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Summary I

Summary

The mexistence of the endophytic fungi Neotyphodium spp. with different grass pedes can be
classfied as a mutuaistic symbiosis. Both the host grass and the fungus profit from the
relationship. On the one hand, the population of Neotyphodium fungi is increased by the host
grass through dispersal of infeded seed. The host grass benefits from the production of spedal
alkaloids by the Neotyphodium fungi in the plants, which have particular charaderistics (e.g.
drought stress tolerance resistance to pests of inseds and microorganisms). Through these
charaderistics, endophyte-infeded grass becomes more mpetitive than uninfeded in the
presence of biotic and abiotic stresses. Apart from these positive dfeds of the symbiosis, the high
acamulation of alkaloids can also cause undesirable animal disorders such as ryegrass $aggers
and fescue toxicosis in grazing animals. Much of the reseach on endophytes has been done in the
USA and New Zedand, where the diseases on animals were observed for the first time in the
fifties. Recetly the theme of Neotyphodium reseach has been continued in Europe, through
works in France (GRAND-RAVEL, 1997, United Kingdom (LEwIS & CLEMENTS, 1986,
Switzerland (ScHMIDT, 1986 and Germany (DAPFRICH, 1996 EGGESTEIN, 1997). The
dissertation in hand contains detailed investigations of the symbiosis between the endophytic
fungus N. lolii and the host grassL. perenne under the dimatic conditions ruling in Germany. In
detail, these were the assessmnent of the occurrence of N. lolii in varieties and ewmtypes of L.
perenne, as well asin vivo- and in vitro-experiments on the detedion of the dkaloid Lolitrem B in
grases and fungi-isolates. The methodology and results of this work can be summarised as
follows:

In order to analyse the occurrence of N. lolii in L. perenne varieties, all 84 fodder grassvarieties
in the describing list of grass clover, lucerne (1995 were examined microscopicaly. The fungus
N. lolii was found in 10 of these 84 L. perenne varieties and infedion levels ranged from 2 to 15
%. The investigation of a further 36 Dutch L. perenne varieties resulted in the detedion of the
fungus N. lolii in 16 samples (44 %), with infedion levels ranging from 1 to 93 %. Samples of
seal of 53 Rumanian eatypes were examined and the fungus N. lolii was deteded in 24 (45 %),
with infedion levels ranging from 1 to 100 %. In generd, it appeaed that the fungus N. lolii
ocaurs rarely in European L. perenne varieties and only at low infedion levels. In contrast,
etypes are esentially more frequently colonised by the fungus N. lolii, and at higher infedion
levels. Infedion levels nea 100 % are common. Investigations of the infedion level of different
sead samples from one variety showed only a dight variation. Despite the different locations in
which the varieties were bred, the standard deviation of the Neotyphodium infedion level of the
varieties examined was only threepercent.

In field trials, the dry matter yield of Neotyphodium-colonised varieties of L. perenne tended to be
greder than that of the eguivalent Neotyphodium-free varieties. The dry matter yield of
Neotyphodium-colonised varieties was sgnificantly higher than the Neotyphodium-free
equivalents in seven cases, and was never significantly lower. There was no significant interadion
between the different rates of fertiliser applied and the level of Neotyphodium colonisation.
Disregarding endophytic status, dry matter yield increased with increasing applications of fertili ser
upto 450 kgN/hayea in 44 of 51 comparisons.

The am of field trials locaed at Merklingsen (research station of the University of Paderborn)
was to determine whether the animal disorder ryegrass $aggers, caused by the dkaloid Lolitrem
B, can occur under climatic conditions ruling in Germany. The concentrations of Lolitrem B were
found to vary very gredly. A maximum concentration of 400 pg/kg DM was found in the field
trial with the L. perenne variety Ellett (19951996, and for the variety Yatsyn (1997 and 1993
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concentrations ranged from 18 to 1797 ug/lkg DM. The Lolitrem B concentration of some
samples was above the toxic dose of 2000 ug/kg DM, with a maximum of 2470 ug/kg DM.
Therefore, these results dow that there is the potential for ryegrass s$aggers to occur in
Germany. In the field trial with the varieties Y atsyn, Embassy and Nui, Lolitrem B concentrations
ranged from16 to 1136 pg/kg DM. The influence of nitrogen fertilisation on Lolitrem B
concentration was gdudied in two field trials. In one of these triads, where harvesting was
infrequent (variety Yatsyn, 19961998, Lolitrem B concentration was sgnificantly higher at the
higher rate of fertilisation in three of six comparisons. In the other trial, where harvesting was
more frequent (varieties Yatsyn, Embass/ and Nui), the results were less conclusive. With the
variety Embassg/, a dgnificant interadion between ntrogen fertilisation and Lolitrem B
concentration was recorded at the first cut, but results for subsequent cuts were variable. With the
varieties Embassy and Y atsyn, there were three caes in which a significantly higher Lolitrem B
concentration was recrded at the lower fertilisation rate. The influence of air temperature on
Lolitrem B concentration in plants was aso studied in the field trials and a positive relationship
was rewrded. Generaly, the maximum Lolitrem B concentrations were recorded after warmer
periods in the summer months of July and August. Lower concentrations were recorded at the
beginning and end of the grassgrowth period, in May and October respedively. The variety of L.
perenne used was found to influence Lolitrem B concentration. No relationship was found
between Lolitrem B concentration and infedion level. The varieties Y atsyn, Embass/ and Nui had
comparable levels of Neotyphodium infedion, but showed grea variation in Lolitrem B
concentration. Lolitrem B concentration can be regarded as a dharaderistic feaure of a variety.
The genotype of the host grassas well as the genetic variability of the fungus are responsible for
Lolitrem B production in the plant.

Anincrease in Lolitrem B concentration with increasing temperature was also recorded in climatic
chamber experiments. An increase in temperature of about 10 °C resulted in a sevenfold increase
in Lolitrem B concentration in the plant. The increase in Lolitrem B concentration was recorded
in al sedions of the plant. However, there were some populations of plants in which no Lolitrem
B was detedable & any temperature, despite an infedion level of 100 % with the fungus N. lolii.
In the vegetative stage, the maximum Lolitrem B concentration in a Neotyphodium-colonised L.
perenne plant was found in the led sheah sedion. Over al varieties and temperatures, on average
75 % of the total Lolitrem B concentration was found in the lowest five ceitimeters of the plant
(i.e. led sheah sedion). The averages for the led blade sedion and the roots were 18 % and 7 %
respedively.

Lolitrem B concentrations in individual plants within a variety and/or population were found to
vary grealy. Further in vivo-investigations were caried out to identify plants in which little or no
Lolitrem B was produced. Dry matter samples of Neotyphodium-colonised plants of different
emtypes and varieties were analysed for Lolitrem B concentration in glasdouse trials. No
detedable anount of Lolitrem B was found in 18 N. lalii-colonised Rumania eotypes. Analyses
of Lolitrem B, and the preaursor paxilli ne, were dso done on 34 in vitro-cultures of N. lolii and
two cultures of other spedes of fungus. The paxilli ne concentration in the most in vitro-cultures
was at the pg level, whereas that of Lolitrem B was at the ng level. For the N. lolii-isolates,
paxili ne ncentration in ranged from not detedable to 25 pg/agar plate and Lolitrem B
concentration ranged from 11 to 725ng/agar plate. Thus Lolitrem B was detedable in al N. lolii-
isolates examined. There was no correlation between Lolitrem B concentration in vitro (from N.
lolii isolates) and in vivo (from corresponding host grasses). Therefore, the Lolitrem B
concentration produced by an isolate of N. lolii in an agar culture is not an indicaion of the
concentration that will be produced by the same isolate within a plant.
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No correlation was found between Neotyphodium infection level and Lolitrem B concentration in
studies on 75 seed samples. Lolitrem B was not detectable in 47 seed samples, but in 12 of these
samples, Neotyphodium was present at a level of more than 80%. Therefore, the presence of
Lolitrem B in a seed sample is an indication of the presence of Neotyphodium, but the absence of
Lolitrem B in the seed does not necessarily mean that the seed is Neotyphodium-free.

In the course of the investigations on the occurrence of N. lolii in L. perenne varieties and
ecotypes, NIR-Spectroscopy was tested as a possible method for detecting the presence of
Neotyphodium. As expected, the NIR-spectra of the seed samples in diffuse refexion could be
obtained, but no dignificant differences were detected between results for Neotyphodium-
colonised and Neotyphodium-free samples.
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Einleitung 1

1. Einleitung
1.1. Anfange der Neotyphodium spp. Endophytenforschung

Der aus dem Griedchischen stammende Begriff ,,Endophyt” (endo= innen, im Innern; phyt=
Pflanze) bedeutet ,in der Pflanze befindlich®. Definitionsgemd? sind Endophyten
pflanzenbesiedelnde Organismen, die aimindest zetweise in ihrem Entwicklungszyklus, internes
Pflanzengewebe kolonisieren kénnen, ohne den Wirt dabel sichtbar zu schadigen (CARROLL,
1990.

Probleme, die durch endophyt-besiedelte Graser verursacdit werden, sind wahrscheinlich die
dltesten bekannten Beispiele fur qualitdtsmindernde Faktoren beim Futter in der menschlichen
Geschichte. So konnte in 4000Jahren alten archéologischen Material des alten Agypten im Samen
vom Taumelloch (Lolium temulentum) ein Endophyt nadhgewiesen werden (TACKHOLM &
TACKHOLM, 1941).

In diesem Jahrhundert traten in Neusedand in 1948 (CUNNINGHAM, 1948 und in den USA in
1950 (PRATT & HAYNES, 1950 verstarkt Weidetiererkrankungen auf. In den USA konnte diese
as ,fescue foot“ bezechnete Erkrankung auf die widerstandsfahige und ertragreiche Festuca
arundinacea Sorte ,Kentucky-31* zurtickgefuhrt werden. Nach BACON (1995 wurde die Sorte
Kentucky 31 bereits 1942 als Okotyp G 131 freigegeben, bevor sie dann 1972 (FERGUS &
BUCKNER, 1972 als Sorte registriert wurde. Mit Hilfe dieser Sorte war es mdglich auch in den
siidostlichen Gebieten der Vereinigten Stagen ein mehrjahriges Futtergras anzubauen. Obwohl in
den darauf folgenden Jahren (GOODMAN, 1952 MERRIMAN, 1955 MAAG & TOBISKA, 1956
immer wieder vom Auftreten der Weidetiererkrankung ,,fescue foot” berichtet wurde, konnte die
Ursache fur diese Erkrankung noch ncht festgestellt werden. In den ersten Jahren der
Endophytenforschung beschéftigten sich die durchgefihrten Studien mit der Toxizitét, der
Genetik und der Zichtung deser Graser. Es wurden schon kurz nach Entdedkung der Giftigkeit
verschiedene Alkaloide aus den Rohrschwingel-Grasern isoliert (TRETHEWIE et al., 1954 MAAG
& ToBISKA, 1956. Die Zichtungs- und Genetik-Studien beschéftigten sich mit der Vererbung
von spezfischen Merkmalen (Toxinmuster in den Grasern, CORNELIUS et al., 1974 HEMKEN et
a., 1979 sowie mit der Steigerung der Futterqualitét dieser Graser (BUCKNER et a., 1967,
SLEPER €t a, 1977. Alle diese durchgefiihrten Arbeiten sind historisch wichtig, da sie die
Grundlagen fur die heutige Endophytenforschung darstellen. Jedoch war bei diesen Arbeiten von
einem endophytischen Pilz keine Rede, obwohl NeiL (1941) schon im Jahre 1941 in
F. arundinacea einen Endophyten identifiziert hatte. CUNNINGHAM (1958 zegte im Jahr 1958
dassdieser Pilz nicht verantwortlich war fir die Giftigkeit von F. arundinacea.

Erst viele Jahre spéter, Anfang der siebziger Jahre, begannen die amerikanischen Forscher damit
verschiedene Saprophyten und endophytische Pilze ais den giftigen Grasern zu isolieren.
Toxikologische Studien zagten, dass diese mit Claviceps verwandten, jedoch endophytischen
Pilze toxisch sind und sowohl in vivo (in der Pflanze) und in vitro (in Kultur) Ergotalkaloide
bildeten (BACON et al., 1975 1979 1981 PORTER €t al., 1979. Schlief3lich wurde im Jahre 1977
von BACON et a. (1977 erstmals der Zusammenhang zwischen den Endophyten und den
Vergiftungserscheinungen bei den Weidetieren festgestellt. In den rachsten Jahren wurde durch
weitere Studien (HEMKEN et al., 1981 HURLEY et a., 1981, SCHMIDT €t al., 1982 STILHAM et
al., 1982 MONRCE et al., 1988 MCCANN et a., 1992 dieser Zusammenhang manifestiert.

Der erste Bericht tber den endophytischen Pilz in F. arundinacea stamnite von SAMPSON (1933.
Er identifizierte diesen symptomlosen und nicht sporulierenden Pilz ds Epichlog typhina.

MORGAN-JONES & GAMS (1982 anderten diese Bezachnung. Sie platzierten diesen Pilz in eine
spezelle Untergruppe der Gattung Acremonium, Albo lanosa und nannten ihn Acremonium
coenophialum. Durch die Untersuchung der ribosomalen DNA verschiedener Spedes der Gattung
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Acremonium stellten GLENN et al. (1996 bei den endophytischen Pilzen der Sektion Albo lanosa
eine ege Verwandtschaft fest. Gegenllber den anderen anamorphen Spezes der Gattung
Acremonium fanden sich jedoch nur wenig Gemeinsamkeiten. Deshalb wurde von ihnen der Pilz
in Neotyphodium coenophialum umbenanrt.

Die Erforschung der Symbiose awischen N. lolii und dem Wirtsgras L. perenne hat einen
dhnlichen Verlauf. Im Jahre 1959 beschrieben CUNNINGHAM & HARTLEY (1959 ausfihrlich die
Weidetiererkrankung , ryegrass saggers*. Obwohl bereits im Jahre 1941 NEIL (1941) von einem
endophytischen Pilz in L. perenne und dessen Giftigkeit berichtete, wurde aich her der
Verursacher der Weidetiererkrankung ,ryegrass saggers’ erst wesentlich spéater erkannt. Nac
Futterungsversuchen mit dem Pilz N. lolii an Mausen und Spatzen war fir CUNNINGHAM (1958
die Moglichkeit, dassder Pilz der Verursacher der Weidetiererkrankung ist, eher gering. In den
darauf folgenden Jahren wurden von anderen Forschergruppen die Ergotalkaloide (THORNTON,
1964 bzw. die pflanzlichen Alkaloide Perlolin und Halostachin (AASEN et a., 1969 as mdgliche
Verursacher genannt. Erst im Jahre 1981wurde von FLETCHER & HARVEY (1981) ein eindeutiger
Zusammenhang zwischen der Neotyphodium-Besiedlung in L. perenne-Sorten und dem Auftreten
der Weidetiererkrankung , ryegrass $aggers’ festgestellt. Bereits im gleichen Jahr wurde dann mit
Lolitrem B die Hauptwirksubstanz der Weldetiererkrankung isoliert (GALLAGHER €t al., 1981).
MORTIMER & DI MENNA (1983 bestétigten mit eigenen Arbeiten die These, dass ,ryegrass
staggers' durch den Pilz N. lalii verursacht wird.

Der erste Bericht Gber einen endophytischen Pilz in L. perenne stammte von FREEMAN (1902. Im
Jahre 1984 wurde dieser Pilz von LATCH et al. (1984 als Acremonium lolii klassfiziert, bevor er
im Jahr 1996von GLENN et a. (1996 in N. lolii umbenannt wurde.

Ausgangspunkt der Forschungsarbeiten der beiden zuvor beschriebenen  Symbiosen,
N. coenophialum und F. arundinacea sowie N. lolii und L. perenne war jeweils die Beobadtung
einer Weidetiererkrankung bei Beweldung des entsprechenden Wirtsgrases. Im Gegensatz hierzu
begann die Erforschung der Symbiose avischen N. uncinatum und dem Wirtsgras F. pratensis mit
der Entdedkung des Pilzes im Wirtsgras durch GAmMS et a. (1990. Auch dieser Pilz wurde im
Jahre 1996von GLENN et a. (1996 in N. uncinatum umbenannt.

1.2. Taxonomie und Biologie der Neotyphodium-Pilze

Da endophytische Pilze keine Fruchtkorper bilden, war die systematische Klasgfizierung lange
Zeit unklar. Laut WHITE (1993 haben SAMPSON (1933 und NEIL (1941]) bereits in den dreil3iger
und vierziger Jahren dieses Jhrhunderts eine Verbindung zwischen dem Erreger des
Erstickungsshimmels, Epichlo# typhina (Fr.) Tul., und den symptomlosen Grasendophyten

hergestellt. Da der Pilz E. typhina zeitweise endophytisch lebt und es auch Ubereinstimmungen in
der Konidienbldung des asexuellen Stadiums von E. typhina und den symptomlosen
Grasendophyten in vitro gibt, wurde der Endophyt von F. arundinacea (Rohrschwingel) von
BAcON et a. (1977 zunachst als E. typhina bezeachret. Durch die morphologischen
Untersuchungen von MORGAN-JONES & GAMS (1982 erfolgte die Einordnung der Anamorphe, d.
h. des asexuellen Stadiums von E. typhina in die Gattung Acremonium. Somit wurden die drei
endophytischen Pil ze Neotyphodium coenophialum, N. lolii und N. uncinatum bis zum Jahr 1996
dlgemein als Acremonium-Pilze bezechret. Taxonomisch waren diese Pilze im Stamm
Balansieae in die Familie Clavicipitaceae eingeordnet, welche der Klasse der Ascomyceten
angehort (SIEGEL et a., 1987). Neben den asexuellen Pilzen der Gattung Acremonium gehorten
zum Stamm Balansieae die Gattungen Atkinsonella, Balansia, Balansiopsis, Epichlog und

Myriogenospora, deren Spedes sch sexuell vermehren. Neben den oben genannten Pilzen A.
coenophialum, A. lolii und A. uncinatum gehdrten in die Sektion Albo lanosa noch A. typhinum,
A. chisosum, A. starrii, A. huerfanum und A. chilense.
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Gemeinsames Kenmzeichen dler Arten der Gattung Acremonium ist ene phialidische
Konidiogenese. Am Ende der Phidide, eine flaschenférmige konidiogene Zelle, werden
wiederholt einzdli ge Konidien hervorgebradit (WEBER, 1993.

Im Gegensatz zu den restlichen Vertretern der Gattung Acremonium, Uber 100 meist
saprophytische Arten, bringen die Grasendophyten nur ein oder zwel farblose Konidien in vitro
hervor. Die Konidien sind hyalin und gattwandig, wobei sie dlipsoid bis zylindrisch, gerade oder
gekrimmt geformt sind. Zusammen mit dem Konidientréger wird eine typische ,, T“-Konfiguration
ausgebildet. Die Grasendophyten hilden aus Lufthyphen zusammengesetzte, langsam wadsende,
weil3e bis gelbe, watteatige Kolonien. Weiteres Charakteristikum, welches in vitro beobadtet
wurde, ist die unseptierte Basis der konidiogenen Zellen (MORGAN-JONES & GAMS, 1982
LEUCHTMANN, 1992.

Nacd Vorschlag von GLENN et al. (1996 wurden die Pilze der Gattung Acremonium Sektion
Albo lanosa im Jahr 1996in Neotyphodium umbenannt. Grund fur diese Umbenennung waren die
umfangreichen Untersuchungen der ribosomalen DNA verschiedener Spedes der Gattung
Acremonium. Hierbel stellten GLENN et al. (1996 bei den endophytischen Pilzen der Sektion Albo
lanosa eine enge Verwandtschaft fest. Gegenlber den anderen anamorphen Spedes der Gattung
Acremonium fanden sich rur wenig Gemeinsamkeiten. Somit wurde durch diese
molekularbiologischen Arbeiten eine deutlichere Abgrenzung zu den anderen Spedes der Gattung
Acremonium erreicht. In Tab. 1 sind de Spedes der Sektion Neotyphodium (neos = neu;

typhodium = Gattung anamorpher Spedes der Gattung Epichlo#) zusammengefasg.

Tab. 1. Speciesder Gattung Neotyphodium

Species (Erstbeschreiber)
umbenannt durch
Neotyphodium coenophialum | (MORGAN-JONES & GAMS, 1982,

GLENN, BACON & HANLIN comb. nov. 1996
N. uncinatum (GAMS, PETRINI & SCHMIDT, 1990,
GLENN, BACON & HANLIN comb. nov. 1996
N. lolii (LATCH, CHRISTENSEN & SAMUELS, 1984,
GLENN, BACON & HANLIN comb. nov. 1996
N. typhinum (MORGAN-JONES & GAMS, 1982,

GLENN, BACON & HANLIN comb. nov. 1996
N. chisosum (WHITE & MORGAN-JONES, 19879),

GLENN, BACON & HANLIN comb. nov. 1996
N. starrii (WHITE & MORGAN-JONES, 1987),

GLENN, BACON & HANLIN comb. nov. 1996
N. huerfanum (WHITE, COLE & MORGAN-JONES, 1987),
GLENN, BACON & HANLIN comb. nov. 1996
N. chilense (MORGAN-JONES, GAMS & PIONTELLI, 1990,
GLENN, BACON & HANLIN comb. nov. 1996

Die bedeutendsten Pilze der Gattung Neotyphodium sind N. lolii, N. uncinatum und
N. coenophialum. Aufgrund der geringen Sporulation dieser Neotyphodium-Arten ist es
schwierig, die @nzelnen Arten zu unterscheiden. Wichtigste Merkmale aur Artunterscheidung sind
dabel die Beurtellung der Wadstumsgeschwindigkeit, der Kolonieform und -farbe sowie die
Beurteilung der Sporenform, -grof3e und -position auf der Phialide. In Tab. 2 sind die wichtigsten
morphologischen Merkmale aur Artunterscheidung von N. lolii, N. uncinatum und N.
coenophialum zusammengestellt.
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Tab. 2. Morphologische Merkmale zur

Neotyphodium lolii, N. uncinatum und N. coenophialum in vitro

Identifizierung und Unterscheidung von

Neotyphodium- Konidien Phialiden Mycel Quélle
Pilz
N. lolii * enzdnund * Bildung nur auf | linsen- LATCHet al.,
schrég an den spezellen formiges, |1984
Phialiden Nahrmedien langsames
befestigt e einzdn Wadhstum
o ellipsen-/ « flaschenformig, |+ hell bis
nierenférmig nach oben hin weillich
* bestzenene schmaler gefarbt
Grofevon 4,3-10 |« Langeist
X 1,7-2,7 um 8-10um
N. uncinatum « einebiswenige |+ mengenmalig |e langsames |GAMSet al.,
an jeder Phidide starke Bildung Wachstum | 1990
* durch * @n- oder * weild bis
Mikrozyklus zweifach braunlich
haufig weitere angeordnet gefarbt
Konidien an einer |« an der Basis
dlteren Konidie gpérlich
» hakenfdrmig septiert,
gekrimmt aufrecht oder
* bestzenene etwas
Grolevon 5-13 gekrimmt
X 1-2 um * Langeist 9-20
um
N. coenophialum |e Aushildung einer |+ Bildung einzdn |+ langsames | MORGAN-
typischen , T*- « flaschenférmig, Wacdhstum | JONES &
Konfiguration nachoben hin |+ hell bis GAMS, 1982
an der schmaler weillich
Phidlidenspitze |« Langeist 12-34 | gefarbt
 durchsichtig Km * wattig
» mehr oder
weniger
gekrimmt mit
gestutzter Basis
* bestzenene
Grofe von
8xX2um

Die Abb. 1 zeigt schematische Darstellungen der endophytischen Pilze N. lolii, N. uncinatum und

N. coenophialum.
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Abb. 1: Schematische Darstelung der endophytischen Pilze Neotyphodium lalii,
N. uncinatum und N. coenophialum, kultiviert auf fesstem Nahrmedium [verandert
nach MORGAN-JONES& GAMS, 1982 LATCH et al., 1984und GAmMS et al., 1997

Die Endophyten N. lolii, N. uncinatum und N. coenophialum sind rein endosymbiontische Arten.
Die Wirtsgréser werden durch das Vorhandensein des Pilzes nicht geschadigt. Fur die Vertreter
der rein endosymbiontischen Arten haben BACON & SIEGEL (1988 den Begriff der
»mutualistischen Symbiose” gepragt. Der Endophyt und der Wirt profitieren beide von der
Symbiose. Der Endophyt erhdt einen Lebensraum und Nahrstoffe vom Wirt. Auf der anderen
Seite verleiht der Pilz der Pflanze z. B. durch Abgabe von bestimmten Sekundérmetaboliten
Eigenschaften, wodurch die Pflanze gegentiber auf3eren biotischen und abiotischen Stresdaktoren
konkurrenzfahiger wird (SIEGEL, 1993.
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Der Endophyt durchlauft mit dem Wirt in gegenseitigem Nutzen den gesamten
Entwicklungszyklus. Eine schematische Darstellung des Lebenszyklus der Neotyphodium-Pilze
zagt Abb. 2. Die Neotyphodium-Pil ze leben interzdlulér in den entsprechenden Wirtspflanzen. Sie
befinden sich vor adlem in den Blattscheiden und Bestockungstrieben. Selten sind sie in den
Blattspreiten nachzuweisen. In den Wurzen der Gréser konnten sie bisher nicht nadhgewiesen
werden (SIEGEL et al., 1985 WHITE & COLE, 1986. FARRAR & LEWIS (1987 behaupteten, dass
diese Vertelung des Endophyten innerhalb der Pflanze aif die Menge an extrazdlulérer
Sactharose und anderen Zuckern zurlckzufihren sei. Sie zegten, dass dort, wo die
Konzentration an extrazdluldren Zuckern am grofden ist, auch die Menge an Neotyphodium-
Mycd am hochsten ist.

Ligula-Stadium (EC 39)

und Ahrenschieben (EC 51-59)
Neotyphodium spp. wachst in die
sich entwickelten Bliten ein

Blite und Samenreife (EC 61-92),
Neotyphodium spp. wachst in die

Schossungsphase (EC 30-37), Karyopsen ein und breitet sich
Einwachsen von Neotyphodium spp. zwischen der inneren Samenschale
in die sich entwickelten Halme und den Aleuronzellen aus

L Wachstum und Bestockung Ausfallen und Verbreitung der
N e (EC 21-29), Einwachsen von Samen; der Neotyphodium-Pilz wird
4 Neotyphodium spp. in die mit den Wirtssamen verbreitet
N Blattscheiden aller Betockungstriebe

t Samenkeimung (EC 1-13) J
Einwachsen des Neotyphodium-Pilzes

in den Samling

Abb. 2: Schematische Darstellung des Lebenszyklus der endophytischen Pilze
Neotyphodium lolii, N. uncinatum und N. coenophialum im Entwicklungszyklus der
entspredhenden Graspflanze [verandert nach BACoN (1989; DAPPRICH (1996)]

Die Pilze der Gattung Neotyphodium, auf3er N. typhinum, sind nicht in der Lage Stromata au
bilden. Im Laufe der Evolution haben diese Pilze wahrscheinlich die Fahigkeit zur Stromata
Ausbildung auf Grasern wverloren oder besitzen eine bisher unbekannte Telemorphie
(LEUCHTMANN & CLAY, 1990 WHITE, 1999. Sie vermehren sich innerhalb der Wirtspflanze
durch Mycdwadhstum. Die Verbreitung der symptomlosen Neotyphodium-Pilze efolgt Uber die
Karyopsen der Wirtsgraser. In der Karyopse befindet sich das Neotyphodium-Mycd zwischen der
Samenschale und den Zellen der Aleuronschicht (NEIL, 1941 BACON et a. 1977). Erst wenn sich
in der Karyopse die Blatt- und Wurzdanlagen (Koleptile und Koleorhiza) ausbilden, wadst der
Pilz in die Blattanlagen ein. Vorher bleibt der Embryo unberihrt. Bei der Keimung wadst der
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Neotyphodium-Pil z interzdlulér in die sich entwickelnde Wirtspflanze (WHITE et a., 1993. Somit
ist der Neotyphodium-Pilz auf seine Wirtspflanze angewiesen. In der Natur kann der Pilz ohne
Wirtspflanze bzw. aul3erhalb des Wirtes nicht Uberleben. Wahrend des Wadstums und der
weiteren Bestockung des Wirtes wadhst der Pilz in die Blattscheiden der Bestockungstriebe en.
In der Schossungsphase beginnt das Einwacdhsen des Neotyphodium-Pilzes in die sich hildenden
Halme. In dieser Phase kann es nach WHITE et al. (1993 durch das gesteigerte Langenwacdstum
der Bestockungstriebe a1 einer Nichtbesiedlung einiger Bestockungstriebe des Graserhorstes
kommen. Im Ligula-Stadium und dem Ahrenschieben beginnt der Neotyphodium-Pilz mit der
Besiedlung der sich entwickelnden Bliten. Bei der Blite und Samenreifung wachst der Pilz
schlieflich in die Karyopsen ein. Nadch der Besiedlung der Samenanlage schliefst sich der
L ebenszyklus der asexuellen Endophyten.

1.3. Die Wirtsgraser der Neotyphodium-Pilze

Ein wichtiges Merkmal der Neotyphodium-Pilze ist ihr relativ enges Wirtsgpektrum. Jede Art
endophytischer Pilzeist auf eine Grasart oder -gattung spezalisiert. Nach GouLD & SHAw (1983
kommen ca 80 Gattungen als Wirtsgraser fur Endophyten der Familie Clavicipitaceae in
Betradht. Jedoch ist wahrscheinlich aufgrund der fehlenden Symptomauspragung im Feld de
Anzahl der Neotyphodium Wirtsgraser wesentlich hoher.

Von den her behandelten Neotyphodium-Pilzen besiedelt N. lolii in der Natur ausschliefdlich L.
perenne, N. uncinatum aus<hliefdlich F. pratensis. N. coenophialum ist mit dem Wirtgras F.
arundinacea asziiert.

Inokulationen von Neotyphodium-Pilzen in nicht natiirliche Wirtsgraser, d. h. Uber die Grenzen
der natUrlichen Wirtsgeafitdt hinweg, waren wenig erfolgreich. LATCH & CHRISTENSEN (1985
konnten zwar N. lolii ( aus L. perenne) in F. arundinacea transferieren, ein rezproker Transfer
(N. coenophialum in L. perenne) war nicht erfolgreich. Diese und andere Untersuchungen
(LEUCHTMANN & CLAY, 1993 HUMES, 1993 DO VALLE RIBEIRO, 1993 zegten, dasses bel einer
Inokulation wesentlich auf die richtige Kombination zwischen Wirtspflanze und Neotyphodium-
Pilz ankommt. DarUber hinaus zegte sich, dassim Falle enes Infektionserfolges der Endophyt nur
eine begrenzte Zeit in der neuen Wirtspflanze lebensfahig war (HUMES, 1993 RAVEL €t 4.,
1994). Gerade die Etablierung des Neotyphodium-Pilzes in der neuen Wirtspflanze Uber einen
Generationenwedsel hinweg bereitet grolie Schwierigkeiten.

1.3.1. Lolium perenne (Deutsches Weidelgras)

L. perenne gehort in Deutschland bzw. in Europa, besonders in Nord- und Mitteleuropa, zu der
wichtigsten Grasart (KLEY, 1994 1997 BUNDESSORTENAMT, 1997). L. perenne ist durch ein
breites Nutzungsfeld gekennzeichnet. Es findet hauptsadilich Verwendung als Futtergras auf
intensiv oder extensiv bewirtschaften Grinlandflachen. Wegen seiner hohen Konkurenzkraft ist
eine weiteres Nutzungsfeld die Begriinung von Still egungsflachen. Durch gezelte Ziichtungen
findet L. perenne weiter Verwendung as Gebrauchs-, Strapazer-, Golf-, Parkplatz- und
Landschaftsrasen. Nach KLEY (1997) betrégt der Antell am jahrlichen Gréasersaagutverbrauch in
Europa von L. perenne 33 %. Dieses zeigt die grofRe Bedeutung deses Grases. Auch in Ubersee
in den USA, Australien und besonders in Neusedand findet L. perenne Verwendung.

In Abb. 3 sind die morphologischen Merkmale von L. perenne dargestellt.
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Triebquerschnitt

Blattquerschnitt
ein Teilstrich = 0,25 cm

Abb. 3: Charakteristische Merkmale von Lolium perenne [KLAPP & OPITZ VON
BOBERFELD, 1990]

L. perenne ist nach seiner Wuchsform ein niedrig bis aufredht wacdhsendes Untergras. Es bildet
dichte Horste. Weiter besitzt das Gras ein weit verzweigtes Wurzdsystem, welches an den
basalen Knoten der Bestockungstriebe Nebenwurzen aushbilden kann. Hierdurch komnt es zu
einer  HorstvergroRerung  und ein  SchlieBen  entstandender  Grasnarbenliicken.  Die
Bestockungstriebe ereichen eine Lange von 30 bis 90 cm. Jeder Bestockungstrieb enthélt drei bis
sieben lebende Blétter. Dabel sind de Blattspreiten 3 bis 20 cm lang und 2 bis 6 mm breit, also 20
bis 30 mal so lang wie breit. Weiter sind de Blattspreiten an der Oberseite gefurcht und an der
Unterseite glanzend. Das Blatthdutchen ist hautig, 0,5 bis 2 mm lang und kann an der Spitze
gezdnt sein. Nur bei jungen Bléttern sind kurze Blattohrchen erkennber. Die Blattscheiden sind
haufig zusammengedriickt, kdnnen aber auch eine zlindrische Form aufweisen. Am Grund sind
die Blattscheiden rot bis purpur gefarbt.

L. perenne ist eine mehrjdhrige bis ausdauernde Gréaserart und bedarf eines Vernalisationsreizes
zur Ham- und Fruchtstandsbildung. Der Vernadlisationsreiz kann je nadh Sorte sehr
unterschiedlich sein (O bis 90 Tage bel 0 bis 5 °C (GEIRLER, 1980). Als Blitenstand bildet L.
perenne eine 5 bis 30 cm lange locker besetzte aveizelige Ahre, die aus zwei bis 35 Ahrchen
(zwei bis 10 bliitig) besteht. Die Ahrchen befinden sich sitzend und wedhselstandig an den
Einhohlungen der Spindel. Alle Ahrchen besitzen duRere Hiillspelzen, innere Hill spelzen kommen
nur an den oberen Ahrchen vor. Dabel sind die Hiillspelzen etwa halb bis knapp so lang wie die
Ahrchen. An den Ahrchen befinden sich grannenlose, drei bis fiinf nervige Dedkspelzen, die éwa
4 bis 9 mm lang sind. Die Karyopsen von L. perenne haben eine rundliche bis langliche Form mit
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einer ventral verlaufenden Rille. Sie sind 5bis 8 mm lang und in der Mitte 1 bis 1,5 mm breit. L.
perenne wird aufgrund des erforderlichen Vernaisationsreizes im Sommer/Herbst ausgesét. Die
Blite beginnt im Mai oder Juni und kann den gesamten Sommer Uber andauern.

1.3.2. Festuca pratensis (Wiesenschwingel)

F. pratensis ist ein wertvolles Weide- und Heugras fur reiche, feuchte Béden. In Europa ist es
sehr haufig auf den kritischen Inseln, besonders in England anzutreffen. Auch in Deutschland wird
es bis ins hohe Bergland angebaut. In den USA wird es aufgrund seiner Empfindlichkeit
gegeniber Dirre nur in Nordamerika angebaut.

In Abb. 4 sind die morphologischen Merkmale von F. pratensis dargestellt.

Blattquerschnitt
Doppeltraube ‘

ein Teilstrich = 0,25 cm

Abb. 4. Charakteristische Merkmale von Festuca pratensis[KLAPP & OPITZ VON
BOBERFELD, 1990]

F. pratensis ist von seiner Wuchsform ein bodenblattreiches, halbaufrecht wacdhsendes Obergras.
Es bildet lockere Horste, wobel es kaum geschlosene Rasendedken hlden kann. Die
Bestockungstriebe areichen eine Lange von 30 bis 120 cm. Die Blétter sind hellgrin und
unbehaat. Die glatten Blattscheiden sind auf dem Ricken gerundet und besitzen an der Spitze
schmale, abgespreizte, unbehaate Ohrchen. Das Blatthautchen ist etwa 1 mm lang. Die
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Blattspreiten, die in eine feine Spitze aidaufen, werden bis zu 45cm lang, sie sind flach und 3 bis
8 mmbreit.

Als vernaliisationsbedirftiges Gras hildet F. pratensis als Fruchtstand eine enfache bis doppelte
Traube, die 10 bis 35 cm lang ist. Im unteren Tell der Traube befinden sich jeweils zwei
Abéastungen, wovon die kirzere én his zwei Ahrchen aufweist. Die aif den ca 5 mm langen
Stielchen sitzenden Ahrchen sind 10 bis 20 mm lang und funf bis 14 bliitig. Die Ahrchen besitzen
eine zylindrische, spéter lanzettliche oder schmal langliche Form. An den Ahrchen befinden sich
meist grannenlose, fUnf nervige Dedkspelzen, die @éwa 6 bis 7 mm lang sind. Die Karyopsen von
F. pratensis haben eine rundliche bis langliche Form; sie sind meist 6 bis 7 mm lang und ca 1,4
mm breit.

Aufgrund der langsamen Entwicklung im Ansadjahr erreicht F. pratensis die volle
Leistungsfahigkeit erst im zweiten und dritten Anbaujahr. Die Aussaa ist sehr variabel und kann
zwischen dem Fruhjahr und dem Spatsommer erfolgen. Die Blitezet von F. pratensisist von Juni
bis August.

1.3.3. Festuca arundinacea (Rohrschwingel)

In den Vereinigten Staden dellt F. arundinacea eines der wichtigsten Futtergréser dar. So
werden in den USA 12 bis 14 Milli onen Hektar F. arundinacea angebaut. In Mitteleuropa hat F.
arundinacea aufgrund seiner geringen Eignung fur unsere Klimate kaum Bedeutung.

Blattersnitt
N

Doppeltraube/Rispe
ein Teilstrich = 0,25 mm

Abb.5: Charakteristische M erkmale von Festuca arundinacea [KLAPP & OPITZ VON
BOBERFELD, 1990]
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F. arundinacea ist nach seiner Wuchsform ein ausdauerndes, formenreiches Obergras. Es bildet
grobe Horste, welche auch unterirdisch Audéufer bilden konren. In Abb. 5 sind de
morphologischen Merkmale von F. arundinacea dargestellt.

Die Bestockungstriebe areichen eine Lange von 45 bis 200 cm. F. arundinacea dhnelt sehr stark
F. pratensis. Im Gegensatz zu F. pratensis hat F. arundinacea sehr feine Harchen an den
Ohrchen, die an der Verbindungsdelle awischen Blattscheide und -spreite sitzen. Ferner hat F.
arundinacea drei oder mehr Ahrchen an dem kirzeren der beiden paaweise Sitzenden
Rispenasten. Die flachen Blattspreiten, die in eine feine Spitze aidaufen, werden 10 bis 60 cm
lang und sind 3bis 12 mm breit.

F. arundinacea hildet als Blitenstand eine @was liberhéngende Doppltraube bis Rispe, die 10 bis
50 cm lang werden kann. Die auf dem ca. 8 mm langen Stielchen sitzenden Ahrchen haben eine
elli ptische bis langliche Form und werden 10 bis 18 mm lang. Sie sind drei bis 10 blitig. An den
Ahrchen befinden sich drei nervige Dedkspelzen, die 4,5 bis 7 mm lang sind. Die Karyopsen haben
eine &nliche Form und Gréle wie die Karyopsen von F. pratensis. Die Blitezet von F.
arundinacea ist von Juni bis August.

1.4. Effekte der mutualistischen Symbiose zwischen den Neotyphodium-Pilzen und den
Wirtsgrasern

Die Terminologie, die aur Beschreibung von gegenseitigen (mutualistischen) nltzlichen
Verbindungen zweier Organismen benutzt wird, ist in der Wissenschaft sehr unterschiedlich.
Oftmals wird der Begriff ,, Symbiose" als Gegensatz zur parasitéren Lebensform verwendet. Alle
Bezehungen, die nicht parasitisch sind, werden dann als Symbiose @ngestuft.

Dagegen beschreibt eine zetgemdle Interpretation der Symbiose verschiedene Bezehungen
zwischen den Organismen. Die Symbiose besitzt hierbei eine Bandbreite avischen parasitéar und
mutualistisch, niitzlichen Symbiosen, bei denen die Ubergénge flieRend sind. Nach LEwis (1985
lasen sich symbiontische Bezehungen zwischen zwel Organismen nach dem sogenannten
Kontinuum-Modell in sedhs Kategorien einteilen. Die Eintellung in die Kategorien basiert auf den
Effekten, die durch die symbiontischen Bezehungen beider Partner ausgel6st werden. In der Tab.
3 ist die Eintelung der symbiontischen Bezehungen zwischen zwei Organismen
zusammengefasg.

Tab. 3: Einteilung der symbiontischen Beziehungen zwischen zwei Organismen

wedselseitiger Effekt® | Einteilung

-/- konkurrierende Symbiose

-/0 abhéngige Symbiose

-/ + gudlende Symbiose

0/0 neutrale Symbiose

0/+ begleitende Symbiose

+/+ mutuali stische (gegenseitige) Symbiose

-, +, 0 zeigt eine negative, positive und neutrale Bezehung an

Die mdglichen Kombinationen von Effekten der Organismen zueinander variieren von gegenseitig
nadhteilig (konkurrierende Symbiose) bis hin zu gegenseitig nitzlich (mutuali stischen Symbiose).
Zur Beurtellung der Symbiose werden Kosten-Nutzen-Analysen anhand verschiedener Merkmale
wie Uberlebensfahigkeit, Fortpflanzung, Nahrstoffe ec. durchgefiihrt. Die polymorphe Struktur
der einzenen Partner in der Symbiose eschwert diese Analyse. Eine Symbiose ist dann as
mutuali stisch zu bezechnen, wenn der Nutzen aus der Bezehung beider Partner grofer ist, als die



Einleitung 12

Kosten, die hierfir aufgebracit werden missen. Dabel sind nicht die enzenen Individuen zu
sehen, sondern es erfolgt eine Summierung tber ale Individuen.

Die Interaktion zwischen den Neotyphodium-Pilzen und den entsprechenden Wirtsgrasern ist nach
der oben beschriebenen Definition als eine mutualistische Symbiose a@nzustufen. Dies bedeutet,
dassbeide Partner, sowohl der Pilz ds auch das Wirtsgras Vorteile aus der Symbiose Zehen. Die
Population der Neotyphodium-Pilze ehdlt von der Wirtspflanze enen Lebensraum, Nahrstoffe
und de Maoglichkeit zur Vermehrung und Entwicklung. Auf der anderen Seite wird de
Population der Graser durch die Anwesenheit des Pilzes konkurrenzfahiger gegentiber &uf3eren
biotischen und abiotischen Streffaktoren. In Abb. 6 ist dieser Zusammenhang graphisch
dargestellt.

Population der
Population der Graser Neotyphodium-Pilze

Zunahme Verbreitung

der Biomasse \ / Vermehrung

Resistenz gegen
Schadorganismen

antivirale und / Lebensraum

antifung ale Aktivitat Nahrstoffe

ey \jiitzliche Effekte der Symbiose

Trockenstresstoleranz . Resistenz verursacht durch
abiotische Faktoren

NN Resistenz verursacht durch
biotische Faktoren

Abb. 6: Mdgliche Nutzen der Neotyphodium-Gras Interaktion [verandert nach GRAND-
RAVEL, 1997

Wichtig bel dieser Betrachtungsweise ist, dassimmer die ganze Population betradhtet wird. So
zagten auch Untersuchungen, dass bei einzdnen Individuen (Pflanzen) die Bestockung,
Biomassenproduktion, spezfisches Blattgewicht und Durre-Toleranz nicht immer durch den
Neotyphodium-Pilz gesteigert wird (ARACHEVALETA et a., 1989 HiLL et a., 1990 1991 wnd
WHITE et a., 1992. Die bessere Konkurrenzféhigkeit der neotyphodium-besiedelten Pflanzen ist
also darauf zurtickzufiihren, dass einige Individuen der Population mit starken Stressstuationen
(Durrestress etc.) besser zuredhtkommen und somit wahrscheinlicher Uberleben werden. Wéren
dle Individuen der Population gegeniber Stressstuationen resistent, so wirde dies einen
erheblich hoheren Energieaufwand bedeuten. In Zeiten ohne grof¥e Stressstuation wéren solche
Populationen gegentiber nicht besiedelten Populationen weniger wettbewerbsfahig. Es kommt
somit zu einer Abschazung zwischen den Kosten und Nutzen der Symbiose. Diese
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Betracdhtungsweise wird auch durch die Neotyphodium-Besiedlungsraten von Populationen
unterstiitzt. So ist nur in sehr seltenen Falen eine Population zu 100% mit dem Neotyphodium-
Pilz besiedelt (LEwiSet. a., 1997).

1.4.1. Positive Effekte der mutualistischen Symbiose

Nachdem BACON et al. (1977 den Zusammenhang zwischen den Neotyphodium-Pilz und den
Vergiftungserscheinungen bei den Weidetieren auf F. arundinacea Weiden erkannt hatte, war das
vorangige Ziel der Endophyten-Forschung die Eliminierung des Pilzes in den F. arundinacea
Futtergrésern. Jedoch zegte sich hierbei, dass nur neotyphodium-besiedelte Sorten im warmen
Slidosten des US-Bundesdaaes Georgia angebaut und genutzt werden konnten. Weiden der
gleichen neotyphodium-freien Sorten Uberlebten nicht (BouToNn, 1989. Neben BouToN (1989
fanden auch andere Forschergruppen weitere positive Effekte der mutualistischen Symbiose
zwischen den Neotyphodium-Pilz und den entsprechenden Wirtsgrasern.

Bel der Interaktion zwischen dem Pilz N. coenophialum und dem natdrlichen Wirtsgras
F. arundinacea wurden folgende positive Eff ekte beobadtet:

ARACHEVALETA et a. (1989 fanden eine gesteigerte Bestockung und dadurch eine hohere
Biomassenproduktion bei den neotyphodium-besiedelten Populationern/Sorten sowie ene bessere
Trockenheitsvertréglichkeit. In den Untersuchungen von HiLL et a. (1990 konnte @ne bessre
Anpasaungsféhigkeit  der  neotyphodium-besiedelten  Populationen/Sorten an neue
Umweltbedingungen rachgewiesen werden. Weiter wurden eine Vielzahl von Resistenzeffekten
gegeniber Insekten und Mikroorganismen bei den neotyphodium-besiedelten F. arundinacea
Populationer/Sorten festgestellt (SIEGEL et al. 1985 1987 WEST et al., 1988 KIMMONS et al.,
1989. Andere Untersuchungen zegten, dass die neotyphodium-besiedelten Populationen/Sorten
Krankheiten, die durch Mikroorganismen (Pilze, Bakterien und Viren) verursacht werden, besser
verkraften as die nicht besiedelten Vergleichsvarianten (KosHINO et a., 1987 FORD &
KIRKPATRICK, 1989 JOOST & BATES, 1989 WEST et al., 1989 MAHMOOD et al, 1993.

Auch bel der mutualistischen Symbiose avischen dem Pilz N. lolii und dem natirlichen Wirtsgras
L. perenne wurden positive Eff ekte beobadtet:

LATCH et a. (1985 berichteten, dass neotyphodium-besiedelte L. perenne-Sorten/Populationen
eine Steigerung des Wadstums zeigen. Wie bei den neotyphodium-besiedelten F. arundinacea
Sorten/Populationen wurde aich bei  den neotyphodium-besiedelten L. perenne
Sorten/Populationen ebenfalls eine Ertragsgeigerung (SIEGEL et al., 1987, MikA, 1990 und eine
erhdhte Trockenheitsresistenz (WEST, 1994 nachgewiesen. Mehrere Forschergruppen berichteten
von Wadstumshemmungen verschiedener Schadlinge durch die Anwesenheit des N. lolii-Pilzes
(PRESTIDGE et a., 1982 FUNK et a., 1983 BARKER et a., 1984 AHMAD et a., 1986.
CUNNINGHAM et a. (1993 fanden eine Reduktion von Viruskrankheiten in den neotyphodium-
besiedelten Sorten/Populationen. EEREN et al. (1997a) konnten in ihren Untersuchungen eine
Reproduktions- und Wadstumshemmung bei Nematoden nachweisen, die auf das Vorhandensein
des N. lolii-Pilzes zurtckzufihren war. KOsSHINO et a. (1987 berichteten wvon
Resistenzerscheinungen gegeniiber Pilzkrankheiten.

Die Symbiose awvischen den Pilz N. uncinatum und dem natirlichen Wirtsgras F. pratensis fuhrt
nach Berichten verschiedener Forschergruppen zu folgenden Vortellen:

SCHMIDT (1994 fand in ihren Untersuchungen eine aschredkende Wirkung der neotyphodium-
besiedelten Populationen/Sorten gegentiber Blatt- und Wurzdldusen sowie éne ehdhte Wurzd-
und Biomase. Auch SCHOBERLEIN & PFANNMOLLER (1996 bestdtigten mit ihren
Untersuchungen die insektenabschreckende Wirkung der endophythaltigen Gréser. Weliter
konnten sie in in vitro-Experimenten eine Antibiosiswirkung gegeniber eine Rhizoctonia-Art
nadhweisen. Diese fungizide Wirkung des N. uncinatum wurde aich von anderen Forschen
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sowohl in vitro als auch in vivo nachgewiesen (SCHMIDT , 1994 EIERDANZ, 1996. MALINOWSKI
et a. (1997 berichteten von einer erhdhten Trockenstresdoleranz und Konkurrenzfahigkeit der
besiedelten Graser.

1.4.2. Negative Effekte der mutualistischen Symbiose

Neben den beschriebenen positiven Effekten der Symbiose avischen Neotyphodium-Pilze und den
entsprechenden Wirtsgrasern, kann es durch die Prasens des Pilzes in den Grésern zu negativen
Auswirkungen kommen. Diese negativen Auswirkungen bezehen sich dabei auf die Umgebung
und nicht auf die Pflanze Durch die Bildung von verschiedenen spezfischen Alkaloiden kann es
zu Erkrankungen bei den Weidetieren (Rinder, Schafe, Pferde dc.) kommen.

»ryegrass saggers' (spezielle Form der Taumelkrankheit)

~ryegrass saggers’ ist eine Weidetiererkrankung, die auschliefdlich auf mit N. lolii besiedelten L.
perenne-Weiden zu beobadten ist. Die neuromuskulére Erkrankung tritt schwerpunktméf3ig in
Neusedand, Australien und USA auf (RowaN, 1993. Daneben gibt es vereinzdte Berichte aus
Europa, in denen vom Auftreten der Erkrankung in Grof3ritannien, Frankreich, den Niederlanden
und Deutschland berichtet wird (LEWIS & CLEMENTS, 1986 RAYNAL, 1991, FINK-GREMMELS &
BLowm, 1993 DAPFRRICH, 1996. Nad Schétzungen liegen die Schaden dieser Krankheit, die durch
den Pilz N. lalii hervorgerufen wird, bei mehreren 100 Millionen Dollar jahrlich (SIEGEL €t 4.,
1987).

Abb. 7: Krankheitsyymptome der Weidetiererkrankung ,ryegrass saggers' beim Schaf
und Rind (Quelle: Dr. L. Fletcher, Neusedand)

Von der Krankheit konnen ale Weidetiere betroffen sein, wobel Schafe, Pferde und Rehwild
aufgrund ihrer Fref3gewohnheiten anféliger fur die Krankheit sind als Rindvieh (PRESTIDGE,
1993.

Hauptaudtser dieser Krankheit ist das vom Pilz N. lolii in der Pflanze gebildete
Sekundérmetabolit Lolitrem B (GALLAGHER et a., 1981 BALL et a., 1995. Daneben konnen
aber auch andere, chemisch dhnlich gebaute Alkaloide, wie z B. Paxilin die Ursache fir die
Erkrankung ,ryegrass saggers' sein (WEEDON & MANTLE, 1987 MILES et a., 1992 FLETCHER
et a., 1993 PENN et dl., 1993.

Im basalen Teil der Graspflanze, in den Blattscheiden, finden sich die héchsten Konzentrationen
an Lolitrem B (GALLAGHER et a., 1987 VAN HEESWIJICK & MCDONALD, 1992. Aus diesem
Grunde ist ,,ryegrass saggers’ auch eine typische Erkrankung auf intensiv genutzten L. perenne
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Weiden. Niedrig geschnittene und/oder intensiv beweidete Weiden sind wesentlich toxischer als
hochgewacdhsene (CHEEKE, 1995.

Oberhalb eines Lolitrem B-Gehaltes von 2000ug/kg TM kommt es zu sichtbaren Symptomen bei
den Weidetieren (DI MENNA et al., 1992. Symptome dieser Krankheit sind eine steife Gangart,
Muskelzittern und -krémpfe, Koordinationsprobleme, Desorientierung und Hypersensibilitat
gegeniiber aul3eren Reizen bei den Weldetieren (GALLAGHER €t al., 1984 siehe Abb. 7). Weiter
wurde bel den erkrankten Weidetieren eine geringere Futteraufnahme, geringere Fruchtbarkeit
und ein nedrigerer Prolaktinspiegel festgestellt (FLETCHER, 1986 PRESTIDGE, 1993 EEREN €t al.,
1997). Die Krankheit selber ist nicht todlich, und das Weidetier regeneriert sich sehr schrell,
wenn das vergiftete Futter abgesetzt wird. Die Mehrzahl der Todesfélle (Mortalitétsrate liegt bei
durchschnittlich 10 %) ist auf Sekundéareffekte wie Erdricken an Weideengangen, Ertrinken in
FluBbetten oder Verhungern zurtickzufihren (HEWITT, 1983.

Zur Vermeidung der Erkrankung ,ryegrass s$aggers’ werden in der Literatur verschiedene
Losungsansdtze diskutiert. KEOGH (1973 sowie aich STUEDEMANN & THOMPSON (1993
schlagen ein besonderes Weidenmanagement vor. Die Weiden sollten haufig gewedhselt werden,
so dass aufgrund der nicht so tief abgegrasten L. perenne Pflanzen das Krankheitsrisko
vermindert wird. Eine andere Bekampfungsdrategie ist die Behandlung der erkrankten Tiere
(THOMPSON & GARNER, 1994 oder die Zucht resistenter Tiere (MORRIS et a., 1995. ROLSTON
(1993 beflirwortet hingegen die Zucht von toxinfreien, neotyphodium-besiedelten Grassorten. So
wuirden auf der einen Seite die positiven Effekte der mutualistischen Symbiose zawischen den
Neotyphodium-Pilz und dem Wirtsgras ausgenutzt, die negativen Effekte hingegen wirden
ausgeschaltet werden.

, Fescue Toxikose*

Im Jahre 1963 fasden JACOBSON et al. (1963 unter den Oberbegriff ,fescue toxicosis® zwei
Tiererkrankungen zusammen, die beide durch den endophytischen Pilz N. coenophialum in
F. arundinacea verursacht werden. Im einzednen handelt es sch um die Erkrankung ,fescue
foot”, die bei niedrigen Umgebungstemperaturen, somit hauptsadhlich im Winter auftritt, und um
die,,summer fescue toxicosis* (, summer syndrome").

Anfang der funfziger Jahre und in den darauf folgenden Jahren wurde estmals vom Auftreten der
Erkrankung , fescue foot” in Neusedand, Australien, USA und Italien berichtet (CUNNINGHAM,
1949 PULSFORD, 1950 GOODMAN, 1952 STEARNS, 1953 Ro0sg, 1959. Nad einem pl6tzlichen
Temperaturabfall und funf- bis finfzehntégiger Exposition des giftigen F. arundinacea-Grases auf
die Weidetiere kommt es zu ersten sichtbaren Symptomen. Symptome der Erkrankung ,fescue
foot* sind Hautentziindungen im Bereich der Klauen, Schwanzwurzd, Ohren und Maul. Weitere
Symptome sind trockene Gangrene an den Gliedmal3en und Lahmheit. In schweren Féllen kann es
zum Verlust der gesamten Klaue kommen. Nad CRosset al. (19995 tritt die Erkrankung nur bel
Rindern und Schafen auf.

Mit der Verbreitung der F. arundinacea Sorte ,,Kentucky 31“ in den ariden Zonen der USA
wurde in den sechsziger Jahren dieses JBhrhunderts bel den Welidetieren die sogenannte ,, summer
fescue toxicosis' beobadtet (MikA, 1990. Zum Ausbruch dieser Erkrankung komnt es, wenn
die Temperaturen Uber einen langeren Zeitraum oberhalb von 25 °C liegen.

Ein Merkmal der Weidetiererkrankung ,summer fescue toxicosis' ist eine verminderte
Gewichtzunahme bei den Weidetieren (HOVELAND et a., 1984 GARNER et al., 1984 CRAWFORD
et a., 1989. Weiter zagen erkrankte Kilhe ane reduzierte Milchproduktion und eine geringere
Fruchtbarkeit (DANILSON et a., 1986 PETERS et al., 1992. Daneben zeigen sich Symptome wie
extremer Speichelflui3, struppges Fell und eine ehdhte Nervositét und Korpertemperatur bei den
Weidetieren (HOVELAND et al., 1983.



Einleitung 16

Hauptverantwortlich fir die Weldetiererkrankung ,fescue toxicosis’ sind de durch den Pilz
N. coenophialum gebildeten Alkaloide; die Ergotalkaloide (besonders Ergovalin). Nach CORNELL
et a. (1990 kommt es ab einem Ergovalin-Gehalt von 50 ng/g Trockenmasse im besiedelten Gras
zum Auftreten der oben beschriebenen Symptome.

Nadch HoVELAND (1993 verursadht die Erkrankung ,fescue toxicosis' der US-amerikanischen
Fleischindustrie enen jahrlichen Schaden von 609 Mio. US-Dollar.

Eine eprobte Vermeidungsdrategie bel dieser Erkrankung ist es, anstelle von reinen
neotyphodium-besiedelten F. arundinacea Sorten eine Mischung aus Klee und den
neotyphodium-besiedelten F. aundinacea Sorten auszusaen. Hierdurch wird  der
Allgemeinzustand von Stieren (MCMURPHY €t al., 1990 CHESTNUT et al., 1991) und auch von
Kuh-Kalb Paaen (STRICKER et a., 1979 HILL et al., 1979 ELLIS et a, 1983 nicht mehr durch
die Giftigkeit der neotyphodium-besiedelten F. arundinacea Weiden bedntraditigt. Die
Anwesentheit von Klee verhindert den Gewichtsverlust bei milchgebenden Kihen, erhdht das
Gewicht der abgestillten Kélber und verbessert die Tradttigkeitsrate (GAY et al., 1988 WALLER
et a., 1989. Eine weitere Mdglichkeit zur Vermeidung der ,fescue toxicosis' ist ein gezeltes
Weidenmanagement. RHODES (1991) schlagt vor, im Juli (htchstes Risiko) die Weidetiere auf
andere Weiden zu verlagern, um so das Risiko einer Erkrankung zu minimieren. Auch die Zugabe
von Mineralien, Vitaminen und anderen Naturprodukten ins Futter der Weidetiere aur
Minimierung der Auswirkungen der neotyphodium-besiedelten F. arundinacea Weiden wurde
diskutiert (MUMPTON & FISHMAN, 1977, CHESTNUT et a., 1992 SAMFORD €t al., 1993.

1.5. Wichtige Alkaloide der Neotyphodium spp.-Gras-Interaktion

Bel der Symbiose awischen den Neotyphodium-Pilzen und den Wirtsgréasern kommt es zur
Bildung von ener Vielzehl von Sekundérmetaboliten. Sekundérmetabolite sind
Stoffwecdhselprodukte, die nicht zur Aufredhterhaltung der Lebensfunktion einer Zelle oder
Organismus notwendig sind (HARTMANN, 1985. Die Aufgaben der Sekundarmetabolite liegen im
Okophysiologischen Bereich. Sie spielen eine Rolle ds chemische Abwehrstoffe der Pflanzen
gegen Herbivore und Mikroorganismen. Im Gegensatz zu den Priméarstoffwedchselprodukien, die
fur das Wadstum und de Entwicklung der Individuen esentiel sind, spielen die
Sekundérmetabolite eéne Rolle bei der Wedselwirkung zwischen Individuum und Umwelt. Fir
ein isoliert betrachtetes Individuum sind de Sekundérmetabolite nicht notwendig, jedoch erhdlt
das Individuum durch die Sekundarmetabolite bestimmte Eigenschaften/Fahigkeiten, wodurch die
Existenz und der Fortbestand des Individuums in der Umwelt gesichert wird. Die Trennung
zwischen Primér- und Sekundarmetabolit ist nicht immer mdglich. Es gibt auch Stoffe, die beide
Voraussetzungen erfillen. Der Sekundéarmetabolit ist voll in den Stoffwedhsel integriert. Die
Biosynthesewege sind denen der Pimdrmetaboliten sehr &hnlich. So  sellen  die
Sekundarmetabolite keineswegs Abfallprodukte dar, sondern besitzen sehr vielféltige Aufgaben
und konren auch wieder abgebaut werden. Aufgrund der immer wieder wedselnden
Herausforderungen an die Pflanze im Hinblick auf die Abwehr von Pathogenen oder auch
Herbivoren besitzen die Sekundérstoffe ene riesige Strukturvielfalt. Organismen entwickeln sich
im Laufe der Evolution immer weiter, so dass bestehende Abwehrstrategien der Pflanzen
Uberwunden werden. Um Uberleben zu kénnen, muss mit die Pflanze aif die Angriffe von
Pathogenen und Herbivoren flexibel reagieren konnen.

Im Vergleich zu den anderen Pflanzenarten haben Graser ein eher gering ausgepragtes
Abwehrsystem. Die Graser haben sich im Laufe der Coevolution mit grasenden Tieren an die
voribergehende Beweidung und dem damit verbundenen Verlust an Assmilationsflache angepasg
(CHEEKE, 1995.
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Die Bildung der Naturstoffe in den neotyphodium-besiedelten Grésern ist ebenfalls eine Form der
Abwehr von ,Feinden®. Diese ,,Feinde" kdnnen pil zliche und bakterielle Mikroorganismen, Viren,
Schaderreger (Insekten) und/oder auch Tiere (Pferde, Schafe, Rinder etc.) sein. Es wurden in den
neotyphodium-besiedelten Grésern Naturstoffe von vier verschiedenen Substanzgruppen
nadhgewiesen. In Tab. 4 sind dese Substanzgruppen mit ihren wichtigsten Vertretern dargestellt.
Es war lange unklar, ob diese Naturstoffe vom Gras oder dem Pilz Neotyphodium spp. gebil det
werden. Mittlerweile gilt es jedoch as erwiesen, dassalle Substanzen vom Pilz selber produziert
werden. Die Naturstoffe (Ergovain, Lolitrem B, Loline und Peramin) konnten in in vitro-
Kulturen der entsprechenden Neotyphodium-Pilze nachgewiesen werden (PORTER et a., 1979
MILESet ., 1992 RowAN, 1993 SCHARDL €t al., 1997). Deshalb werden diese Naturstoffe auch
als Mykotoxine bezechnet.

Tab. 4. Mykotoxine, die bel der Symbiose zwischen Neotyphodium spp. und den
Wirtsgrasern gebildet werden

Substanz- wichtigste in vitro Referenz
klase Vertreter | N.coen.| N.lolii | N.unc.
Ergotalkaloide |Ergovain + + - PORTER €t dl., 1979
Indolisoprenoide | Lolitrem B + + + MILESEet al., 1992
Amino- Loline - - + SCHARDL €t al., 1997
pyrrolizidine
Azandolizidine |Peramin + + - RowaAN, 1993
Substanz- wichtigste in vivo Referenz
klase Vertreter | N. coen./ | N.lolii/ | N. unc./

F.arun. | L.per. | F. prat.
Ergotalkaloide |Ergovain + + - BAcONet al., 1981
Indolisoprenoide | Lolitrem B - + - GALLAGHER €t d., 1981
Amino- Loline + - + YATES& TOOKEY, 1965
pyrrolizidine
Azandolizidine |Peramin + + - RoOwAN et al., 1986

N. coen. = Neotyphodium coenophialum; N. unc. = Neotyphodium uncinatum;
F. arun. = Festuca arundinacea; L. per. = Lolium perenne, F. prat. = Festuca pratensis
+ = nachweisbar; - = nicht nachwei sbar

1.5.1. Ergotalkaloide

Aus Tab. 4 geht hervor, dassbel der Symbiose awischen N. coenophialum und F. arundinacea
sowie N. lalii und L. perennein der Pflanze Ergotalkaloide gebildet werden. Diese Ergotalkaloide
sind hauptverantwortlich fir die Weidetiererkrankung ,fescue toxicosis® (BACON et a., 1986
LYyoNset al., 1986. PORTER et al. (1979 zeagten, dassdie endophytischen Pilzein vitro, d. h. auf
spezellen Nahrmedien, Ergotalkaloide bilden. Diese Ergotalkaloide sind identisch mit denen, die
in der Pflanze gebildet werden (BACON et a., 1981). Sowohl in vitro as auch in vivo lassen sich
die Ergotakaloide bel den Pilzen N. coenophialum und N. lolii nachweisen. Beim Pilz N.
uncinatum konnten Ergotalkaloide bisher noch nicht nachgewiesen werden.

Die natlrlichen Ergotalkaloide laseen sich in funf grofere Klassen einteilen: Den Clavinen,
Lysergsaure und einfache Lysergsdureamide, den Peptidalkaloiden sowie den Peptamalkaloiden.
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Der wichtigste Vertreter der Ergotalkaloide bel der Symbiose zavischen den Neotyphodium spp.
und den Wirtsgrasern ist das Ergovalin, ein Peptidalkaloid (siehe Abb. 8). Sowohl in der Pflanze
(Lyons et a., 1986 SIEGEL et a., 199Q ROTTINGHAUS €t a., 1991, in vivo, as auch in
Laborkulturen des Pilzes, in vitro, (PORTER et al, 1979 PORTER et a., 198]) ist Ergovalin das am
meisten produzierte Ergotalkaloid. In den in vitro Kulturen lief3en sich weiter geringe Mengen an
Ergosin und de C-8 Epimere Ergovalinin und Ergosinin nachweisen. Im Saagut von mit N.
coenophialum besiedelten F. arundinacea konnte neben Ergovalin auch noch Ergosin und geringe
Mengen von Ergotamin, Ergonin, Ergocrystin, Ergocryptin, Ergocornin (siehe Abb. 8) und de C-
8 Epimere Ergosinin und Ergotaminin nachgewiesen werden (PLATTNER et al., 1983 YATES et dl.,
1985. In besiedelten Pflanzenmateria wurden Ergovalin, Ergosin und Ergonin in Blattscheiden
und -spreiten nachgewiesen. Daneben fanden sich geringe Mengen an Ergoptin und Ergocornin
(sehe Abb. 8) (Lyonset al., 19869.

Ergotamin Gruppe (R'= CH,) R?
Ergotamin -CH,Ph
Ergosin -iso-Butyl
Ergovalin -iso-Propyl

Ergoxin Gruppe (R!=-C,H;) R?
Ergoptin -iso-Butyl
Beta-Ergoptin -sec-Butyl
Ergonin -iso-Propyl

Ergotoxin Gruppe (R1=-iso-Propyl) R2

Ergocrystin -CH,Ph
Alpha-Ergocryptin -iso-Butyl
Beta-Ergocryptin -sec-Butyl
Ergocornin -iso-Propyl

Abb. 8: Strukturformeln der Ergotalkaloide, die in neotyphodium-besiedelten Grésern
nachgewiesen wurden

Die C-8 Epimere der Peptidalkaloide Ergotaminin, Ergosinin und Ergovalinin werden als
Artefakte angesehen, die bei der Aufbereitung entstehen.

Neben den Peptidalkaloiden wurden sowohl in den in vitro Kulturen von N. coenophialum
(PORTER €t a., 1979 PORTER €t a., 1981 als auch in den besiedelten F. arundinacea Gréasern
(Lyons et al., 1986 Alkaloide der Clavingruppe isoliert. Die nadhgewiesenen Alkaoide sind
Chanoclavin 1, Agroclavin, Elymoclavin, 6,7-Seagroclavin und Penniclavin (siehe Abb. 9).
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Chanoclavin 1 Agroclavin Elymoclavin

HO

Penniclavin 6,7-Secoagroclavin

Abb. 9: Strukturformeln der Clavinalkaloide, die in neotyphodium-besiedelten Grasern
nachgewiesen wurden

Weiter wurden Lysergsaureanid in Pflanzenproben (PETROSKI & POWELL, 1991 SHELBY, 1992
von neotyphodium-besiedelten F. arundinacea und Ergonovin im Saagut von neotyphodium-
besiedelten F. arundinacea (YATES & POWELL, 1988 PETROSKI & POWELL, 1991 nachgewiesen
(siehe Abb. 10).

CH, O

Ho

N
H

Ergonovin Lysergsaureamid

Abb. 10: Strukturformeln der Ergotalkaloide Ergonovin und Lysergsiure

Beide Substanzen werden jedoch rnicht vom Pilz N. coenophialum gebildet. So wird das
Lysergsaureamid wahrscheinlich bei der Extraktion als Artefakt gebildet (AGURELL, 1966 FLOSS
1976. Ergonovin hingegen deutet auf eine Verunreinigung der untersuchten Proben mit dem Pilz
Claviceps purpurea hin (YATES & POWELL, 1988, von dem bekanrt ist, dasser Ergonovin hildet.
In neotyphodium-besiedelten L. perenne-Proben wurden von den Ergotalkaloiden Ergovalin und
Ergotamin nachgewiesen (ROWAN & SHAw, 1987).
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Agroclavin Chanclavin-l-aldehyd Chanclavi
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Lysergsaure

Elymoclavin

Ergotamin Gruppe (R'= CH,) R?
Ergotamin -CH,Ph
Ergovalin -iso-Propyl

Abb. 11: Biosynthese der Ergotalkaloide
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Die Biosynthese der Ergotalkaloide durch den PFilz Claviceps spp. ist aufgrund der
therapeutischen Wirksamkeit einiger Ergotalkaloide gut aufgeklart (FLoss 1976 BERDE &
SCHILD, 1978 SociCc & GABERC-POREKAR, 1992 GARNER et al., 1993. Die Biosynthese der
Ergotalkaloide, die von den Neotyphodium-Pilzen gebildet werden, soliten nach dem gleichen
Schema alaufen. Ausgehend vom Tryptophan und einer isoprenoiden Cs-Einheit, dem
Dimetyhlallylpyrophosphat, bildet sich unter Verlust der Carboxylgruppe das Ergolingeriist. Die
einzdnen Schritte der Biosynthese sind in Abb. 11 dargestellt.

Aus Tryptophan und Dimethylallylpyrophosphat wird 4-Dimethylallyltryptophan gebildet. Aus
dem 4-Dimethylallyltryptophan hildet sich als Zwischenstufe aif dem Weg zum Ergolingeriist das
Chanoclavin-1. Hierbei kommt es vor dem Ringschluss zur Hydroxilierung der cis-Methylgruppe
des Dimethylallylrestes, die dann durch ene ds, translsomeriserung zur trans
Hydroxymethylgruppe des Chanoclavin-1 wird. Chanoclavin-1 wird zum Chanoclavin-1-aldehyd
oxidiert, der in enzymgebundener Form unter intermedidrer Aufhebung der allylischen
Doppelbindung durch Reéktion der Aldehyd- mit der Aminogruppe in das Agroclavin Ubergeht.
Durch eine Oxigenase wird Agroclavin zum Elymoclavin hydrolisiert. Elymoclavin kann durch
eine Dehydrierung sowie der Wanderung einer Doppelbindung zur Lysergsdaure umgewandelt
werden. Uber die Bildung der Peptidalkaloide, wie z B. Ergotamin und Ergovalin ist wenig
bekannt. Wahrscheinlich hildet sich direkt eine &tivierte Form der Lysergsdure, die a1 den
entsprechenden Amiden umgesetzt wird.

Fur die Extraktion, Isolierung und Identifikation der Ergotalkaloide aus den neotyphodium-
besiedelten Grasern gibt es verschiedenste Vorschriften. Bei der Aufarbeitung der Proben ist zu
beadten, dassdie Ergotalkaloide aierordentlich empfindlich sind gegentiber photolytischer oder
Luftoxidation, sowie aner raschen Hydratation und einer Epimisierung am C-8-Atom des
Lysergsaurerestes unterliegen (BERDE & SCHILD, 1978 GARNER et al., 1993 PORTER, 1994. Um
die Zersetzung und Epimeriserung der Ergotalkaloide a1 verhindern, wird mdglichst unter
Lichtausschluss und bei niedrigen Temperaturen (< 25 °C) geabeitet. Zur ldentifizierung und
Quantifizierung wird de Hochleistungsfliissgkeitschromatographie (HPLC) mit Fluoreszenz-
oder UV-Detektion eingesetzt (BETHKE et al., 1976 WURST et al., 1978 YATES & POWELL,
1988 ROTTINGHAUS et da., 1991 CRrRAIG et d., 1994. Daneben spielt auch die
Dunnschichtchromatographie (DC) as preiswerte und schnelle Methode ene Rolle (PORTER et
a., 1979 PERELLINO €t a., 1993. Die Identifizierung und Quantifizierung der Ergotalkaloide von
besedelten Grasern und von in vitro-Kulturen mittels Massenspektroskopie wurde mit
elektronischer lonisierung (PORTER et al., 1979, chemischer lonisierung (PORTER & BETOWSKI,
1981 PORTER et al., 1981 und mit MS/IMS-Kopplung (PLATTNER €t a., 1983 YATES et a.,
1985 LYONSet a., 1986 PORTER €t al., 1987 durchgefihrt.

Nadch CorRNELL et a. (1990 kommt es oberhab eines Ergovalin-Gehaltes von 50 ng/g
Trockenmasse des besiedelten Grases zu ersten Symptomen der Weidetiererkrankung ,, fescue
toxicosis’. Jedoch ist Ergovain nicht alein verantwortlich fir das Auftreten der ,fescue
toxicosis’, auch andere Ergotalkaloide und de Pyrrolizidinalkaloide N-Formyllolin und N-
Acayllolin vergrofiern das Risko der Weidetiererkrankung , fescue toxicosis*. Die gefundenen
Ergovalin-Gehalte in besiedelten F. arundinacea Gras und Saagut variierten von 2000 ng/g bis
6000 ng/g Trockenmasse. Dabei ist der Ergovalin-Gehalt abhdngig von der Jahreszeit und der
Stickstoffdingung (LYONS et al., 1986 BELESKY €t al., 1988 LYONS et al., 1990 ROTTINGHAUS
et al., 1991 ARACHEVALETA et a.,1992. Im mit N. lolii besiedelten L. perenne fanden sich
Ergovalin-Gehalte von 5000ng/g Trockenmasse.
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1.5.2. Paxillinindole

Eine weitere wichtige Gruppe der toxischen Sekundérmetabolite sind die Indolisoprenoide. Nach
PENN et al. (1993 wird dese Verbindungsklasse von alen drei endophytischen Pilzen N. lalii, N.
coenophialum und N. uncinatum auf in vitro-Kulturen gebildet. Bei den Pilzen N. coenophialum
und N. uncinatum wurden die Indolisoprenoide jedoch nur in geringen Mengen nachgewiesen.
Wesentlich grélere Mengen wurden beim Pilz N. lolii festgestellt. In der Natur, in vivo, wurden
die Indoli soprenoide bisher nur bei der Symbiose avischen N. lolii und L. perenne nachgewiesen.
(GALLAGHER €t al., 1985 WEEDON & MANTLE, 1987). Bel den Symbiosen zwischen N.
coenophialum und F. arundinacea bzw. N. uncinatum und F. pratensis wurden die
I ndoli soprenoide bisher noch nicht beobadtet.

Der wichtigste Vertreter der Indolisoprenoide bei der Symbiose avischen N. lolii und L. perenne
ist das Lolitrem B. Sowohl in der Pflanze (GALLAGHER €t al., 1984 MILES et a., 1992 1993 ds
auch in den in vitro-Kulturen (MILES et al., 1992 PENN et a., 1993 von N. lolii ist Lolitrem B in
den Uberwiegenden Fallen das am nmeisten gebildete Alkaloid. Aus mit N. lolii besiedelten Gras
wurden weitere funf Lolitreme, und zwar Lolitrem A, C, D, E und F in geringen Mengen isoliert
(GALLAGHER €t al., 1981 MILES et a., 1994 MUNDAY-FINCH €t a., 1995 1996. Neben den
Lolitremen wurden weiterhin in den besiedelten L. perenne Grasern Paxillin und Lolillin
nadhgewiesen (WEEDON & MANTLE, 1987 MUNDAY-FINCH et a., 1997). Im Jahr 1998 wurden
Lolicin A und B sowie 31-Epilolitrem N und F weitere vier neue Lolitreme aus den besiedelten
Grasern in geringen Mengen isoliert (MUNDAY-FINCH et a., 1998. In den in vitro-Kulturen von
N. lolii wurden neben dem Alkaloid Lolitrem B noch Paxilli n und Lolitriol nachgewiesen (PENN et
a., 1993.

MANTLE & WEEDON (1994 schlagen den in Abb. 12 dargestellten Biosyntheseweg der Lolitreme
vor.

Lolitrem E Lolitriol

Abb. 122 Mdglicher Biosyntheseweg von Lolitrem B, ausgehend vom Paspalin [nach
MANTLE & WEEDON, 1994 MUNDAY-FINCH et al., 1997
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Ausgehend vom Paspalin hildet sich das wohl in vivo as auch in vitro nadgewiesene
Intermediat Paxillin (WEEDON & MANTLE, 1987 MILES et a., 1992 PENN& MANTLE, 1994).
Durch Reduktion der Ketogruppe an C-10 entsteht das a-Paxitriol, welches durch Addition
zweler Isopreneinheiten und einer Epoxidierung einer Doppelbindung zum Lolitriol umgesetzt
wird. MUNDAY-FINCH et a. (1997 schlagen nach der Isolierung und Identifikation von Lolilli n
fur die Bildung des Lolitriols einen etwas anderen Biosyntheseweg vor. Aus dem Paxilli n bildet
sich durch Addition zweier Isopreneinheiten an den Positionen C-20 und C-21 dks Paxilli nskletts
das Lolilli n. Diese Addition wurde in analoger Weise auch bel der Biosynthese der Penitrems und
Janthitrems postuliert (MANTLE & PENN, 1989 PENN & MANTLE, 1994). Durch Reduktion der
Ketogruppe an C-10 und der Epoxidierung der Doppelbindung C-11 (12) entsteht aus dem
Lolilli n das Lolitriol. Durch Addition einer weiteren Isopreneinheit an das Lolitriol bildet sich
Lolitrem E, aus dem sich schlief3lich das Lolitrem B bildet.

Lolitrem C

Lolitrem A

Lolitrem D

Abb. 13: Strukturformen von Lolitrem A, B, Cund D

Lolitrem A entsteht durch Epoxidierung der Doppelbindung an C-44 (45). Wird das gebildete
Epoxid mit einem Hydridion gedffnet, ist die Bildung von Lolitrem D denkbar. Alternativ wird
durch die Hydrierung von Lolitrem B an der Doppelbindung C-44 (45) Lolitrem C erhalten (siehe
Abb. 13). Ein weiteres Lolitrem, das Lolitrem F ist ein Stereoisomer von Lolitrem B. Die H-
Atome anr C-31 und C-35 stehen beim Lolitrem F cis zueinander im Gegensatz zum Lolitrem B,
wo die H-Atome trans zueinander angeordnet sind. Es wird vermutet, dass das Enzym, welches
am Aufbau des Ringsystems beteili gt ist, einen Mangel an Stereospezfitéat besitzt, und es mit
zur Bildung der cis-standigen H-Atome kommen kann (MUNDAY -FINCH et a., 1997). Aus diesem
Grunde wird erwartet, dass im mit N. lolii besiedelten L. perenne auch die analogen
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Stereoisomere des Lolitriols, Lolitrem A und Lolitrem E vorhanden sind, jedoch in wesentlich
geringeren Mengen.

Zur ldentifizierung und Quantifizierung des wichtigsten Indolisoprenoids wird de HPLC mit
Fluoreszenzdetektion (GALLAGHER et a., 1985 angewendet. Mit dieser HPLC-Methode kénnen
bis zu 80Proben pro Tag analysiert werden. Auch die Dunnschichtchromatographie kann fir den
Nacdhweis von Lolitrem B in mit N. lolii besiedelten L. perenne verwand werden (BERNY et al.,
1997).

Nach DI MENNA et al. (1992 sowie PRESTIDGE & GALLAGHER (1989 kommt es oberhalb eines
Lolitrem B-Gehaltes von 2000 pg/kg Trockenmasse zum Auftreten der Symptome
(Koordinationschwierigkeiten, Schredkhaftigkeit, Muskelkrampfe dc.) der Weldetiererkrankung
~ryegrass saggers’. Neben der Hauptwirksubstanz Lolitrem B konren die Lolitreme A, C, D, E
sowie Paxilli n die Erkrankung , ryegrass saggers‘ verstarken.

Der Lolitrem B-Gehalt in N. lolii besiedelten L. perenne variierten von 100010000 pg/kg
Trockenmasse. Dabei ist der Lolitrem B-Gehalt abhéngig von der Jahreszeit. Die héchsten
Lolitrem B-Gehalte finden sich im Sommer und im frihen Herbst. Im Winter und Frihling sind de
Lolitrem B-Gehalte auf einen relativ stabilen niedrigen Level (DI MENNA et al., 1992 BALL et a.,
1995. Inrerhalb der Pflanze finden sich die hdchsten Lolitrem B-Gehalte in den Blattscheiden.
Wesentlich geringere Lolitrem B-Gehalte werden in den Blattspreiten und den Wurzen der N.
lolii besiedelten L. perenne Pflanzen nachgewiesen (DI MENNA €t al., 1992 BALL et a., 1995
1997).

1.5.3. Aminopyrrolizidine

Aus Tab. 4 geht hervor, dass die wichtige Gruppe der Aminopyrrolizidine, die Loline, bei den
Symbiosen N. coenophialum und F. arundinacea bzw. N. uncinatum und F. pratensis gebildet
werden (BusH et al., 1982 1993 SIEGEL €t al., 1990. In der Symbiose avischen N. lolii und L.
perenne konnten hisher noch keine Aminopyrrolizidine nachgewiesen werden. Es wurde lange
Zeit angenommen, dass die Aminopyrrolizidinakaloide vom Gras als Antwort auf die
Anwesenheit des Pilzes N. coenophialum gebildet werden (SIEGEL et al., 1990. Jedoch gelang im
Jahre 1997 SCHARDL et a. (1997 der Nadhweis von Pyrrolizidinalkaloiden in in vitro-Kulturen
von N. uncinatum. Somit gehtren auch die Pyrrolizidinalkaloide zur Gruppe der Mykotoxine. In
in vitro-Kulturen wvon N. coenophialum und N. lolii konnten hsher noch kene
Pyrrolizidinalkaloide nachgewiesen werden.

Die wichtigsten Vertreter der Aminopyrrolizidine im mit N. coenophialum besiedelten
F. arundinacea sind das N-Formyllolin und N-Acetyllolin (KENNEDY & BusH, 1983. Daneben
spielen bei der Kombination N. coenophialunV/F. arundinacea Lolin, Norlolin, N-Methyllolin, N-
Formylnorlolin und N-Acetylnorlolin eine untergeordnete Rolle (YATES et a., 199Q PETROSKI &
POWELL, 1997). Im mit N. uncinatum besiedelten F. pratensis ist der Sachverhalt ahnlich. Die
Hauptkomponente der Aminopyrrolizidinalkaloide ist hier das N-Formyllolin, gefolgt vom N-
Acdyllolin und dem N-Aceylnorlolin. Weiter konnten im besiedelten F. pratensis geringe
Mengen von Lolin und N-Metyhllolin nachgewiesen werden (Justuset al., 1997).
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, R N
R-Nn H N-Formyllolin CH, HCO
1,0 N-Acetyllolin CH,  CH,CO
Lolin H CH,
Norlolin H H
N-Formylnorlolin H HCO
N-Acetylnorlolin H CH,CO
N-Methyllolin CH, CH,

Abb. 14: Strukturformeln der Aminopyrrolizidinalkaloide

Im Jahr 1986 gllang TUFARIELLO et a. (1986 die Totasynthese des Lolins (siehe Abb. 15).
Durch Red&ktion eines Nitrons mit Methyl-4-hydroxycrotonat erhdlt man radh mehreren
Zwischenstufen Methyl-2[3-hydroxy-7,7-dimethoxy-8a-pyrrolizidin-13-carboxylat. Reduktion mit
Lithiumaluminiumhydrid und anschlief3ende Aceadisierung des Produktes ergibt das Diacdat.
Umsetzung des Diacdates mit Trifluoressgsaure und Natriumbicarbonat fuhrt schliefdich zum
Keton 2B-Acetyl-1la-acayl-methyl-7-oxo-8a-pyrrolizidin. Nach Reduktion des Ketons zum
Alkohol wird durch Abspaltung der Acetalgruppen das Diol erhalten, welches unter Bildung der
Sauerstoffbriicke welterreagiert. Durch Manipulation des Substituenten am C1-Atom wird
schliefdlich Lolin erhalten. Die beschriebene Totalsynthese ist eine Vielstufensynthese und somit
nicht fir die Herstellung grol¥er Mengen von Lolin gedgnet.

CH, CO,CH,

0] CO,CH
o | Meo. OMe Fr2Ts
“CH,
ny + — = —=
|\|| OH N~q OH
O -
Nitron Methyl-4-hydroxycrotanat #
0 CH,0COCH, oo, OMe COCH,
e
OCOCH, < =<— =<— y OH
/ 2B-Acetyl-1 -acetyl Metyhl-2R-hydroxy-7,7-dimethoxy
methyl-7-0x0-8 -pyrrolizidin -8 -pyrrolizidin-1R-carboxylat
HO CH,OCOCH, o CHOH o NHCH,
OCOCH
oo, e (TS = (TS
Lolin

Abb. 15: Totalsynthesevon Lolin [nach TUFARIELLO €t al., 1986]
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Aus diesem Grunde haben PETROSKI et a. (1989 zur Herstellung der anderen Aminopyrrolizidine
samtliche Aminopyrrolizidine aus mit N. coenophialum besiedelten F. arundinacea Saagut
isoliert und in das Lolin umgewandelt. Ausgehend vom Lolin wurden die aderen
Aminopyrrolizidine N-Formyllolin, N-Acetyllolin, N-Methyllolin, Norlolin, N-Formylnorlolin und
N-Acetylnorlolin synthetisiert.

Die Biosynthese der Loline ist bis heute noch weitgehend ungeklért. Jedoch waren Biosynthesen
anderer Pyrrolizidinbasen Gegenstand vieler Forschungsarbeiten. Aufgrund deser Studien kann
davon ausgegangen werden, dass die Aminosdure Ornithin auch der Ausgangspunkt der
Biosynthese der Aminopyrrolizidinalkaloide ist (sehe Abb. 16). Ornithin wird mittels der
Ornithincarboxylase decaboxyliert und es entsteht so Putrescin (NOWACKI & BYERRUM, 1962
BOTTOMLEY & GEISIMAN, 1964 BALE & CROUT, 1975. Weiter wird angenommen, dasséhnlich
wie fir das Rosmarinedn (KELLY & ROBIN, 1987 als nadhstes Spermidin as Vorstufe fir das
Pyrrolizidingeriist gebildet wird. Spermidin entsteht aus Putrescin und S-Adenosylmethionin
(welches vorher decaboxyliert wurde) als Substrat unter Katalyse der Spermidin Synthetase. Der
Ringschlussund die Addition der Sauerstoffbriicke fhrt schlief3lich zum Norlolin.

CH,
H,N g

HOOC™ “NH, “NH, — g
HOOC
Ornithin S-Adenosylmethionin (SAM)
Ornithinde- SAM-
carboxylase decarboxylase
co, Co,
CH,
H,N S/
NH NH Spermidin Synthetase T \Ad

2 2

Putrescin decarboxyliertes SAM

NH, NH

N

Spermidin

¢
¢
¢
O

NH

N

Norlolin

Abb. 16: Vorgeschlagener Biosyntheseweg von Norlolin [nach BusH et al., 1993]
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Zur |dentifizierung und Quantifizierung der Aminopyrrolizidinalkaloide wird aufgrund der relativ
leichten Fllchtigkeit hauptsadlich die Gaschromatographie mit Flammenionisationsdetektion
oder massenspektroskopischer Detektion verwendet (YATES et a., 1990 POWELL & PETROSKI,
1992 TEPASKE €t a., 1993. Auch die Dinnschichtchromatographie @gnet sich zum Nadweis
der Aminopyrrolizidinalkaloide (BUsH & JEFFREYS, 1975.

Im mit Neotyphodium spp. besiedelten F. arundinacea und F. pratensis finden sich Lolin-Gehalte
von 1800- 5000 ug/g Trockenmasse. Hierbei ist unter dem Lolin-Gehalt die Summe der beiden
wichtigsten Lolinen N-Formyllolin und N-Aceyllolin zu verstehen (BusH et a., 1982 1993
YATES et a., 1990 Justus et a., 1997). Die héchsten Lolin-Gehalte finden sich hierbei in den
Ahrchen, gefolgt von der Spindel, dem Halm, den Blattspreiten und den Blattscheiden (BusH et
al., 1993 Justus et a., 1997. Der Gehalt an N-Formyllolin und N-Acetyllolin ist im reifen
Saagut wesentlich hoher als im vegetativen Gewebe (BusH et a., 1982. Die Alkaoide verteilen
sich innerhalb der Pflanze in alle Pflanzenteile. So wurden auch in den Wurzen und Blattspreiten
die Loline nachgewiesen, obwohl aus diesen Pflanzenteilen der Neotyphodium-Pilz bisher noch
nicht isoliert werden konnte.

Weiter zegt auch die Jahreszeit enen Einfluss auf den Lolin-Gehadt. Bel dem mit
N. coenophialum besiedelten F. arundinacea finden sich die héchsten Lolin-Gehalte im spéten
Sommer. Im Winter und Frihling sind de Lolin-Gehalte geringer (PUTMAN €t a., 1997). Justus
et a. (1997 fanden bel ihren Untersuchungen an mit N. uncinatum besiedelten F. pratensis einen
dhnlichen Verlauf des Lolin-Gehaltes. Der Lolin-Gehalt steigt von nahezu null Anfang Frihling
stetig an. Die hochsten Lolin-Gehalte finden sich wéhrend der Samenreife im Sommer. Bel der
anschlieRenden Samenverbreitung und Stangelseneszenz fallt der Lolin-Gehalt; im spéten
Sommer, in der Periode des vegetativen Wadstums, steigt der Lolin-Gehalt wieder. Daneben
wird der Lolin-Gehalt auch von der Temperatur, Nahrstoff- und Wasserversorgung bednflusg.
Wassermangel fuhrt zu einem Anstieg des Lolin-Gehaltes (KENNEDY & BuUSH, 1983 BELESKY et
a., 1989. Nach KENNEDY & BusH (1983 ist ein Temperaturregime von 21 °C/15 °C optimal
zur Bildung der Lolinalkaloide. Beziglich des Einflusses der Nahrstoffversorgung auf den Lolin-
Gehalt sind de Berichte in der Literatur widersprichlich. BELESKY et al. (1989 fanden einen
positiven Einfluss des pflanzenverfiigbaren Stickstoff auf den Lolin-Gehalt. Bei den Versuchen
von KENNEDY & BusH (1983 wurde kein Einfluss der Stickstoffgabe auf den Lolin-Gehalt
gefunden.

Wichtigste Eigenschaft der Aminopyrrolizidine, insbesondere des N-Formyllolins, ist ihre
insektenabschredkende Wirkung. Mit angereicherten Fraktionen von N-Formyllolin wurden
zahlreiche Biotests durchgefihrt. Hier zeagte N-Formyllolin eine insektenabschredkende und
tellweise auch toxische Wirkung gegeniiber Rhospalosiphum padi, Schizaphis graminum und
Oncopeltus fasciatus (JOHNSON et a., 1985 YATES e 4a., 1989. Aufgrund deser
abschredkenden Wirkung gegentiber Schadinsekten werden die Aminopyrrolizidinalkaloide auch
als mogliche Stoffe fir die Insektenbekdmpfung angesehen (RIEDELL et al., 1991).

1.5.4. Azaindolizidine

Das einzige Azandolizidin, welches bisher in Neotyphodium-besiedelten Grasern gefunden wurde,
ist das Peramin (siehe Abb. 17). In der Natur wird Peramin in mit N. coenophialum besiedelten F.
arundinacea und mit N. lolii besiedeltes L. perenne gebildet (ROwWAN et a., 1986 TAPFER €t al.,
1989 SIEGEL et a., 1990 ROWAN, 1993. In in vitro-Kulturen wurde das Alkaloid beim Pilz N.
coenophialum und N. lolii nachgewiesen ( ROWAN et al., 1986.
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Peramin

Abb. 17: Strukturformel von Peramin

Im Jahr 1988 glang DUMAS (1988 die Totasynthese des Peramins (siehe Abb. 18). Durch
Umsetzung von 2-Trichloroaceaylpyrrol [Abb. 18, (1)] mit 1-Bromo-5-chloro-2-pentanon [Abb.
18, (2)] wird nach einer N-Alkylierung und anschlief3enden Ringschlussein Pyrrolo[2,1-c]oxa-1-
on [Abb. 18, (3)] erhaten. Behandlung dieses Oxazn-1-on mit Methylamin und 1 N Salzsdure
fuhrt zum 3-(3-Chloropropyl)-2-methylpyrrolo[1,2-a]pyrazn-1(2H)-on [Abb. 18, (4)]. Die
Umwandlung der Chlorkomponente [Abb. 18, (4)] in das entsprechende Amin [Abb. 18, (6)]
gelingt mit der Ing-Manske Variante der Gabriel-Synthese. Durch Zugabe von 2-Methyl-2-
thiopseudoureasulfat zum Amin [Abb. 18, (6)] im wasgigen Medium ergibt das Peraminsulfat.
Durch Anwendung der lonenaustauschchromatographie wird schliefdlich die frele Base Peramin
erhalten.

Zwei Jahre spéter stellten BRIMBLE & ROWAN (1990 eine weitere Totalsynthese des Peramins
vor (siehe Abb. 19). Durch eine Michad-Addition von einem Nitroalken [Abb. 19, (1)] mit dem
Kaiumsalz von Methyl-pyrrol-2-carboxylat [Abb. 19, (2)] wird das Michad-Additons-Produkt
[Abb. 19, (3)] as Gemisch von Stereoisomeren in 82 %iger Ausbeute ehaten. Mit Hilfe von
Natriumborhydrid-Cobalt-(Il)- chlorid wird de Nitrogruppe des Michad-Adduktes zum Amin
[Abb. 19, (4)] reduziert. Das Amin [Abb. 19, (4)] cyclisiert zum Ladam [Abb. 19, (5)] in 88 %
Ausbeute, wenn unter Ruckflussin Toluol fur 24 h erhitzt wird. Behandlung des Ladams [Abb.
19, (5)] mit einem Uberschuss von Kaliumhydrid in Tetrahydrofuran bei Raumtemperatur fihrt
zur Eliminierung der Ethoxygruppe unter Aushildung des ungeséttigten Ladams [Abb. 19, (6)] in
80 %iger Ausbeute. Das tertidre Ladam [Abb. 19, (7)] wird duch weitere Umsetzung des
Ladams [Abb. 19, (6)] mit Kaiumhydrid in Dimethylformamid und Addition von Methyliodid
erhalten. Durch Reduktion des Esters mit Natriumborhydrid in Methanol wird der entsprechende
Alkohol [Abb. 19, (8)] erzeugt. Durch Umsetzung des Alkohols mit Methansulfonylchlorid und
Triethylamin bei -60 °C in Tetrahydrofuran gefolgt von einer Addition von einem Uberschuss
Lithiumbromid bei -60 bis-40 °C ergibt das Bromid [Abb. 19, (9)]. Durch Zugabe dieses Bromids
[Abb. 19, (9)] zu einer Losung von Cyanomethylencuprat bel -40 bis -20 °C in Tetrahydrofuran
entsteht das Nitril [Abb. 19, (10)]. Die Reduktion des Nitrils [Abb. 19, (10)] mit
Natriumborhydrid ergibt das Amin [Abb. 19, (11)]. Umsetzung des Amins [Abb. 19, (11)] mit S
Methylthiouroniumhydrogensulfat fihrt zum gewinschten Produkt, dem Peramin [Abb. 19,

(12)].
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Abb. 18: Totalsynthese von Peramin [nach DumAs, 1988]
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Abb. 19: Totalsynthese von Peramin [nach BRIMBLE & ROWAN, 1990]
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Die Biosynthese des Peramins ist bis heute noch ungeklart. Es wird angenommen, dass Peramin
aus den beiden Aminosduren Prolin und Arginin gebildet wird (ROWAN et a., 1986. Die
Aminosauren Arginin und Prolin sollen an der Oberflache enes Enzyms linea gebunden werden.
Durch die Reduktion der Carbonylgruppe des Arginins mit gleichzatiger Eliminierung von
Wassr und zwei Molekilen Wassrstoff wird Peramin gebildet. Peramin soll aso durch
Cyclisierungs- und Kondensationsregktionen mit der abschlieRenden N-Methylierung (katalysiert
von N-Methyltransferase und S-Adenosylmethionin) gebil det werden (siehe Abb. 20).

Ow
N
H

OH
. o J\
Prolin N-Methyltransferase
S-Adenosylmethionin N
> N~
[H] HyC NH,
O /g
H,N Enzym N NH
OH NH, 3H,0 H
-2H, i
N NH Peramin
H
Arginin

Abb. 20: Vorgeschlagene Biosynthese des Peramins [nach RoOwAN et al., 1986]

Aufgrund des dark basischen Charakters der Guanidin-Gruppe an der aliphatischen Seitenkette
des Pyrrolopyrazn-Ringes bereitet die Isolierung und Quantifizierung von Peramin enige
Schwierigkeiten. TAPFER et a. (1989 entwickelten eine Methode aur Quantifizierung von
Peramin und Lolitrem B mit nur einer Probenvorbereitung. Hierbei wird de gefriergetrocknete
Probe mit zwei verschiedenen Losungsmittelgemischen extrahiert. Zuerst wird ein Gemisch aus
Methanol/Chloroform verwendet. Daraufhin wird Hexan und Wasser hinzugegeben. Nadh
Trennung der beiden Phasen wird die organische Phase air Lolitrem B-Analyse verwendet. Die
wasgige Phase wird zur Peramin-Analyse mittels HPLC und UV-Detektion genutzt. FANNIN et
al. (1990 benutzen die Umkehrphasen-Dinnschichtchromatographie aur schnellen und ginstigen
Analyse und Quantifizierung des Peramins in endophyt-besiedelten Grasern. ROWAN et a. (1986
hat die Fragmentierung des Peramin-Molekiils mit der Massenspektroskopie untersucht.

In mit N. coenophialum besiedelten F. arundinacea lagen die gefundenen Peramin-Gehalte bei ca
4 ug/g Trockenmasse. Dagegen waren die gefundenen Peramin-Gehalte im mit N. lolii besiedelten
L. perenne wesentlich hoher. Hier lagen die gefundenen Peramin-Gehalte avischen 5 und 40ug/g
Trockenmasse (FANNIN et al., 1990 SIEGEL et al., 1990. Peramin war in der gesamten Pflanze
nadhzuweisen. Nach ROYLANCE et a. (1994 fanden sich bel besiedelten F. arundinacea Pflanzen
die hochsten Peramin-Gehalte im Halmgewebe gefolgt von den Rispen und den Blattspreiten.
FANNIN et a. (1990 fanden die hochsten Peramin-Gehalte bei besiedelten L. perenne Pflanzen in
den Bléttern gefolgt vom Halm. Auch in den Wurzdn konnte Peramin nachgewiesen werden. Bel
besiedelten F. arundinacea Grasern fanden FANNIN et a. (1990 ungefahr gleiche Peramin-
Gehadlte in den Bléttern und Halmen. In den Wurzen von besiedelten F. arundinacea Pflanzen
konnten sie kein Peramin nachweisen.

Die wichtigste Eigenschaft des Peramins ist seine insektenabschreckende Wirkung in den mit N.
coenophialum und N. lolii besiedelten F. arundinacea und L. perenne. Peramin spielt laut SIEGEL
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et a. (1990 eine wichtige Rolle bel der Insektenresistenz von L. perenne gegenlber Listronotus
bonariensis, Crambus spp. und Schizapis graminum. Dabel scheint das Peramin aufgrund seines
»Schledhten Geschmadks®* als Antifral3mittel (Repellent), mit nur geringer chronischer Toxizitédt zu
wirken (ROWAN et al., 1990. Versuche mit synthetisch hergestelliten Peramin-Analogon haben
gezeagt, dass das heterocyclische Ringsystem und de positive Teilladung in der aliphatischen
Seitenkette unerlasdich fur die Insektenabschredkung sind (ROwAN et al., 1990 RowaN, 1993.

1.6. Nachweismethoden fir Neotyphodium spp. in vivo

In Tab. 5 sind de wichtigsten Nadhweismethoden fiir die Neotyphodium-Pilze zisammengestellt.
Die Nadhweismethoden lassen sich grob in vier verschiedene Bereiche antellen. Zum einem sind
dies die Farbemethoden der Mikroskopie. Hierzu zéhlen die Anilinblau-, Bengalrosa-Farbung
sowie die @was aufwendigere FDA-Farbung. Zu den serologischen Nadchweismethoden zéhlen
der ELISA (Enzym Linked Immunosorbant Assay)- und TPIB (Tissue Print Immuno Blot)-Test.
Der PCR-Test (Polymerase Chain Readion) mit anschlief3ender Elektrophorese gehdrt zu den
modernen, molekularbiologischen Verfahren. Die dteste Nadweismethode ist die direkte
I solierung der Neotyphodium-Pilze aus Pflanzenmaterial (Karyopsen, Blattscheiden).

Tab. 5. Uberblick tUber die wichtigsten Nachweismethoden der Neotyphodium spp. in
Karyopsen und Blattscheiden

Nachweismethode | Anwendungsgebiete Referenz
Anilinbau-Farbung | Karyopsen, Blattscheiden | WELTY et d., (1986
Bengalrosa-Farbung | Blattscheiden, Karyopsen | SAHA et d., (1988

FDA-Farbung Blattscheiden, (Karyopsen) | DAPFRICH, (1996
ELISA-Test Karyopsen, Blattscheiden | JOHNSON et al., (1982
TPIB-Test Blattscheiden, Karyopsen | GwINN et al., (1991
PCR-Test Blattscheiden, Karyopsen | Doss& WELTY, (1999
direkte Isolation Blattscheiden, Karyopsen | NEIL, (1941

Die Anilinbau-Farbung (WELTY et a., 1986 und de Bengarosa-Farbung (SAHA et a., 1989
gehdren zu den klassschen Farbemethoden der Mikroskopie. Durch diese Farbeverfahren werden
die hyalinen, farblosen Hyphen der Pilze Neotyphodium farblich hervorgehoben. Bei der
Anilinbau-Farbung erscheint das Pilzmycd blau, bei der Bengalrosa-Férbung rosa. Hierdurch
wird eine sichere Aussage Uber eine mogliche Besiedlung des zu untersuchenden Prdparates und
darlber hinaus eine Beschleunigung des Nadhweises erreicht. Ein grof3er Nadteil dieser beiden
Farbemethoden ist, dassmit ihnen keine Informationen Uber die Vitaitat der Neotyphodium-Pilze
erlangt werden (SIEGEL et al., 1987. Es snd unspezfische Totalfarbungen, bei denen sowohl
lebendes als auch totes Pilzmycd angefarbt wird. Weiter werden alle in der Pflanze lebenden Pilze
angefarbt. Der Pilz Neotyphodium spp. muss anhand seines typischen Aussehens und Wadstums
erkannt werden. Bel der Anilinblau-Farbung missen die Préparate vor der mikroskopischen
Untersuchung erhitzt werden, um die Farbung der Hyphen zu verbessern. Bei der Bengalrosa-
Farbung entféllt diese Erhitzung. Jedoch mussnacdh EGGESTEIN (1997 bel der Karyopsenfarbung
vor der mikroskopischen Untersuchung de Aleuronschicht der einzdnen zu untersuchenden
Karyopsen mit Hilfe enes Binokulars entfernt werden, um ein klares mikroskopisches Bild zu
erhalten.

Das von DAPRRICH (1996 entwickelte Farbeverfahren nutzt Fluoresceindiacdat (FDA) als
Farbesubstanz. Die acéonische FDA-LAsung dringt in die Zellen des Praparates ein. Dort wird
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Fluorescandiacdat durch enzymatische Hydrolyse in Fuorescen und Acedat gespalten.
Fluorescan selber kann die intakten Zellwande nicht durchdringen und es kommt somit zu einer
Anhdufung von Fluorescen in den lebenden Zellen. Bei Bestrahlung mit UV-Auflicht (Breitband-
Anregung und Sperrfilter mit Transmisson oberhalb von 470nm) fluoresziert das Fluorescen und
die lebenden Zellen, insbesondere die Pilzhyphen, treten strahlend griin hervor (STEWART &
DeAcoN, 1995. Ein Vortell dieser Methode gegentiber den zuvor beschriebenen Totalfarbungen
ist, dassmit der FDA-Farbung Aussagen Uber die Vitaitét getroffen werden konnen. Nur wenn
der Pilz vital ist, kommt es zur enzymatischen Spaltung des Fluorescandiacdat in den
Zéellzwischenraumen des Pflanzengewebes. Der Material- und Zeitaufwand deser Methode ist mit
denen der zuvor beschriebenen Totalfarbungen vergleichbar. Ein Nadteill dieser Methode ist
jedoch, dassdiese Methode nur in den Blattscheiden zuverléssg arbeitet. In den Karyopsen kann
der Pilz nicht immer nachgewiesen werden (DAPFRICH, 1996). Obwohl die Karyopsen mit vitalem
Pilz Neotyphodium besiedelt waren, kam es nicht zu einer Fluoreszenz der Pilzhyphen. Es ist
denkbar, dass der Pilz in der Karyopse in einem starken Ruhezustand ist, bel dem auch die
Aktivitédt der Enzyme stark eingeschrankt ist. Fluorescendiacaat kann somit nicht gespalten
werden.

Der ELISA-Tedt stellt eine relativ neue und moglicherweise auch artspezfische Méglichkeit zum
Nadhweis der Neotyphodium spp. dar (JOHNSON et a., 1982 1983 WELTY et a., 1986.
Grundlage dieser Methode sind Antigen-Antikdrper Reaktionen. Die Antigenmolekiile werden mit
einem Enzym merkiert. Es entsteht ein kompetativ am Antikérper bindendes Enzym-Analyt-
Konjugat. Die Antikdrpermolekiile sind an der Gefél3wand eines Reagenzréhrchens oder auf einer
Mikrotiter-Platte durch einfache Adsorption an der Oberflache immobili siert. Nach dem Einfillen
der Probelésung komnt es zu einer konkurrierenden Re&ktion des Antigens aus der Probel6sung
und des enzymmearkierten Antigens mit dem Antikorper. In einem folgenden Waschschritt wird
die Lésung entfernt. Nun wird ein Substrat zugegeben, so dass mit dem enzymmarkierten
Antigen-Antikorper-Komplex eine enzymatische Redktion ablauft, die kinetisch-photometrisch
ausgewertet werden kann. Durch Vergleich mit einer Kontrolle kann somit eine Aussage Uber eine
madgliche Mycdkonzentration in den Karyopsen oder Pflanzengewebe getroffen werden. Ein
Nadtell dieser Methode ist die teure und aufwendige Etablierung des Verfahrens. Zudem ist
dieses Verfahren ungeagnet bei der Bestimmung von geringen Besiedlungsraten. Nach WELTY et
al. (1989 liegt die Grenze der Genauigkeit bei ca 10 %.

Das Prinzip des TPIB-Test (GWINN et al., 1991 ist dhnlich wie beim zuvor beschriebenen
ELISA-Test. Hier werden die Antigenmolekile jedoch auf einer Membran (TransBlot transfer
medium) immobilisiert. Die @n Millim eter dicken Bestockungstriebe bzw. angeritzten oder die in
Wasser aufgeweichten Karyopsen werden dann auf diese Membran gepress. Nach dem Trocknen
der Membran werden enzymgebundene Antikdrper zugegeben. Zugabe enes Substrates fuhrt zu
einer Farbreation an den Stellen, wo sich die spezellen Antigene befinden. Somit kann die
Besiedlung des Pflanzengewebes mit dem Pilz Neotyphodium nadhgewiesen werden. Wie beim
ELISA-Test ist auch hier die Etablierung des Verfahrens teuer und zataufwendig. Die
Ungenauigkeiten der TPIB-Methode schwanken nach GWINN et al. (1991) zwischen O und 60%.
Ein molekularbiologisches Verfahren, die polymerase dhain readion (PCR), wurde von DOSS &
WELTY (1995 zum Nadweis von Neotyphodium spp. im Pflanzengewebe verwendet. Bei diesem
Verfahren werden mittels der PCR spezelle DNA-Sequenzen, die anwandfrei dem Pilz
Neotyphodium spp. zugeordnet werden kdnnen, hochvermehrt. Hierzu wird de DNA-Mischung,
die awor aus dem Pflanzengewebe gewonren wurde, mit spezellen Primern versetzt und
durchléuft mehrere PCR-Zyklen. Danach wird das DNA-Gemisch mit Hilfe der Gelelektrophorese
nadch Grofe, Gewicht und Ladung im elektrischen Feld aufgetrennt. Das Vorhandensein einer
bestimmten Bande oder eines bestimmten Bandenmusters deutet auf das Vorhandensein des
Neotyphodium-Pilzes hin. Uber die Intensitit dieser Bande ist eine Quantifizierung des
Neotyphodium-Pilzes denkbar. Das Aufwinden des richtigen Primers madt dieses Verfahren in
der Etablierung sehr teuer und zdtaufwendig. Weiter muss durch aufwendige Versuche
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ausgeschlosen werden, dass die benutzte Bande andeutig vom zu untersuchenden
Neotyphodium-Pilz generiert wird. Ein grof}er Vortel dieses Verfahrens ist die sehr hohe
Empfindlichkeit des Verfahrens. So gelang Doss & WELTY (1995 der Nadwels ener
Neotyphodium-Besiedlung in zwei verschiedenen Genotypen, die aivor mit anderen Methoden als
neotyphodium-frei klassfiziert wurden. Im Saagut dieser Genotypen wurden geringe Mengen
Ergovalin nachgewiesen, was ohne ane Neotyphodium-Besiedlung nicht erklarbar war. Weliter
wird bei diesen Verfahren nur eine sehr geringe Menge an Probenmaterial verwendet.

Die zetaufwendigste und sicherlich nicht fir Serienarbeiten gedégnete Nachweismethode ist die
direkte Isolierung der Neotyphodium-Pilze ais Saagut oder Pflanzenteilen auf synthetischen
Nahrmedien in vitro (NEIL, 1941 LATCH et a., 1984). Mit diesem arbeitsaufwendigen Verfahren
kann die Vitalitdt der Neotyphodium-Pilze nachgewiesen werden. Nur wenn der Pilz vital ist,
wadst er aus der Pflanze ais. Ein weiterer wichtiger Vortell ist die Moglichkeit der
Artbestimmung anhand der Morphologie der auswadchsenden Pilze (LATCH et a., 1982.
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2. Problemstellung

Wie in der Einleitung zuvor beschrieben wird in den USA, Neusedand und Australien seit Ende
der 70er Jahre der Forschungsbereich der Neotyphodium-Pilze intensiv beabeitet. Ziel der
dortigen Endophytenforschung ist es, die negativen Effekte der Neotyphodium/Gras Symbiose
auszuschalten und sich die positiven Effekte a1 Nutze a1 macdhen. Wie das ,3rd International
Neotyphodiumy/Grass Interadions Symposium® in Athens, USA im Jahr 1997 zegte, beschéftigt
sch die &tuele Endophytenforschung in Ubersee vor allem mit dem Einfluss einer
Neotyphodium-Besiedlung auf den Stoffwedhsel des Graswirtes. Ziel dieser Forschungen ist es,
durch Manipulation wvon Neotyphodium-Pilzen spezfische Neotyphodium-Elitestdmme  au
erzeugen, um diese dann zur Zichtung von verbesserten Grasorten mit gewinschten Merkmalen
(Schadinsektenresistenz, Durretoleranz ec.) zu verwenden.

Obwohl nach SIEGEL et al. (1987 der Ursprung der Neotyphodium-Pilze in Europa liegt, ist in
Europa, insbesondere in Deutschland nur wenig tber die Auswirkungen der NeotyphodiunyGras
Symbiose unter den her herrschenden Bedingungen bekannt. Die eauropaische
Endophytenforschung befasg sich unter anderem mit dem Vorkommen der Neotyphodium-Pil ze
und der Bedeutung der Auswirkungen der NeotyphodiumyGras Interaktion. Aus fast allen
Landern Europas liegen Arbeiten zum Vorkommen der Neotyphodium-Pilze in européischen
Sorten und Okotypen vor (OLDENBURG, 1994 BAERT et a., 1994 DAPFRICH, 1996 GRAND-
RAVEL, 1997 LEwiset a., 1997). Beziglich der Weidetiererkrankungen ,,ryegrass saggers* und
»fescue toxicosis’ liegen rur vereinzdte Berichte aus Europa vor, in denen vom Auftreten der
Erkrankungen in Grof¥ritannien, Frankreich, den Niederlanden und Deutschland berichtet wird
(LEwIS & CLEMENTS, 1986 RAYNAL, 1991, FINK-GREMMELS & BLOM, 1993 DAPFRICH, 1996.
Auch Uber die Bildung der Alkaloide, die bei der Symbiose zavischen Neotyphodium spp. und
deren Wirtsgrésern gebildet werden, ist nur wenig bekannt unter den in Europa herrschenden
Klimabedingungen. OLDENBURG (1996 fand bei ihren Untersuchungen rur geringe Lolitrem B-
Gehalte, die weit unterhalb der toxischen Dosis lagen. JusTus et al. (1997 fanden bei ihren
Untersuchungen Lolin-Gehalte, die mit denen in Uberseevergleichbar sind. Fiir die Ergotalkaloide
und das Alkaloid Peramin liegen zur Zeit noch keine europdischen Untersuchungen vor. Erste
Untersuchungen zu den Auswirkungen der NeotyphodiunVGras Interaktion auf Schadinsekten
sowie Phytopathogenen wurden wvon ScHMIDT (1994 sowie von LEwis et a. (1986
durchgefihrt.

Vor diesen Hintergrund beinhaltet die vorliegende Arbeit detallli erte Untersuchungen zu den
Auswirkungen der Neotyphodium/Gras Interaktion unter den Klimatischen Bedingungen in
Deutschland. Da L. perenne eines der bedeutendsten Graser in Deutschland (KLEY, 1997) i,
wurden die Untersuchungen auf die Symbiose awvischen N. lolii und L. perenne beschrénkt. Es
wurden folgende Schwerpunkte beabeitet:

Erfasaing des Vorkommens von N. lolii in Sorten und Okotypen von L. perenne.

Untersuchungen zum Einflussder Neotyphodium-Besiedlung auf die Pflanzenentwicklung und
Ertragshildung von L. perenne.

* In vivo-Untersuchungen zum Auftreten des Alkaloids Lolitrem B zur Klarung der Frage, ob
unter den in Deutschland herrschenden Umweltbedingungen die Weldetiererkrankung
~ryegrass saggers' auftreten kann.

* In vivo-Untersuchungen zu mdglichen Parametern (Temperatur, Dungung, Jahreszet,
Schnitthaufigkeit, Sorte), die @nen Einflussauf den Lolitrem B-Gehalt in der Pflanze haben.
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» Untersuchungen zur Verteilung von Lolitrem B innerhalb der Pflanze.

* Invitro-Untersuchungen zur Bildung der Alkaloide Lolitrem B und Paxillinin N. lolii-l1solaten.
Ein Ziel der in vitro-Untersuchungen ist es, bestimmte N. lolii-lsolate zu finden, die nur
geringe Mengen Lolitrem B produzieren. Weiter sollen die in vitro-Untersuchungen mit den in
vivo-Untersuchungen verglichen werden.

» Untersuchung von moglichen neuen innovativen Nadhweismethoden von Neotyphodium im
Saagut.
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3. Material und M ethoden

3.1. Verwendeter Nachweis der Neotyphodium-Pilze in Karyopsen und Blattscheiden
von L. perenne

Wie in Kapitel 1.6 beschrieben stehen zum Nadweis der Neotyphodium-Pilze in den Karyopsen
und Pflanzenmaterial unterschiedlichste Methoden zur Verfligung. Zum Nadhweis des Pilzes in
den Karyopsen wurde in der hier vorliegenden Arbeit die Anilinblau-Farbung verwendet.
Ausghlaggebend hierfir war die deutlichere Hervorhebung des Pilzmycds bel  der
mikroskopischen Untersuchung gegenlber der Bengalrosa-Farbung. Denn bei der Bengalrosa-
Farbung ist die farbliche Hervorhebung der Pilzhyphen in den Karyopsen oft zu schwadch
(HIGNIGHT et al., 1993 und eine, wie von EGGESTEIN (1997 praktizierte, Entfernung der
Aleuronschicht mittels Binokular zu zetintensiv. Die serologischen Nadhweismethoden (ELISA,
TPIB) fanden aufgrund ihrer zu grol¥en Ungenauigkeit und zeit- und kostenintensiven Etablierung
keine Anwendung. Erst ab einer Besiedlungsrate von 10 % wéren mit diesen Verfahren gesicherte
Ergebnise moglich (WELTY et al., 1986 GwINN et a., 1991). Auf die Anwendung des
molekularbiologischen PCR-Verfahrens wurde aifgrund der zdt- und kostenintensiven
Etablierung verzichtet.

In leicht modifizierter Form wurde zum Nadhweis der Neotyphodium-Pilze in den Karyopsen die
Vorgehensweise nach WELTY et a. (1986 verwendet. Hierzu wurden aus der zu untersuchenden
Sadgutprobe 200 bis 250 (ca 0,5 g0 Karyopsen randomisiert enthommen und Uber Nadt,
mindestens 15 Stunden, bei Raumtemperatur in 15 bis 20 ml 5 %iger, wasgiger Natronlauge,
welche 0,1 % (w/v) Anilinblau enthdlt, gequollen. Nach einminttigen, grindlichen Spulen der
Samen unter flieRendem Leitungswasser wurde das Saagut mit 15 bis 20 ml der Farbeldsung
(1:1:1:5; viv Milchsdure 85 %ig : Phenol : Glycerin : Wassr), welche 0,1 % Anilinblau enthélt,
versetzt und fir 12 bis 20 min im kochenden Wasserbad erhitzt. Nadch erneutem Spilen mit
Leitungswasser wurden je untersuchter Saagutprobe 100 Karyopsen als Quetschpréparate mit
einem Durchlichtmikroskop bei 160 bis 400facher VergrofRerung untersucht oder in
Leitungswasser zur spateren Untersuchung aufbewahrt.

Zum Nacdhweis der Neotyphodium-Pilze in Blattscheiden wurde auf die von DAPFRICH (1996
entwickelte FDA-Farbung zurtickgegriffen. Mit dieser Methode wurden sowohl Jungpflanzen as
auch adulte Pflanzen auf die Vitalitét des Pilzes Neotyphodium untersucht. Hierzu wurde en
maoglichst dinner Teil der inneren Epidermis einer Blattscheide an adaxialen Tel eines
Bestockungstriebes wie bei NEIL (1940 beschrieben abprépariert. Die so préparierten
Blattscheiden wurden mit der adaxialen Seite nach unten in einen Tropfen der Gebrauchsdsung
(sehe Tab. 6) gelegt und mit einem Dedkglas abgededkt. Nach zwel Minuten Reektionszeit
wurden die préparierten Epidermistelle mit einem UV-Auflichtmikroskop (Breitband - Violett -
Anregung und Sperrfilter mit Transmisgon oberhalb 470 nm) bei einer 160- bis 400-fachen
Vergroferung untersucht.
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Tab.6: Zusammensetzung der Loésung zur unspezifischen Vitalfarbung von
Neotyphodium spp. mit Fluorescendiacetat (FDA) in Blattscheiden von Grasern

Zusammensetzung
Stammldsung 0,5 % (w/v) Fluoresceindiaceat (FDA) in Aceton
Gebrauchdosung* | 100 pl Stammiésung

3 ml Aceton

10 ml Wasser (kalt!)

* vor jedem Gebrauch frisch ansetzen

3.2. Isolierung von Neotyphodium spp. aus Blatt scheiden

Eine wichtige Methode aur Identifizierung und somit auch zur Artunterscheidung der einzenen
Neotyphodium spp. ist die direkte Isolierung des Pilzes aus Karyopsen oder Blattscheiden der mit
Neotyphodium-Pil zen besiedelten Pflanzen. Aufbauend auf den Arbeiten von BACON et al. (1977)
wurden in der hier vorliegenden Arbeit die Neotyphodium-Pilze ais den Bestockungstrieben der
neotyphodium-besiedelten Pflanzen wie folgt isoliert:

Die unteren, 3 bis 4 cm langen, Teile der Bestockungstriecbe wurden vom Schmutz und
abgestorbenen Pflanzentellen befreit. Diese Triebstlicke wurden dann oberflachendesinfiziert.
Hierzu wurden die Triebstlicke fur 30 Sekunden in 70 %igen, wasgigen Isopropanol und
anschliefRend fr 10 Minuten in 10 %iger, wassiger Natriumhypochlorid-Losung getaucht. Nach
dem Spuien in sterilen Wasser wurden die Triebstiicke in 5 mm lange Stiicke zetellt. Diese 5 mm
langen Triebstiicke wurden dann zu je 10 Stiick in Petrischalen (Durchmesser 90 mm; Héhe 15
mm) mit PDA+-Medium (siehe Tab. 7) ausgelegt. Die ausgeblichenen Enden der Triebstiicke
wurden herfir nicht verwendet. Die Explanate wurden leicht in die Oberflache engedriickt, die
Petrischalen mit Parafilm verschlossen und bel 22 °C im Dunkeln inkubiert. Infektionen schnell
wacdhsender Pilze wurden sofort entfernt. Die auswadhsenden Neotyphodium:-Pilze wurden unter
sterilen Bedingungen ausgeschnitten und mit der Oberseite nach unten auf das neue Nahrmedium
gelegt. Als Kulturmedium zur Isolierung und Identifizierung der Neotyphodium-Pilze wurden die
in Tab. 7 aufgeflihrten Medien verwendet.

Tab. 7. Zusammensetzung und Verwendungszwed der Nahrmedien zur in vitro-K ultur
der Neotyphodium spp.

Nahrmedium | Zusammensetzung Verwendungszwedk
» 1 Liter demineraisiertes Wasser | solierung

PDA+ » 39 g mtato dextrose agar (Fa. Merck)

» 100mg Streptomycinsulfat (Sigma Chemicd Co.)
» 100 mg Chloramphenicol (Sigma Chemicd Co.)

PDA o 1 Liter demineraisiertes Wasser I solierung, Erhaltung
» 39 g mtato dextrose ayrar (Fa. Merck)
* 1 Liter demineraisiertes Wasser Erhaltung

PDBA » 24 g mtato dextrose broth (DIFCO Laboratories)
» 10 gAgar (Aldrich Chemicd Company)

e 1 Liter demineraisiertes Wasser Sporulation,
» 17 gcorn med agar (DIFCO Laboratories) Dauerkultur

CMA
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3.3. Erfasaung des Vorkommensvon N. lolii in Sorten und Okotypen von L. perenne

3.3.1. Herkunft der untersuchten Sorten

Im Zeitraum von Oktober 1996 bis zum Januar 1997 wurden ale 84 L. perenne-Sorten der
Beschreibenden Sortenliste Graser, Klege Luzerne (1995 auf den Pilz N. lolii untersucht. Saagut
dieser Futtergras-Sorten wurde im September 1996 von den jeweiligen Zuchtfirmen erbeten, so
dassvon frisch geanteten Material ausgegangen werden kann.

Darlber hinaus wurden 36 hollandische L. perenne-Sorten auf den Pilz N. lolii untersucht. Von
diesen Sorten gelangten auch Proben von verschiedenen Saagutpartien zur Analyse. Es wurden
insgesamt 81 verschiedene Saagutpartien dieser hollandischen L. perenne-Sorten analysiert.

Zum Nadweis des Pilzes N. lolii wurde die in Kapitel 3.1 beschriebene Anili nblau-Farbung
verwendet. Pro Sorte wurden 100 Karyopsen untersucht. Der prozentuae Antel der
neotyphodium-besiedelten Karyopsen ergab die Neotyphodium-Besiedlungsrate.

3.3.2. Herkunft der untersuchten Okotypen

Hauptschwerpunkt bei  den Untersuchungen der Okotypen war eine rumanische
Okotypensammiung. Im Sommer 1993 wurden von Mitarbeitern der Deutschen Saaveredelung
(DSV), Lippstadt in Ruménien ca 450 Okotypen aus vier grofReren Regionen gesammelt (siehe
Abb. 21).
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Abb. 21: Herkiinfte der 53 Populationen der Lolium perenne-Okotypen aus Ruméanien
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Die Carei-Ebene ist das nordwestliche ruméanische Flachland und geht in die ungarische Puldta
Uber. Translvanien liegt im nordlichen Zentralrumanien und liegt 200 bis 300 Meter Uber den
Meeaesgiegel. Die Karpaten sind gebirgig und liegen 700 und 1400 Meter hoch. Rumanisch
Moldawien ist wiederum eine Flachlandregion im Osten Ruméaniens mit sehr eisigen Wintern.
Nach dem Transfer nach Deutschland wurden Pflanzenausdiche dieser Okotypen bei der DSV
Asendorf ins Freiland gepflanzt und im Sommer 1994 beantet. Das erhatene Saagut wurde
sofort aufbereitet und wurde seitdem in einem entfeuchteten (rel. Luftfeuchte ca 30 %) und zum
Teil klimatisierten Raum gelagert. VVon diesen Saagutproben wurden in Absprache mit Herrn Dr.
Feuerstein (DSV Asendorf) 53 représentative Saagutproben auf eine mogliche Besiedlung mit N.
lolii in den Karyopsen analysiert. Pro Probe wurden wiederum 100 Karyopsen mit Hilfe der
Anilinbau-Farbung untersucht. Der prozentuale Anteil der neotyphodium-besiedelten Karyopsen
ergab die Neotyphodium-Besiedlungsrate.

Zur Uberprifung der Vitalitd der Neotyphodium-Pilze wurden pro neotyphodium-besiedelte
Probe die Blattscheiden von jeweils 100 Keimpflanzen im 3-4 Blattstadium mit der FDA-Farbung
(sehe Kapitel 3.1) Uberprift. Hierzu wurden Samlinge in einer Klimakammer bei 17/12 °C
(Tag/Nacht) und 12 h Kunstlicht angezogen. Die weitere Kultivierung erfolgte unter
teilkontrolli erten Bedingungen im Gewadhshaus in 73er Multitopfplatten.

3.4. Einflussder Neotyphodium-Besiedlung auf die Pflanzenentwicklung und
Ertragsbildung von L. perenne

Zur Untersuchung des Einflusses der Neotyphodium-Besiedlung auf die generative und vegetative
Leistungsféhigkeit von L. perenne-Sorten wurden im Zeitraum von 19961998 auf dem
Versuchsgut Merklingsen des Fachbereiches Agrarwirtschaft der Universitét-GH Paderborn zwei
verschiedene Feldversuche angelegt.

Der Versuchsgandort Merklingsen in der Soester Borde ist durch ein langjahriges Temperatur-
und Niederschlagsmittel (Standort Bad Sassendorf) von 9,0 °C bzw. 722 mm gekenrzechnet. Am
Versuchsgandort dominieren folgende Bodenverhdtnisse.

Bodenart:  sandiger Lehm (sL)

Bodentyp:  Pseudogley-Parabraunerde entstanden aus L 62ablagerungen
Bonitéat: 67 Bodenpunkte

HoheNN:  100m

Da hisher in Deutschland nur wenige Untersuchungen zur Problematik der Symbiosedfekte der
Neotyphodiumy/Gras-Interaktion erfolgten, stand bel diesen Feldversuchen folgende Frage im
Mittelpunkt:

Koénnen auch unter den in Deutschland herrschenden Klimabedingungen die positiven (z. B.
hohere Frischmassenproduktion) als auch die negativen Effekte (hohe Lolitrem B-Gehalte) der
Neotyphodium-Besiedlung auf die Pflanzenentwicklung beobadhtet werden?
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3.4.1. Freilandversuch mit L. perenne am Standort Merklingsen von 1996bis 1998

Die Aussaa am 04.09.1996fiel in eine Zeitspanne mit guter Wasserversorgung. In den ersten vier
Wochen nach der Aussaa wurde ene Niederschlagsmenge von 76 mm gemessen. Die
neusedandische L. perenne-Sorte Yatsyn wurde in einem lateinischen Redhted in funffacher
Wiederholung sowohl as neotyphodium-besiedelte und als neotyphodium-freie Variante
angebaut. Die Neotyphodium-Besiedlung betrug in der neotyphodium-besiedelten Variante 98 %,
in der neotyphodium-freien Variante 3 %. Neben dieser Prifung des Trockenmasse-Ertrages
wurde die neotyphodium-besiedelte Sorte Yatsyn in funffacher Wiederholung in zwei
verschiedenen Diingungsvarianten angebaut. Die Diingungsvarianten waren wie folgt:

Dungungsgufe hohere Intensitat Dungungsgufe niedrigere I ntensitat

14.031997 120 kgN/ha 14.03.1997 60 kgN/ha
03.06.1997 80 kgN/ha 03.06.1997 40 kgN/ha
23.07.1997 60 kgN/ha 23.07.1997 30 kgN/ha
gesamt Jahr 1997 260kg N/ha 130kg N/ha
27.03.1998 120 kgN/ha 27.03.1998 60kg N/ha

09.06.1998 60 kgN/ha
05.08.1998 60 kgN/ha

09.06.1998 30 kgN/ha
05.08.1998 30 kgN/ha

gesamt Jahr 1998 240kg N/ha 120kg N/ha

Die Aussaadmenge betrug 25 kdha, die ParzdlengroRe betrug 148 m?. Am 15.10.1996 wurde
der Feldaufgang, d. h. die Pflanzenzahl/m* ermittelt. Weiter wurden im Untersuchungszeitraum
von zwel Jahren insgesamt sechs Schnitte durchgefuhrt. Im Jahr 1997 erfolgten die Schnitte an
26.05.1997 17.07.1997 wnd am 17.10.1997 Im zweiten Nutzunggahr 1998 erfolgten die
Schritte an 28.05.1998 03.08.1998 uind am 15.10.1998

3.4.2. Freilandversuch mit L. perenne am Standort Merklingsen von 1997bis 1998

Am 10.09.1997 wurde ene Versuchsanlage mit drei verschiedenen Dingungsdufen sowie den
neotyphodium-besiedelten und neotyphodium-freien Varianten der L. perenne-Sorten Embassy,
Nui und Yatsyn angelegt. Die Neotyphodium-Besiedlung der neotyphodium-besiedelten Sorte
Embassy war 72 %, Nui hatte @ne Neotyphodium-Besiedlung von 78 % und Y atsyn von 83 %. In
den neotyphodium-freien Vergleichsvarianten betrugen die Neotyphodium-Besiedlungsraten fir
Embassy 2 %, fur Nui 0 % und fur Yatsyn 0 %. Weiter wurden folgende Diingungsvarianten
verwendet:

Dungungsvariante | (150kg N/ha Jahr)

02.04.1998 30 kgN/ha
17.06.1998 30 kgN/ha
08.07.1998 30 kgN/ha
04.08.1998 30 kgN/ha
08.09.1998 30 kgN/ha
gesamt: 150kg N/ha Jahr
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Dungungsvariante Il (300kg N/ha Jahr)

02.04.1998 60 kgN/ha
17.06.1998 60 kgN/ha
08.07.1998 60 kgN/ha
04.08.1998 60 kgN/ha
08.09.1998 60 kgN/ha

gesamt: 300kg N/ha Jahr

Dungungsvariante lll (450kg N/ha Jahr)

02.04.1998 90 kgN/ha
17.06.1998 90 kgN/ha
08.07.1998 90 kgN/ha
04.08.1998 90 kgN/ha
08.09.1998 90 kgN/ha

gesamt: 450kg N/ha Jahr

Die Prifglieder wurden in vierfacher Wiederholung in einem lateinischen Redhtedk angebaut,
wobei die Aussaamenge 25 kgha betrug. Die ParzdlengroRe war 14,8 nv’.

Im Jahr 1998 erfolgten insgesamt 5 Schritte (28.05.1998 07.07.1998 03.08.1998 04.09.1998
und 1510.1998.

3.5. Untersuchungen zum Vorkommen des Alkaloids Lolitrem B in vivo

3.5.1. Analysevon Lolitrem B mit der HPL C mit Fluoreszenzdetektion

Wie in Kapitel 1.5.2 beschrieben, ist das wichtigste Alkaloid, welches bel der Symbiose avischen
N. lolii und L. perenne gebildet wird, Lolitrem B. Lolitrem B wurde mit Hilfe der
Hochleistungsfliissgkeitschromatographie (HPL C) und Fluoreszenzdetektion bestimmt. Es wurde
ein HPLC-System der Fa. Merck (Pumpe L 62007, Fluoreszenzdetektor F 1080, Autosampler
AS 40007) mit einer LiChrosorb Si 60 Saule (250 mm x 4 mm, Partikelgréfe 5 um, Fa. Merck)
verwendet. Die diromatographischen Bedingungen waren die gleichen wie bei GALLAGHER €t al.
(1985 beschrieben (Flusgate = 1 ml/min; Eluent: Dichlormethan:Acetonitrii 80:20). Die
Extinktionswellenlange wurde auf 268 nm und de Emissonswellenléange auf 440 nm eingestellt.
Lolitrem B wurde Uber die Retentionszat identifiziert und Uber eine externe Standardkurve Uber
die Peakhohe quantifiziert. Die Analysen wurden bei Raumtemperatur durchgeftihrt.

Als Untersuchungsmaterialien dienten bei den in vivo-Untersuchungen Saagutproben und
gefriergetrocknete Proben der Frischmasse. Die Probenvorbereitung war bel den einzenen
Materialien wie folgt:

Frischmasseproben

Die ameist gefriergetrockneten Proben der Frischmasse wurden mit einer Brabender-
Hammermihle (Sieb d= 1 mm) vermahlen. 1 g des gemahlenen Grases wurden mit 20 ml
Chloroform/Methanol (2:1) fur eine Stunde auf einem Orbital-Schittler (120 U/min) geschiittelt.
Danach wurden die Proben fir 5 Minuten stehengelasen, damit das Pflanzenmateria
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sedimentiert. 2 ml des Uberstandes wurden in ein Reagenzglas tberfuhrt und bis zur Trockne
eingedampft. Der Rickstand wurde wieder in 1 ml Dichlormetha/Acetonitril (80:20)
aufgenommen und der Lolitrem B-Analyse aigefihrt. Auf eine Festphasenextraktion konnte bel
den Frischmasseproben verzichtet werden. Der Losungsmittelwedhsel ist jedoch erforderlich, da
Lolitrem B in Methanol keine Fluoreszenz zegt.

Die Nachwels- und Bestimmungsgrenze wurden mit Hilfe des Eichkurvenverfahrens (nach dem
DFG-Konzept, FREHSE & THIER, 1991 in Zusatzversuchen bestimmt. Fur die Analyse des
Lolitrem B-Gehaltes in gefriergetrockneten Frischmasseproben ergab sich eine Nadhweisgrenze
von 7,6 pg/kg TM. Die Bestimmungsgrenze betrug 11,4 pg/kg TM.

Saatgutproben

Das Sadgut wurde mit einer Brabender-Hammermihle (Sieb d = 1 mm) vermahlen. 1 g
gemahlenes Saagut wurde mit 20 ml Chlorform/Methanol (2:1) fir 1 h auf einem Orbital-
Schittler (120 U/min) geschittelt. Danach wurde die Probe fir 5 Minuten stehengelassen, damit
das Pflanzenmaterial sedimentiert. 2 ml des Uberstandes wurden in ein Reagenzglas tiberfiihrt und
bis zur Trockne angedampft. Zur weiteren Aufarbeitung wurde dann die Festphasenextraktion
verwendet.

Zuerst wurden die LiChrolut Si 60-Extraktionssaulchen (Fa. Merck) mit 5 ml Dichlormethan
konditioniert. Der Rickstand des abgedampften Grasextraktes wurde in 2 ml Dichlormethan
gelost und mit einem Vortex-Mixer gut gelost. Daraufhin wurde die Probe auf die Saule gegeben.
Der Durchlauf wurde verworfen. Naddem die Saule mit 5 ml Dichlormethan und 05 ml
Dichlormethar/Acetonitril  (80:20) gewaschen wurde, wurde der Anayt mit 3 ml
Dichlormethar/Acetonitril (80:20) eluiert. Nachdem das Eluat bis zur Trockne engedampft
wurde, wurde es wieder in 1 ml Dichlormethan/Acetonitril (80:20) aufgenommen und der
Lolitrem B-Analyse augefiihrt.

Die Nachwels- und Bestimmungsgrenze wurden mit Hilfe des Eichkurvenverfahrens (nach dem
DFG-Konzept, FREHSE & THIER, 1991 in Zusatzversuchen bestimmt. Fur die Analyse des
Lolitrem B-Gehaltes in Saagutproben ergab sich eine Nachweisgrenze von 8,3 ug/lkg TM. Die
Bestimmungsgrenze betrug 123 pg/kg TM.

3.5.2. Screening von Pflanzenmaterial der r umanischen Okotypen auf das Alkaloid
Lolitrem B

Bei der Untersuchung von Saagutproben der rumanischen Okotypen auf das Alkaloid Lolitrem B
(sehe Kapitel 4.9.1) stellte sich heraus, dass es Proben gab, in denen das Alkaloid Lolitrem B
trotz @ner 100 %igen Besiedlung mit dem Pilz N. lolii nicht nachweisbar war. Dieses giitzte die
Hypothese, dasses N. lolii-Stdmme gibt, die wenig oder gar kein Lolitrem B produzieren. Zur
Uberprifung deser Hypothese wurden zum einen Freilandproben sowie auch
Gewadshausproben dieser ruménischen Okotypen auf das Alkaloid Lolitrem B untersucht.
Freilandproben aler 24 neotyphodium-besiedelten rumanischen Okotypen wurden im Oktober
1996 von der DSV Asendorf zur Verfligung gestellt. Diese Proben wurden bei 65 °C im
Trockenschrank bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und anschlielend wie aif Seite 42
beschrieben aufgeabeitet.

Daneben wurden aus dem Saagut von 22 neotyphodium-besiedelten ruménischen Okotypen (von
R6 191 wd RO 410 lagen keine neotyphodium-besiedelten Pflanzen wvor) jeweils 10
neotyphodium-besiedelte Pflanzen (Uberprifung mit der FDA-Methode) herangezogen und im
Gewadhshaus unter teilkontrollierten Bedingungen kultiviert. Abb. 46 im Anhang zegt den
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Temperaturverlauf wahrend der Kultur. An adht verschiedenen Terminen im Jahr 1997 wurde die
Biomass dieser Pflanzen beantet (Mischprobe aus 10 Einzepflanzen je Okotyp). Die ehaltenen
Frischmasseproben wurden gefriergetrocknet und nach der auf Seite 42 beschriebenen Methode
aufgeabeitet. Zum Vergleich wurden drei L. perenne-Sorten (Yatsyn, Repell USA und
Campania) mit in diese Untersuchungen einbezogen.

3.5.3. Untersuchungen von Frischmasseproben aus Freilandversuchen auf das
Alkaloid Lolitrem B

3.5.3.1. Freilandversuch mit L. perenne an den Standorten Soest und Asendorf
von 1994 bis 1996

Im Jahr 1994 wurde an den Standorten Soest (Versuchsgut Merklingsen der Universitét-GH
Paderborn) und Asendorf (DSV, Hof Steimke) die L. perenne-Sorte Ellett (Herkunft Neusedand)
als neotyphodium-positive und neotyphodium-negative Variante in vierfacher Wiederholung
angebaut. Von den Schnitten der beiden Nutzunggahre 1995 und 1996 wurden représentative
Proben auf das Alkaloid Lolitrem B untersucht. Am Standort Asendorf wurden in den beiden
Nutzunggahren insgesamt finf Schnitte (15.05.1995 29.06.1995 23.08.1995 wnd 3105.1996
22.07.1996. Am Standort Soest wurden im Nutzunggahr 1995 zwel Schnitte (16.05.1995
12.07.1995 und im Nutzunggahr 1996 dei Schnitte (31.05.1996 09.08.1996 03.10.1996
durchgefiihrt.

Am Standort Soest wurden die frisch geenteten Frischmassproben zerkleinert und
gefriergetrocknet. Am Standort Asendorf wurden die Frischmasseproben bei 65 °C 48 Stunden
getrocknet. Die weitere Probenvorbereitung erfolgte wie auf Seite 42 beschrieben.

3.5.3.2. Freilandversuch mit L. perenne am Standort Merklingsen von 1996 bis
1998

Bel den jewelligen Schnitten (siehe Kapitel 3.4.1) wurde von alen Parzdlen eine ca 300 g
schwere, reprasentative Frischmasseprobe genommen. Diese Proben wurden eingefroren und nach
der Gefriertrocknung wie auf Seite 42 beschrieben aufgeabeitet und der Lolitrem B-Anayse
unterzogen. Insgesamt wurden bel diesem Versuch bei der Trockenmasse-Ertragsprifung 120
Proben und beim Teilversuch mit den unterschiedlichen Dingungssufen weitere 60 Proben auf
das Alkaloid Lolitrem B untersucht.

3.5.3.3. Freilandversuch mit L. perenne am Standort Merklingsen von 1997 bis
1998

Bel den jewelligen Schnitten (siehe Kapitel 3.4.2) wurde von alen Parzdlen eine ca 30C g
schwere, reprasentative Frischmasseprobe genommen. Diese Proben wurden eingefroren und nach
der Gefriertrocknung wie auf Seite 42 beschrieben aufgeabeitet und der Lolitrem B-Anayse
unterzogen. Insgesamt wurden bei diesem Versuch 360 Proben auf das Alkaloid Lolitrem B
untersucht.
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3.6. Lolitrem B-Gehalt einzelner Individuen innerhalb einer L. perenne-Sorte bzw.
-Population und Bestimmung des Stichprobenumfanges

Ziel dieser Untersuchungen war es, zu Uberprifen, inwieweit der Lolitrem B-Gehalt innerhalb
einer Sorte bzw. Population bei den einzdnen Individuen variiert. Gleichzatig sollte mit diesen
Untersuchungen abgeschétzt werden, wie grol3 der Stichprobenumfang (Anzahl der Pflanzen) fir
die weiterfihrenden Untersuchungen sein muss

Zur Untersuchung deser Fragestellung wurden adulte Pflanzen der L. perenne-Sorten Kerdion
und Campania sowie der ruméanischen Okotypen R 198 und RO 382 verwendet. Vor Beginn des
Versuches wurden die Pflanzen auf 1 cm zurtickgeschnitten. Es wurden pro Sorte/Okotyp jeweils
15 mit N. lolii besiedelte Pflanzen verwendet. Nacdh einer vierwéchigen Kultur im Gewéadshaus
(11.07.1997 bis 12081997 wurden die Pflanzen einzdn beentet und de eitsprechend
aufgeabeiteten Frischmasseproben der Lolitrem B-Analyse unterzogen.

3.7. Einflussder Temperatur auf den Lolitrem B-Gehalt in neotyphodium-besiedelten L.
perenne-Pflanzen

Wichtigste Fragestellung dieser Untersuchungen war es, inwieweit die Temperatur einen Einfluss
auf die Bildung von Lolitrem B in der Pflanze besitzt. Des weiteren solite a@n Testsystem
entwickelt werden, mit dem das Gefahrdungspotential von neotyphodium-besiedelten L. perenne-
Sorten, welches vom Alkaloid Lolitrem B ausgeht, abgeschétzt werden kann.

3.7.1. Orientierender Vorversuch zum Einflussder Temperatur auf den Lolitrem
B-Gehalt

In diesem orientierenden Vorversuch wurden adt verschiedene L. perenne-Sorten lew. -
Okotypen unter drei unterschiedlichen Kulturbedingungen kultiviert.

Tab. 8: Kulturbedingungen der L. perenne-Versuchspflanzen

Kulturvariante 1 Kulturvariante 2 Kulturvariante 3
Ort Klimakammer Klimakammer Gewéadshaus
Temperatur 17°C/10°C 27°C/19°C Gewéadhshaus

(13hTag/ 11 h Nadt) | (13h Tag/ 11 h Nadt) | (siehe Abb. 46)
Beleuchtung 13h 2700-3000L ux 13h27003000Lux |Tagedicht

rel. Luftfeuchte | ca 60 % ca 60% ca 45%
Diungung 60 kg N/ha nach jedem| 60 kg N/ha nach jedem|60 kg N/ha nach
Schritt Schritt jedem Schnitt

Es wurden folgende L. perenne-Sorten und Okotypen verwendet: Sorte Yatsyn (NZ), Sorte
Kerdion (NL), Sorte Campania (NL), die Sorte 82/83 (D) und die rumanischen Okotypen RO 52,
R6 119 RO 169 und RO 176

Alle verwendeten Pflanzen wurden vor Versuchsbeginn mit der FDA-Methode aif N. lolii
untersucht. Fir den Versuch wurden rur neotyphodium-besiedelte Pflanzen verwendet. Vor
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Versuchsbeginn wurden die Pflanzen in 10 cm x 10 cm grof3e Topfe mit Einheitserde gepflanzt.
Nacd einwochiger Kultur im Gewadhshaus wurden die Pflanzen auf ca 2 cm zurtickgeschnitten.
Daraufhin wurden pro Prifglied jeweils funf Pflanzen auf die Klimakammern und das
Gewadshaus vertellt. Bel diesem Versuch wurden insgesamt drel Schnitte (13.06.1997,
11.07.1997 uind 1208.1997) durchgefiihrt. Vom jeweiligen Schnitt wurde pro Sorte/Okotyp eine
Mischprobe der finf Pflanzen auf Lolitrem B analysiert.

3.7.2. Einflussder Temperatur auf den Lolitrem B-Gehalt sowie der Verteillung von
Lolitrem B innerhalb der Pflanze

Zur Untersuchung des Einflusses der Temperatur auf den Lolitrem B-Gehalt wurden die drei
neusedandischen L. perenne-Sorten Y atsyn, Embassy und Nui verwendet. Die Sorte Y atsyn war
dabel mit 83 %, Embassy mit 72 % und Nui mit 78 % mit dem Pilz N. lolii besiedelt. Aufgrund
dieser Besiedlungsraten wurde en Stichprobenumfang von 25 Pflanzen pro Wiederholung
ausgewahlt. Es wurden vier Wiederholungen durchgefiihrt. Beim Versuch wurden zwel
verschiedene Temperaturvarianten verwendet:

Tab.9: Kulturbedingungen der L. perenne-Versuchspflanzen
Temperaturvariante 1 | Temperaturvariante 2
Ort Klimakammer Klimakammer
Temperatur 17°C/10°C 27°Cl/19°C
(13hTag/ 11h Nadt) |[(13hTag/ 11h Nadt)
Beleuchtung 13h 2700-3000L ux 13h27003000L ux
rel. Luftfeuchte |ca 60% ca 60 %

Nadch einer aditwochigen Kultur im Gewddshaus wurden die Pflanzen auf ca 1 cm
zurckgeschnitten und in die Klimakammern gestellt. Nadh weiteren vier Wochen wurden die
Pflanzen beentet. Dabel wurden die Pflanzen in drei Sektionen, die Wurzdsektion, die
Blattscheidensektion (1-5 cm) und de Blattspreitensektion (5-x cm), geteilt. Die ehaltenen
Proben wurden gefriergetrocknet und nach dem Vermahlen der Lolitrem B-Analyse unterzogen.

3.8. Untersuchungen zum Vorkommen der Alkaloide Lolitrem B und Paxillin in vitro

Ein wichtiges Ziel der Endophytenforschung ist das Auffinden von spezfischen Neotyphodium-
| solaten mit bestimmten gewlinschten Eigenschaften. Die Ergebnisse der in vivo-Untersuchungen
der rumanischen Okotypen (siehe Kapitel 4.4) deuten daraufhin, dasses N. lolii-Stamme gibt, die
nur wenig oder gar kein Lolitrem B produzieren. Deshalb wurde in einem nadsten konsequenten
Arbeitschritt an verschiedenen N. lolii-Stémmen Uberprift, ob die hier in dieser Arbeit
verwendeten N. lolii-Pilze in der Lage sind, auf entsprechenden Nahrmedien in vitro den
Naturstoff Lolitrem B zu bilden. Daneben wurden die Isolate noch auf Paxillin analysiert. Denn
Uber mehrere Zwischenstufen (siehe Abb. 12) wird aus Paxillin Lolitrem B gebildet. Paxilli n ist
eine wichtige Zwischenstufe in der Biosynthese von Lolitrem B.

Insgesamt wurden 36 Pilzisolate auf die Lolitrem B- und Paxilli n-Produktion in vitro getestet,
davon waren 18 Isolate der rumanischen Okotypen, 16 weitere N. lolii-Isolate verschiedener
L. perenne-Sorten und Okotypen sowie je én Isolat der Pilze Acremonium strictum und
Penicillium paxilli. Pro Isolat wurden funf Wiederholungen durchgefiihrt.
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Aufbauend auf Arbeiten von PENN et al. (1993 wurde die Kultur und Probenvorbereitung wie
folgt durchgeftihrt:

Die untersuchten N. lolii-lsolate wurden aus der im Labor fir Biotechnologie und
Qualitétsscherung vorhandenen Stammsammiung entnommen. Die Isolate wurden auf GPY E-
Agar Medium umgesetzt und acht Wochen im Dunkeln bel ca 21 °C kultiviert. Zur Beimpfung
der Kulturen wurden jewell s Inokulate (nach vorheriger Kultivierung auf PDA) definierter Grofe
(zwei Mycdstiicke 40,6 cm Durchmesser) verwendet (Petrischale d = 9 cm, 20 ml Nahrmedium).
Das verwendete GPYE-Medium enthielt pro Liter Wasser: 40 g Glucose, 10 g
Sojabohnenpepton, 5 g Hefeextrakt und 15 gAgar.

Nacdh adctwochiger Kultur wurden die Platten, Mycd und Agar gefriergetrocknet und duch
Vermahlen mit einer Mikro-Feinmihle-Culatti bei einer SiebgrofRe von 1 mm aufgeschlossen. Das
erhaltene Mycd/Agar-Gemisch wurde dann mit 10 ml Chloroform / Methanol (2:1) fir eine
Stunde aif dem Orbital-Schiittler (120 U/min) extrahiert. 2 ml Uberstand wurden in ein
Reagenzglas Uberfuhrt und bis zur Trockne engedampft. Darauf folgte die auf Seite 43
beschriebene Festphasenextraktion. Der Rickstand des Eluates wurde dann in 1 ml
Dichlormethan/ Acetonitril (80:20) aufgenommen, und der Lolitrem B- bzw. der Paxilli n-Analyse
zugefihrt.

Die Lolitrem B-Anayse efolgte wie auf Seite 42 beschrieben.

Die Nachwels- und Bestimmungsgrenze wurden mit Hilfe des Eichkurvenverfahrens (nach dem
DFG-Konzept, FREHSE & THIER, 1991 in Zusatzversuchen bestimmt. Fur die Analyse des
Lolitrem B-Gehaltes in Pilzisolaten wurde @ne Nadchweisgrenze von 6,4 ng/Agarplatte bestimmt.
Die Bestimmungsgrenze betrug 102 ng/Agarplatte.

Bel der Paxilli n-Analyse wurden die gleichen chromatographischen Bedingungen verwendet, wie
bei der Lolitrem B-Analyse. Jedoch wurde hier die Dioden-array-Detektion verwendet (DAD-
Detektor, L 45007 der Fa. Merck). Auch Paxilli n wurde tber die Retentionszeat identifiziert und
Uber eine externe Standardkurve Uber die Pea&khohe quantifiziert. Die Paxilli n-Analysen erfolgten
bei Raumtemperatur.

Die Nachwels- und Bestimmungsgrenze wurden mit Hilfe des Eichkurvenverfahrens (nach dem
DFG-Konzept, FREHSE & THIER, 1991 in Zusatzversuchen bestimmt. Fur die Analyse des
Paxilli n-Gehaltes in Pilzisolaten wurde @ne Nadweisgrenze von 0,6 pg/Agarplatte bestimmt. Die
Bestimmungsgrenze betrug 1,1 pg/Agarplatte.

3.9. Modiche neueinnovative Verfahren zum Nachweis von Neotyphodium in
Karyopsen

3.9.1. Zusammenhang zwischen Lolitrem B-Gehalt und Neotyphodium-Besiedlung
in Karyopsen unterschiedlicher Sorten und Okotypen von L. perenne

Es ist denkbar, den Neotyphodium-Pilz indirekt Uber die gebildeten Sekundarmetabolite
nadhzuweisen. Das Vorhandensein des Indolditerpens Lolitrem B in den Karyopsen deutet auf die
Anwesenheit des Pilzes N. lolii hin. Bei diesen Untersuchungen sollte die Frage geklart werden,
ob eine Korrelation zwischen der N. lolii-Besiedlungsrate und dem Lolitrem B-Gehalt in den
Karyopsen besteht.

Zur Untersuchung deser Fragestellung wurden die Karyopsen von 22 L. perenne-Sorten und der
53 ruménischen Okotypen auf den Lolitrem B-Gehalt und die N. lolii-Besiediung (Anili nblau-
Farbung) untersucht. Die N. lolii-Besiedlung der 53 rumanischen Okotypen war bekannt (siehe
Kapitel 4.1.2). Zur Bestimmung der N. lolii-Besiedlung in den 22 L. perenne-Sorten wurde die
Anilinblau-Farbung verwendet, pro Sorte wurden 100 Karyopsen untersucht. Die Aufarbeitung
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und Lolitrem B-Analyse der Karyopsenproben erfolgte nach der auf Seite 43 beschriebenen
Methode.

3.9.2. Einsatz der NIR-Spektroskopie zur Bestimmung der Neotyphodium-
Besiedlung in L. perenne

In den letzten Jahren findet die NIR-Spektroskopie immer grof¥ere Anwendung im Bereich der
guantitativen Analyse von komplex zusammengesetzten Substanzgemischen.  Der
Wellenldngenbereich der NIR-Spektroskopie ist der nahe Infrarot (IR)-Spektralbereich mit
Wellenldngen zwischen 100 wnnd 2500nm. In diesen kurzwelligen IR-Spektralbereich falen die
Ober- und Kombinationschwingungen der Molekile. Die Intensitdten der NIR-
Absorptionsbanden sind 10 bis 100 mal geringer als die Absorptionsbanden der MIR-
Spektroskopie. Die geringe Intensitét der NIR-Banden wird apparatetechnisch durch léngere
optische Weglangen ausgeglichen. Dadurch ist die Robustheit und Reproduzierbarkeit der
Mesaungen wesentlich grofRer as im MIR-Bereich. Grol¥e Vorteile der NIR-Spektroskopie sind
hierbei eine zestdrungsfreie meist ohne Probenvorbereitung verlaufende Analyse.

Es wére denkbar, dassdie NIR-Tedhnologie aich zur Bestimmung der Neotyphodium-Besiediung
in Grésern eingesetzt werden konnte. Durch die Besiedlung des Grassamens mit dem
Neotyphodium-Pilz besitzt der Grassamen gegeniiber den unbesiedelten Grassamen eine adere
Substanzzusammensetzung. Diese veranderte Zusammensetzung konnte sich in den NIR-Spektren
niederschlagen und somit zur Identifizierung des Pil zes herangezogen werden.

Zur Uberprifung deser Fragestellung wurde bei 18 Saagutproben verschiedener L. perenne-
Sorten mit Hilfe der Anilinblau-Férbung de Neotyphodium-Besiedlung bestimmt. Hierzu wurden
pro Sorte 100 Karyopsen mikroskopisch untersucht (siehe Kapitel 3.1).

Daneben wurden die gleichen Saagutpartien mit einem NIR-Spektrometer InfrAlyzer 500 der Fa
BrantLuebbe vermesen. Diese Mesaingen wurden von Frau Dipl. Ing. D. Timm der Fa
Brant+Luebbe durchgefiihrt. Es wurden insgesamt zwel verschiedene Mesgeihen durchgefiihrt.
Bel der ersten Mesgeihe wurde aif eine Probenvorbereitung vollstandig verzichtet. In der
zweiten Mesgeihe wurden die Proben vor der Mesaung mit einer Mikro-Feinmihle-Culatti und
einer SiebgrofRe von 1 mm vermahlen. Von jeder Probe wurden zwei NIR-Spektren im
Spektralbereich von 1000 bis 2500 nm aufgenommen. Die Mesaungen wurden in der diffusen
Reflexion durchgefuhrt. Fur eine Mesaung wurden ca 50 g Grassamen ben6tigt.

Neben dem Versuch Uber eine Probekalibrierung mit 18 Proben zum gewtinschten Ziel zu
gelangen, wurden Proben der Sorte Y atsyn mit einer hohen und keiner Neotyphodium-Besiedlung
vermessen. Diese Mesaungen wurden von Herrn R. Winzen des NIR/IR-Supports der Universitét
Essen durchgefiihrt. Die besiedelte Variante der Sorte Yatsyn hette @ne Besiedlungsrate von 83
%, die Vergleichsvariante hatte @ne Neotyphodium-Besiediung von 0 %. Die Proben wurden mit
einem Gerédt der Fa. Foss mit der ,,Coarse Grain Cell* gemessen. Dabel wird eine sehr grof3e
Fladche bzw. ein sehr grofles Probenvolumen abgescant. Die Mesaungen wurden in der diffusen
Reflexion durchgefhrt.
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4. Ergebnisse

4.1. Vorkommen von N. lalii in Sorten und Okotypen von L. perenne

Beim Nachweis von N. lolii mit Anilinblau erscheinen die Pilzhyphen as dunkelblaue, nur spérlich
verzweigte Faden zwischen den bockartigen Zellen der Aleuronschicht (Abb. 22). Telweise
erscheint der Pilz auch als dichte Mycdmatte avischen der Aleuronschicht und der Samenschale.

Abb. 22 Hyphen (rote Pfeile) von Neotyphodium lolii zwischen den Aleuronzellen (griine
Pfelle) einer Karyopse von Lolium perenne nach Farbung mit Anilinblau
(mikroskopische Aufnahme bei 160-facher Vergrof3erung)

4.1.1. Vorkommen von N. lolii in Sorten

In 10 cer 84 wntersuchten L. perenne-Sorten der Beschreibenden Sortenliste Gréaser, Kleg
Luzerne (1995 wurde der Pilz N. lolii nachgewiesen. In Abb. 23 sind de Ergebnisse graphisch
dargestellt. Die Besiedlungsrate variierte awischen 2 und 15 %. Dabel waren sieben Sorten
zwischen 1 und 5%, zwei Sorten zu 8 bzw. 9 %, eine Sorte war zu 15% besiedelt. Abb. 24 zegt
die Neotyphodium-Besiedlung der L. perenne-Sorten in Abhangigkeit von der Herkunft. Es lasg
sich feststellen, dass15 % der niederlandischen (sedhs von 39), 11 % der deutschen (drel von 28)
und 6 % der danischen Sorten (eine von 17) mit dem Pilz Neotyphodium besiedelt waren.
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Abb. 23: Neotyphodium-Besiedlung im Saatgut der 84 Lolium perenne-Futtergras-Sorten
der Beschreibenden Sortenliste Gréser, Kleg Luzerne (1995
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Abb. 24: Herkunft der untersuchten Lolium perenne-Sorten der Beschreibenden
Sortenliste Gréser, Kleg Luzerne (1995
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Von den 36 wntersuchten hollandischen L. perenne-Sorten waren 16 (44%) mit dem Pilz N. lolii
besiedelt. Bei sieben L. perenne-Sorten lag de N. lolii-Besiedlung unterhalb von 20 %. In funf L.
perenne-Sorten wurde @ne N. lolii-Besiedlung zwischen 21 wnd 40 % festgestellt. Die L.
perenne-Sorte mit der Codierung Ip35-R wies eine N. lolii-Besiedlung von 43 % auf; die Sorte
Ip5-R hatte @ne N. lolii-Besiedlung von 74 %. Die L. perenne-Sorten Ip1-R mit 93 % und Ip13-F
mit 90 % hatten eine N. lolii-Besiedlung die awvischen 81 und 10C % lag. In der Abb. 25 sind de
Ergebnisse graphisch dargestellt.

81-100 %

61 - 80 %
41 - 60 %

Neotyphodiul?z- Neo.ty.phodtum- 2140 %
negativ ositiv
55,6% 44,4%

1-20 %

Neotyphodium-Besiedlung der
N.-positiven Sorten in %

Anteil besiedelter Sorten

Abb. 25: Neotyphodium-Besiedlung im Saatgut von 36 hollandischen Lolium perenne-
Sorten in 19971998

In der Tab. 10 sind de Neotyphodium-Besiedlungen von den 16 neotyphodium-besiedelten
hollandischen L. perenne-Sorten zusammengefasg. Die detallli erte Analyse der L. perenne-Sorten
Ip29-F und Ip21-F zegten eine geringe Variabilitét in der Neotyphodium-Besiedlung. Bel der
Sorte Ip29-F variierte die Neotyphodium-Besiedlung von 14 % bis hin zu 22 % bel verschiedenen
Sadgutpartien mit unterschiedlichen Vermehrungsorten. Die verschiedenen Saadgutpartien der
Sorte Ip21-F zegten eine Neotyphodium-Besiedlung von 31 % bis zu 39%.



Ergebnisse

52

Tab. 10: Variabilitat der Neotyphodium-Besiedlungin % von 16 hollandischen Lolium

perenne-Sorten

L. perenne-Sorte

Saatgutpartie

N. lolii-Besiedlung in %

|p29-1-F 16
|p29-2-F 19
|p29-3-F 22
|p29-F |p29-4-F 20
|p29-5-F 16
|p29-6-F 14
|p29-7-F 14
|p29-8-F 15
Ip21-1-F 36
|p21-2-F 39
|p21-3-F 32
Ip21-F |p21-4-F 37
|p21-5-F 38
|p21-6-F 34
|p21-7-F 31
Ip32-1-F 5
Ip32-F |p32-2-F 8
|p32-3-F 9
Ip1-R Ip1-1-R 92
Ipl-2-R 94
Ip5-R Ip5-1-R 75
Ip5-2-R 72
Ip6-R Ip6-1-R 34
Ip6-2-R 36
Ip9-F Ip9-1-F 12
Ip9-2-F 10
Ip12-F Ip12-1-F 27
|p12-2-F 34
Ip23-R Ip23-1-R 3
Ip23-2-R 5
|p26-F |p26-1-F 2
|p26-2-F 0
|p34-F Ip34-1-F 0
|p34-2-F 1
Ip11-R Ip11-1-R 31
Ip13-F Ip13-1-F 90
Ip16-R Ip16-1-R 31
Ip17-R Ip17-1-R 6
Ip35-R Ip35-1-R 43
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4.1.2. Vorkommen von N. lolii in Okotypen

Bei den Saagutproben der ruméanischen Okotypensammiung wurden in 24 der 53 untersuchten
Proben (45 %) die Pilzhyphen wvon Neotyphodium nachgewiesen. In 17 Proben war die
Besiedlungsrate gréfier als 81 % (siebenmal 100 %). Bei zwei Proben lag de Besiedlungsrate bei
56 bzw. 73 %. Bel den anderen funf Proben lagen die Besiedlungsraten unterhalb von 20 %. In
Abb. 26 sind de Ergebnisse graphisch dargestellt.

Neotyphodium-
negativ
54,7%

Anteil besiedelter Okotypen

Neotyphodium- 81-100 %

ositiv
45,3%
21-80 %

1-20 %

Neotyphodium-Besiedlung der
N.-positiven Okotypen in %

Abb. 26: Neotyphodium-Besiedlung im Saatgut von 53 ruménischen Okotypen von Lolium
perenne des Erntegjahres 1994
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Abb. 27: Anzahl neotyphodium-besiedelter Proben in Abhangigkeit der Sammelregion der
Lolium perenne-Okotypen aus Rumanien
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19 Proben der untersuchten rumanischen Populationen kamen urspriinglich aus der Carei-Ebene.
Von diesen 19 Proben waren 11 mit dem Pilz N. lolii besedelt. Die durchschnttliche
Besiedlungsrate der besiedelten Proben der Carei Ebene betrug 80%. Von den 17 Proben der
Sammelregion Translvanien waren adht Proben mit dem Pilz N. lolii besiedelt. Hier betrug de
durchschnittliche Besiedlungsrate dler besiedelten Proben 66 %. Drei Proben der 14 aus der
Sammelregion Karpaten stammenden Proben waren mit dem Pilz N. lolii besiedelt. Die
durchschnittliche Besiedlungsrate dler besiedelten Proben der Sammelregion Karpaten betrug
70 %. Bel der Sammelregion Rumanisch Moldawien waren zwei von drei Proben mit dem Pilz N.
lolii besedelt. Die durchschnittliche Besiedlungsrate dler besiedelten Proben dieser
Sammelregion war 94 %.

Vitalitétstiberprifung
Nacd dem Anférben mit FDA erscheinen die Pilzhyphen von Neotyphodium in den Blattscheiden
als gelbgriine, fluoreszierende Faden (Abb. 28 Bild links).

Abb. 28 Bild links. Fluoreszierendes Mycd von Neotyphodium lolii zwischen den
adaxialen Epidermiszellen aus den basalen Bereich einer Lolium perenne
Blattscheide nach der FDA-Farbung; Bild redts. unbesiedelter basaler Bereich
einer L. perenne Pflanze nach der FDA-Farbung

Von adlen neotyphodium-besiedelten ruménischen Okotypen wurden Keimpflanzen auf
Neotyphodium untersucht. In Tab. 11 sind de Ergebnise denen der Anilinbau-Farbung
gegenibergestellt.
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Tab. 11: Neotyphodium lolii-Besiedlung in % in den K aryopsen rumanischer Okotypen
(Erntgiahr 1994 und in Keimpflanzen, die aus diesen Karyopsen (nach
vorheriger zweijahriger Lagerung) herangezogen wurden

N. lolii-Besiedlungsrate in %
Okotyp Nr. von K aryopsen der von Riickgang / Zunahme
Saatguternte K eimpflanzen® (abs.)
(Sommer 1994° '
29 83 74 -9
41 100 95 -5
47 16 15 -1
52 100 100 0
57 98 86 -12
61 3 7 +4
74 97 91 -6
83 97 94 -3
96 100 97 -3
119 100 100 0
134 90 91 +1
169 56 54 -2
170 85 66 -19
176 73 67 -6
191 15 0 -15
198 94 92 -2
203 89 72 -17
223 98 91 -7
281 100 79 -21
283 5 4 -1
382 100 96 -4
410 12 0 -12
422 95 88 -7
452 100 98 -2
durchschnittliche
N. lolii-Besiedlung 75 69
aller Proben

&= 100Karyopsen pro Probe mit der Anili nblau-Farbung
= FDA-Férbung in Keimpflanzen, die aus Karyopsen der Ernte 1994angezogen wurden; 100 Keimpflanzen
(EC 12-16) pro Probe (Saagut nach zweijahriger Lagerung, Ende 1996

Bel der anschlief3enden Vitalitatsiiberprifung mit der FDA-Methode an Keimpflanzen wurde bel
den Saagutproben der 24 besiedelten Populationen eine durchschnittliche Besiedlungsrate von
69 % festgestellt. Dieses heildt, dassrelativ 92 % der N. lolii-Besiedlung des Ausgangsmaterias
vital waren, und somit 8 % der Ausgangsbesiedlung abgestorben waren.

Bel der Betrachtung der Besiedlungsraten der einzenen Proben war zu erkennen, dassin keiner
der 24 besiedelten Populationen die N. lolii-Besiedlung nach der zweijdhrigen Lagerungsphase um
mehr als 22 % zuriickgegangen war. In zwei Proben, R6 119 und R6 52, war kein Riickgang der
N. lolii-Besiedlung zu beobaditen. Bei 14 Proben der 24 Populationen lag der Vitaitétsverlust
zwischen 1 und 10 %. In sechs Proben lag der Vitalitdtsverlust zwischen 11 und 21 %. Zwel
Proben (R6 191 wnd RO 410) wiesen nach der Lagerung kein vitales N. lolii-Mycd mehr auf.
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4.2. ldentifizierung und Sammlung von Neotyphodium-Isolaten verschiedener Herkunft

Zur ldentifizierung der Neotyphodium:-Pilze wurden die Pilze wie in Kapitel 3.2 beschrieben aus
den Blattscheiden der besiedelten Pflanzen isoliert. Nach etwa vier bis sds Wochen wuchs das
Mycd des Neotyphodium-Pilzes sitlich aus den Triebstiicken heraus (siehe Abb. 29).

Abb. 29: Ausgewachsenes Mycd (rote Pfeille) von Neotyphodium lolii aus ca. 0,5 cm
groRen Sprosssiicken von Lolium perenne Pflanzen auf PDA’-Medium nach
vier- bis schswdchiger Kultur im Dunkeln bei ca. 21 °C

Bel 22 der 24 neotyphodium-besiedelten rumanischen Okotypen wurde der Pilz isoliert. Der
Neotyphodium-Pilz der rumanischen Okotypen R6 191 wind R6 410 konnte nicht isoliert werden,
da nach der Vitalitéatsiiberprifung keine besiedelten Pflanzen vorhanden waren.

Durch Vergleich von morphologischen Merkmalen (Wadstumsgeschwindigkeit, Kolonieform
und -farbe, Sporencharakteristika) mit denen der Erstbeschreiber (LATCH et al., 1984 wurden alle
in der Tab. 12 angegebenen Neotyphodium-Pilze ds N. lolii identifiziert.

Tab. 12 Isolationsdaten der als Neotyphodium lolii identifizierten Isolate der r umanischen

Okotypen
Isolat/Okotyp | Isolationsdatum | Isolat/Okotyp | Isolationsdatum
R6 29 03.07.1997 RO 169 18111996
RO 41 30.10.1996 R6 170 09.07.1997
RO 47 07.07.1997 R6 176 30.10.1996
R6 52 18.02.1997 RO 198 28.07.1997
R6 57 19.03.1997 R6 203 09.07.1997
RO 61 28.07.1997 R6 223 15.07.1997
RO 74 07.07.1997 R6 281 14.03.1997
RO 83 03.07.1997 RO 283 19.03.1997
RO 96 14.03.1997 RO 382 27.02.1997
R6 119 25.02.1997 RO 422 27.02.1997
RO 134 14.07.1997 RO 452 21.02.1997
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Abb. 30: Konidiosporen (rote Pfeile) und Phialiden (grine Pfeile) von Neotyphodium lolii
auf CMA-Medium (mikroskopische Aufnahme bei ener 400fachen
VergrofRerung) nach Kultivierung im Dunkeln bei 21 °C

4.3. Einflussder Neotyphodium-Besiedlung auf die Ertragsbildung von L. perenne

4.3.1. Freilandversuch mit L. perenne am Standort Merklingsen von 1996bis 1998

In der Tab. 13 sind die Ergebnisse des Feldaufgang zusammengestellt.

Tab. 13: Feldaufgangin O Pflanzenzahl/m? der Lolium perenne-Sorte Yatsyn am Standort
Merklingsen, finf Wochen nach der Aussaat (15.10.1996

Sorte | Variante|] Wieder- | Feldaufgang Mittelwert GDneo | GDneo | GDneo
holung in Feldaufgangin | (5%) | (1%) | (0,5
0 Pflanzenzahl/m? 0 Pflanzenzahl/m? %)
744 in O Pflanzenzahl/m?
685 85 141 | 265
681 659
629
555
680
619
696 664
678
646

vYasn| N

Yatsyn] N°

DO (T|(DJD (|0 |T|D
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Beim Feldaufgang wurde zawischen der neotyphodium-besiedelten und der neotyphodium-freien
Vergleichsvarianten keine Diff erenzierung festgestellt.

Im Jahr 1997 wurden von den Parzdlen dieses Versuches drei Schnitte geantet. Mit Hilfe des
Trockensubstanzgehaltes wurden die Trockenmasse-Ertrége der drei Aufwiichse erechnet. Diese
Trockenmasse-Ertrage und der Gesamttrockenmasse-Ertrag des Jhres 1997 sind in der Tab. 14
dargestellt.

Tab. 14: Trockenmasse-Ertréage in dt/ha von drei Aufwichsen und Gesamttrockenmasse-
Ertrag der Lolium perenne-Sorte Yatsyn am Versuchsgandort Merklingsen in

1997
Prifglied Variante Trockenmasse-Ertragin dt/ha
1. Schnitt | 2. Schnitt | 3. Schnitt | Gesamt
26.05.1997] 17.07.1997] 17.10.1997] 1997
Yatsyn N* 44,3** 29,9 158 90,0
Yatsyn N’ 38,8 30,2 152 84,2
GDhneo (5 %) 3,43 7,05
GDneo (1 %) 4,98 11,67
GDneo (0,1 %) 7,48 21,84
Yatsyn N+ * * *% *
260 kgN/ha Jahr 47,2 374 26,6 1112
Y atsyn N
130 kgN/ha Jahr 41,8 316 16,9 90,3
GDDUngung (5 %) 5,19 12,91
GDDUngung(l %) 7,55 21,36
GDpingung (0,1 %) 11,32 39,98

* = dignifikante Unterschiedep = 5-1 %
** = ggnifikante Unterschiede p = 1-0,1 %
**x = ggnifikante Unterschiedep < 0,1 %

Die hochsten Trockenmasse-Ertréage wurden im Jahr 1997im ersten Schnitt erreicht. Hier war der
Trockenmasse-Ertrag der neotyphodium-besiedelten Variante mit 44,3 dt/ha signifikant (p=1 %)
hoher als bei der neotyphodium-freien Vergleichsvarianten (38,8 di/ha). Bei den beiden radchsten
Schnitten des gleichen Jahres wurde keine Differenzierung zwischen der neotyphodium-
besiedelten und -freien Varianten festgestellt. Der Gesamttrockenmasse-Ertrag des Jhres 1997
lag fur die neotyphodium-besiedelte Variante bel 90,0 di/ha, fir die neotyphodium-freie Variante
bel 84,2 dt/ha.

Eine andeutige Differenzierung zeigte sich im zweiten Teilversuch. Bei dlen drei Schnitten und
somit auch beim Gesamttrockenmasse-Ertrag des Jhhres 1997 war die Variante mit der
intensiveren Dungung (260 kgN/ha Jahr) der Vergleichsvarianten mit der niedrigeren Diingung
(130 kgN/ha Jahr) signifikant Uberlegen. Der Gesamttrockenmasse-Ertrag 1997f0r die Variante
mit der htheren Dingung lag bei 111,2 di/ha, der Gesamtertrag der Vergleichsvarianten bel 90,3
dt/ha.

Im Jahr 1998 wurden von den Parzdlen wiederum drei Schnitte geentet. Die Trockenmasse-
Ertrage der drei Aufwiichse sowie des Gesamttrockenmasse-Ertrages des Jhres 1998sind in der
Tab. 15 zusammengefasd.
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Tab. 15 Trockenmasse-Ertréage in dt/ha von drei Aufwichsen und Gesamttrockenmasse-
Ertragder Sorte Yatsyn am Versuchsdandort Merklingsen in 1998

Prifglied Variante Trockenmasse-Ertragin dt/ha
1. Schnitt | 2. Schnitt | 3. Schnitt | Gesamt
28.05.1998] 03.08.1998] 15.10.1998] 1997
Yatsyn N* 41,3** 24,2 8,7 74,2
Yatsyn N’ 35,9 254 7,6 68,9
GDhneo (5 %) 2,68 7,31
GDneo (1 %) 3,90 12,09
GDnes (0,1 %) 5,85 22,63
Yatsyn N+ *%% *%k% *
240 kgN/ha Jahr 481 35,6 111 94,8
Y atsyn N’
120 kgN/ha Jahr 389 26,0 9,5 744
GDDUngung (5 %) 3,98 17,17
GDDUngung(l %) 5,79 28,42
GDDUngung (0,1 %) 8,69 53,19

* = dignifikante Unterschiedep = 5-1 %
** = ggnifikante Unterschiede p = 1-0,1 %
**x = ggnifikante Unterschiedep < 0,1 %

Im zweiten Nutzunggahr 1998war der Trockenmasse-Ertrag des ersten Schnittes mit 41,3 dt/ha
in der neotyphodium-besiedelten Variante gegenliber der neotyphodium-freien Variante (359
dt/ha) signifikant erhdht. Bei den anderen Schnitten als auch beim Gesamttrockenmasse-Ertrag
des Bhres 1998 waren keine signifikanten Vorteile fur die neotyphodium-besiedelte Variante
erkennber.

Beim Teilversuch mit den unterschiedlichen Diingungsintensitdten zeigte sich im Jahr 1998 bei
den ersten beiden Schnitten die Ertragsiiberlegenheit der diingungsintensiveren Variante (240 kg
N/ha Jahr). Bei beiden Schnitten war der Trockenmasse-Ertrag der Variante mit der intensiveren
Dungung gegentiber der Vergleichsvarianten mit der niedrigeren Dingung signifikant erhéht. Der
Gesamttrockenmasse-Ertrag war mit 94,8 dt/ha bei der intensiveren Dingung signifikant héher as
bei der Vergleichsvarianten (74,4 d/ha) mit der niedrigeren Diingung.

4.3.2. Freilandversuch mit L. perenne am Standort Merklingsen von 1997bis 1998

Im Jahr 1998 wurden von den Parzdlen dieses Versuches funf Schnitte geentet. Mit Hilfe des
Trockensubstanzgehaltes wurden die Trockenmasse-Ertrage der funf Aufwichse erednet. Diese
Trockenmasse-Ertrage und der Gesamttrockenmasse-Ertrag des Jhres 1998sind in der Tab. 16
dargestellt.
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Tab. 16. Trockenmasse-Ertragein dt/ha von funf Aufwiichsen und Gesamttrockenmasse-

Ertrage der Lolium perenne-Sorten Embassy/, Nui und Yatsyn am

Versuchsgandort Merklingsen in 1998

Endophyt- Dingungs- Trockenmasse-Ertragin dt/ha
status variante® Embass/ Nui Yatsyn
N* I 47,0 432 56,3**
N I 454 45,0 51,9
1. Schnitt N* Il 50,7 53,1*** 58,1*
28.05.1998 N Il 49,6 47,7 54,6
N* I 52,9 53,8 60,3***
N Il 50,4 52,6 54,2
N* I 28,6 27,4 258
N I 27,0 26,5 26,1
2. Schnitt N* Il 32,0 30,3 324
07.07.1998 N Il 29,7 29,3 325
N* Il 34,7 37,2* 357
N Il 330 334 34,1
N* I 183 184 182
N I 17,9 20,2 18,8
3. Schnitt N* 1] 215 221 209
03.08.1998 N 1] 224 22,8 19,8
N* Il 236 237 24,0
N Il 237 259 238
N* I 6,2 6,3 6,1
N I 6,0 6,2 5,9
4. Schnitt N* Il 7,8 8,4 8,5
04.09.1998 N Il 7,4 8,0 8,2
N* Il 9,9 10,1 9,3
N I 9,0 10,0 10,0
N* I 8,4 8,3 7,6
N I 8,1 8,4 7,1
5. Schnitt N* 1] 11,2 12,6 11,6
15.10.1998 N Il 12,0 11,6 121
N* 11 137 14,6 135
N Il 133 14,8 134
GDneo (5 %) 2,98
GDneo (1 %) 3,99
GDneo (0,1 %) 5,23
N* I 1085 1036 1140
N I 1044 1063 1098
Gesamt N* 1] 1232 1265 1315
1998 N 1] 1211 1194 1272
N* Il 1348 1394 1428
N 11 1294 1367 1355
GDneo (5 %) 8,83
GDneo (1 %) 12,39
GDneo (0,1 %) 17,49

* = dignifikante Unterschiedep = 5-1 %
** = ggnifikante Unterschiede p = 1-0,1 %
**x = ggnifikante Unterschiedep < 0,1 %

#Dungungsvariante | = 150 kgN/ha Jahr, Diingungsvariante Il = 300 kgN/ha Jahr,

Dingungsvariante Il = 450 kgN/ha Jahr



Ergebnisse 61

Im Jahr 1998lag der durchschnittliche Trockenmasse-Ertrag pro Schnitt bel 24,6 dt/ha. Fur die
neotyphodium-besiedelten Varianten lag der durchschnittliche Trockenmasse-Ertrag pro Schnitt
bei 25,0 dt/ha und war somit signifikant erhdht gegentiber dem durchschnittlichen Trockenmasse-
Ertrag pro Schnitt der neotyphodium-freien Variante (24,18 d/ha; GDne, (0,1 %)=0,77 d/ha).
Diese Differenzierung zwischen der neotyphodium-besiedelten und neotyphodium-freien Variante
zagte sich auch in den Schnitten. Beim ersten Schnitt war in vier von neun moglichen Féllen
sowie in einem Fall beim zweiten Schnitt die neotyphodium-besiedelte Variante im Trockenmasse-
Ertrag der neotyphodium-freien Variante signifikant Uberlegen. Bel den restlichen Schnitten
wurde keine Differenzierung festgestellt.

Tab. 17. Trockenmasse-Ertréage in dt/ha von funf Aufwichsen und Gesamttrockenmasse-
Ertrage der Sorten Embassy/, Nui und Yatsyn am Versuchsgandort Merklingsen

in 1998
Dingungs- Trockenmasse-Ertragin dt/ha
variante Embass/ Nui Yatsyn
I 46,2 a 440 a 541a
1. Schnitt Il 50,1 b 504 b 56,3 b
28.05.1998 11 517b 532c 57,3b
I 27,8 a 271a 26,0 a
2. Schnitt Il 309b 298b 324Db
07.07.1998 11 339c 353c 349c
I 181a 187 a 185a
3. Schnitt Il 220b 225b 204 b
03.08.1998 11 236 b 24,8 c 240c
| 6,1a 6,2a 6,0 a
4. Schnitt Il 7,6 ab 8,2 ab 8,3b
04.09.1998 11 95b 100b 9,7b
| 8,3a 80a 74a
5. Schnitt Il 116b 122 b 118b
15.10.1998 11 135b 14,7 c 134 b
GDbiingung(5 %) 2,11
GDpiingung (1 %) 2,82
GDpiingung(0,1 %) 3,70
I 1065 a 1040 a 1120 a
Gesamt Il 1222 b 1230b 1292 b
1998 11 1322c 1380c 1393c
GDbiingung(5 %) 6,24
GDpiingung (1 %) 8,76
GDpiingung(0,1 %) 12,37

a, b, ¢) Werte, die vom gleichen Buchstaben gefolgt werden, unterscheiden sich nicht signifikant
Dungungsvariante | = 150 kgN/ha Jahr, Dingungsvariante Il = 300 kgN/ha Jahr,
Dingungsvariante Il = 450 kgN/ha Jahr
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Die durchschnittlichen Trockenmasse-Ertrége der funf Aufwiichse ungeaditet der Neotyphodium-
Besiedlung sind in der Tab. 17 dargestellt. Zwischen den einzenen Dingungsvarianten bestanden
signifikante Unterschiede im Trockenmasse-Ertrag. Die Varianten mit der intensivsten DUngung
wiesen auch die héchsten Trockenmasse-Ertrége auf. Fir die Dungungsvariante | betrug der
durchschnittliche Trockenmasse-Ertrag pro  Schnitt 21,5 d/ha. Der durchschnittliche
Trockenmasse-Ertrag der Dungungsvarianten [l betrug 250 dt/ha, der durchschnittliche
Trockenmasse-Ertrag der Dungungsvarianten 1l 27,3 di/ha. Alle drel Trockenmasse-Ertrége
waren bei einer GDpungung (0,1 %) = 0,95 d/ha signifikant unterschiedlich. Auch innerhalb der
einzdnen Sorten waren signifikante Unterschiede a1 beobadhten. Die Sorte Yatsyn hette mit 25,4
dt/ha den hichsten durchschnittlichen Trockenmasse-Ertrag pro Schnitt. Dieser war signifikant
unterschiedlich zu den durchschnittlichen Trockenmasse-Ertragen pro Schnitt der Sorten Embassy
(24,1 dt/ha) und Nui (24,3 dt/ha) (GDsye (0,1 %) = 0,95).

4.4, Screening von Pflanzenmaterial der r umanischen Okotypen auf das Alkaloid
Lolitrem B

In Tab. 18 sind de Ergebnise der Lolitrem B-Untersuchungen des Pflanzenmaterials der
verschiedenen rumanischen Okotypen und der drei L. perenne-Sorten zusammengefasg.

In den Freilandproben der ruménischen Okotypen wurde in funf der 24 untersuchten Proben das
Alkaloid Lolitrem B nadgewiesen. In der Probe des Okotyps R6 410 war Lolitrem B
nadhweisbar, jedoch nicht bestimmbar. In den anderen vier Lolitrem B enthatenden
Freilandproben variierte der Lolitrem B-Gehalt von 27 pg/kg TM beim Okotyp R 119 bis zu 197
ng/kg TM beim Okotyp RO 382

In den Gewadhshausproben der ruméanischen Okotypen wurde bei vier Proben der 22
untersuchten Okotypen eine nadhweisbare Lolitrem B-Produktion festgestellt. Die gemittelten
Lolitrem B-Gehalte der vier Proben variierten von 402 ug/kg TM bis zu 2427ug/kg TM. Bel den
Proben der anderen 18 rumanischen Okotypen wurde jeweils zu adit verschiedenen Terminen in
dem neotyphodium-besiedelten Pflanzenmaterial kein Lolitrem B nachgewiesen.
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Tab. 18 Lolitrem B-Gehaltein pg/kg TM in Frischmasseproben von verschiedenen
Lolium perenne-Okotypen (aus Rumanien) und Lolium perenne-Sorten
Okotyp / Lolitrem B-Gehalt der Mittelwert desLolitrem B- Bereich
Sorte Freilandproben Gehaltesin der Trockenmass® in
(Oktober 1996 (Gewachshaus 1997 po/kg T™M
in ug/kg T™M in ug/kg T™M
RO 29 n. n. n. n. --
RO 41 n. n. n. n. --
RO 47 n. n. n. n. --
RGO 52 n. n. n. n. --
RO 57 n. n. n. n. --
RO 61 n. n. n. n. --
RO 74 n. n. n. n. --
RO 83 n. n. n. n. --
RO 96 n. n. n. n. --
R6 119 27 1087 573- 2264
R6 134 189 402 143- 671
RO 169 n. n. n. n. --
R0 170 n. n. n. n. --
RO 176 n. n. n. n. --
R6 197 n. n. - -
R6 198 67 470 113- 1122
R0 203 n. n. n. n. --
R0 223 n. n. n. n. --
RO 281 n. n. n. n. --
RO 283 n. n. n. n. --
R6 382 197 2427 784- 4278
R6 410 n. b. - -
R0 422 n. n. n. n. --
RO 452 n. n. n. n. --
Yatsyn -- 3240 1530- 4172
(NZ)
Repell -- 451 369- 533
USA
Campania -- 138 57-191
(NL)

n. n. = nicht nachweisbar; n. b. = nicht bestimmbar
= Mittelwert aus acht Schnitten, bel denen jewell s 10 neotyphodium-positi ve Pflanzen beentet wurden

a

(Gewéchshauskultur 1997)

b _

Gewachshausproben untersucht werden konnten.

= Von R6191 und R6 4101ag kein neotyphodium-positives Material vor, so dasshier keine
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4.5. Lolitrem B-Gehalte in Frischmasseproben aus Freilandversuchen

4.5.1. Freilandversuch mit L. perenne an den Standorten Merklingsen und
Asendorf von 1994bis 1996

In keiner der neotyphodium-negativen Varianten war Lolitrem B nachweisbar. In Tab. 19 und
Tab. 20 sind de emittelten Lolitrem B-Gehalte der neotyphodium-positiven Varianten der
Standorte Soest und Asendorf der Nutzunggahre 1995 uind 1996zusammengefasy.

Tab. 19 Lolitrem B-Gehalte in pgkg TM von Lolium perenne (Sorte Ellett),
neotyphodium-besiedelte Variante, am Standort Merklingsen der Nutzunggahre

19951996
Nutzungs ahr Schnitt Lolitrem B-Gehalt® (Gefriertrocknung)
in ug/kg T™M

1995 1. Schnitt (16.05.1995 n. n.
2. Schnitt (12.07.1999 3564

1996 1. Schnitt (31.05.1996 28,8
2. Schnitt (09.08.1996 3736
3. Schnitt (03.10.1996 484

“=Mittelwert aus vier Wiederholungen, n. n. = nicht nachweisbar

Tab. 20: Lolitrem B-Gehalte in pgkg TM von Lolium perenne (Sorte Ellett),
neotyphodium-besiedelte Variante, am Standort Asendorf der Nutzunggahre

19951996
Nutzungs ahr Schnitt Lolitrem B-Gehalt® (Trocknung bei 65 °C)
in ug/kg T™M

1995 1. Schnitt (15.05.1995 n. n.
2. Schnitt (29.06.1995 1244
3. Schnitt (23.08.1995 267,3

1996 1. Schnitt (31.05.1996 1182
2. Schnitt (22.07.1996 1975

“=Mittelwert aus vier Wiederholungen, n. n. = nicht nachweisbar

Um die emittelten Lolitrem B-Gehalte von Asendorf mit denen von Merklingsen vergleichen zu
konnen, wurden die Proben vom zweiten und dritten Schnitt 1996 Standort Merklingsen, einmal
gefriergetrocknet, zum anderen wurde an Teil bei 65 °C getrocknet.
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Tab. 21 Vergleich der Lolitrem B-Gehalte in pg/kg TM be zwe verschiedenen
Trocknungsarten in mit Neotyphodium lolii-besiedelten Ganzpflanzen von Lolium
perenne (Sorte Ell ett)

Schnitt | Wdhlg | Lolitrem B-Gehalt | Lolitrem B-Gehalt Gehaltsverluste
(Gefriertrocknung) | (Trocknung bel 65 durch Trocknung
inug/kg TM °C) bei 65 °Cin %
in ug/kg T™M

2. Schnitt a 3216 2142 334
1996 b 4003 2699 32,6
C 4441 2469 444
d 3288 2100 36,1
3. Schnitt a 59,5 46,6 21,7
1996 b 25,2 14,6 421
C 53,0 334 37,0
d 56,1 38,2 319
durchschnittlicher Gehaltsverlust in [%0] 34,9

Der Vergleich der zwel verschiedenen Trocknungsarten (Gefriertrocknung/Trocknung bei 65 °C)
zagte, dass sch bei der im Vergleich zur Gefriertrocknung wesentlich drastischeren Trocknung
bei 65 °C durchschnittlich 34,9 % des Lolitrem B-Gehalts verfllchtigten.

An den Standorten Merklingsen und Asendorf wurden &hnliche Lolitrem B-Gehalte gefunden. Die
Werte variierten von ca 30 pg/kg TM bis hin zu 400 ug/kg TM. An beiden Standorten waren
jeweils im August des JBhres die héchsten Lolitrem B-Gehalte au verzechren. Die gefundenen
Lolitrem B-Gehalte lagen jedoch mit max. 400 ug / kg TM weit unterhalb der toxischen Dosis
von 2000ug/kg TM.

45.2. Freilandversuch mit L. perenne am Standort Merklingsen von 1996bis 1998

Trockenmasse-Ertragsprufung

Bel alen Schnitten wurde in den 60 Proben der neotyphodium-freien Variante der L. perenne-
Sorte Y atsyn kein Lolitrem B nachgewiesen.

Die Ergebnisse der 60 neotyphodium-besiedelten Proben der Sorte Y atsyn sind in der

Tab. 22 zusammengefasd.
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Tab. 22 Lolitrem B-Gehalte in pg/kg TM von neotyphodium-besiedelten Lolium perenne
(Sorte Yatsyn) in 1997und 1998bei Trockenmasse-Ertragsprifungen

Lolitrem B-Gehalt in ug/lkg TM
Sorte Yatsyn Mittelwert

31,7
1. Schnitt 9,8
26.05.1997 40,3 25,8
11,8
35,5
692,4
2. Schnitt 749,6
17.07.1997 717,9 774,8
846,2
867,7
954,6
3. Schnitt 1190,4
17.10.1997 922,7 1003,2
884,0
1064,3
2934
4. Schnitt 174,4
28.05.1998 198,1 196,5
223,0
93,42
1175,2
5. Schnitt 1016,7
03.08.1998 854,0 1087,9
1315,9
1077,6
282,3
6. Schnitt 436,8
15.10.1998 286,9 314,2
250,4
314,5
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Dungungsversuch
In Tab. 23 und Tab. 24 sind de Lolitrem B-Gehalte der beiden Nutzunggahre 1997 und 1998
zusammengestellt.

Tab. 23 Lolitrem B-Gehalte in pg/kg TM von neotyphodium-besiedelten Lolium perenne
(Sorte Yatsyn) bei zwei unterschiedlichen Dingungsdufen in 1997

Dungungsgufe Wdhlg. Lolitrem B-Gehalt Mittelwert
in kg N/ha Jahr in ug/kg T™M Lolitrem B-Gehalt
in ug/kg T™M

1. Schnitt 26.05.1997

15,0
29,6
(10,5) 18,3
345
(€]
1032
65,3
84,6 84,0
53,8
1129

130

260

o|a(o|c|o]|o |0 |T|D

2. Schnitt 17.07.1997

11135
8527
11982 11404
9684
15693
16006
12044
20249 17711%*
162Q7
24030

130

260

o|a(o|c|jo]|o |0 |T|D

3. Schnitt 17.10.1997

11127
8479
12229 11475
9649
15895
16327
11965
20565 17965***
16277
24692
GDbingung (5 %) 11954
GDDUngung(l %) 173,87
GDpiingung(0,1 %) 26081
* = dignifikante Unterschiedep = 5-1 %
** = ggnifikante Unterschiede p = 1-0,1 %
**x = ggnifikante Unterschiedep < 0,1 %

130

260

o|a(o|c|o]|o |0 |T|D
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Im ersten Schnitt des Jhhres 1997 wurden bei beiden Dingungsvarianten nur sehr geringe
Lolitrem B-Gehalte emittelt. Bei der Dungungsgufe mit der niedrigeren Intensitét (130 kgN/ha
Jahr) variierten die Werte awischen 1,7 pg/lkg TM und 345 pg/lkg TM. Be der
Dungungsvarianten mit der hoheren Intensitét (260 kgN/ha Jahr) variierten die Werte avischen
53,8 ng/lkg TM und 1129 pug/kg TM. Der Mittelwert des Lolitrem B-Gehaltes lag bel der hohen
Dungungsgufe bei 84,0 ng/lkg TM, bei der niedrigen Dingungssufe lag der Mittelwert des
Lolitrem B-Gehaltesbei 18,3 pg/kg TM.

Beim zweiten Schnitt war der Mittelwert der hdheren Dungungsdufe mit 17711 pug/lkg T™M
signifikant hoher als bei der niedrigen Dingungssufe. Bei der niedrigen Dingungsgufe lag der
Mittelwert bei 11404 pg/kg TM.

Auch beim dritten Schnitt zedgte die Dungungsvariante mit der hoheren Intensitét mit
17965 pg/lkg TM enen signifikant hoheren Mittelwert des Lolitrem B-Gehaltes als bel der
Vergleichsvarianten mit der niedrigeren Dingungssufe. Bei der niedrigeren Diingungssufe lag
der Mittelwert des Lolitrem B-Gehaltes bei 11475 pg/kg TM.

Im zweiten Nutzunggahr wurden im Mai nur geringe Lolitrem B-Gehalte festgestellt. Bei den
Varianten mit der geringeren Diingung (120 kgN/ha) betrug der mittlere Lolitrem B-Gehalt 101,8
Hng/kg TM. Der Mittelwert des Lolitrem B-Gehaltes der dingungsintensiveren Variante (240 kg
N/ha) war mit 2494 pg/kg TM nicht signifikant hoher.

Beim zweiten Schnitt des Jhres 1998wurde éne Differenzierung festgestellt. Der Mittelwert des
Lolitrem B-Gehaltes der Variante mit der hoheren N-Stufe war mit 12032 pg/kg TM signifikant
hoher als der Mittelwert des Lolitrem B-Gehaltes der Vergleichsvarianten mit der niedrigeren
Dungung. Hier lag der Mittelwert bei 8027 pug/lkg TM. Beim dritten Schnitt im Oktober 1998
war keine Differenzierung zwischen den Lolitrem B-Gehdten feststellbar. Fir die
dingungsintensiveren Parzdlen wurde en mittlerer Lolitrem B-Gehalt von 1963 pg/lkg TM
ermittelt, der Mittelwert des Lolitrem B-Gehaltes fur die geringere Dungungsvariante lag bel
2367 pg/kg TM.



Ergebnisse 69

Tab. 24: Lolitrem B-Gehaltein pg/kg TM von neotyphodium-besiedelten Lolium perenne
(Sorte Yatsyn) bei zwei unterschiedlichen Dingungsdufen in 1998

Dungungsgufe Wdhlg. Lolitrem B-Gehalt Mittelwert
in kg N/ha Jahr in ug/kg T™M Lolitrem B-Gehalt
in ug/kg T™M

1. Schnitt 28.05.1998

88,8
1461
76,5 1018
1209
76,7
3289
1541
2884 2494
2085
2671

120

240

o|a(o|c|jo]|o |0 |T|D

2. Schnitt 03.08.1998

737,2
9264
8503 8027
7452
7544
9517
11455
15947 12032***
12493
10747

120

240

o|a(o|c|o]|o |0 |T|D

3. Schnitt 15.10.1998

2443
1816
2691 2367
2268
2617
1155
1840
1852 1963
2898
2071
GDDUngung(5 %) 152,20
GDDUngung(l %) 221,38
GDpiingung(0,1 %) 33207
* = dgnifikante Unterschiede p = 5-1 %
** = ggnifikante Unterschiede p = 1-0,1 %
**x = ggnifikante Unterschiedep < 0,1 %

120

240

o|a(o|c|o]|o |0 |T|D
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In der Abb. 31 sind de Ergebniss graphisch dargestellt.

55 Temperatur in °C Lolitrem B-Gehalt in ug/kg TM 2000
201 11500
15} |
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==Temperatur in °C

==langjihriges Temperaturmittel in °C; (1952-1982)

B olitrem B-Gehalt in ug/kg TM; Diingungsstufe (260 kg N/ ha Jahr)
E Lolitrem B-Gehalt in ug/kg TM Diingungsstufe (130 kg N/ ha Jahr)

Abb. 31: Lolitrem B-Gehalte in pug/lkg TM in neotyphodium-besiedelten Lolium perenne
(Sorte Yatsyn) im Freiland am Standort Merklingsen der Versuchgahre 1997
und 1998

45.3. Freilandversuch mit L. perenne am Standort Merklingsen von 1997bis 1998

Bel den funf durchgefihrten Schnitten von Mai 1998 bis zum Oktober 1998 wurde in den 180
untersuchten Proben der neotyphodium-freien Varianten der L. perenne-Sorten Embassy, Nui und
Y atsyn kein Lolitrem B nachgewiesen.

Die Mittelwerte der Lolitrem B-Gehalte der 180 wuntersuchen neotyphodium-besiedelten Parzdlen
der Sorten Embassy, Nui und Y atsyn sind in Tab. 25 dargestellt.
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Tab. 25 Lolitrem B-Gehaltein pug/kg TM in ver schiedenen neotyphodium-besiedelten
Lolium perenne-Sorten am Standort M erklingsen bel unterschiedlichen
Dingungsgufen in 1998

Schnitt Dungungsvariante] Lolitrem B-Gehalt in pg/kg TM*
Embass/ Nui Yatsyn
I 5069 a 1660a | 3929a
1. Schnitt Il 6700b 1777a | 4345a
28.05.1998 11 7124 Db 1721a | 4541a
I 4847 a 1026a | 5867 a
2. Schnitt Il 4673 a 69,1 a 5962 a
07.07.1998 11 5196 a 805a 5351 a
I 7049 a 56,7 a 11362 a
3. Schnitt Il 6561ab | 1161a | 9057b
03.08.1998 11 5771b 859a 6832 c
I 567,0a 591a 10489 a
4. Schnitt Il 5668 a 159a 8010b
04.09.1998 11 5587 a 190a 7543 b
I 2185a 66,5 a 2629 a
5. Schnitt Il 1629 a 781a 1698 a
15.10.1998 11 1602 a 979a 2384 a
G Dbiingung(5 %) 1146
GDbiingung (1 %) 1534
GDpiingung(0,1 %) 2007

* Lolitrem B-Gehalt als Mittelwert aus vier Wiederholungen

a, b, ¢) Werte, die vom gleichen Buchstaben gefolgt werden, unterscheiden sich nicht signifikant
Dingungsvariante | = 150 kgN/ha Jahr, Dungungsvariante Il = 300 kgN/ha Jahr,
Dingungsvariante Il = 450 kgN/ha Jahr

Beim ersten Schnitt des Jhhres 1998 wurden bel der Sorte Embassy signifikante Unterschiede
zwischen den Mittelwerten des Lolitrem B-Gehaltes der drei verschiedenen Dingungsvarianten
festgestellt. Fir die Dungungsvarianten Il und 111 lag der Mittelwert des Lolitrem B-Gehaltes bei
6700 bzw. 7124 pg/kg TM und war signifikant hoher als bel der Dingungsvariante 1. Hier lag
der Mittelwert des Lolitrem B-Gehaltes bei 5069 pg/kg TM. Bei den anderen Sorten konnten
beim ersten Schnitt keine Diff erenzierungen zwischen den Dingungsvarianten festgestellt werden.
Beim zweiten Schnitt wurden bel den drel Sorten Embassy, Nui und Yatsyn keine signifikanten
Unterschiede avischen den Lolitrem B-Gehalten der einzenen Dingungsvarianten festgestellt.
Beim dritten Schnitt wurden bei der Sorte Embassy und Yatsyn signifikante Unterschiede
zwischen den Lolitrem B-Gehalten festgestellt. Bei der Sorte Embassy war der Mittelwert des
Lolitrem B-Gehaltes fur die Dungungsvariante | mit 7049 ug/kg TM signifikant hoher als der
Mittelwert des Lolitrem B-Gehaltes der Dingungsvariante Il (577,1 pg/lkg TM). Bei der Sorte
Yatsyn hette die Variante | mit 11362 pg/kg TM den hichsten Mittelwert der Lolitrem B-
Gehalte. Er war signifikant hoher als die Mittelwerte der Variante 11 (9057 pg/kg TM) und der
Variante lll (6832 pug/kg TM), die aueinander auch signifikant unterschiedlich waren.

Bem vierten Schnitt wurde bei der Sorte Yatsyn bel den Lolitrem B-Gehaten eine
Differenzierung festgestellt. Der Mittelwert des Lolitrem B-Gehaltes der Dingungsvariante | war
mit 10489 pg/kg TM signifikant héher als die Mittelwerte der Vergleichsvariante Il und 111 . Bel
den Sorten Embassy und Nui ergaben sich keine Differenzierungen der Lolitrem B-Gehalte.
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Beim funften Schnitt wurden zwischen den Dingungsvarianten keine signifikanten Unterschiede
bei den einzednen Sorten festgestellt.

Weiter |asg sich allgemein folgendes feststellen: Zwischen den einzenen Dingungsvarianten gibt
es bei den Mittelwerten des Lolitrem B-Gehaltes sgnifikante Unterschiede. Uber alle Sorten und
Schnitte gemittelt zegte die Dingungsvariante | einen Lolitrem B-Gehalt von 424,0 ug/kg TM.
Bel einer Grenzdifferenz (p=5 %) von 29,6 pg/kg TM war er signifikant hoher als der gemittelte
Lolitrem B-Gehalt der Dingungsvariante Il (3925 pg/kg TM) und der Dingungsvariante 11
(3766 pg/kg TM).

Bem Vergleich der Mittelwerte der Lolitrem B-Gehate der Sorten zeigten sich signifikante
Unterschiede. Die Sorte Embass/ hatte énen durchschnittlichen Lolitrem B-Gehat von
5023 pg/kg TM und war somit signifikant unterschiedlich zu den durchschnittlichen Lolitrem B-
Gehalten der Sorten Nui und Y atsyn. Die Sorte Yatsyn zeigte mit 600,0 pug/kg TM den hochsten
durchschnittlichen Lolitrem B-Gehalt, die Sorte Nui mit 90,9 ug/kg TM den geringsten Wert.

In Abb. 32, Abb. 33 und Abb. 34 sind de Ergebnise der Sorten noch einma graphisch
dargestellt.
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Abb. 32 Lolitrem B-Gehaltein pg/kg TM in der neotyphodium-besiedelten
Lolium perenne-Sorte Embass/ im Freiland am Standort Merklingsen im
Versuchgahr 1998
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4.6. Untersuchungen zum Vorkommen der Alkaloide Lolitrem B und Paxillin in vitro

Es wurde bei insgesamt 34 N. lolii-Isolaten und bei zwei weiteren Pilzisolaten der Lolitrem B-
und Paxilli n-Gehalt bestimmt. In Tab. 26 sind die Ergebnise zausammengefasd. Der Paxilli n-
Gehalt war wesentlich hoher als der Lolitrem B-Gehalt. Der Paxilli n-Gehalt lag im pg-Bereich,
der Lolitrem B-Gehalt lag im ng-Bereich.

Tab. 26: Lolitrem B- und Paxillin-Gehalte von 34 Neotyphodium lolii- und zwel weiteren
Pilz-Isolaten nach achtwochiger in vitro-K ultur auf GPYE-Agar

Bezeichnung des N.|Mittelwert* Lolitrem B-| Mittelwert* Paxillin-
lolii- bzw. Pilz-1solates | Gehalt in ng/Agarplatte | Gehalt in pg/Agarplatte
RO 29 44,9 3,7
RO 41 85,1 6,6
R6 52 11,9 9,5
R6 57 894 4,2
RO 74 12,7 3,6
RO 83 20,6 3,6
RO 96 1075 4,0
R6 119 704 3,8
RO 134 1039 2,6
RO 169 47,3 4,7
RO 176 58,6 5,0
RO 198 80,9 4,3
R6 223 194 n. n.
RO 281 20,7 4,3
RO 283 335 3,2
RO 382 10,5 3,6
RO 422 39,3 4,3
RO 452 194 n. n.
100 724,6 n. n.
CBS2 4927 19,2
73 2964 21,1
Yatsyn 2835 151
Ell ett 2753 124
Al 2 2210 124
1/94 2181 4,6
Lp 19188 2106 7,3
10/94 1712 4,6
38/94 1706 5,7
Repell USA 1649 6,9
82/83 1190 4,9
Al 1 84,9 (0,8) n. b.
37/94 70,9 4.4
F573 199 n. n.
73 turbo 77,8 25,1
Acremonium strictum 4164 1,2
Penicillium paxilli 4440 1327

n. n. = nicht nadhweisbar; n. b. = nicht bestimmbar
* = Mittelwert aus funf Wiederholungen
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Das Isolat des rumanischen Okotyps RO 382 zeigte mit 10,5 ng/Agarplatte den geringsten
Lolitrem B-Gehalt. Den hichsten Lolitrem B-Gehalt bei den rumanischen Okotypen hette das
Isolat des ruménischen Okotyps R6 96. Der Lolitrem B-Gehalt lag hier bei 107,5 ng/Agarplatte.
Die Lolitrem B-Gehalte der 16 anderen N. lolii-lsolate waren wesentlich hther als die Lolitrem B-
Gehalte der Isolate der rumanischen Okotypen. Den hichsten Lolitrem B-Gehalt zegte das | solat
100mit 724,6 ng/Agarplatte. Weiter wurde auch in den endophytischen Pilzen A. strictum und P.
paxilli der Naturstoff Lolitrem B nachgewiesen. Bel A. strictum und P. paxilli wurden Lolitrem
B-Gehalte von 4164 ng/Agarplatte bzw. 444,0 ng/Agarplatte gefunden.

In vier Isolaten (RO 223 RO 482 F 573 wnd 100 wurde kein Paxillin nachgewiesen. Beim
groen Teil der Isolate (25 Isolate) lag der Paxillin-Gehalt zwischen 0,8 pg/Agarplatte beim
Isolat Al 1 und 9,5 pg/Agarplatte beim Isolat des ruménischen Okotyps RO 52. In sieben Isolaten
lag der Paxillin-Gehalt oberhalb von 10 pg/Agarplatte. Den hochsten Paxilli n-Gehalt zegte der
Pilz P. paxilli mit 1327 pg/Agarplatte.

4.7. Lolitrem B-Gehalte @nzelner Individuen innerhalb einer Sorte bzw. Okotypen von
L. perenne

In Abb. 35 sind de Ergebnisse der L. perenne-Sorten Kerdion und Campania dargestellt. Der
Mittelwert des Lolitrem B-Gehdtes der Sorte Kerdion betrug 2726 png/lkg TM mit einer
Standardabweichung von 1440ug/kg TM. Die emittelten Lolitrem B-Gehalte variierten von 645
Hg/kg TM bis zu 4815ug/kg TM. Der Mittelwert des Lolitrem B-Gehaltes der Sorte Campania
war mit 253 pg/kg TM wesentlich geringer. Die Standardabweichung betrug hier 98 pug/kg TM.
Die Lolitrem B-Gehalte lagen im Bereich zwischen 110pug/kg TM und 415 pg/kg TM.

6 Lolitrem B-Gehalt in uyg/kg TM in Tausend

12 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 12 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15

Kerdion Campania

Abb. 35 Vergleich der Lolitrem B-Gehalte in pg/lkg TM einzelner Individuen sowie des
Mittelwertes der Lolium perenne-Sorten Kerdion und Campania (nach 33 Tagen
Kultivierung im Gewachshaus)
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In Abb. 36 sind de Lolitrem B-Gehalte der einzelnen Individuen der ruménischen Okotypen Ro
198 wnd R6 382 gaphisch dargestellt. Beim ruméanischen Okotyp R6 198 variierten die Lolitrem
B-Gehalte von 536 pg/kg TM his zu 2472ug/kg TM. Der Mittelwert des Lolitrem B-Gehaltes
aler Individuen betrug 1102ug/kg TM bel einer Standardabweichung von 507 pg/kg TM. Beim
rumanischen Okotyp RO 382 variierten die Lolitrem B-Gehalte von 3185ug/kg TM bis zu 5244
pg/kg TM. Der Mittelwert betrug hier 4172 pg/kg TM mit einer Standardabweichung von
672 pug/kg TM.

6 Lolitrem B-Gehalt in ug/kg TM in Tausend
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Abb. 36: Vergleich der Lolitrem B-Gehalte in pg/lkg TM einzelner Individuen sowie des
Mittelwertes der Lolium perenne-Okotypen RO 198und Ro 382 (nach 33 Tagen
Kultivierung im Gewachshaus)

4.8. Einflussder Temperatur auf den Lolitrem B-Gehalt in neotyphodium-besiedelten L.
perenne-Pflanzen

4.8.1. Orientierender Vorversuch zum Einflussder Temperatur auf den
Lolitrem B-Gehalt

Die Ergebniss, die in Tab. 27 zusammengefasg sind, zeigen, dassdie Temperatur einen Einfluss
auf den Lolitrem B-Gehat besal. Gemittelt Uber alle Prifglieder zegten sich bel der
Kulturvariante | die geringsten Lolitrem B-Gehalte. Hier lag der mittlere Lolitrem B-Gehalt bei
212 pg/lkg TM und war signifikant kleiner als bel der Kulturvariante Il und 111. Den hichsten
mittleren Lolitrem B-Gehalt fand sich bei der Kulturvariante I1. Hier lag der mittlere Lolitrem B-
Gehalt bel 1499 ug/lkg TM und war signifikant hoher als bei der Kulturvariante | und 1ll. Der
mittlere Lolitrem B-Gehalt der Kulturvariante Il lag bei 1125 ug/kg TM.

Im einzdnen sahen die Ergebnise wie folgt aus. Beém ersten Schnitt wurde bel der Sorte
Campania und den Okotypen R6 52, R6 169 wnd R6 176 keine Differenzierung im Lolitrem B-
Gehalt der einzenen Kulturvarianten festgestellt. Bei den Sorten Yatsyn, Kerdion, 82/83 und den
Okotypen RO 119 wurde én signifikanter Unterschied zwischen den Kulturvarianten II, 11l und
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der Kulturvariante | festgestellt. Diese Differenzierung zagte sich auch in den Mittelwerten des
ersten Schnittes. Der mittlere Lolitrem B-Gehalt der Kulturvariante | war mit 406 ug/lkg TM
signifikant geringer as der mittlere Lolitrem B-Gehalt der Kulturvariante Il und I1I. Hier lagen die
mittleren Lolitrem B-Gehalte bei 1876bzw. 1439ug/kg TM.

Tab. 27. Lolitrem B-Gehalte in pg/kg TM verschiedener Lolium perenne-Sorten und -
Okotypen bei drei verschiedenen K ulturvarianten in 1997

Schnitt | Kultur- Lolitrem B-Gehalt in pg/lkg TM
variante | Yatsyn | Campania |Kerdio | 8283 |R652 |R6 119 | R6 169] R6 176| Mittel
n -wert
1. Schnitt | 1731a 202a 731a | 356a|n.n.aj 229a [n.najnna|] 406a
13.06.97 1] 7484b 543a 2427b ]12888bjn.n.aj 1665b | n.n.a| n.n.a| 1876b
1l 4172c 345a 2213b | 2518bn.n. a] 2264c [ n.n. aj n.n.a ] 1439b
2. Schnitt | 489a 147a 208a | 180a|n.n.aj 108a [n.n.ajn.n a| 142a
11.07.97 1] 3493b 476a 1489b | 4894bl n.n.aj 1046b | n.n.a] n.n.a] 1425b
1l 1530c 168a 1565b | 1627cfn.n.aj 684b I n.n.ajn.n.a] 697b
3. Schnitt | 327a 59a 113a | 171a]ln.n.aj] 43a |n.najnna] 89a
12.08.97 1] 3254b 243a 1743b J4773bl n.n.aj 1079b | n.n.aj n.n.a] 1197b
1l 3878c 235a 2827c | 1865cIn.n.aj 1098b I n.n.ajn.n.a]1238b
GDKuIturvariante (5 %) 535:5
GDKuIturvariante (1 %) 718:3
GDKuIturvariante (0;1 %) 958:6

a, b, ¢) Werte, die vom gleichen Buchstaben gefolgt werden, unterscheiden sich nicht signifikant
Kulturvariante | = Klimakammer 17 °C/10 °C; Kulturvariante Il = Klimakammer 27 °C/19 °C;
Kulturvariante Ill = Gewéachshaus

Beim zweiten und dritten Schnitt waren die Ergebnisse vergleichbar. Fir die Sorte Campania und
die Okotypen R6 52, R6 169 ind Rd 176 wurden keine Differenzierungen im Lolitrem B-Gehalt
zwischen den einzenen Kulturvarianten festgestellt. Bei den Sorten Yatsyn, Kerdion, 82/83 und
dem Okotyp RO 119 wurde im zweiten und dritten Schnitt eine Differenzierung zwischen den
Kulturvarianten I, 1l und der Kulturvariante | gefunden. Die Lolitrem B-Gehalte fur die
Kulturvariante | variierten bei diesen Prifgliedern zwischen 43 und 489 ug/lkg TM. Sie waren
signifikant geringer as die Lolitrem B-Gehalte der entsprechenden Sorten und Okotypen der
Kulturvariante Il und III'. Hier variierten die Lolitrem B-Gehalte awischen 684 pg/kg TM und
4894 ng/lkg TM. Zudem wurde bel den Sorten Yatsyn, 82/83 (2. Schnitt) und bel den Sorten
Y atsyn, Kerdion, 82/83 (3. Schnitt) eine Differenzierung des Lolitrem B-Gehaltes zwischen den
Kulturvarianten Il und Il festgestellt.

Bemerkenswert sind de gefundenen Ergebnisse fir die ruménischen Okotypen R6 52, R6 169
und RO 176. Bei diesen Okotypen wurde bei keinem Schnitt Lolitrem B nachgewiesen. Trotz der
100 %igen Besiedlung mit dem Pilz N. lolii fuhrte auch die 12-wdchige Kultur bei einer
Tagestemperatur von 27 °C (Kulturvariante 1) nicht zu einer nachweisbaren Lolitrem B-
Produktion.

In Abb. 37 sind de Ergebnissee ds Graphik dargestellt.
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Abb. 37 Lolitrem B-Gehalte in pg/kg TM verschiedener Lolium perenne-Sorten und
-Okotypen bei drei verschiedenen Kulturvarianten in 1997

4.8.2. Einflussder Temperatur auf den Lolitrem B-Gehalt sowie der Verteillung von
Lolitrem B innerhalb der Pflanze

In Tab. 28 sind de emittelten Lolitrem B-Gehalte von unterschiedlichen Pflanzensektionen der L.
perenne-Sorten Yatsyn, Embassy und Nui bel zwe verschiedenen Temperaturvarianten
zusammengefasg.

Die datistische Auswertung zegte, dass es zwischen der Temperaturvariante | und Il, den
verschiedenen Sektionen der Pflanzen und auch innerhalb der Sorten signifikante Unterschiede
gab.

Die ehatenen mittleren Lolitrem B-Gehalte fur die beiden Temperaturvarianten waren hochst
sgnifikant unterschiedlich (GDremperatunvariane (P=0,1 %) = 610 pg/kg TM). Bel der kélteren
Temperatur (Klimakammer 17 °C/10 °C) wurde an mittlerer Lolitrem B-Gehalt von 406 pg/kg
TM ermittelt. Dieser war hochst signifikant kleiner als der mittlere Lolitrem B-Gehalt der
Temperaturvarianten [I. Der mittlere Lolitrem B-Gehat bei der warmeren Temperatur
(Klimakammer 27 °C/19 °C) lag bel 2650ug/kg TM.

Auch inrerhalb der Sektionen der Pflanzen zeigten sich hichst signifikante Unterschiede beim
Lolitrem B-Gehalt (GDseiion (p=0,1 %)= 747 pg/kg TM). In der Blattscheidensektion war der
mittlere Lolitrem B-Gehat mit 2869 pgkg TM am hochsten, gefolgt von der
Blattspreitensektion, hier fand sich ein mittlerer Lolitrem B-Gehalt von 1190 pg/kg TM. Die
geringsten Lolitrem B-Gehalte fanden sich in der Wurzdsektion. Hier lag der mittlere Lolitrem B-
Gehalt bei 525ug/kg TM.

Bel den Sorten zegte die Sorte Yatsyn mit 2661 pg/kg TM den hochsten mittleren Lolitrem B-
Gehalt. Fur die Sorte Embassy wurde eén mittlerer Lolitrem B-Gehalt von 1542 ug/kg TM und
fur die Sorte Nui ein durchschnittlicher Lolitrem B-Gehalt von 382 ug/lkg TM ermittelt. Bel einer
Grenzdifferenz von GDsote (p=0,1 %)= 747 ug/lkg TM waren die Mittelwerte der einzenen
Sorten zueinander héchst signifikant unterschiedlich.
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Tab. 28 Lolitrem B-Gehaltein pg/kg TM von verschiedenen Sektionen von Lolium
perennein Abhangigkeit von der Temperatur und von der Sorte nach
vierwochiger Kultur in der Klimakammer (25 Pflanzen pro Sorte, n = 4) in 1997

Sorte Sektion Lolitrem B-Gehalt in pg/kg TM?
Temperaturvariantel Temperaturvariantell
17 °C/10 °C (Tag/Nacht) | 27 °C/19 °C (Tag/Nacht)
Blattspreite 374 4385***
Yatsyn Blattscheide 1484 7597***
Wurzd 64 2061***
Blattspreite 210 1724**
Embasy/ | Blattscheide 1337 5244***
Wurzd 57 677
Blattspreite n. b. 447
Nui Blattscheide 130 1424*
Wurzd n. b. 293
G DTemperaIurvariante (5 %) 924
GDTemperaIurvariante (1 %) 1296
GDTemperaIurvariante (0;1 %) 1830

* = dignifikante Unterschiedep = 5-1 %

** = ggnifikante Unterschiede p = 1-0,1 %
**x = ggnifikante Unterschiedep < 0,1 %
n. b. = nicht bestimmbar

%= Mittelwert aus vier Wiederholungen

Im einzenen waren die Ergebnisse wie folgt:

Bel der Sorte Yatsyn waren unter den Bedingungen der Temperaturvariante Il die hdchsten
Lolitrem B-Gehalte a1 verzachnen. In allen drei Sektionen der Pflanze Blattscheide, Blattspreite
und Wurzdn waren die Lolitrem B-Gehalte hochst signifikant hdher als bel den Sektionen der
Vergleichsvarianten. Mit 7597 pg/kg TM war der hochste Lolitrem B-Gehdt in der
Blattscheidensektion zu beobaditen. In der Blattspreitensektion fand sich ein Lolitrem B-Gehalt
von 4385 ug/lkg TM; in der Wurzdsektion wurde an Lolitrem B-Gehalt von 2061 pg/kg TM
gefunden. Bel der niedrigeren Temperatur wurden in der Blattscheidensektion der Sorte Yatsyn
ein Lolitrem B-Gehalt von 1484 pg/kg TM ermittelt. Die Blattspreiten- und Wurzdsektion
zagten Lolitrem B-Gehalte von 374 bzw. 64 pg/kg TM.

Bel der Sorte Embassy war in der Blattscheiden- und Blattspreitensektion der Lolitrem B-Gehalt
fur die Temperaturvariante Il signifikant hoher as bei der Vergleichsvarianten. In der
Blattscheiden- bzw. Blattspreitensektion fanden sich bel der héheren Temperatur Lolitrem B-
Gehalte von 5244 bzw. 1724 ug/kg TM. In der Wurzdsektion lag der Lolitrem B-Gehalt bei 677
Hg/kg TM. Be der niedrigeren Temperatur ergaben sich fur die Sorte Embass/ in der
Blattscheiden-, Blattspreiten- und Wurzdsektion Lolitrem B-Gehalte von 1337, 210 bzw.
57 pg/kg TM.

Bel der Sorte Nui war bel der hoheren Temperatur der Lolitrem B-Gehat in der
Blattscheidensektion signifikant hoher as in  der gleichen Sektion der kdteren
Vergleichsvarianten. In der Blattscheiden- bzw. Blattspreitensektion waren die Lolitrem B-
Gehalte 1424 bzw. 447 pug/kg TM. In der Wurzdsektion wurde an Lolitrem B-Gehalt von 293
Hg/kg TM gefunden. Bel der niedrigeren Temperatur wurde bei der Sorte Nui mit 130 ug/lkg TM
nur in der Blattscheidensektion eine nachweisbare Menge Lolitrem B festgestellt. In der
Blattspreiten- und Wurzdsektion war unter den kélteren Bedingungen kein Lolitrem B
bestimmbar.
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Abb. 38 Lolitrem B-Gehalte in pg/lkg TM von verschiedenen Sektionen von Lolium
perenne in Abhangigkeit von der Temperatur und von der Sorte nach
vierwochiger Kultur in der Klimakammer (25 Pflanzen pro Sorte, n = 4) in 1997

4.9. M 6dliche neue innovative Verfahren zum Nachweis von Neotyphodium in
Karyopsen

4.9.1. Zusammenhang zwischen Lolitrem B-Gehalt und Neotyphodium-Besiedlung
im Saatgut unterschiedlicher Sorten und Okotypen von L. perenne

Bel 35 Saagutproben (29 Saagutproben der rumanischen Okotypen und seds Saagutproben
von L. perenne-Sorten) wurde keine N. lolii-Besiedlung festgestellt. In keiner dieser
neotyphodium-negativen Proben konnte Lolitrem B nachgewiesen werden.

In 40 Saagutproben (24 Saagutproben der rumanischen Okotypen und 16 Saagutproben der L.
perenne-Sorten) wurde ane N. lolii-Besiedlung festgestellt. Die N. lolii-Besiedlung variierte hier
von 2 bis 10C %. Bei 19 Saagutproben (zwei L. perenne-Sorten und 17 ruménische Okotypen)
lag de N. lolii-Besedlungsrate awischen 81 und 100 %. Bei sieben Proben der ruménischen
Okotypen war die N. lolii-Besiedlung 100 %. Bei vier Saagutproben (drei L. perenne-Sorten
und ein rumanischer Okotyp) lag de N. lolii-Besiedlungsrate awischen 61 wnd 80 %. Zwei
Saagutproben (eine L. perenne-Sorte und ein rumanischer Okotyp) zeigten eine N. lolii-
Besiedlungsrate von 43 bzw. 56 %. Drei Saagutproben von L. perenne-Sorten zegten eine N.
lolii-Besiedlungsrate, die awischen 21 und 40 % lag. In 12 Saagutproben (sieben L. perenne-
Sorten und ein ruméanischer Okotyp) war die N. lolii-Besiedlungsrate unterhalb von 21 %.

Bel den 12 Saagutproben, die ene N. lolii-Besiedlung zwischen 1 und 20% aufwiesen, variierten
die emittelten Lolitrem B-Gehalte awvischen nicht nachweisbar und 1724 ug/lkg TM. In funf
Sadagutproben konnte kein Lolitrem B nachgewiesen werden.
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Bel einer N. lolii-Besiedlung zwischen 21 und 40 % (drei Saagutproben) variierte der Lolitrem
B-Gehalt zwischen 1269 uwnd 2722 ug/kg TM. Bel dieser Gruppe war in alen Saagutproben
Lolitrem B nachweisbar.

Bel den beiden Saagutproben mit einer N. lolii-Besiedlung zwischen 41 und 60% wurden bei der
L. perenne-Sorte K 4246 ug/lkg TM Lolitrem B nadhgewiesen, in der Probe des rumanischen
Okotyps R6 169 war kein Lolitrem B nachweisbar.

Bel den vier Saagutproben, die ane N. lolii-Besiedlung zwischen 61 und 80% hatten, variierten
die gefundenen Lolitrem B-Gehalte awischen nicht nachweisbar bei der Probe des ruménischen
Okotyps R6 176 uind 6390ug/kg TM bei der L. perenne-Sorte C.

Bel den 19 Saagutproben, die @ne N. lolii-Besiedlung zwischen 81 und 100% hatten, variierten
die gefundenen Lolitrem B-Gehalte avischen nicht nachweisbar und 6595ug/kg TM in der Sorte
A. In 12 Saagutproben (alles Proben der rumanische Okotypen) konnte trotz dieser sehr hohen
Besiedlungsraten kein Lolitrem B nadhgewiesen werden. Die genauen Ergebnisse sind im Anhang
in Tab. 34 zusammengestellt.

In Abb. 39 sind de Lolitrem B-Gehalte der Saagutproben den entsprechenden N. lolii-
Besiedlungsraten gegenibergestellt. Aus dieser ist zu entnehmen, dass zwischen der N. lolii-
Besiedlungsrate und dem Lolitrem B-Gehalt keine Korrelation besteht (Bestimmtheitsmal3 =
0,1612 Peason-Korrelationskoeffizient = 0,4015.
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Abb. 39: Korrelation zwischen dem Lolitrem B-Gehalt in pglkg TM und der

Neotyphodium-Besiedlungsrate in % der 75 untersuchten Saatgutproben der
Lolium perenne-Sorten und -Okotypen aus Rumanien in 1997
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4.9.2. Einsatz der NIR-Spektroskopie zur Bestimmung der Neotyphodium-
Besiedlung in L. perenne

In Tab. 29 sind die e@mittelten Neotyphodium-Besiedlungsraten der 18 untersuchten L. perenne
Sadgutproben zusammengestellt.

Tab. 29: Neotyphodium-Besiedlung in % von 18 werschiedenen Lolium perenne-Sorten,
ermittelt mit Hilfe der Anilinblau-Farbung (Untersuchungsumfang: 100
Karyopsen pro Sorte)

Bezeichnung der L. perenne-Sorte® | Neotyphodium-Besiedlung in %
Yatsyn HE 83
Embassy HE 72
Embass/ LE 2
Nui HE 78
Ip21-1-F 36
Ip1-1-R 92
Ip30-1-F 0
Ip9-1-F 12
Ip231-R 3
Ip6-1-R 34
Ip2-1-F 0
Ip351-R 43
Ip16-1-R 31
Ip288-F 15
Ip5-1-R 75
Ip37-1-F 8
Ip37-2-F 11
Ip381-F 12

2~ teil wei se wurden die Bezeichnungen der L. perenne-Sorten auf Wunsch des Zichters verschl issit.

Ein Vergleich der Spektren beider Versuchsreihen zegte, dassdurch die Vermahlung der Proben
keine ausétzlichen Informationen gewonnen werden. Die Ergebnisse der unvermahlenen Proben
waren identisch mit denen der vermahlenen Proben. Die Abb. 40 zagt die NIR-Spektren der 18
vermahlenen Saagutproben.
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Die Tab. 30 zdgt die Ergebnise der Kalibration sowie die Vorhersage fur die ,,unbekannten*
Proben. Die Kalibration erfolgte mit Hilfe anes Software-Programnms. Das beste Ergebnis
ermittelte die Software fir eine PLSR-Kalibration (Partial Least Squares Regresson mit 10
Faktoren). Der Multiple Korrelationskoeffizient (MKK) und der Standardfehler der Kalibration
(SEC) sind dann sehr gut.

MKK = 0,99
SEC =4,98
SEP =575

Jedoch ist die Vorhersage fur neue ,,unbekannte” Proben, der Standardfehler der Analyse (SEP)

nicht zufriedenstellend. Fir die Probe NuiLE mit einer Neotyphodium-Besiedlung von 0 % wird
beispielsweise @ne Neotyphodium-Besiedlung von ca 100 % berechnet.

Absorbance Kalibrationsproben, vermahlen
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Abb. 40: NIR-Spektren der 18 untersuchten Lolium perenne-Sorten
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Tab. 30: Probekalibrierung mit 18 verschiedenen Lolium perenne-Sorten sowie
Beredhnung fr vier ,,unbekannte” Proben

Probe N. lolii-Besiedlung in %, N. lolii-Besiedlung in %, Differenz
Ist-Wert, Anili nblau-Farbung berechnet nach Kalibration
Yatsyn HE 83 77,85 -5,15
90,55 7,55
Embassy HE 72 71,04 -0,96
66,21 -5,79
Embassy LE 2 5,14 3,14
7,22 5,22
Nui HE 78 80,33 2,33
75,15 -2,85
Ip21-1-F 36 39,70 3,70
37,64 1,64
Ip1-1-R 92 84,35 -7,65
90,65 -1,35
[p30-1-F 0 -2,41 -2,41
-0,71 -0,71
Ip9-1-F 12 14,14 2,14
10,91 -1,09
Ip23-1-R 3 8,20 5,20
4,54 1,54
Ip6-1-R 34 35,23 1,23
28,93 -5,07
Ip2-1-F 0 -4,97 -4,97
-3,02 -3,02
[p35-1-R 43 51,04 8,04
48,91 5,91
Ip16-1-R 31 32,97 1,97
30,23 -0,77
[p28-8-F 15 15,45 0,45
12,10 -2,90
Ip5-1-R 75 72,66 -2,34
75,61 0,61
Ip37-1-F 8 7,82 -0,18
12,84 4,84
Ip37-2-F 11 6,45 -4,55
1,35 -9,65
Ip38-1-F 12 14,90 2,90
15,00 3,00
Beredhnung der Neotyphodium-Besiedlung bei ,, unbekannten* Proben
Nui LE 0 102,23 102,23
99,37 99,37
Yatsyn LE 0 21,96 21,96
11,46 11,46
Ip14-1-F 0 -16,29 -16,29
-16,24 -16,24
Ip10-1-R 0 -49,16 -49,16
-50,53 -50,53
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Die Abb. 41 zeigt die NIR-Spektren der neotyphodium-besiedelten und der nicht besiedelten
Probe der Sorte Y atsyn.
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L. perenne Sorte Yatsyn; Neotyphodium-Besiedlung: 83 %
L. perenne Sorte Y atsyn; Neotyphodium-Besiedlung: 0 %

Abb. 41: NIR-Spektren der neotyphodium-besiedelten und der neotyphodium-freien
Lolium perenne-Sorte Yatsyn

Die demometrische Auswertung der NIR-Spektren der neotyphodium-besiedelten und
neotyphodium-freien Variante der L. perenne-Sorte a@gab keinerlei signifikanten Unterschiede.
Auch bei der zweiten Ableitung mit optimalen Parametern waren keine signifikanten Unterschiede
festzustellen. Die a1 beobadhtenden Unterschiede bel der zweiten Ableitung sind aus<chlief3lich
auf Scattering-Effekte auriickzufihren. Diese wirden auch bei Wiederholungsmessingen an ein
und derselben Probe auftreten. Die Abb. 42 zeigt die aveiten Ableitungen der NIR-Spektren der
beiden vermessenen Varianten.
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Abb. 42: Zweite Ableitungen der NIR-Spektren der neotyphodium-besiedelten und der
neotyphodium-freien Lolium perenne-Sorte Yatsyn
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5. Diskusson

5.1. Vorkommen von N. lolii in Sorten und Okotypen von L. perenne

Die Untersuchungen zum Vorkommen des Pilzes N. lalii in L. perenne-Sorten zegten, dassnur
wenige Sorten bei nur geringen Besiedlungsraten besiedelt waren. In 10 der 84 untersuchten L.
perenne Futtergras-Sorten der Beschreibenden Sortenliste fanden sich Neotyphodium-Pilze. Die
Besiedlungsraten lagen zwischen 2 und 15 %. In der Tab. 31 sind dese Ergebnise den
Ergebniseen anderer Untersuchungen gegentibergestellt.

Tab. 31: Vorkommen von Neotyphodium lolii im Saatgut europdischer Lolium perenne-

Sorten
Anzahl Anzahl Bereich der
untersuchter besedelter | Besedlungsrate Referenz
L. perenne-Sorten | Sorten in %

38 1 - LEwIS& CLEMENT, 1986
16 4 1-20% LATCHet a., 1986
68 8 1-28% DAPRRICH €t ., 1994
84 10 1-15% eigene Untersuchungen, 1997

Die Untersuchung der 36 hollandischen L. perenne-Sorten konnte hier nicht berlicksichtigt
werden, da sie nicht reprasentativ war. Bel dem Uberwiegenden Tell dieser hollandischen Sorten
wurde éne Neotyphodium-Besiedlung vermutet. Aus Tab. 31 ist ersichtlich, dass die hier
vorgestellten Ergebnisse mit den Untersuchungen anderer Forschergruppen gut Gbereinstimmen.
Allgemein lasg sich feststellen, dassin europdischen L. perenne-Sorten der endophytische Pilz N.
lolii nur selten vorhanden war. Gleichzatig wurden in den besiedelten Sorten rur geringe
Besiedlungsraten gefunden. In alen der oben aufgefiihrten Untersuchungen lagen die
Besiedlungsraten unterhalb von 30 %.

Im Gegensatz hierzu waren die Okotypen von L. perenne aus Ruménien wesentlich mehr mit dem
Pilz N. lolii besiedelt. Im Saagut der ruméanischen Okotypensammiung wurde in 24 cer 53
untersuchten Proben der endophytische Pilz N. lolii nadchgewiesen. Die Besiedlungsraten
variierten von 3 his zu 100%. Auch dieses Ergebnis fligt sich gut in die Beobadhtungen anderer
Forschergruppen ein. Tab. 32 zdgt einen Uberblick tiber das Vorkommen von Neotyphodium spp.
in Wildpopulationen von Lolium spp. in Europa.
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Tab. 32 Vorkommen von Neotyphodium lolii in Wildpopulationen von Lolium spp. in
Europa

Land Anzahl Anzahl Bereich der unter- Referenz

untersuchter | besiedelter | Besiedlungs- | suchtes

Populationen | Populationen | ratein % | Material
*

Tschedos- 4 1 2 P SACKVILLE-HAMILTON €t

lowakel a., 1993

England 28 17 3-72 K,P |TYLEREt dl., 1981

Irland 28 11 5-35 K TYLER €t a., 1982

Wales 11 5 1-75 K,P |TYLEREt al., 1982

Frankreich 255 188 1-100 K CHARMET et a.,1990

Frankreich 262 188 - K GRAND-RAVEL, 1997

Deutschland 38 33 1-80 P OLDENBURG, 1994

Italien 24 14 5-76 K BALFOURIER &
CHARMET, 1991

Portugal 14 12 3090 K LEwISet. al., 1997

Rumanien 11 11 1570 K TYLER €t a., 1981

Rumanien 53 24 3-100 K eigene Untersuchungen,
1997

Spanien 76 57 5-95 K LEwIS et al., 1997

Schweiz 21 1 5 K TYLER et al., 1982
CHORLTON & RHODES,
1983

K = Karyopsen, P = Pflanzentriebe

Der Pilz Neotyphodium konnte in fast alen Landern Europas in Okotypen der Lolium spp.
nachgewiesen werden. Im Vergleich zu den Sorten liegen die Besiedlungsraten in den Okotypen
wesentlich hoher.

Die Untersuchungen zur Variabilitét der Neotyphodium-Besiedlung innerhalb einer L. perenne-
Sorte a@gaben nur eine geringe Variabilitdt in der Neotyphodium-Besiedlung. So betrugen z. B.
die Standardabweichungen der Neotyphodium-Besiedlung bel den Sorten Ip29-F und Ip21-F
jeweils nur 3 %, obwohl die verschiedenen Saagutpartien unterschiedliche Vermehrungsorte
besal3en. Dieses geht im Widerspruch zu Untersuchungen von DAPFRICH (1996 und EGGESTEIN
(1997, die bei ihren Untersuchungen eine grof¥e Variabilitéat in der Neotyphodium-Besiedlung
festgestellt haben. Die Neotyphodium-Besiedlung ist somit sicherlich rnicht vergleichbar mit einer
genetisch bedingten Sorteneigenschaft. Jedoch zegen die Untersuchungen, dasses flr eine Sorte
bzw. Population einen ,,ideden Bereich" der Neotyphodium-Besiedlung gbt. In diesem Bereich ist
der Nutzen der mutualistischen Symbiose awvischen dem PFilz und der Pflanze grofier as der
Energieaufwand, der fur die Symbiose aifgebradht werden muss Es ist davon auszugehen, dass
die Neotyphodium-Besiedlung immer mehr zu einem charakteristischen Merkmal in der
Sadgutwirtschaft wird. Denn rach dem heutigen Kenntnisgand koénnen die fur die
Lebensfahigkeit des Neotyphodium-Pilzes bedrohlichen Faktoren, wie Langzeatlagerung, hohe
Luftfeuchtigkeit und hohe Temperaturen, wenn ritig, weitgehend ausgeschlossen werden.

Bel Betradhtung der Tab. 31 und Tab. 32 wird deutlich, dassin den europdischen L. perenne-
Sorten eine wesentlich geringere Anzahl mit dem Pilz Neotyphodium besiedelt ist als bei den
Wildpopulationen der entsprechenden Lolium-Arten. Uber diese Diskrepanz awischen der
Besiedlungsstuation bei den Sorten und den entsprechenden Okotypen wurde auch in der
Literatur berichtet. So fand LATCH et a. (1987, dasskommerzielle Sorten einen geringeren Befall
mit dem Pilz Neotyphodium aufwiesen als Wildpopulationen der entsprechenden Lolium- und
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Festuca-Arten. Auch CAGAS (1991) kam =zu vergleichbaren Ergebnisen. Er fand in
Rohrschwingel-Okotypen einen bedeutend hoheren Befall mit dem Pilz Neotyphodium als in den
Sorten der gleichen Art. Nach OLDENBURG (1994 waren 87 % des in Deutschland untersuchten
Dauergrinlands mit dem Pilz Neotyphodium besiedelt. Die Ursachen fir diese Diskrepanz liegen
wahrscheinlich in der modernen Graserzichtung begrindet. OSTBOMKE (1998 hatte in seinen
umfangreichen Arbeiten festgestellt, dass vor alem die Selektion und bel unginstigen
L agerungsbedingungen die Lagerung des Saagutes einen starken Einflussauf die Neotyphodium-
Besiedlung ausiibten. Dagegen Hieb die Neotyphodium-Besiedlung wahrend der vegetativen und
generativen Phase der Graser weitgehend stabil. LATCH et al. (1987 sah vor alem in der
Lagerung des Sadgutes vor der erneuten Aussd die Ursache fur die Verbreitung der
neotyphodium-freien Sorten.

Die Vitalitatsuberprifung der 24 besiedelten Populationen von L. perenne aus Ruméanien ergab
keinen starken Rickgang in der Neotyphodium-Besiedlung. Wahrend der gut zweijdhrigen
Lagerung bei 10 bis 22 °C und einer relativen Luftfeuchtigkeit von ca 30 % wurde somit kein
starker Verlust der Vitaitd von N. lolii im Saagut der ruménischen Wildpopulationen
festgestellt. Dieses zdgt, dass die durch die Lagerung bedingten Verluste in der Neotyphodium
Vitalitét durch gedgnete Lagerungsbedingungen weitgehend minimiert werden konnen.

5.2. Einfluss der Neotyphodium-Besiedlung auf die Ertragsbildung von L. perenne

Die Ergebnise der in den Jahren 1996 bis 1998 am Standort Merklingsen mit den
neusedandischen L. perenne-Sorten Yatsyn, Embass/ und Nui durchgefiihrten Freilandversuche
deuten auf eine Ertragsiiberlegenheit der neotyphodium-besiedelten Sorten hin. Nacdh den
Ergebnisen hat der Pilz N. lolii einen postiven Einfluss auf die Ertragsbildung. Beim
Frellandversuch mit der Sorte Yatsyn hette die neotyphodium-besiedelte Variante in den
Nutzunggahren 1997 uwd 1998 enen tendenzielen Trockenmasse-Mehrertrag als die
neotyphodium-freie Vergleichsvariante. Zudem war der Trockenmasse-Ertrag der neotyphodium-
besiedelten Variante jeweils im ersten Schnitt der Nutzunggahre 1997 und 1998signifikant hther
als der Trockenmasse-Ertrag der neotyphodium-freien Vergleichsvariante. Auch die Ergebnise
des Freilandversuches mit den Sorten Y atsyn, Embass/ und Nui unterstiitzen die These, dassder
Pilz N. lolii einen positiven Einfluss auf den Trockenmasse-Ertrag besitzt. In vier von neun
madglichen Fallen beim ersten Schnitt sowie in einem Fall beim zweiten Schnitt des Jhres 1998
war die Ertragsiiberlegenheit der neotyphodium-besiedelten Variante signifikant. Es wurde kein
Fall registriert bei dem die neotyphodium-freie Variante eénen signifikanten Mehrertrag lieferte.
Diese Ergebnisse zegen, dassunter den in Deutschland herrschenden Klimabedingungen sich die
Présens des Pilzes N. lolii in den L. perenne-Sorten positiv auf die Ertragsbildung auswirken
kann. Bei der Beurteilung dieser Ergebnis ist jedoch zu beaditen, dassdie Freilandversuche mit
neusedandischen Sorten durchgefihrt worden sind. Dies war leider notwendig, da es auf den
europdischen Markt noch keine L. perenne-Sorten mit einer hohen Neotyphodium-Besiedlung
gibt.

In der Literatur finden sich viele Berichte aur Ertragsiiberlegenheit der neotyphodium-besiedelten
L. perenne-Pflanzen. Der aussagekréftigste Bericht stamnt von LATCH et al. (1985. Unter
kontrolli erten Bedingungen in Neusedand fanden LATCH et a. (1985 bei den neotyphodium-
besiedelten L. perenne-Pflanzen im Vergleich zu den nicht besiedelten Pflanzen eine signifikante
Erhbhung in der totaen Blattflache, der Anzahl Halme sowie des Blattwadhstums. In
durchgefuhrten Freilandversuchen waren die Ergebnise eher widerspriichlich. LEwIS &
CLEMENTS (1990 fanden in Grofritannien in Frellandversuchen keine Differenzierung beim
Trockenmasse-Ertrag zwischen den neotyphodium-besiedelten und neotyphodium-freien Pflanzen.
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Bel dem Dingungsversuch mit der neotyphodium-besiedelten Sorte Yatsyn kam es bei den
Trockenmasse-Ertragen zu den erwarteten Ergebnisen. Bel der Variante mit der hoheren
Dungung (260 bzw. 240 kg N/ha Jahr) war der Gesamttrockenmasse-Ertrag im Jahr 1997 wnd
1998 signifikant héher als bel der Variante mit der niedrigeren Dingung (130 bzw. 120 kgN/ha
Jahr). Im Jahr 1997 war bei adlen drei Schnitten der Trockenmasse-Ertrag der
dingungsintensiveren Variante signifikant héher. Im Jahr 1998 fand sich diese signifikante
Ertragstiberlegenheit der dingungsintensiveren Variante im ersten und zweiten Schnitt.

Im Dungungsversuch mit den Sorten Yatsyn, Embass/ und Nui lief3en die Schnitte des Jhhres
1998 leine Wedhselwirkung zwischen den Endophytstatus und der Stickstoffdiingung erkennen.
Die Ertragsiiberlegenheit der neotyphodium-besiedelten Varianten war hier beim ersten Schnitt
des Jhres 1998 bei allen drei Dingungsvarianten zu finden. Beim zweiten Schnitt des JBhres
1998 fand sich diese signifikante Ertragsiiberlegenheit bei der hdchsten Dingungsgufe. In der
Literatur liegen hierzu sehr unterschiedliche Hinweise vor. ARCHEVALETA et a. (1989 fand bel
seinen an F. arundinacea-Sorten durchgefiihrten Untersuchungen eine Wedselwirkung zwischen
den Endophytstatus und der Dingung. Erst bei hohen Stickstoffgaben wirkte sich die
Neotyphodium-Préasens in den F. arundinacea Sorten postiv auf die Ertragsbildung aus.
CHEPLICK €t a. (1989 spricht von einer Konkurrenz des Pilzes Neotyphodium und der Pflanze
um die Nahrstoffe. OVERMAN & WILKINSON (1993 konnten in ihren Arbeiten jedoch keine
derartigen Zusammenhange feststellen.

5.3. Bildung von Lolitrem B in neotyphodium-besiedelten L. perenne-Pflanzen

5.3.1. Lolitrem B-Gehalte in Frischmasseproben aus Freilandversuchen

Die in den Freilandversuchen ermittelten Lolitrem B-Gehalte sind sehr unterschiedlich.

Im Frellandversuch (Sorte Ellett) an den Standorten Asendorf und Merklingsen der Jahre 1995
und 1996wurden Lolitrem B-Gehalte avischen nicht nachweisbar und 400 ug/kg TM ermittelt.
An beiden Standorten waren jeweils im August des JBhres die htchsten Lolitrem B-Gehalte au
verzeichnen.

In den Jahren 1997 und 1998wurden bel der Trockenmasse-Ertragsprifung (Sorte Yatsyn) am
Standort Merklingsen Lolitrem B-Gehalte avischen 26 uind 108€& ug/lkg TM ermittelt. Auch im
Dungungsversuch bei der niedrigen Dingungsgufe (130 bzw. 120 kg N/ha Jahr) waren die
ermittelten Lolitrem B-Gehalte vergleichbar. Die Lolitrem B-Gehalte lagen im Bereich zwischen
18 und 1148ug/kg TM. Bei der Variante mit der intensiveren Dingung (260 bzw. 240 kgN/ha
Jahr) zagte die neotyphodium-besiedelte Sorte Yatsyn Lolitrem B-Gehalte, die im Bereich
zwischen 84 wnd 1797 pug/lkg TM lagen. Bel drei der sechs durchgefiihrten Schnitte war der
Lolitrem B-Gehalt bei der dingungsintensiveren Variante signifikant erhéht. Diese Ergebnisse
zagten einen deutlichen Einfluss der Dingung auf den Lolitrem B-Gehat. Mit Zunahme der
Dungung erhdhte sich auch der Lolitrem B-Gehalt. Von Bedeutung ist weiterhin die Betrachtung
der Einzdergebnise der Parzdlen bel der dingungsintensiveren Variante beim zweiten und
dritten Schnitt des Jhres 1997 Bei beiden Schnitten lag der ermittelte Lolitrem B-Gehalt in
jeweils zwei Parzdlen oberhalb der toxischen Dosis von 2000 ug/kg TM, die auim Ausbruch der
Weidetiererkrankung ,ryegrass saggers' fuhren konnten. Es wurde eén Maximalwert von
247C png/kg TM erreicht.

Auf den ersten Blick widerspredien die Ergebnisse des Freilandversuches mit den Sorten Y atsyn,
Embassy und Nui der zuvor gemadten Behauptung, dass eine hdhere Dingung auch zu einem
héheren Lolitrem B-Gehalt in der Pflanze fiihrt. Nur im ersten Schnitt des Jhres 1998 lonrte bei
der Sorte Embassy dieser positive Einfluss der Dingung auf den Lolitrem B-Gehalt festgestellt
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werden. Hier hatte die Variante mit der héchsten Dingungsgabe auch den hochsten Lolitrem B-
Gehalt. Zu den anderen Schnittterminen war der Trend eher umgekehrt. So wurde bei den Sorten
Embassy und Yatsyn in insgesamt drei Fallen ein signifikant hoherer Lolitrem B-Gehalt bei der
dingungsarmeren Variante festgestellt.

Diese Ergebnisse zegen, dass der Lolitrem B-Gehalt von vielen Parametern beanflusg wird.
Neben der Witterung, Diingung, Sorte spielen sicherlich noch weitere Faktoren wie z B. auch die
Schnitthaufigkeit eine wichtige Rolle. Die Ergebnisse der beiden Diingungsversuche lassen sich
somit auch rur schledt miteinander vergleichen und veralgemeinern. Beim ersten
Dungungsversuch mit der geringen Schnitthaufigkeit (drei Schnitte pro Nutzunggahr) wurde en
deutlicher Einfluss der Dingung auf den Lolitrem B-Gehalt in der Pflanze festgestellt. Bei der
hoheren DiUngungsvariante wurden in den meisten Fallen auch signifikant héhere Lolitrem B-
Gehdlte gefunden. Beim zweiten Dungungsversuch mit der hoheren Schnitthaufigkeit (fUnf
Schnitte pro Nutzunggahr) war es umgekehrt.

5.3.2. Einflussder Witterung auf den Lolitrem B-Gehalt

Im folgenden werden die in den Frellandversuchen ermittelteten Lolitrem B-Gehate mit den
Witterungsdaten (siehe Anhang Abb. 47 bis Abb. 51) der einzdnen Versuchgahre in
Zusammenhang gebradht. Hierdurch soll der Einfluss der Witterung auf den Lolitrem B-Gehalt
verdeutlicht werden.

5.3.2.1. Frellandversuch mit L. perenne am Standort Merklingsen von 1994
bis 1996

Versuchgahr 1995

Am 16.05.1995 erfolgte der erste Schnitt beim Frellandversuch mit der L. perenne-Sorte Ellett.
Nad den langjéahrigen Mittelwerten waren die Monate Januar, Februar und April 1995 zu warm
und zu nass Der Monat Maz zeachnete sich dadurch aus, dass er im Vergleich zu den
langjéhrigen Mitteln zu kalt und zu nass war. Die @ste Maidekade bradite frihlingshafte
Temperaturen, danach wurde es um die Zeit der ,Eisheiligen” regnerisch und kihl. In diese Zeit
fiel der erste Schnitt. In der neotyphodium-positiven L. perenne-Variante wurde kein Lolitrem B
nadhgewiesen. Die in den ersten viereinhalb Monaten erreichten Temperaturen reichten nicht aus,
um nadchweisbare Mengen Lolitrem B zu produzieren.

Der zweite Schnitt fand am 12.07.1995 statt. Hier wurde en Lolitrem B-Gehalt von 356 ug/kg
TM ermittelt. Der gegentiber dem ersten Schnitt hohere Lolitrem B-Gehalt ist auf die hoheren
Temperaturen zuriickzufihren. So wurde e in der letzten Maidekade wesentlich warmer.
Dagegen war der Juni 1995zu trocken und zu kalt. Die mittlere Tagestemperatur des dini 1995
betrug 142 °C und lag mithin 1,2 °C unter dem Mittelwert. Der Monat Juli 1995war nach den
Mittelwerten zu trocken und zu warm. Die mittlere Tagestemperatur betrug 203 °C und lag
mithin um 3,2 °C Uber der des Mittels. An Niederschlégen fielen im Juli 1995 44mm, 53 % des
Mittels. Der August 1995war nach den Monatswerten im Hellwegraum Soest zu warm und zu
nass Die mittlere Tagestemperatur betrug 19°C und lag mithin um 2,7 °C Uber der des Mittels.
Die Niederschlagsmenge betrug 99mm, 118 % des Mittels. Der September 1995war zu nassund
zu kihl, der Oktober 1995 nach den Mittelwerten zu warm und zu trocken. Die beiden letzten
Monate November 1995 und Dezember 1995waren zu trocken und zu kalt im Vergleich zu den
langjéhrigen Mitteln.
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Versuchgahr 1996

Im Vergleich zu den langjahrigen Mitteln waren die Monate Januar, Februar und Mérz des Jhhres
1996 zu kalt und zu trocken. Der April war warmer als das langjdhrige Mittel. Die mittlere
Tagestemperatur betrug 88 °C und lag um 1,3 °C Uber der des Mittels. Mit 7,1 mm
Niederschlage wurde das Mittel zu 13 % erreicht. Der April war zu trocken. Die mittlere
Tagestemperatur des Mai betrug 108 °C und lag um 1,5 °C unter der des Mittels. Die
Niederschlage im Mai lagen mit 58,7 mm im Bereich des langjdhrigen Mittels, das Mittel wurde
zu 105% erreicht. Am 31. Ma 1996wurde der erste Schnitt des Jhres 1996 duchgefuhrt. In der
neotyphodium-positiven Variante wurde én Lolitrem B-Gehalt von 29 pg/kg TM ermittelt. Im
Vergleich zum ersten Schnitt des Jhhres 1995 lonnten diesmal geringe Mengen Lolitrem B
nadhgewiesen werden. Dies ist wahrscheinlich auf den spéteren Schnitttermin (2 Wochen spéter)
zurickzufthren.

Im Juni 1996lag de mittlere Tagestemperatur bei 15,2 °C, 0,2 °C unter dem langjahrigen Mittel.
Mit 32,7 mm Niederschlage wurden 44 % des Mittels erreicht. Im Juli 1996 betrug de mittlere
Tagestemperatur 15,7 °C, selag um 1,3 °C unter der des Mittels. Die Niederschlidge im Juli 1996
waren mit denen des langjahrigen Mittels vergleichbar, es fielen 80,9 mm, dies entsprach 97 % des
Mittels. Die mittlere Tagestemperatur des August 1996betrug 17°C, sie lag um 0,4 °C Uber der
des Mittels. Weiter war der August zu nass die Niederschlagsmenge betrug 984 mm, 117 % des
Mittels. In der ersten Dekade des Augustes, am 09.08.1996 wurde der zweite Schnitt
durchgefiihrt. In der neotyphodium-positiven L. perenne-Variante wurde en Lolitrem B-Gehalt
von 374 pg/kg TM nadchgewiesen. Der Monat September 1996 war zu kalt und zu trocken. Die
mittlere Tagestemperatur betrug 113 °C, 2,6 °C unter dem Mittel. Die Niederschlagsmenge
betrug 458 mm, 75 % des Mittels. Anfang Oktober 1996 am 03.10.1996 wurde der dritte
Schnitt durchgefuhrt. Gegentiber dem zweiten Schnitt des gleichen Jahres ist der Lolitrem B-
Gehat wieder stark zuriickgegangen. Dieses ist auf den Rickgang der Temperatur
zurlckzufuhren. In der neotyphodium-positiven L. perenne-Variante wurde an Lolitrem B-Gehalt
von 48 ug/lkg TM ermittelt. Die mittlere Tagestemperatur lag im Oktober 1996 bei 10,0 °C, 0,1
°C Uber dem Mittel. Die Niederschlagsmenge betrug im Oktober 70,3 mm, 119 % des
langjéhrigen Mittels. Der Monat November war im Vergleich zum langjdhrigen Mittel zu nass
Der Dezenber war zu kalt und zu trocken.

5.3.2.2. Frellandversuch mit L. perenne am Standort M erklingsen von 1996
bis 1998

Versuchgahr 1997

Die Durchschnittstemperaturen lagen im Februar und Méarz des JBhres 1997 weit ber dem
langjéhrigen Mittel. Mit 8 mm fielen im Januar sehr geringe Niederschlidge. Dagegen waren der
Februar und Mé&rz durch hohe Niederschlagsaummen gekennzechnet. Der Méarz 1997 war im
Vergleich zu den langjdhrigen Mitteln zu warm und zu trocken. Die mittlere Tagestemperatur lag
bei 6,6 °C, 2,1 °C tber dem Mittel. Die Niederschlagsmenge betrug 28mm, 74 % des Mittels. Die
mittlere Tagestemperatur im April betrug 74 °C, 0,1 °C unter dem Mittel. Die
Niederschlagsmenge betrug 36 mm, 67 % des Mittels. Die mittlere Tagestemperatur im Mai
betrug 130 °C, 0,7 °C uber dem Mittel. Die Niederschlagsmenge betrug 50 mm, 89 % des
Mittels. Am 26.05.1997wurde der erste Schnitt durchgefiihrt. Die emittelten Lolitrem B-Gehalte
der neotyphodium-positiven L. perenne-Varianten (Sorte Yatsyn) betrugen 18 upgkg TM
(Dungung: 130 gN/ha Jahr) und 84 ug/kg TM (Dungung: 260 kgN/ha Jahr). Diese Lolitrem B-
Gehalte sind mit dem gefundenen Lolitrem B-Gehalt (Sorte Ellett) beim ersten Schnitt des JBhres
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1996 vergleichbar, Ende Mai wurden bei beiden Frellandversuchen rur geringe Lolitrem B-
Gehalte emittelt.

Die durchschnittlichen Tagestemperaturen der Monate Juni und Juli 1997 lagen Uber dem
Durchschnitt. Die Tagestemperatur im Juni lag bei 159 °C, 0,5 °C tber dem Mittel. Im Juli
betrug de durchschnittliche Tagestemperatur 17,4 °C, 0,4 °C Uber dem Mittel. Gleichzeitig waren
diese Monate durch hohe Niederschidge gekennzechnet. Im Juni fielen 103 mm, 139 % des
Mittels. Die Niederschlagssumme im Juli 1997 betrug 98mm, 118 % des Mittels. Mitte Juli, am
16.07.1997, kam es zu einem starken Anstieg beim Lolitrem B-Gehalt. In der neotyphodium-
positiven Versuchsvariante fanden sich im Mittel Lolitrem B-Gehate von 1140 pg/kg TM
(Dungung: 130 kgN/ha Jahr) und 1771ug/kg TM (Dingung: 260 kgN/ha Jahr). Der wesentlich
hohere Lolitrem B-Gehalt im Vergleich zum zweiten Schnitt des Frellandversuchs 1994 bis 1996
(sehe Kapitel 5.3.2.1) im Jahr 1996ist wahrscheinlich auf die héhere Diingung zurtickzufihren.
Die @was hohere Durchschnittstemperatur im Juni/Juli 1997 gegeniber den Monaten Juni/Juli
1996 spielt sicherlich nur eine untergeordnete Rolle.

Die Monate August und September waren im Vergleich zu den langjdhrigen Mitteln zu warm und
zu trocken. Die durchschnittliche Tagestemperatur im August lag bei 20,3 °C, sie lag somit um
3,7 °C Uber dem Mittel. Die Niederschlagssumme betrug 24mm, 29 % des Mittels. Im September
1997 lag de durchschnittliche Tagestemperatur bei 14,3 °C, 0,4 °C Uber dem Mittel. Im
September fielen 8 mm Niederschlage, 13 % des Mittels. Die Auswirkungen dieser fir August,
September und der esten Dekade des Oktobers ungewohnlichen, warmen
Witterungsbedingungen spiegeln sich im Lolitrem B-Gehalt des dritten Schnittes im Jahr 1997
wieder. Im Gegensatz zum Jahr 1996 wurden im Jahr 1997im Oktober die hochsten Lolitrem B-
Gehdlte gefunden. Am 17.10.1997 wurden in der neotyphodium-positiven Versuchsvariante
Lolitrem B-Gehalte von 1148 pg/kg TM (Dungung: 130 kg N/ha Jahr) und 1797 pug/kg T™M
(Dungung: 260 kgN/ha Jahr) nachgewiesen. Im Jahr 1997 kam es omit nicht zu einem Riickgang
des Lolitrem B-Gehaltes. Hier zeigt sich die Temperaturabhéngigkeit des Lolitrem B-Gehaltes,
mit Zunahme der Temperatur nimmt auch die Lolitrem B-Produktion zu. Diese
Temperaturabhéngigkeit konnte auch in Klimakammerversuchen bewiesen werden (siehe Kapitel
4.8).

Im Oktober 1997lag de durchschnittliche Tagestemperatur bel 9,3 °C, 0,6 °C Uber dem Mittel.
Die Niederschlagsmenge betrug 63 mm, 107 % des Mittels. Die Monate November und
Dezember des JBhres 1997 waren zu warm. Weiter war der November zu trocken und der
Dezember zu nass

Versuchgahr 1998

Im Vergleich zu dem langjéhrigen Mittel waren die Monate Januar und Februar des JBhres 1998
zu warm und zu trocken. Im Januar lag de mittlere Tagestemperatur bei 4,7 °C, 3,5 °C Uber dem
langjéhrigen Mittel. Die Niederschlagsauumme betrug 375 mm, 65 % des Mittels. Im Februar
fielen rur 5,4 mm Niederschlage, 11 % des Mittels. Die mittlere Tagestemperatur war mit 6,6 °C
5 °C hoher as die mittlere Tagestemperatur des langjahrigen Mittels. Die Monate Méarz und April
waren im Vergleich zu dem langjdhrigen Mittel zu warm und zu nass Die mittlere
Tagestemperatur lag im Mérz bei 6,9 °C, im April bei 9,5 °C, sie war gegeniiber dem Mittel um
2,4 °C bzw. 2 °C erhoht. Die Niederschlagssumme lag im Méarz bei 77,8 mm, im April bel 72,7
mm. Dies waren 205 % bzw. 135 % des langjahrigen Mittels. Die mittlere Tagestemperatur im
Mai betrug 144 °C, 2,1 °C tber dem Mittel. Bei einer Niederschlagsmenge von 30,1 mmwar der
Monat Mai trockener als der Durchschnitt (54 % des Mittels).

Am 28.05.1998 wurde der erste Schnitt durchgefiihrt. Die emittelten Lolitrem B-Gehalte der
neotyphodium-besiedelten L. perenne-Variante lagen fur die hthere Dingungssufe (240 kgN/ha
Jahr) im Mittel bei 249 ug/kg TM. Die Lolitrem B-Gehalte der niedrigeren Dingungsgufe (120
kg N/ha Jahr) lagen im Mittel bei 102 ug/kg TM. Diese Lolitrem B-Gehalte sind wesentlich hbher
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als die Lolitrem B-Gehalte des ersten Schnittes 1997 der zum fast identischen Termin
durchgefuihrt wurde. Ursadhe fur diese gegentiber 1997 erhohten Werte kdnnte die Witterung
sein. Die Monate Mérz, April und Mai des JBhres 1998 waren dle um 1-2 °C warmer as die
gleichen Monate des Jhres 1997.

Der Monat Juni hatte @ne mittlere Tagestemperatur von 16,3 °C, 0,9 °C Uber dem Mittel. Weiter
war Juni ein sehr nassr Monat. Es fidlen 1359 mm Niederschldge. Im Vergleich zum
langjéhrigen Mittel waren dies 184 %. Die mittlere Tagestemperatur des Monats 1uli lag mit 16,2
°C 0,8 °C unter der des Mittels. Auch die Niederschlage waren mit 74,3 mm etwas geringer as
die des langjahrigen Mittels (90 % des Mittels). In der ersten Augustwoche, am 03.08.1998
wurde der zweite Schnitt durchgefihrt. Wie im ersten Versuchgahr kam es auch im zweiten
Versuchgahr beim zweiten Schnitt zu einen starken Anstieg beim Lolitrem B-Gehalt. Der Wert
lag bei der geringeren Dingung im Mittel bei 803 ug/kg TM. Der mittlere Lolitrem B-Gehalt bei
der hoheren Dingungsvariante betrug 1203ug/kg TM. Die im zweiten Versuchgahr ermittelten
Lolitrem B-Gehate waren nicht mehr so hoch wie beim zweiten Schnitt des ersten
Versuchgahres. Ein Vergleich der Witterungsdaten von 1997 wnd 1998zeigt, dass die mittleren
Tagestemperaturen und de Niederschlage in den Monaten Juni und Juli der beiden Jahre
vergleichbar sind. Somit kann die Witterung als Ursadhe fur diese unterschiedlichen Lolitrem B-
Gehalte ausgeschlossen werden. Eine mogliche Ursacdhe fur diese unterschiedlichen Lolitrem B-
Gehalte konnte die unterschiedliche Dingung darstellen. Nach dem ersten Schnitt des ersten
Versuchgahres wurden mit einer Aufwandmenge von 80 bzw. 40 kg N/ha Jahr gedingt. Im
zweiten Versuchgahr war die Aufwandmenge nach dem ersten Schnitt mit 60 bzw. 30 kg N/ha
Jahr etwas geringer.

Die durchschnittliche Tagestemperatur im August lag bei 17,1 °C, sie lag um 0,5 °C Uber dem
Mittel. Die Niederschlagssuumme war 74,5 mm, 89 % des Mittels. Im September 1998 lag de
durchschnittliche Tagestemperatur bei 14,5 °C, 0,6 °C Uber dem Mittel. Der September war sehr
nass es fielen 1308 mm Niederschldge, 214 % des langjahrigen Mittels. Im Oktober lag de
mittlere Tagestemperatur bel 9,7 °C, 0,2 °C Uber der des langjdhrigen Mittels. Weiter wurde im
Oktober bei der Niederschlagsumme mit 167 mm (283 % des Mittels) der Hochstwert aller
Monate areicht. Am 15.10.1998wurde der dritte Schnitt durchgefihrt. Fir die Variante mit der
geringeren Dungung wurde én mittlerer Lolitrem B-Gehalt von 237 pg/lkg TM ermittelt. Die
Variante mit der htheren Dingung zeigte anen mittleren Lolitrem B-Gehalt von 196 pug/kg TM.
Gegenlber dem Jahr 1997 waren im zweiten Versuchgahr die Lolitrem B-Gehalte wesentlich
geringer. Die Werte sind wieder in den Bereich des ersten Schnittes gefallen. Der Grund des
hohen Lolitrem B-Gehaltes im Jahr 1997war die au3ergewdhnlich hohe mittlere Tagestemperatur
im Auguwst sowie in der ersten Dekade des Oktobers. Daneben konnte auch noch die
Niederschlagsmenge ene gewis® Rolle gespielt haben. So féllt auf, dass im September und
Oktober 1998mit 297,8 mm Niederschlage ungefahr dreimal soviel Niederschlége au verzeichnen
waren as in den gleichen Monaten des Jhhres 1997 Hier fielen insgesamt nur 117,8 mm
Niederschlége.

Der Monat November war kalter und nassr als das langjdhrige Mittel. Die mittlere
Tagestemperatur lag bei 3,6 °C, 1,8 °C unter dem langjahrigen Mittel. Die Niederschlagsmenge
betrug 705 mm, 126 % des Mittels. Dagegen war der Dezember wieder warmer und trockener
als das Mittel. Die Niederschlagssumme betrug 266 mm, 52 % des Mittels. Die mittlere
Tagestemperatur lag mit 3,9 °C 1,3 °C Uber dem langjéhrigen Mittel.
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5.3.2.3. Frelandversuch mit L. perenne am Standort Merklingsen von 1997
bis 1998

Versuchgahr 1998

Der Einflussder Witterung auf den Lolitrem B-Gehalt in den Sorten Embassy, Nui und Yatsyn
war uneinheitlich.

Bel der Sorte Yatsyn zdgte sich ein dhnlicher Verlauf des Lolitrem B-Gehaltes wahrend der
V egetationsperiode wie beim zuvor beschriebenen Freilandversuch (siehe 5.3.2.2). Zu Beginnund
am Ende der Vegetationsperiode wurden fur die Sorte Yatsyn die geringsten Lolitrem B-Gehalte
ermittelt. Im Ma beim ersten Schnitt lagen die emittelten Lolitrem B-Gehate im Bereich
zwischen 393 wnd 454 ug/kg TM. Im Oktober beim funften Schnitt wurden Lolitrem B-Gehalte
im Bereich zwischen 170 und 263ug/kg TM gefunden. Mit dem weiteren Anstieg der mittleren
Tagestemperatur in den Monaten Juni, Juli und August steigt auch der Lolitrem B-Gehalt in der
Sorte Yatsyn an. Die hochsten Lolitrem B-Gehalte wurden beim dritten Schnitt im August
erreicht. Hier lagen die Lolitrem B-Gehalte im Bereich zwischen 683 und 1136ug/kg TM. Die
ermittelten Werte fur den vierten Schnitt waren mit denen des dritten vergleichbar (Bereich 754 —
1049ug/kg TM).

Fur die Sorte Embassy wurden die geringsten Lolitrem B-Gehalte gegen Ende der
Vegetationsperiode amittelt. Beim flnften Schnitt lagen die Lolitrem B-Gehalte fur die Sorte
Embassy im Bereich zwischen 160 und 218ug/kg TM. Entgegen dem Trend wurden beim ersten
Schnitt, im Mai, bel der Sorte Embassy die héchsten Lolitrem B-Gehalte ereicht. Sie lagen im
Bereich zwischen 507 bis 712 ug/kg TM. Diese Gehalte waren vergleichbar mit denen des dritten
Schnittes. Auch her lagen die Lolitrem B-Gehalte im Bereich zwischen 577 und 705ug/kg TM.
Die emittelten Lolitrem B-Gehalte des zweiten und vierten Schnittes lagen im Bereich zwischen
467 wnd 567ug/kg TM.

Auch bei der Sorte Nui wurden die htchsten Lolitrem B-Gehalte im ersten Schnitt ermittelt. Je
nach DUngungsdufe lagen die Lolitrem B-Gehalte im Bereich zwischen 166 wnd 178ug/kg TM.
Zu den madsten vier Schnittterminen variierte der Lolitrem B-Gehalt nur unwesentlich. Die
Lolitrem B-Gehalte lagen im Bereich zwischen 16 und 117ug/kg TM.

5.3.3. Lolitrem B-Gehalt einzelner Individuen innerhalb einer Sorte bzw.
Population von L. perenne (Bestimmung des Stichprobenumfanges)

Die in Kapitel 4.7 dargestellten Ergebnisse zegten, dassder Lolitrem B-Gehalt bei den einzenen
Individuen innerhalb einer Sorte bzw. Population stark schwankt. Dies wird erklarbar durch die
grofRe genetische Variabilitét der Gréser innerhalb einer Population kzw. Sorte. Gleichzetig spielt
sicherlich auch die genetische Variabilitét des Pilzes N. lolii eine Rolle. Zur Kompensation dieser
grofRen genetischen Variabilitét sollte bei der Untersuchung des Lolitrem B-Gehaltes einer
Population kew. Sorte @ne Mischprobe von mdglichst vielen Pflanzen untersucht werden. Es
muss jedoch ein Kompromiss zwischen Durchftihrbarkeit und Genauigkeit des Ergebnisses
geschlossen werden. Zur Abschétzung des Stichprobenumfanges wurde die Verdnderung des
Mittelwertes des Lolitrem B-Gehaltes gegen die Anzahl der berlicksichtigten Pflanzen
aufgetragen.
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Mittelwert Lolitrem B-Gehalt in ug/kg TM
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Abb. 43. Veranderung des Mittelwertes des Lolitrem B-Gehaltes mit Zunahme der
Stichprobenumfanges von Lolium perenne-Versuchspflanzen

Aus Abb. 43 wird deutlich, dassmit Zunahme des Stichprobenumfangs (Anzahl Pflanzen) sich der
ermittelte Lolitrem B-Gehalt dem wahren Wert immer mehr anndhert. Bel den ruménischen
Okotypen zegte sich, dassder Mittelwert des Lolitrem B-Gehaltes ab funf bzw. adt Pflanzen
nahezu konstant ist. Ab einem Stichprobenumfang von funf bzw. adt Pflanzen war die
Abweichung vom Mittelwert kleiner als 5 %.

Bel den L. perenne-Sorten stellte sich heraus, dassbei den Sorten Kerdion und Campania @ 12
bzw. 11 Einzdpflanzen nahezu konstante Werte areicht wurden.

Fur die Praxis bedeutet dies, dassfir die Lolitrem B-Bestimmung ein Stichprobenumfang von ca
10-12 Pflanzen ausreichend ist. Dies gilt jedoch nur dann, wenn ale Pflanzen mit dem Pilz N. lolii
besiedelt sind. Bel geringeren Besiedlungsraten sollte der Stichprobenumfang erhéht werden. Bel
Besiedlungsraten unterhalb von 50 % ist es zwedkmaldiger, vor der Lolitrem B-Bestimmung den
Endophytstatus zu Uberprifen und nur neotyphodium-positive Pflanzen fur die Lolitrem B-
Untersuchung zu verwenden.

Die grole Bandbreite des Lolitrem B-Gehaltes ist wie schon weiter oben beschrieben auf die
grofl3e genetische Variahilitét der Graser und auch der Neotyphodium-Pilze aurtickzufiihren. Die
im allgemeinen geringere genetische Variabilitit bei den Okotypen im Gegensatz zu den Sorten
wird auch in den Ergebnissen deutlich. Bei den Okotypen reichte @n Stichprobenumfang von fuinf
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bzw. adht Einzdpflanzen, bei den Sorten waren 11 bzw. 12 Einzdpflanzen notwendig, um einen
konstanten Mittelwert zu erhalten.

5.3.4. Temperaturabhangigkeit desLolitrem B-Gehaltesin der Pflanze

Sowohl im Versuch mit drei Sorten as auch im orientierenden Vorversuch mit den vier Sorten
und vier Okotypen wurde @n eindeutiger Einfluss der Temperatur auf den Lolitrem B-Gehalt
nachgewiesen.

Bem Versuch mit den Sorten Yatsyn, Embassy und Nui wurde bel der niedrigeren
Temperaturvariante (17 °C Tag / 10 °C Nadt) ein mittlerer Lolitrem B-Gehalt von 406 pg/kg
TM ermittelt, bei der hoheren Temperaturvariante (27 °C Tag / 19 °C Nadit) lag der
durchschnittliche Lolitrem B-Gehalt bei 2650 ug/lkg TM. Bei diesem Versuch fihrte die
Erhéhung der Temperatur um 10 °C zu einer Erhdhung des Lolitrem B-Gehaltes um das
sechseinhalbfache. Diese Erhohung des Lolitrem B-Gehaltes bei der hdheren Temperatur wurde in
alen untersuchten Sektionen (Blattscheide, Blattspreite und Wurzdn) festgestellt. Auffélig war
weiterhin, dass der geringste Unterschied zwischen den Lolitrem B-Gehalten der verschiedenen
Temperaturvarianten in der Blattscheidensektion zu finden war. Bei der Sorte Yatsyn und der
Sorte Embassy waren die Lolitrem B-Gehalte bei der hdheren Temperatur um das funf bzw.
dreifache ehdht, in der Blattspreitensektion betrugen diese Werte das zwdlffade (Y atsyn) bzw.
adhitfache (Embassy). In der Wurzdsektion war der Lolitrem B-Gehat bel der warmeren
Temperaturvariante gegentiber der kélteren Temperaturvariante um das zweiunddreilBigfache
(Yatsyn) bzw. das zwdlffache (Embassy) erhoht. Diese Ergebnise zegen deutlich, dass mit
Zunahme der Temperatur auch die Trangdokation des Lolitrem B innerhalb der Pflanze zinimmt.
Das Lolitrem B wird bei einer hoheren Temperatur schneller vom Ort seiner Entstehung
(Blattscheiden) zu anderen Orten in der Pflanze (Wurzdn, Blattspreiten) transportiert. Somit
kommt es zu den groferen Unterschieden im Lolitrem B-Gehalt in den Wurzd- und
Blattspreitensektion der beiden verschiedenen Temperaturvarianten.

Beim orientierenden Vorversuch wurde im Mittel durch die Erhéhung der Temperatur um 10 °C
eine siebenfache Erhdhung des Lolitrem B-Gehaltes erreicht. Der durchschnittliche Lolitrem B-
Gehalt gemittelt Gber alle Sorten und Okotypen betrug bei der niedrigeren Temperatur (17 °C Tag
/10°C Nadt) 212 ug/kg TM, bei der hdheren Temperatur (27 °C Tag / 19 °C Nadt) betrug cer
durchschrittliche Lolitrem B-Gehalt gemittelt Uber alle Sorten und Okotypen 149¢ pg/kg TM.
Dabei ist zusitzlich zu berticksichtigen, dassbei drei Okotypen sowohl bei der kalteren as auch
bei der warmeren Temperatur kein Lolitrem B nachweisbar war.

Die Temperaturabhéngigkeit des Lolitrem B-Gehaltes wird auch in den durchgefihrten
Freilandversuchen deutlich. Die hochsten Lolitrem B-Gehalte wurden immer nach warmen
Perioden verzeichret. Die geringsten Lolitrem B-Gehalte wurden zu Beginn der
Vegetationsperiode im Mai und im Oktober verzeichret. Die hochsten Werte wurden im
allgemeinen im Hochsommer Ende August festgestellt.

In der Literatur gibt es nur wenige Hinweise auf Untersuchungen zur Temperaturabhéngigkeit des
Lolitrem B-Gehaltes in mit neotyphodium-besiedelten Gréasern. Nach BALL et al. (1995 wurden
noch keine Berichte Uber die Effekte der Temperatur auf den Lolitrem B-Gehalt bel kontrollierten
Bedingungen veroffentlicht. Jedoch konnten DI MENNA et a. (1992 in Freilandversuchen einen
Einfluss der Temperatur auf den Lolitrem B-Gehalt nachweisen. Wahrscheinlich ist der Einfluss
der Temperatur auf den Lolitrem B-Gehalt indirekt. Durch eine Erhdhung der Temperatur komnt
es innerhalb der Pflanze a1 einem schrelleren Pilzwachstum von N. lolii. Nach Ergebnissen
mehrerer Forschergruppen (MORTIMER €t al., 1984 DI MENNA & WALLER, 1986 nimmt die N.
lolii-Konzentration mit Zunahme der Temperatur zu. Hierdurch komnmt es omit zu einer
grofReren Lolitrem B-Produktion bzw. einem hdheren Lolitrem B-Gehalt. Neben dem Wacdhstum
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des Pilzes wird durch die Temperaturdnderung auch das Pflanzenwadhstum und somit auch Uber
diesen Weg der Lolitrem B-Gehalt bedanflusd.

Andererseits ware aich eine direkte Bednflussung des Lolitrem B-Gehaltes durch die
Temperaturdnderung denkbar. Durch die Temperaturerhohung wirde die Produktionsrate von
Lolitrem B erhoht.

5.3.5. Vertellung desLolitrem B innerhalb der Pflanze

Die Untersuchungen zur Vertellung von Lolitrem B innerhalb der Pflanze zeégten, dass im
vegetativen Stadium die hochsten Lolitrem B-Gehalte in der Blattscheidensektion zu finden
waren. Dieses traf fur ale drei untersuchten Sorten sowohl bel der kélteren as auch bei der
warmeren Temperatur zu. Gemittelt Uber ale drel Sorten wurde bei der kélteren Temperatur 86,9
% des Lolitrem B in der Blattscheidensektion nachgewiesen. In der Blattspreitensektion fanden
sich 10,8 % und in der Wurzdsektion 2,3 % des gesamten Lolitrem B. Bei der warmeren
Temperatur war diese Vertelung etwas zu Gunsten der Blattspreiten- und Wurzdsektion
verschoben. In der Blattscheidensektion wurden 62,8 % des gesamten Lolitrem B nadhgewiesen.
Auf die Blattspreiten- bzw. Wurzdsektion verteilten sich 24,8 bzw. 12,4 % des Lolitrem B. In der
Abb. 44 ist dieser Sachverhalt noch einmal graphisch dargestellt.

Lolitrem B-Gehalt in rel. [%]

Temperaturvariante | | Temperaturvariante li
17 °C/10 °C (Tag/Nacht)|29 °C/19 °C (Tag/Nacht)
Sektion
Blattspreite, 10,8 % 24’8 %
5-xcm
Sektion
Blattscheide, 86,9 % 62,8 %
1-5¢cm
I e 2,3% 12,4 %

Abb. 44. Relative Verteilungin % von Lolitrem B innerhalb von Lolium perenne-Pflanzen,
Kultur in zwei verschiedenen Temperaturregimen
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Es ist verstandlich, dassdie hochsten Lolitrem B-Gehalte in der Blattscheidensektion beobaditet
wurden. Denn die Blattscheidensektion ist der Ort, wo auch die hochste Mycddichte des Pilzes N.
lolii ist (KEOGH & TAPFER, 1993 BALL et a., 1995. Da der Pilz selber der Produzent des
Naturstoffes Lolitrem B ist, ist hier auch der Lolitrem B-Gehalt am hochsten. Nach dem heutigen
Kenntnisgand ist es bisher noch rnicht gelungen, den Filz N. lolii in den Wurzen direkt
nachzuweisen, oder den Pilz aus den Wurzen zu isolieren.

Die hier dargestellten Ergebnisse stehen in guter Ubereinstimmung mit Ergebnissen von HERD et
a. (1997. HErRD et a. (1997 untersuchten in ihren Arbeiten die Vertellung der metabolischen
Aktivitét des Pilzes Neotyphodium innerhalb der Pflanze Es zdgte sich, dass 70 % der
endophytischen, metabolischen Aktivitét in der Blattscheidensektion zu finden waren. In der hier
vorliegenden Arbeit wurden im Durchschnitt gemittelt Uber alle Sorten und Temperaturvarianten
75 % des gebildeten Lolitrem B in der Blattscheidensektion nachgewiesen. Auch in den Wurzdn
fanden HERD et a. (1997 eine endophytische metabolische Aktivitdt. Hierdurch wird de
Tatsadhe, dassauch in den Wurzen Lolitrem B nachweisbar war, erklérbar.

Den in der Literatur vorhandenen Berichten Uber die Vertellung des Lolitrem B innerhalb der
Pflanze lagen unterschiedliche Methoden und Vorgehensweisen zugrunde. Die untersuchten
Pflanzenteile bzw. Eintellung der Pflanze in verschiedene Sektionen variierten sehr stark. Jedoch
wurde in alen Berichten (KEOGH & TAPFER, 1993 BALL et a., 1995 1997 festgestellt, dassim
basdlen Tell der Pflanze d. h. in der Blattscheidensektion, die hdchsten Lolitrem B-Gehalte au
finden sind. Am umfangreichsten waren die Arbeiten von BALL et a. (1997. Im vegetativen
Stadium der neotyphodium-besiedelten L. perenne-Pflanzen fanden sich die héchsten Lolitrem B-
Gehalte in &teren Blattscheiden sowie in totem Blattmaterial. Im generativen Stadium der
Pflanzen fanden sich dagegen die hochsten Lolitrem B-Gehalte in den Karyopsen, ca 60 % des
gesamten Lolitrem B.

5.3.6. Lolitrem B-Gehaltein Sorten und Okotypen von L. perenne

Beim Vergleich der Lolitrem B-Gehalte in Frischmasse- bzw. Karyopsenproben von Sorten und
Okotypen von L. perenne falt auf, dass trotz ener dhnlichen oder gleichen Neotyphodium-
Besiedlungsrate der Lolitrem B-Gehalt sehr stark variieren kann. Bel den Freilandversuchen mit
den Sorten Yatsyn, Embassy und Nui hatten diese Sorten eine &mnliche Neotyphodium-
Besiedlungsrate, sie lagen zwischen 72 und 83%. Trotz dieser dhnlichen Besiedlungsraten waren
die Lolitrem B-Gehalte sehr unterschiedlich. Yatsyn hette mit 60C pg/lkg TM den hichsten
durchschnittlichen Lolitrem B-Gehalt, gefolgt von Embassy mit 502 pg/kg TM. Nui hatte trotz
einer hoheren Neotyphodium-Besiedlung als Embassy mit 91 pug/kg TM den geringsten Lolitrem
B-Gehalt.

In den Klimakammerversuchen waren die Verhdtnisse vergleichbar. Auch hier hatte die Sorte
Yatsyn mit durchschnittlich 2661 pg/kg TM den hichsten Lolitrem B-Gehalt, Embass/ einen
durchschnittlichen Lolitrem B-Gehalt von 1542 ug/lkg TM und die Sorte Nui den geringsten
Lolitrem B-Gehalt mit 382 pg/kg TM. Im Frelland hatten die Lolitrem B-Gehalte der Sorten
Yatsyn , Embassy und Nui ein Verhdtnis von 6,6:5,5:1. In den Klimakammerversuchen betrug
dieses Verhdltnis 6,9:4,0:1.

Auch in den Gewadhshausversuchen mit den Sorten Kerdion und Campania sowie den Okotypen
RO 198 und RO 382war der gleiche Sadchverhalt feststellbar. Die Sorte Campania hatte trotz ener
100 %igen Neotyphodium-Besiedlung nur einen durchschnittlichen Lolitrem B-Gehalt von 253
Hg/kg TM. Die Sorte Kerdion hette bei gleicher Besiedlung mit 2726 ug/kg TM einen fast elffach
hoheren Lolitrem B-Gehalt. Bei den rumanischen Okotypen war es hnlich. Der ruméanische
Okotyp RO 198 hatte d@nen durchschrittlichen Lolitrem B-Gehalt von 1102 pg/kg TM; der
rumanische Okotyp RO 382 einen von 4172ug/kg TM bei gleicher Besiedlung.
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Diese Ergebnise zegen, dassder Lolitrem B-Gehalt nicht von der Besiedlungsrate ahéngig ist.
Vielmehr mussder Lolitrem B-Gehalt als ortenspeafische Eigenschaft angesehen werden. Eine
hohe Besiedlungsrate mit dem Pilz Neotyphodium lolii bedeutet nicht gleichzeitig einen hohen
Lolitrem B-Gehalt.

5.4. Vorkommen der Alkaloide Lolitrem B und Paxillin in vitro

In der Abb. 45 sind de Ergebnise der in vitro-Bestimmung von Lolitrem B und Paxillin
gegenibergestellt.

Isolat

100
CBS 2 LT
P.paxilli ‘
A. strictum
73

Yatsyn
Ellett
Al 2

1/94
Lp 19/188s
10/94

800 600 400 200 0 20 40 60 80 100 120 140
@ Lolitrem B-Gehalt in ng/Agarplatte B Paxillin-Gehalt in ug/Agarplatte

Abb. 45; Lolitrem B-Gehalte in ng/Agarplatte und Paxillin-Gehalte in pg/Agarplatte von
verschiedenen Neotyphodium lolii- und weiteren Pilz-Isolaten nach achtwochiger
in vitro-K ultur auf GPYE-Agar

Der Vergleich der Lolitrem B- und Paxilli n-Gehalte dler N. lolii-Pilze lasg keinen eindeutigen
Zusammenhang erkennen. Das Neotyphodium-lsolat 100 hatte mit 725 ng/Agarplatte den
hochsten Lolitrem B-Gehalt, jedoch lief3 sich bei diesen Isolat kein Paxilin nachweisen. Dies
wirde bedeuten, dassbei diesem Isolat vorhandenes Paxilli n sehr schnell metabolisiert wird. Dies
erklart den sehr hohen Lolitrem B-Gehalt. Daneben gibt es aber auch zwei Isolate, Isolat F 573
und das Isolat des RO 452, bel denen der Lolitrem B-Gehalt mit ca 20 ng/Agarplatte ds gering
einzustufen ist, und trotzdem kein Paxillin nachweisbar war. Diese Ergebnisse offenbaren die
grof3e Variabilitét der N. lolii-lsolate. Obwohl es sch bei fast alen untersuchten Isolaten um N.
lolii-1solate handelt, ist die Lolitrem B- und Paxilli n-Produktion sehr unterschiedlich.

Die Lolitrem B-Gehalte der untersuchten N. lolii-lsolate aus L. perenne-Sorten variierten
zwischen 20 und 725ng/Agarplatte. Der durchschnittliche Lolitrem B-Gehalt dieser Sorten betrug
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225 ng/Agarplatte. Auch PENN et a. (1993 fanden bei ihren Arbeiten bel N. lolii-lsolaten
vergleichbare Werte. Vier franzosische N. lolii-Isolate zegten Lolitrem B-Gehalte avischen 200
und 700ng/Agarplatte. Auch die emittelten Paxilli n-Gehalte lagen in dhnlichen Bereichen wie bel
PENN et a. (1993 beschrieben.

Im Vergleich zu den L. perenne-Sorten und den Arbeiten von PENN et al. (1993 zdgten die
Isolate der Okotypen aus Ruméanien wesentlich geringere Lolitrem B-Gehalte. Die Lolitrem B-
Gehalte variierten zwischen 11 und 108 ng/Agarplatte. Der Mittelwert des Lolitrem B-Gehaltes
der rumanischen Okotypen lag bei 48 ng/Agarplatte. Diese Ergebnisse zegen, dassdie Schaffung
von N. lolii-Elitestamme aur Uberwindung des toxischen Problems durchaus ein gangbarer Weg
ist. Esist durchaus denkbar, dasses N. lolii-lsolate gibt, die kein Lolitrem B bilden.

Interessant sind weiterhin die Ergebnisse des A. strictum und P. paxilli-lsolates. Beide Isolate
hatten mit 416 bzw. 444 ng/Agarplatte ene sehr hohe Lolitrem B-Produktion. Nicht tberraschend
war der hohe Paxilli n-Gehalt des P. paxilli-lsolates. Mit 133 pug/Agarplatte hatte dieses Isolat den
hochsten Wert. So gilt der Pilz P. paxilli als Hauptproduzent des Naturstoffes Paxillin (COLE et
a., 1974.

5.5. Vergleich der in vivo- und in vitro-Unter suchungen

Ein Ziel der aktuellen Neotyphodium-Forschung ist es, Neotyphodium-Isolate ai finden, die wenig
oder gar kein Lolitrem B bilden. Nadh erfolgreicher Inokulation dieser Stémme in L. perenne-
Sorten kdnnten so neue, innovative L. perenne-Sorten mit spezfischen Eigenschaften (Lolitrem
B-frei, Trockenstresgesistenz, Schadinsektenresistenz ec.) entstehen. Ausgehend von diesem
Gedanken wurden in der hier vorliegenden Arbeit zuerst in vivo-Untersuchungen zum
Vorkommen des Alkaloids Lolitrem B in L. perenne-Wildpopulationen aus Rumanien
durchgefuhrt (siehe Kapitel 4.4). In 18 dor 22 wntersuchten Proben der ruménischen
Wildpopulationen wurde trotz ener 100 %igen Neotyphodium lolii-Besiedlung der Pflanze au
jeweils adt verschiedenen Terminen kein Lolitrem B nadchgewiesen. Konsequenterweise wurden
im nachsten Schritt die Neotyphodium-Pilze isoliert und de entsprechenden in vitro-Kulturen auf
ihre Lolitrem B-Produktion untersucht. In der Tab. 33 sind de in vitro-Untersuchungen den in
vivo-Untersuchungen gegentibergestellt.

Aus Tab. 33 wird deutlich, dasszwischen dem Lolitrem B-Gehalt in der in vitro-Kultur und dem
Lolitrem B-Gehadt in der entsprechenden Wirtspflanze (in vivo-Untersuchung) keine direkte
Korrelation besteht. So hatte z B. der rumanische Okotyp R6 382 in der Wirtspflanze mit 2427
Hg/kg TM enen sehr hohen Lolitrem B-Gehalt. In der in vitro-Kultur hatte das Isolat des
rumanischen Okotyps RO 382 dhgegen mit 11 ng/Agarplatte den niedrigsten Wert. Ein anderes
Extrem ist das Isolat des rumanischen Okotyps RO 96. In der Wirtspflanze liel? sich kein Lolitrem
B nachweisen, dagegen fand sich in der in vitro-Kultur mit 108 ng/Agarplatte en verhatnisméallig
hoher Lolitrem B-Gehalt. Diese Ergebnise zegen, dass vom in vitro-Test nicht auf den
madglichen Lolitrem B-Gehalt in der Wirtspflanze geschlossen werden kann.
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Tab. 33 Lolitrem B-Gehalte von Neotyphodium lalii in vitro-K ulturen in ng/Agarplatte

und in ihrem Wirtsgras Lolium perennein pg/lkg TM

Sorte /Okotyp Lolitrem B-Gehalt ®der | Lolitrem B-Gehalt
N. lalii in vitro-K ultur der Wirtspflanze®
in ng/Agarplatte in ug/kg T™M
Sorte Yatsyn 2835 3240
Sorte Repell USA 1649 451
Sorte 82/83 1190 1630
R6 29 44,9 n. n.
RO 41 85,1 n.n
R6 52 11,9 n.n
R6 57 894 n.n
RO 74 12,7 n.n
RO 83 20,6 n. n.
RO 96 1075 n. n.
R6 119 704 1087
RO 134 1039 402
RO 169 47,3 n. n.
RO 176 58,6 n. n.
RO 198 80,9 470
RO 223 194 n. n.
RO 281 20,7 n. n.
RO 283 335 n. n.
RO 382 10,5 2427
RO 422 39,3 n. n.
RO 452 194 n. n.

n. n. = nicht nadhweisbar

& = Mittelwert aus funf Wiederholungen
b = Mittelwert aus adht Schritten, bei denen jeweils 10 neotyphodium-positive
Pflanzen beantet wurden (Gewadshauskultur)

Die Tatsadhe, dass bel 14 N. lolii-Isolaten in der Wirtspflanze keine nachweisbaren Mengen
Lolitrem B produziert wurden, jedoch bel der in vitro-Kultur sowohl Lolitrem B as auch Paxillin
nadhweishar waren, zeigt, dassdie Interaktion in der Pflanze avischen N. lolii und ihrem Wirt fir
die Lolitrem B-Produktion verantwortlich ist.
Offenbar ist nicht nur der Pilz dlein fir die Menge des produzierten Lolitrem B verantwortlich.
Auch der Genotyp der Pflanze spielt hierbei eine Rolle. Deshalb ist es snnwoll, bei der
Entwicklung von neotyphodium-besiedelten L. perenne-Sorten sowohl die Wirtspflanze ds auch
invitro die N. lolii-Stdmme aif Lolitrem B zu untersuchen.
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5.6. Modiche neueinnovative Verfahren zum Nachweis von Neotyphodium in
Karyopsen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde versucht, neue Verfahren zum Nadweis des Neotyphodium-
Pilzes in Karyopsen von L. perenne zu entwickeln.

5.6.1. Zusammenhang L olitrem B-Gehalt und Neotyphodium-Besiedlung im
Saatgut unterschiedlicher Sorten und Okotypen von L. perenne

Bem ersten Verfahren war die Idee den Pilz indirekt Uber die Produktion des Mykotoxins
Lolitrem B nadchzuweisen. Sind de Karyopsen stark mit dem Pilz Neotyphodium besiedelt, sollte
erwartungsgemal viel Lolitrem B produziert worden sein. Ein hoher Lolitrem B-Gehalt wirde
somit eine hohe Neotyphodium-Besiedlung voraussetzen. Zur Uberpriifung dieser Fragestellung
wurde bel insgesamt 75 verschiedenen Saagutproben wvon L. perenne die Neotyphodium-
Besiedlung und der Lolitrem B-Gehalt der Saagutpartie bestimmt. Die Ergebnisse zegten, dass
zwischen der Neotyphodium-Besiedlung und dem Lolitrem B-Gehalt keine Korrelation besteht.
Die N. lolii-Besedlungsrate gab keine Rickschlise aif den Lolitrem B-Gehdt. In 12
Sadgutproben wurde trotz ener N. lolii-Besiedlung von Uber 80 % kein Lolitrem B
nadhgewiesen. Lasg sich in den Karyopsen kein Lolitrem B nachweisen, so bedeutet dieses nicht,
dassdie Karyopsen neotyphodium-frel sind. Der Nadchweis von Lolitrem B in den Karyopsen von
L. perenneist also kein notwendiger Nachwels fur N. lolii.

Jedoch ladsg sich feststellen, dass der Nadweis von Lolitrem B in den Karyopsen ein
hinreichender Nachweis fur N. lolii ist. Wird in den Karyopsen Lolitrem B nachgewiesen, so ist
davon auszugehen, dass die Karyopsen mit Neotyphodium besiedelt sind. In keiner der
neotyphodium-negativen Proben konnte Lolitrem B nachgewiesen werden.

Diese Ergebnise stehen in guter Ubereinstimmung mit den zuvor diskutierten Ergebnissen zur
Variabilitét des Lolitrem B-Gehaltes in L. perenne-Sorten tzw. Wildpopulationen (siehe Kapitel
4.7) sowie der Witterungsabhéngigkeit des Lolitrem B-Gehaltes. Abschlief3end ist somit
festzustellen, dassder Lolitrem B-Gehalt in den Karyopsen von L. perenne nur ein erster Hinweis
auf die N. lolii-Besiedlung in den Karyopsen sein kann.

5.6.2. Einsatz der NIR-Spektroskopie zur Bestimmung der Neotyphodium-
Besiedlung in L. perenne

Die Untersuchungen zur Machberkeit des Einsatzes der NIR-Technologie zur Bestimmung der
Neotyphodium-Besiedlung in Gréasern flhrten leider nicht zum gewlnschten Erfolg. Zwar wurde
bei der Probekalibrierung mit den 18 L. perenne-Proben mit Hilfe des Partial Least Square
Verfahren (PLSR-Regresson) eine aifriedenstellende Kalibrierung erreicht. Zur Vorhersage der
Neotyphodium-Besiedlung in ,,unbekannten* Proben war das Verfahren jedoch unbrauchber. Eine
zufriedenstellende Validierung des Messverfahren konnte nicht erreicht werden.

Auch die andere Vorgehensweise fuhrte nicht zum gewtinschten Erfolg. Der Vergleich der hoch
neotyphodium-besiedelten und der neotyphodium-freien Variante der Sorte Yatsyn zegte
keinerlel signifikante Unterschiede. Selbst nach der zweiten Ableitung mit optimalen Parametern
waren keinerlel signifikante Unterschiede awvischen den Varianten zu beobacditen. Es wurden bei
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der Mesaung in der diffusen Reflexion zwar gute Spektren erhalten, jedoch spiegelte sich in diesen
Spektren nicht die Anwesenheit des Neotyphodium:-Pilzes wieder. Der Pilz befindet sich im Innern
der Karyopse. Da der NIR-Strahl nur wenige um in die Probe endringt, wird der Pilz von der
Messaung leider nicht erfasg. Auch fuhrte das Vermahlen der Probe nicht zu einer Verbesserung.
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6. Zusammenfassung

Das Zusammenleben der endophytischen Pilze der Gattung Neotyphodium spp. mit verschiedenen
Grasarten ist als mutualistische Symbiose e@nzustufen. Sowohl das Wirtsgras als auch der Pilz
profitieren von der eingegangenen Bezehung. Auf der einen Seite wird die Population der
Neotyphodium-Pilze vom Wirtsgras erndhrt und Uber die Karyopsen verbreitet. Durch die
Produktion spezeller Alkaloide durch die Neotyphodium-Pilze in den Pflanzen, erhalten diese
besondere Eigenschaften (Trockenstresgdoleranz, Resistenz gegen Schadorganismen etc.). Durch
diese Eigenschaften wird de Population der Graser konkurrenzféhiger gegentiber auf3eren
biotischen und abiotischen Stresgaktoren. Neben diesen positiven Effekten der Symbiose kann es
jedoch durch die vermehrte Bildung von Alkaloiden auch zu unerwiinschten Tiererkrankungen
(,ryegrass saggers’ und ,fescue toxicosis*) bei den weidenden Tieren kommen.

Die Urspringe der Endophytenforschung liegen in den USA und Neusedand, wo auch in den
funfziger Jahren die Tiererkrankungen zum ersten Mal beobadhtet wurden. In der jingsten Zeit
fand de Thematik der Neotyphodium-Pilze durch Arbeiten in Grofdbritannien (LEwWIS &
CLEMENTS, 1986, Schweiz (ScHMIDT, 1986, Frankreich (GRAND-RAVEL, 1997 und in
Deutschland (OLDENBURG, 1994 1996 DAPFRICH, 1996 EGGESTEIN, 1997 auch in Europa
immer mehr an Bedeutung.

Die hier vorliegende Dissertation beinhaltet detailli erte Untersuchungen zur Symbiose avischen
den endophytischen Pilz N. lolii und dem Wirtsgras L. perenne unter den in Deutschland
herrschenden Klimabedingungen. Im einzelnen waren dies, die Erfassung des VVorkommens von N.
lolii in Sorten und Okotypen von L. perenne, sowie in vivo- und in vitro-Untersuchungen zum
Auftreten des Alkaloids Lolitrem B in Grésern und Pilzisolaten. Die durchgefiihrten Arbeiten und
Ergebnise lassen sich wie folgt zusammenfassen.

Zur Analyse des Vorkommes von N. lolii in L. perenne-Sorten wurden alle 84 Futtergras-Sorten
der Beschreibenden Sortenliste Gréaser, Kleg Luzerne 1995 mikroskopisch untersucht. Hier fand
sich in 10 cer 84 wuntersuchten L. perenne-Sorten der Pilz N. lolii. Die Besiedlungsraten lagen
zwischen 2 und 15%. Die Untersuchung von weiteren 36 hollandischen L. perenne-Sorten ergab
in 16 Proben (44 %) eine Besiedlung mit dem Pilz N. lolii. Die Besedlungsraten lagen hier
zwischen 1 und 93%. Bei den Saagutproben einer ruménischen Okotypensammiung wurde in 24
der 53 wntersuchten Proben (45 %) der Pilz N. lolii nachgewiesen. Die Besiedlungsraten lagen
hier zwischen 1 und 100%.

Veradlgemeinert |&sg sich feststellen, dassin européischen L. perenne-Sorten der Pilz N. lolii nur
selten vorhanden ist. Gleichzeatig wurden in den besiedelten Sorten nur geringe Besiedlungsraten
gefunden. Okotypen dagegen sind wesentlich haufiger vom Pilz N. lolii besiedelt, wobei auch
wesentlich hohere Besiedlungsraten erreicht werden. Besiedlungsraten nahe 100 % sind keine
Seltenheit.

Untersuchungen zur Neotyphodium-Besiedlungsrate verschiedener Saagutpartien einer Sorte
zagten eine geringe Variabilitét. Trotz unterschiedlicher Vermehrungsorte betrugen die
Standardabweichungen der Neotyphodium-Besiedlungen der untersuchten Sorten jewells nur drei
Prozent.

In Frellandversuchen wurde der Einfluss der Neotyphodium-Besiedlung auf die Ertragsbildung
von L. perenne untersucht. Die Ergebnise dieser Frellandversuche deuten auf eine
Ertragsiiberlegenheit der neotyphodium-besiedelten Sorten hin. Haufig zeigten die neotyphodium-
besiedelten Varianten einen tendenziellen Mehrertrag. In sieben Falen war der Trockenmasse-
Ertrag signifikant hoher als bei der neotyphodium-freien Vergleichsvarianten. Es wurde kein Fall
registriert bei dem die neotyphodium-freie Variante anen signifikanten Mehrertrag lieferte.

Bel Verwendung von unterschiedlichen Diingungsvarianten zeigte sich keine Wedselwirkung
zwischen der Neotyphodium-Besiedlung und der Stickstoffdingung. Ungeaditet des
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Endophytstatus zegten die Diingungsversuche, dasseine ehthte Dingung bis zu 450 kgN/ha
Jahr zu einem erhohten Trockenmasse-Ertrag fuhrt. In 44 von 51 mdglichen Félen fand sich eine
signifikante Ertragsiiberlegenheit bei der htheren Diingungsgufe.

Ziedd der am Versuchsgandort Merklingsen (Versuchsgut der Universitdi-GH Paderborn)
durchgefuihrten Frellandversuche war es, zu kldren, ob es unter den in Deutschland herrschenden
Klimabedingungen zum Auftreten der vom Alkaloid Lolitrem B  verursaciten
Weidetiererkrankung , ryegrass saggers’ kommen kann. Die bei diesen Versuchen ermittelten
Lolitrem B-Gehalte variierten sehr stark. Im Freilandversuch mit der L. perenne-Sorte Ellett
(19951996 wurden maximale Lolitrem B-Gehalte von 400 ug/lkg TM erhalten. Fir die Sorte
Y atsyn wurden in den Jahren 1997 wnd 1998Lolitrem B-Gehalte awvischen 18 und 1797 pg/kg
TM ermittelt. Lolitrem B-Gehalte @nzdner Parzdlen lagen oberhalb der toxischen Dosis von
2000 pg’kg TM lagen. Der festgestellte Maximalwert war 247C pg/kg TM. Diese Ergebnisse
zdagen, dass es in Deutschland duchaus zum Auftreten der Weidetiererkrankung ,,ryegrass
staggers' kommen kann. Im Frellandversuch mit den Sorten Yatsyn, Embassy und Nui lagen die
ermittelten Lolitrem B-Gehalte avischen 16 und 1136ug/kg TM.

Weiterhin wurde in zwei Freilandversuchen der Einflussder Stickstoffdiingung auf den Lolitrem
B-Gehalt untersucht. Im Freilandversuch mit einer geringen Schnitthdufigkeit (Sorte Yatsyn,
19961999 zegte sich ein deutlicher Einflussder Stickstoffdingung auf den Lolitrem B-Gehalt.
Mit Zunahme der Dingung erhthte sich auch der Lolitrem B-Gehalt. Bei drei der sedhs
durchgefiihrten Schnitte war der Lolitrem B-Gehalt bel der Dingungsdufe mit der hoheren
Intensitét signifikant hoher as bei der Dingungssufe mit der niedrigeren DUngung. Der
Freilandversuch mit den Sorten Yatsyn, Embassy und Nui bei einer hoheren Schnitthdufigkeit
zagte an uneinheitliches Bild. Nur im ersten Schnitt konnte bei der Sorte Embassy ein positiver
Einflussder Stickstoffdiingung auf den Lolitrem B-Gehalt festgestellt werden. Bei den weiteren
Schnittterminen war der Trend eher umgekehrt. In drei Fallen wurde bel den Sorten Embassy und
Y atsyn ein signifikant hdherer Lolitrem B-Gehalt bei der diingungsdrmeren Variante festgestellt.
Eine Auswertung der Witterungsdaten bei den Frellandversuchen verdeutlichte den Einfluss der
Temperatur auf den Lolitrem B-Gehalt. Mit Zunahme der Temperatur nimmt auch der Lolitrem
B-Gehalt in der Pflanze a1. Im algemeinen fanden sich die hochsten Lolitrem B-Gehalte in den
Sommermonaten Juli und August nach warmeren Perioden. Zu Beginn, im Mai, sowie gegen
Ende der V egetationsperiode, im Oktober, waren die emittelten Lolitrem B-Gehalte ener gering.
Weiter zeigten die Freilandversuche, dassder Lolitrem B-Gehalt auch von der Sorte aéhéangig ist.
Die Sorten Yatsyn, Embassy und Nui zegten trotz ihrer vergleichbaren Neotyphodium-
Besiedlung einen stark variierenden Lolitrem B-Gehalt. Es zagte sich, dassder Lolitrem B-Gehalt
nicht alein wvon der Besedlungsrate @héngig ist. Der Lolitrem B-Gehdt kann als
sortenspezfische Eigenschaft angesehen werden. Sowohl der Genotyp der Wirtspflanze ds auch
die genetische Variabilitét des Pilzesist fir die Lolitrem B-Produktion verantwortlich.

In Klimakammerversuchen wurde die Temperaturabhingigkeit des Lolitrem B-Gehaltes
dokumentiert. Mit Zunahme der Umgebungstemperatur nimmt auch der Lolitrem B-Gehalt zu. In
den Versuchen fiuhrte die Erhthung der Umgebungstemperatur um 10 °C zu einer cirka
siebenfachen Erhohung des Lolitrem B-Gehaltes. Eine Erhéhung des Lolitrem B-Gehaltes war in
allen Sektionen der Pflanze a1 verzeichnen. Jedoch wurden auch Pflanzenpopulationen registriert,
bei denen trotz @ner 100 %igen Besiedlung mit dem Pilz N. lolii sowohl bei der kalten as auch
bei der warmen Umgebungstemperatur kein Lolitrem B nachweisbar war.

Im vegetativen Stadium einer neotyphodium-besiedelten L. perenne-Pflanze sind de héchsten
Lolitrem B-Gehalte in der Blattscheidensektion zu finden. Bel den hier durchgefiihrten Versuchen
wurden im Durchschnitt gemittelt Gber alle Sorten und Temperaturvarianten 75 % des gebildeten
Lolitrem B in den untersten finf Zentimetern der besiedelten Pflanzen (Blattscheidensektion)
nadhgewiesen. In der Blattspreitensektion wurden durchschnittlich 18 %, in den Wurzen 7 % des
gebildeten Lolitrem B gefunden.
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Bel der Untersuchung des Lolitrem B-Gehaltes einzdner Individuen innerhalb einer Sorte bzw.
Population zegte sich, dassder Lolitrem B-Gehalt bei den einzdnen Individuen stark schwankt.

In weiteren in vivo-Untersuchungen wurde die Hypothese, dasses N. lolii-Stdmme gibt, die kein
oder nur wenig Lolitrem B hilden, untersucht. Hierzu wurden in Gewdadshausversuchen
Frischmasseproben von neotyphodium-besiedelten Pflanzen verschiedener Okotypen und Sorten
auf das Alkaloid Lolitrem B untersucht. Es wurden 18 ruménische Okotypen selektiert, die trotz
einer N. lolii-Besiedlung, keine nachweisbaren Mengen Lolitrem B in der Pflanze bil deten.

Neben diesen in vivo-Untersuchungen wurden dann als weiterer konsequenter Schritt die Lolitrem
B-Untersuchungen auf die N. lalii in vitro-Kulturen ausgeweitet. Bei 34 N. lolii-Isolaten und zwel
weiteren Pilzen wurde die Lolitrem B- und Paxilli n-Produktion analysiert. Der Paxilli n-Gehalt der
meisten in vitro-Kulturen lag im pg-Bereich. Die Paxili n-Gehalte variierten von nicht
nadhweishar bis zu 25ug/Agarplatte bei den N. lolii-Isolaten. Die emittelten Lolitrem B-Gehalte
lagen hingegen im ng-Bereich. Sie variierten von 11 ng/Agarplatte bis zu 725 ng/Agarplatte. In
alen untersuchten N. lolii-lsolaten war Lolitrem B nadchweisbar. Der Vergleich der in vitro-
Ergebnise (Lolitrem B-Gehalt in N. lolii-Isolaten) mit den in vivo-Ergebnisen (Lolitrem B-
Gehalt in der entsprechenden Wirtspflanze) 1asg keine Korrelation erkennen. Vom in vitro-Test
konnte nicht auf den mdglichen Lolitrem B-Gehalt in der Wirtspflanze geschlossen werden.
Weiter wurde im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit in insgesamt 75 Karyopsenproben neben
der Neotyphodium-Besiedlung der Lolitrem B-Gehalt bestimmt. Ziel dieser Arbeiten war es
festzustellen, ob zwischen der Neotyphodium-Besedlung und dem Lolitrem B-Gehat ein
Zusammenhang besteht. Die durchgeflhrten Arbeiten zegten, dass zwischen der N. lolii-
Besiedlung und dem Lolitrem B-Gehalt keine Korrelation besteht. Die N. lolii-Besiediung ghbt
keine Riickschlisse auf den Lolitrem B-Gehalt. In 12 Karyopsenproben wurde trotz ener N. lolii-
Besiedlung von Uber 80 % kein Lolitrem B nadgewiesen. Lasd sich in den Karyopsen kein
Lolitrem B nachweisen, so bedeutet dieses nicht, dass die Karyopsen neotyphodium-frei sind.
Jedoch ist der Nadhweis von Lolitrem B in den Karyopsen ein hinreichender Nachwels fir den
Pilz N. lolii. Wird in den Karyopsen Lolitrem B nachgewiesen, so ist davon auszugehen, dassdie
Karyopsen mit Neotyphodium besiedelt sind. In keiner der 35 neotyphodium-freien
Karyopsenproben konnte Lolitrem B nachgewiesen werden.

Die Tatsadhe, dassin 12 Karyopsenproben trotz @ner N. lolii-Besiedlung oberhalb von 80 % kein
Lolitrem B nachweisbar war, unterstiitzt die Hypothese, dasses N. lolii-Stamme gibt, die wenig
oder gar kein Lolitrem B bilden.

Im Verlauf der Untersuchungen zur Erfassung des Vorkommens von N. lolii in L. perenne-Sorten
und -Okotypen wurde versucht, die NIR-Spektroskopie zaur Bestimmung der N. lolii-Besiedlung
einzusetzen. Die au deser Thematik unternommenen Untersuchungen zeigten jedoch, dasses mit
Hilfe der NIR-Spektroskopie nicht mdglich ist, die Neotyphodium-Besiedlung in L. perenne-
Grésern zu bestimmen. Zwar war es moglich von den Karyopsenproben aussageféhige NIR-
Spektren in diffuser Reflexion aufzunehmen. Jedoch waren zwischen den Spektren der
neotyphodium-besiedelten und neotyphodium-freien Proben keine signifikanten Unterschiede
feststellbar.
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7. Ausblick

Die mit dieser Arbeit vorgelegten Ergebnise zegen, dasses auch in Deutschland unter den hier
herrschenden Klimabedingungen zu Auswirkungen der Symbiose avischen Neotyphodium-Pilzen
und deren Wirtsgrasern kommen kann.

Die Ergebnise der Frellandversuche belegen, dass es in Deutschland zum Ausbruch der
Weidetiererkrankung ,ryegrass s$aggers’ kommen kann. Die gefundenen Lolitrem B-Gehalte
reichen aus, um die neuromuskulére Tiererkrankung auszulésen. Zudem ist davon auszugehen,
dass auch geringere Alkaloidgehalte a1 einer Bedntradhtigung der tierischen Leistung der
Weidetiere fuhren.

Momentan ist in Deutschland nur selten mit dem Ausbruch der Weidetiererkrankung , ryegrass
staggers* zu rechnen, da, wie die Untersuchungen zum Auftreten des Pilzesin L. perenne-Sorten
zagen, die arropdischen Sorten nur selten und gering mit dem Pilz N. lolii besiedelt sind. Jedoch
ist bei der zur Zeit vollzogenen Globaliserung der Méarkte und Unternehmen damit zu rechren,
dass hoher besiedelte L. perenne-Sorten auf den deutschen Markt gelangen und auch angebaut
werden. Somit kann es auch in Deutschland zum toxikologischen Problem der neotyphodium-
besiedelten Graser kommen.

Auch enige der positiven Auswirkungen der Symbiose awischen dem Pilz N. lolii und dem
Wirtsgras L. perenne wurden in den Frellandversuchen nadhgewiesen. Die neotyphodium-
besiedelten Gréser hatten einen tendenziellen, in enigen Falen einen signifikant hdheren
Trockenmasse-Mehrertrag als die neotyphodium-freien Vergleichsvarianten.

Ziel der Neotyphodium-Forschung muss es aso sein, sich die positiven Auswirkungen der
Neotyphodium/Gras-Symbiose (hdherer Trockenmasse-Ertrag, Schadinsektenresistenz ec.) zu
Nutze a1 madien, und de negativen Begleiterscheinungen (Weidetiererkrankungen) zu
eliminieren.

Denkbar und auch schon in Uberseg in den USA und Neusedand praktiziert, ist der Einsatz von
neotyphodium-besiedelten Grésern im Rasensektor. Der Einsatz von neotyphodium-besiedelten
Rasen mit einem hohen Alkaoid-Gehalt auf Golf-, Fufballplétzen sowie auf offentlichen und
privaten Grinflachen im Bereich der Freizetgestaltung birgt keinerlel Gefahren. In diesem
Bereich werden die negativen Begleiterscheinungen durch den Verwendungszwedk eliminiert. Auf
der anderen Seite sind gerade in diesem Bereich widerstandsféhige Graser von hohem Nutzen.

Um die Vortelle der Neotyphodium/Gras-Symbiose auch im landwirtschaftlichen Bereich nutzen
so koénnen, muss das toxikologische Problem der neotyphodium-besiedelten Gréser fur die
Weidetiere gelost werden. Ein Losungsansatz stellt hierbei die Schaffung von ,, Neotyphodium-
Elitestdmmen” dar, die keine toxischen Alkaloide wie Lolitreme oder Ergotalkaloide bilden. Die
Untersuchungen zum Lolitrem B-Gehalt in Pflanzenmaterial und in den Neotyphodium-Isolaten
der rumanischen Okotypen zeigen, dass die Verwendung von Elitestammen eine mdgliche
Problemloésung darstellen konrte. Es wurden mehrere Neotyphodium/Gras Kombination
selektiert, die auch bel hoheren Temperaturen keine nachweisbaren Mengen Lolitrem B in der
Pflanze gebildet haben. Zudem waren die Lolitrem B-Gehalte, die in den entsprechenden in vitro-
Kulturen dieser Neotyphodium-lsolaten bestimmt wurden, im Vergleich zu den aus USA und
Neusedand stammenden Neotyphodium-Isolaten als gering einzustufen. Weliterfihrende Arbeiten
sollten her die Untersuchungen auf die Ergotalkaloide ausdehnen. Fur die Inokulation dieser
»Neotyphodium-Elitestamme* in das Wirtsgras snd praktizierbare und erfolgreiche Methoden
beschrieben (LATCH & CHRISTENSEN, 1985 RAVEL et al., 1994. Jedoch Helbt nach einer
erfolgreichen Inokulation zu kiéren, inwieweit die efolgte Besiedlung mit dem Neotyphodium-
Pilz Gber mehrere Generationen hinweg stabil bleibt. Weiter ist denkbar, dass eine Eliminierung
der toxischen Alkaloide in den Grasern auch die positiven Eigenschaften der Graser beeanflussen
konrte.
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Diese Uberlegungen zeigen, dass im Bereich der Neotyphodium-Forschung noch viele Fragen
ungeklart sind und somit grolZer interdisziplinarer Forschungsbedarf besteht.
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9. Anhang

Tab. 34: Neotyphodium lolii-Besiedlung in % und Lolitrem B-Gehalte in pg/kg TM in
Karyopsen verschiedener Lolium perenne-Sorten und rumanischen Lolium
perenne-Okotypen in 1997

Sorte bzw. Neotyphodium-Besiedlung Lolitrem B-Gehalt
Okotyp in % in pg/kg TM
Sorte A* 83 6595
Sorte A 0 n. n.
Sorte B* 72 4697
Sorte B 2 n. n.
Sorte C" 78 6390
Sorte C 0 n. n.
Sorte D 36 2722
Sorte E 92 6374
Sorte F 0 n. n.
Sorte G 12 982
Sorte H 3 398
Sortel 34 2003
Sorte J 0 n. n.
Sorte K 43 4246
Sorte L 31 1269
Sorte M 15 1724
Sorte N 75 2485
Sorte O 0 n. n.
Sorte P 0 n. n.
Sorte Q 8 704
Sorte Q 11 416
Sorte R 12 784
R6 29 83 n. n.
RO 35 0 n. n.
RO 40 0 n. n.
R6 41 100 n. n.
RO 47 16 n. n.
R6 52 100 n. n.
R6 57 98 n. n.
RO 58 0 n. n.
RO 61 3 n. n.
RO 74 97 n. n.
RO 83 97 n. n.
RO 84 0 n. n.
RO 96 100 n. n.
R6 101 0 n. n.
R6 109 0 n. n.
R6 119 100 2129
R6 125 0 n. n.
RO 126 0 n. n.
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R0 134 90 1941
RO 143 0 n. n.
RO 147 0 n.n
R0 169 56 n.n
R6 170 85 n.n
R0 176 73 n.n
RO 188 0 n.n
R0 189 0 n.n
R0 191 15 n.n
R0 192 0 n. n.
R0 193 0 n. n.
R0 198 94 2251
R0 203 89 n. n.
R0 212 0 n. n.
R0 223 98 86
RO 264 0 n. n.
RO 267 0 n. n.
RO 281 100 n. n.
RO 283 5 n. n.
R0 294 0 n. n.
R0 298 0 n. n.
R0 305 0 n. n.
R0 323 0 n. n.
R0 332 0 n. n.
RO 345 0 n. n.
RO 348 0 n. n.
RO 351 0 n. n.
R0 358 0 n. n.
R0 365 0 n. n.
R0 382 100 3789
R0 410 12 n. b.
R0 421 0 n. n.
R0 422 95 n. n.
R0 435 0 n. n.
RO 452 100 n. n.

n. n. = nicht nachweishbar; n. b. = nicht bestimmbar
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Abb. 46. Verlauf der maximalen/minimalen Durchschnittstemperaturen bei  der
Gewdachshauskultur ~ von  Lolium  perenne-Versuchspflanzen in 1997

(Temperaturen als Wochenmittel angegeben)

9.1. Witterungsdaten Versuchsgandort M erklingsen (Versuchsgut der Uni-GH

Paderborn)

Die Witterungsdaten der Jahre 1995hbis 1998 sowie das langjahrige Mittel (Bad Sassendorf) des

Versuchstandortes Merklingsen sind in Abb. 47 bis Abb. 51 zusammengestellt.

Jahressumme Niederschlag 1995: 686,9 mm
Jahresmittel Temperatur 1995: 9,8°C

25 120
20 +| el 1 ,:, <
: ri \ 1T 100 g
i 1 )
o 15 A J i,\ P 1 @
: A\ v reo 8
g0 A N/ I \\ oo
@ - E 2
2 ST e V“\ | 5
i - 40 3
2 0 ‘/ — — B ] | g
5 -F ] all - ] & 20 g
-10 1 ' 0
4% 13,9, 56565, 0, O Y 4, 0. 0.0

Monat

|-I-Temperaturmitte| DNiederschIagssumme|

Abb. 47: Temperaturverlauf und Niederschlagssumme im Versuchgahr 1995 gemessen
am Versuchsgandort Merklingsen (Versuchsgut der Uni-GH Paderborn)
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Jahressumme Niederschlag 1996: 559,3 mm
Jahresmittel Temperatur 1996: 7,8°C
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Abb. 48: Temperaturverlauf und Niederschlagssumme im Versuchgahr 1996, gemessen
am Versuchsstandort M erklingsen (Versuchsgut der Uni-GH Paderborn)
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Abb. 49: Temperaturverlauf und Niederschlagssumme im Versuchgahr 1997, gemessen
am Versuchsstandort M erklingsen (Versuchsgut der Uni-GH Paderborn)
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Jahressumme Niederschlag 1998: 903,1 mm
Jahresmittel Temperatur 1998: 10,3°C
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Abb. 50: Temperaturverlauf und Niederschlagssumme im Versuchgahr 1998 gemessen
am Versuchsgandort M erklingsen (Versuchsgut der Uni-GH Paderborn)
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Abb. 51: Witterungsdaten (Temperaturverlauf und Niederschlagsaimme), langjahriges
Mittel (Monatsmittel der Jahre 19521982 am Standort Bad Sasendorf
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