration henover sommeren (se Figur 3).
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Figur 3: Intensiteten af endofythyfer i de 9 graesmarker. Det ses at der er store sesonafhangige udsving. * indi-
kerer at det er en 2. &rs graesmark (Jensen, A. M. D., 2004)

Resultatet af denne undersggelse var, at der ikke var nogen veesentlig reduktion af endofytindholdet
selvom graesset blev dyrket under danske forhold. | 7 ud af de 9 forsgg var der ingen indikation af
en reduktion af endofytindholdet fra basis udsaed og frem til bade farste og andet hgstar. Det store
fald i indholdet af endofytter fra det amerikanske materiale til den danske basisudsed, skal sandsyn-
ligvis forklares ved forkert handtering og opbevaring af materialet frem til opformering. Det er tid-
ligere bevist at leengere tids opbevaring, fugtighed og temperatur under opbevaring kan have betyd-
ning for endofytternes overlevelsesevne (Clay, K., 1988).

Hvis danske klimatiske forhold eller dyrkningspraksis skulle vaere grunden til det store svind af
endofytter under opformeringen, ville der kunne forventes stor reduktion af endofytindholdet mel-
lem udsead og 1- og 2.-ars graesfrg. Dette var dog ikke tilfeeldet. Endofytterne blev tvaertimod godt
etableret i afgrgden og undersggelser af endofytindholdet i mere eller mindre vilde greespopulatio-
ner viser ogsa at endofytterne er ganske udbredt under det danske klima (Jensen, A. M. D., Rou-
lund, N., 2003). Konklusionen pa undersggelsen ma altsa vare at dyrkning af endofytholdigtgraes
og opretholdelse af endofytindholdet kan lykkedes under danske forhold, hvis handtering og dyrk-
ningsmanagement er i top.

4.1.1 Indhold af Lolitrem B

Endofytterne i rajgraes er kendt for at producere en raekke toksiske metabolitter. En af disse er Lo-
litrem B. Dette er en neurotoxin og er ansvarlig for forgiftningssymptomer hos en lang reekke hus-
dyr, blandt andet stagger. Normalvis regnes 2 ppm Lolitrem B for en tilstraekkelig dosis til at udlgse
alvorlige anfald af stagger hos far, mens heste til gengaeld er langt mere sarte (se Tabel 4 s.13). Un-
der normale omstaendigheder er stagger ikke dadeligt, men da den er skyld i bade reduceret tilveekst
og reproduktionsnedgang, ma det vurderes, at den kan have en alvorlig gkonomisk konsekvens for
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landmanden. Der er registrerede tilfeelde af stagger i Europa, og hvis fremavlen af endofytinficeret
grees forgges, er det sandsynligt at der vil opsta flere tilflde.

Indholdet af Lolitrem B er pavirket af en lang reekke faktorer. Bade miljg- og landbrugsmeessige
faktorer sasom temperatur, plantealder, plante/fungi genotype og nitrogen tilfgrslen er med til at
bestemme indholdet. Toksinproduktionen stiger typisk nar planterne dyrkes under stressende for-
hold som eksempelvis tarke.

Analyser pa Lolitrem B produktionen i rajgrees har hidtil kun veeret udfert pa fre, enkelt planter
eller strd. Der har ikke hidtil veeret analyseret pd hvordan produktionsniveauet af Lolitrem B er un-
der praktiske dyrkningsforhold. Og der har ingen undersggelser veret af Lolitrem B indhold i grees i
Danmark, fer denne undersggelse.

Alm. rajgrees til fragraesproduktion daekkede i 2003 ca. 35.000 ha. Heraf var ca. de 1.500 inficeret
med endofytter (DLF), og 2004 var det tal lidt hgjere.

Analysen af Lolitrem B indholdet i rajgrees foregik ved, at der hver maned blev klippet grees af pa et
0,5 m? stort omrade, i et i forvejen udvalgt omréde. Det afklippede gras blev opdelt i enten top-
fraktion (plantemateriale mere end 5 cm over jorden) og bundfraktion (plantemateriale fra 0-5 cm
over jorden). Topfraktionen afspejlede det graes der fjernes ved hgst af afgraden eller genvaeksten i
efteraret. Bundfraktionen afspejler det der efterlades i marken som stub. Denne fraktion er vigtig at
fa vurderet pd, i det Lolitrem B ikke er ligeligt fordelt i planten. Toksinet er normalt koncentreret i
det yderste af bladene gennem den vegetative vakstfase, men i blomstringsperioden kan det ogsa
findes i de blomstrende skud og fre.

Fraktionerne blev snittet i stykker pa 2-3 cm, blandet godt, og herefter delt op i 3 dele der blev fry-
setgrret og formelet, og senere kemisk analyseret.

Resultatet var, at der var hgjeste koncentrationer af Lolitrem B i sommerperioden, mens de var la-
vest i forarsperioden. Dette falder ogsd sammen med at koncentrationen af endofythyfer var hgjest
pa disse tidspunkter (se Figur 3). | alle arene var de hgjeste koncentrationer i topfraktionen at finde i
juli og august, mens koncentrationerne i bundfraktionen blev ved med at stige gennem efterdret.
Bundfraktionen afspejler hvad der ville veere tilbage efter hgst og evt. veere til radighed hvis marken
skulle afgraesses. Den hgjeste koncentration af Lolitrem B der blev fundet var 0,79 ppm.

Produktionen af Lolitrem B fglger seedvanligvis en ssesonbestemt profil, karakteriseret ved at den
topper i sensommeren. Resultaterne af denne undersggelse med dansk dyrket Delaware rajgrees un-
derstatter denne teori, og falder godt sammen med udenlandske forsgg, der dog ikke pa samme ma-
de har fokuseret pa adskillelse af top og bundfraktion (Jensen, A. M. D., 2004)

Evalueringer af toksinproduktionen i stgrre populationer, forskellige plantefraktioner og under
markforhold er sjeeldne. Derfor er dette danske forsgg meget vellykket i det, der tages hgjde for at
der er tale om en frgafgrade, hvor den del der kan benyttes som foder fgrst hentes sent pa somme-
ren. Baseret pa de opnaede data i dette forsgg blev det vurderet, at det ikke var anbefalingsveerdigt
at benytte hg fra 2 af lokaliteterne til hestefoder, da disse havde et Lolitrem B indhold der 13 teet pa
den grenseveardi der kan udlgse meget voldsomme symptomer af stagger hos heste (0,8 ppm). Det-
te skal ses i lyset af, at hg ofte selges i sma mangder og koncentrationen af toksiner derfor kan vee-
re langt hgjere hvis denne mangde er taget i en plet af marken hvor toksinproduktionen har veeret
hajere.

Variationerne i produktionen Lolitrem B kan muligvis ligge i formeringen. Alm. rajgraes er en
krydsbestgvende art og mange af sorterne er kunstigt fremstillede varianter. Dette kreever normalt,
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at man under foreedlingsarbejdet krydser et sted mellem 6-10 forzldreplanter, og den population der
kommer ud af det vil veere genetiske forskellige planter.

Hvor hgj produktion der er af metabolitter afhanger i hgj grad af plante-fungi genotype kombinati-
onen. En strategi til at nedsatte forgiftningsfarerne i rajgraes ma derfor veere, at udvikle og dyrke
graessorter med endofytstammer der ikke producerer Lolitrem B.

Genotypeforholdet mellem svamp og veertsplante er en af de helt store komplikationer i udviklings-
arbejdet med endofytinficeret graes, i det, det er forholdsvist let at isolere endofytten og innokulere
pa vaertsplanten, men samme endofytstamme kan have forskellig effekt afhaengig af genotypen pa
veertsplanten, og det er derfor sveert at udvikle et produkt man kan stille garanti for (Jensen, A. M.
D., 2005, P.M).

Den mangde Lolitrem B der blev fundet i topfraktionen i oktober i dette forsgg, blev brugt til at
vurdere hvorvidt genveeksten i efteraret kunne bruges til eksempelvis ensilage. Det blev vurderet at
der ikke pa noget tidspunkt i efteraret opnaedes koncentrationer der kunne udlgse forgiftningssymp-
tomer. Derimod blev det vurderet at den hgjeste koncentration var at finde i bundfraktionen. Dette
har betydning hvis man har tanker om at lade sine fragresarealer afgreesse, eksempelvis en 2.ars
mark der er taget ud af produktion. Der er stor sandsynlighed for, at Lolitrem B koncentrationen i
stubbene gges i lgbet af efteraret, i hvert fald i nogle afgrader. Derfor ber afgraesningsintensiteten
ngje afvejes og vurderes ud fra hvilke dyr man lader afgreesse og en test af toksinkoncentrationen
bar tilstreebes.
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5 Relevans af endofytter i Danmark

For at undersgge hvorvidt der er relevans af de egenskaber der kan opnas i Danmark med endofytin-
ficeret grees, vil det falgende afsnit beskaftige sig, med de forhold der ger sig geeldende, og de
egenskaber der er interessante hos slutforbrugeren og producenten.

5.1 Lovmaessige forhold

Med det formal at begraense pesticidforbruget har Kommunernes Landsforening indgaet en aftale
med Miljg og Energiministeriet om at afvikle brugen af kemiske bekempelsesmidler pa offentlige
arealer. Aftalen blev indgéet i 1998 i forbindelse med vandmiljgplan Il og tiltag og resultater skulle
efterfalgende evalueres i 2003. Disse tiltag vil give problemer for bl.a. dansk golf, fodbold og andre
udendgrs aktiviteter da de alle stiller visse krav til graesarealernes struktur, kvalitet og pleje.

Derfor er der indledt et projektsamarbejde mellem Forskningscenter Flakkebjerg, KVL, DLF og
DGU, for at undersgge alternativer til graespleje iser med fokus pa mulige egenskaber i grasendo-

fytter.

Malet for aftalen var at udfase brugen af pesticider pa offentlige arealer senest 1. januar 2003, bort-
set fra omrader hvor der er veasentlige negative sikkerheds- eller sundhedsmaessige konsekvenser
ved at undlade brug afpesticider.

Evalueringen i 2003 viser, at kommuner, amter og stat er naet langt med udfasningen af pesticider
pa de offentlige arealer. Det opgjorte offentlige pesticidforbrug udger saledes i 2002 under 2 pro-
mille af det samlede pesticidforbrug i Danmark. Forbruget er faldet fra 28,8 tons aktivt stof i 1995
til ca. 6,3 tons aktivt stof i 2002. Der er i lgbet af udfasningsperioden opnaet en lang reekke erfarin-
ger i kommuner, amter og i staten vedrgrende pesticidfri drift, der kan veaere medvirkende til at fort-
saette og fastholde udfasningen pa de offentlige arealer (www.fvm.dk).

5.2 Udvikling af robuste pleenegraesser til golf og boldbaner

For at imgdekomme gnskerne i ovennavnte aftale, har parterne i projektgruppen fokuseret pa ud-
vikling af robuste greaesser, baseret pa indholdet af kulhydrater og metabolitter forarsaget af tilstede-
vaerelse af endofytter i graesserne. Malet er at finde graessorter med meget akkumuleret fruktan sidst
pa efteraret da de formodes at veere mere vinterpersistente. Desuden gnskes fremstillet graesser med
stammer af endofytter der producerer hgje mangder af toksin sa der derigennem kan opnas insekt-
0g nematode resistens.

Enkeltplanter af forskellige graesarter (plaene og fodertyper) udsat i marker hgstes gennem efteraret
og analyseres for fruktan ved brug af enzymatiske analyser. Endofytstammer med evnen til at pro-
ducere meget toksin indseettes i relevante art/sorter og testes for resistens.

Da et forskningsprojekt som dette slutteligt skal veere til gavn for forbrugeren, der er bergrt af et
tiltag som dette fra overordnet side, er det relevant at se pa hvad der er egentlig er af gnsker, for at
kunne vurdere hvorvidt endofytter kan opfylde disse.

Som reprasentant for forbrugeren har miljgkonsulent Torben Kastrup Petersen fra Dansk Golf Uni-
on, venligst svaret pa spargsmal omkring gnskede egenskaber i pleenegras og forventninger til
forskningsprojektet:
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Hvilke gnsker I har til, at der skal komme ud af et sadant projekt?

e Faideer om hvordan vi kan udvikle et produkt - pleenegraesser med forbedrede egenskaber
o] Vinterpersistens
o] Sneskimmelresistens
o] Insektresistens

e Udfare pilotforsgg der skal give en ide om, hvad det er for faktorer, vi skal kigge pa
o] Endofytter
o] Kulhydrater
(o] Etc.

Vil | veaere parate til at benytte endofytinficeret graes selvom udsadsprisen maske er hgjere? og tror |
det geelder for alle jeres medlemmer?
Vi er altid interesseret i at finde pa lgsninger, der kan vaere med til at udfase brug af pesticider. Om
hvorvidt vi vil anvende det, hvis udsadprisen er hgjere er svert at svare pa. Hvis prisen er lidt hg-
jere tror jeg bestemt man vil benytte endofytinficeret graes, men er prisen alt for hgj kan det maske
blive et problem at overbevise vores medlemsklubber, der jo ogsa har et budget at tage hensyn til.
Hvis man med sikkerhed kan mindske sygdomsangrebene tror jeg imidlertid, at man vil vaere villig
til at betale en del ekstra.

Hvilke krav graesset skal opfylde for at opfylde jeres behov?
Veere slidstaerkt, grant og resistent overfor sygdomme.

Da projektet stadig er i gang og der endnu ikke forligger noget publiceret materiale omkring resulta-
terne, kan det vaere sveert at afgare hvorvidt effekten af endofytter er tilstreekkelig under danske
forhold.

Afgerende er det dog, at der foreligger dokumenterede gavnlige egenskaber, som naevnt tidligere,
der opfylder forbrugerens gnsker om insekt- og tarkeresistens. Disse er muligvis udfert under andre
klimatiske forhold (Frankrig og USA), men da danske undersggelser udfert i 2003 viser, at der er
veaesentlig tilstedeveerelse af endofytter i semi-naturlige habitater med delvis afgraesning samt ube-
rgrte arealer, ma der veere belaeg for at regne med, at endofytterne ogsa giver selektionsfordele for
graesset under danske forhold.

Muligheden for vinterpersistens hos grasset er kun undersggt i begraenset omfang hidtil. Finske
undersggelser har dog vist, at naesten 100 % af det graes der var at finde nord for polarcirklen var
endofytinficeret. Dette kunne tyde pa at endofytterne ogsa her giver grasset en selektionsfordel
frem for det ikke-inficerede (Jensen, A. M. D., 2005, P.M.).

5.3 Perspektiver for frgfirmaet ved endofyt indhold i graesset

Udvikling af greestyper der har egenskaber som opfylder forbrugerens gnske er naturligvis ogsa
noget der prioriteres meget hgjt hos producenten. Derfor medvirker DLF ogsa i denne projektgrup-
pe, da evnen til at kunne tilbyde et non-toksisk graesprodukt med resistensegenskaber vil kunne fa
stor betydning for DLF’s position pa det internationale framarked. Et marked hvor DLF blandt an-
det sidder pa 30 % af det europziske fodergreesmarked og 50 % af det europaiske plenegraesmar-
ked.
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Med fokus pa slutforbrugerens gnske og perspektiver for DLF’s internationale position har Niels
Roulund fra DLF’s planteforskningsprogram venligst givet sin vurdering af hvad DLF skal kunne
tilbyde og hvorledes det vil have indflydelse pa deres position pa det internationale framarked:

Hvad vil I gerne kunne tilbyde (hvilke egenskaber er det I gerne vil slge endofytinficeret graes
pa)?
Primeert insektresistens og forbedret persistens til brug i iseer New Zealand, Australien og USA

Hvad tror du det vil betyde for det danske fragraesareal og jeres marked, hvis | kan tilbyde dette
graes?

Vi tilbyder allerede sorter med endofytter og endofytter er en forudsatning for at kunne s&lge pa
ovennavnte markeder.

Med giftfri endofyt fodergraesser forventer vi at kunne forgge vores markedsandel i iseer New Zea-
land, Australien og til dels USA - men kun med en relativ begranset mangde i forhold til de
120.000 T/ar som DLF-Trifolium idag producerer

Hvordan tror du prismeessigt graesfre med disse egenskaber kommer til at ligge?
Som alm. graes, med mindre at der er tale om endofytter som er giftige for insekter men ikke for
kaer/far, sa ligger prisen typisk pa 1,5-2,0 kr/kg mere end alm. gras (engros).

Forbruger og producent er altsa forholdsvis enige om hvilke egenskaber der er relevante i disse
graestyper. DLF tilbyder allerede graessorter indeholdende endofytter og mener derfor ikke der p.t.
er nogen stgrre udvidelse af det danske fragraesareal pa vej. Disse greestyper indeholder dog uden-
landske stammer af endofytter, og hvis det kan lykkedes at fremavle en ren dansk non-toksisk endo-
fytstamme til brug i fodergrees, ma det dog vurderes at der er potentiale for en starre afsetning af
dansk frg. Der produceres i gjeblikket ikke mere end der er efterspgrgsel til, da det ikke er dansk
patenterede endofytstammer der benyttes. Derved er det sveert markedsfare graestypen med henblik
pa produktionsrettigheder og sa videre.

Prismassigt ligger graesfrg af denne type dog pa et niveau som ma vurderes at vaere pa linie med det
Torben Kastrup Petersen fra DGU efterspurgte.
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Konklusion

Endofytter har potentiale for en lang raeekke egenskaber, der kan vaere med til at gare det attraktivt,
at fa dem implementeret i dansk fraproduktion:

e Forsggene, bade udenlandske og danske viser, at der er en klar tendens til, at endofytten er
med til at pavirke og forbedre vertsplantens fitness.

e Det er bevist, at toksiner udskilt af endofytten virker enten direkte toksiske eller repellerende
over for en raekke insekter.

e Det er pavist i danske forsgg, at der er en markant stgrre fotosynteseproduktion i endofytin-
ficeret graes frem for ikke-inficeret, hvilket meget vel kan indikere at kulhydratindlejringen
dermed ogsa forgges. Dette er en essentiel faktor hvis vinterpersistensen skal forbedres.

e Amerikanske forsgg i strandsvingel har vist, at der er en stgrre produktion af frg og fertile
skud, nar graesset er inficeret med endofytter.

e Ligeledes har europaiske forsgg vist, at der var en klar udbyttefremgang i rajgraes med en-
dofytindhold, malt pa udbytter i form af slet.

o Der er ikke forsgg der direkte viser en forbedrende effekt over for tgrke, men da neasten 100
% af greesset pa afgraesningsarealerne der er udsat for store tarkeperioder i USA er endofy-
tinficeret, ma det vurderes, at endofytten giver grasset en selektionsfordel.

Der er tilsyneladende ikke nogen risiko for at endofytinholdet i greesset gar tabt under de danske
klimatiske forhold. De faktorer der har indflydelse pa endofyttens overlevelsesevne er ting som op-
bevaring, temperatur under opbevaring og fugtighed under opbevaring. Dette er alle sammen mana-
gement relaterede problemstillinger, og hvis der skal opnas en effekt af endofytterne er det altsa
vigtigt, at der er fokus pa det.

| forbindelse med den aftale der er indgaet mellem kommunernes landsforening og energiministeri-
et, er der pa det nzermeste “skabt” en interesse for graes der har de egenskaber endofytterne kan pro-
ducere. Hvis der skal indfares fuldt stop for pesticidbrug pa offentlige savel som starre private area-
ler, er der et oplagt behov for graesser der er udstyret med naturlige afvigemekanismer.

Hvis vi i Danmark kan fa isoleret endofytstammer der udskiller toksiner der virker over for insekter,
men ikke pavirker husdyr, er der et stort marked for salg af dette til udlandet.

Under danske forhold er det isa&er vinterpersistens og insektresistens der er vigtige faktorer. Ligele-
des har danske undersggelser vist at endofytten kan give graesset bedre egenskaber over for slitage,
hvilket vil vare en fordel pa rekreative omrader som eksempelvis golf- og fodboldbaner.
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