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1 EINLEITUNG UND ZIELSTELLUNGEN

1 Einleitung und Zielstellungen

Weizen (Triticum aestivum L.) stellt neben Mais (Zea mays L.) und Reis (Oryza sativa L.) die
meistangebaute Nahrungspflanze der Welt dar. Die durch Fusarium (F.) spp. hervorgerufene ,,Partielle
Taubéhrigkeit (auch Ahrenfusariosen, engl. Fusarium Head Blight, FHB) ist ein ernstes Problem im
weltweiten Weizenanbau. Neben Ertrags- und QualititseinbuBBen, die Probleme im Miillerei-,
Béckerei- und Brauereigewerbe mit sich bringen (Fischer 2001, Wang et al. 2005, Eggert et al. 2011,
Papouskova et al. 2011), fiihrt eine Erkrankung auch zur Belastung des Ernteguts mit Mykotoxinen.
Fir Fusarium spp. glinstige Wachstumsbedingungen 16sen weltweit immer wieder Epidemien mit
hohen Verlusten aus. So kam es bei der Getreideernte in den USA zwischen 1990 und 1999 zu einem
volkswirtschaftlichen Schaden von ca. drei Milliarden US$ (Windels 2000). Schitzungen von El-
Badawy (2001) zufolge konnten in China in den Jahren, in denen Fusarium-Epidemien auftraten, die
Verluste auf 2,5 Mio. Tonnen Getreide beziffert werden. Uber ein auBergewdhnlich starkes Auftreten
in Deutschland wurde in den Jahren 1981, 1987, 1991, 1992, 1998, 2002 und 2007 berichtet (Ahrens
und Fehrmann 1984, Obst 1990, Miiller et al. 1997, Ellner 1999, D6l et al. 2000, Matthies et al. 2000,
Herold 2008).

Die Hauptschaderreger F. graminearum Schwabe [teleomorph Gibberella zeae (Schweinitz) Petch]
und F. culmorum (W. G. Smith) Sacc. sind in der Lage, mehrere Mykotoxine zu bilden. Die am
haufigsten in Getreide nachgewiesenen Fusarium-Toxine sind Deoxynivalenol (DON; aus der Gruppe
der Trichothecene) und Zearalenon (ZEA). Aufgrund des hohen Gesundheitsrisikos, das von diesen
Toxinen ausgeht, ist es zum Schutz von Mensch und Tier erforderlich, die Mykotoxine in
toxikologisch vertretbaren Grenzen zu halten (MIL 2010). In der Europédischen Union wurden deshalb
Hochstmengen fir DON und ZEA in Lebensmitteln festgelegt. Fiir Futtermittel existieren EU-weite
Richtwerte fur diese Mykotoxine.

Neben human- und tiertoxikologischen Wirkungen (u. a. dermatotoxisch, immunosuppressiv und
teratogen) wurde fir die von F. graminearum und F. culmorum gebildeten Mykotoxine auch
nachgewiesen, dass sie in der Phytopathogenese involviert sind (Desmond et al. 2008, Torres Acosta
et al. 2010). Die Fahigkeit zur Trichothecen-Synthese wird dabei als Aggressivitatsfaktor
(Aggressivitit = Stirke des Befalls bzw. quantitatives Schéadigungspotential des Schaderregers;
Vanderplanck 1984) diskutiert (Bai et al. 2001, Mesterhazy 2002, Langevin et al. 2004). Der
Haupteftekt der Trichothecene beruht auf der Hemmung der eukaryotischen Ribosomen und somit der
gesamten Proteinbiosynthese (Ueno 1977, Feinberg und McLaughlin 1989). Es wird vermutet, dass
durch diesen Mechanismus pflanzliche Abwehrreaktionen unterdriickt werden (Kang und Buchenauer
1999, Jansen et al. 2005) und dadurch dem Schaderreger die Besiedlung des infizierten Wirtsgewebes

moglich ist. Torres Acosta et al. (2010) konnten nachweisen, dass ZEA das Hitzeschockprotein



1 EINLEITUNG UND ZIELSTELLUNGEN

Hsp90, welches verstarkt bei Stress synthetisiert wird, inhibiert und vermuten, dass auch ZEA eine

Rolle fiir die Aggressivitit von Fusarium spp. spielt.

Die Schadbildausprigung und die Mykotoxinakkumulation im Feld werden im Wesentlichen von der
Witterung (Sutton 1982, Oldenburg et al. 2000, Gilbert und Fernando 2004), aber auch von
agrotechnischen MaBnahmen, (Champeil et al. 2004, Lori et al. 2009) und topographischen
Gegebenheiten (Miiller et al. 2010, 2011) beeinflusst. Zusétzlich spielen mikrobielle Interaktionen
sowie die Aggressivitit des Schaderregers eine Rolle. Da die Witterung nicht kalkulierbar ist, gilt es in
der landwirtschaftlichen Praxis, die agrotechnischen MalBnahmen so zu gestalten, dass das
Infektionsrisiko weitestgehend minimiert wird. In diesem Zusammenhang wird empfohlen,
Ernteriickstdnde, besonders bei Mais vor Getreide zu pfliigen, auf enge Getreide-Mais-Fruchtfolgen zu
verzichten und fusariumtolerante Sorten anzubauen. Des Weiteren sollte die Anwendung von
Fungziden termingerecht erfolgen und die Nahrstoffversorgung der landwirtschaftlichen Nutzflichen
optimiert werden (MIL 2010). Zusétzlich kommen alternative Methoden, die auf dem Einsatz
biologischer Pflanzenschutzmittel (z. B. antagonistisch wirkende Mikroorganismen) beruhen, zur

Reduzierung von Fusarium-Infektionen in Betracht (Lopez-Modéjar et al. 2011).

Der wachsende Trend zur nachhaltigen Landwirtschaft, der u. a. den Verzicht auf Pflugeinsatz sowie
die Reduzierung chemischer Pflanzenschutzmittel beinhaltet, erhoht das Risiko einer Fusarium-
Infektion. Dies erfordert die Entwicklung alternativer Methoden, die Umweltschutz und Sicherung
von Qualitit und Ertrag der Weizenproduktion gleichermaflen beinhalten. Eine Moglichkeit stellen in
diesem Zusammenhang arbuskuldre Mykorrhizapilze (AMP) dar (Akhtar und Siddiqui 2008).
Forschungsergebnisse aus Versuchen mit AMP im Gewichshaus lassen auf vielfiltige
Einsatzmoglichkeiten dieser Organismen, z.B. Schutz vor Pathogenen wund reduzierter
Diingemitteleinsatz, schlieen. Die Pilze sind in der Lage, Pflanzen zu stérken und antagonistisch auf
pilzliche Schaderreger zu wirken (Kegler und Gottwald 1998, Matsubara et al. 2004). Somit kdnnten

sie dazu beitragen, den Befall mit Fusarium spp. niedrig zu halten.

Zielstellungen

Wurden in vielen Untersuchungen die Aggressivitit und die Mykotoxinproduktion als zwei getrennte
Parameter der Phytopathogenese betrachtet bzw. die mdgliche Rolle der Mykotoxinproduktion fiir die
Aggressivitit von F. culmorum und F. graminearum tiberprift, ist es ein Ziel der vorliegenden Arbeit,
den FEinfluss beider Parameter (hier definiert als Aggressivitit) auf die Schadbildausprigung von
Weizenpflanzen zu {iberpriifen. Dafiir werden zundchst das Mykotoxinbildungsvermdgen (DON und
ZEA) und die nekrotische Aktivitdt (= quantitatives Schadigungspotential) von F. culmorum- und F.
graminearum-Isolaten in vitro bestimmt und anhand dieser Merkmale in Aggressivititsgruppen

eingeteilt. Anschlielend soll in einem Feldversuch der Frage nachgegangen werden, ob sich die in

2



1 EINLEITUNG UND ZIELSTELLUNGEN

vitro-ermittelte Aggressivitit in vivo widerspiegelt. Weizenpflanzen werden dazu sprithinokuliert und
das Auftreten von Fusarium spp. in Weizenkornern im Laufe der Vegetationsperiode mittels
mikrobiologischer und molekularbiologischer Verfahren analysiert. Des Weiteren soll durch die
Erfassung von Qualitdtsparametern (Ertrag und Tausendkorngewicht) und der Mykotoxinbelastung
(DON und ZEA) geernteter Weizenkorner das Ausmall der Schiadigung quantifiziert werden. Um den

Infektionsdruck zu erhdhen, wird eine Beregnungsvariante in die Untersuchungen einbezogen.

Im zweiten Teil des Forschungsvorhabens soll die Mdglichkeit der Befallskontrolle von Fusarium spp.
an Weizen mittels arbuskuldrer Mykorrhizapilze getestet und die Wirkung der symbiotischen Pilze
eingeschitzt werden. Dazu sollen in einem Klimakammer- und in einem Feldversuch Weizenpflanzen
iiber den Boden mit F. culmorum- und F. graminearum-Isolaten sowie mit AMP inokuliert werden.
Im Laufe der Ontogenese ist die Populationsdynamik von Fusarium spp. zu dokumentieren, um das
Durchsetzungsvermogen der Schaderreger gegeniiber einer zusétzlichen Mykorrhizierung zu
tiberpriifen. Um die Auswirkungen der Interaktionen der inokulierten Pilze auf die Weizenpflanzen zu
untersuchen, werden in der Klimakammer die Effizienz der Sauerstoffproduktion und morphologische
Eigenschaften der Weizenpflanzen (Spross- und Wurzel-Trockenmasse, Pflanzenlinge, Ahrenbildung)
erfasst. Im Freiland sollen zu diesem Zweck ebenfalls die morphologischen Eigenschaften (auBer
Ahrenbildung) sowie die Qualititsparameter (Ertrag und Tausendkorngewicht) und die
Mykotoxinbelastung (DON und ZEA) der Weizenpflanzen quantifiziert werden. Letztendlich sollen
praxisrelevante Aussagen dariiber getroffen werden, ob es moglich ist, durch den Einsatz von AMP

den Fusarium-Befall an Weizenpflanzen zu reduzieren.



2 SCHRIFTTUM

2 Schrifttum

2.1 Bedeutung und Vorkommen von Fusarium spp.

Die Symptome der ,Partiellen Taubdhrigkeit“ (Abb. 1) werden durch einen Komplex mehrerer
Fusarium-Arten verursacht. Neben F. graminearum und F. culmorum missen auch F. avenaceum, F.
poae, F. tricinctum, F. cerealis, F. equiseti und F. sporotrichioides genannt werden (Parry et al. 1995).
Die verschiedenen Fusarium-Arten sind nicht wirtsspezifisch, d. h. sie befallen Weizen, Mais und
andere Getreidearten gleichermalien ohne eine Spezialisierung fiir einen Wirt zu zeigen (Eeuwijk et al.
1995), Weizen ist jedoch besonders anfillig gegeniiber Ahrenfusariosen (Langevin et al. 2004). Die
Zusammensetzung des Artenspektrums an einem Standort wird durch die klimatischen Gegebenheiten
und die Standortfaktoren (z. Bsp. agrotechnische Malinahmen, topographische Faktoren) einer Region

bestimmt (Langseth et al. 1995, Magan et al. 2002, Oldenburg et al. 2000, Doohan et al. 2003).

Abb. 1: , Partielle Taubdhrigkeit” an Weizen
a) und b) partiell taube Ahrchen und orangefarbene Sporenbelige (Sporodochien)
¢) durch Fusarium-Befall rotlich verfarbter Spindelknoten (Foto: mit freundlicher Genehmigung von

K. Lienemann 2002)

Generell treten F. culmorum, F. avenaceum und F. tricinctum in kihl-maritimen Gebieten mit
mittleren Jahrestemperaturen von 5-15°C auf. F. graminearum bendotigt eine Durchschnittstemperatur
von 16°C und F. poae wichst optimal in wiarmeren/trockeneren Klimaten (Lacey et al. 1999, Obst und
Bechtel 2000, Doohan et al. 2003, Xu 2003, Xu et al. 2008a). Weltweit betrachtet dominiert F.
graminearum, so auch in Nordamerika, China, Neuseeland und Australien (Carter et al. 2000,
O’Donnell et al. 2000, Cromey et al. 2002, Akinsanmi et al. 2006). In Europa dominieren F.
graminearum, F. culmorum, F. avenaceum und F. poae (Vogelgsang et al. 2008). Isebaert et al. (2009)
isolierten aus belgischen Winterweizenproben hauptséchlich F. graminearum und F. culmorum, wobei
F. graminearum in Gebieten mit Maisanbau iiberwog und F. culmorum in Gebieten mit anderen
Getreidearten. Finnische Getreideproben waren iiberwiegend mit F. avenaceum belastet (Logrieco et
al. 2002, Jestoi et al. 2004). Im Erntegut von Getreide des Landes Brandenburg dominierten F.
graminearum und F. avenaceum (Miiller und Brother 2002). In Winterweizen im Rheinland traten vor
allem F. avenaceum und F. poae auf (Lienemann 2002) und in bayerischem Weizen F. graminearum
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und F. poae (Biittner 2006).

2.2 Fuarium-Toxine — Struktur und Toxizitéit

Mykotoxine sind im Allgemeinen sekundére Stoffwechselprodukte filamentoser Pilze, die toxisch auf
den tierischen bzw. menschlichen Organismus wirken, aber auch flir hohere Pflanzen teilweise giftig
sind. Bei diesen, fiir den Primirstoffwechsel nicht-essentiellen Substanzen, handelt es sich um
niedermolekulare, sehr stabile Verbindungen, die aufgrund ihrer unterschiedlichen Molekiilstruktur
verschiedenste Wirkungen im Organismus hervorrufen (Hussein und Brasel 2001). Zu den
Mykotoxinen, die von den verschiedenen Fusarium-Arten synthetisiert werden, gehdren u. a. die

Trichothecene, Zearalenon und seine Derivate, Fumonisine (FUM) und das Moniliformin (MON).

2.2.1 Trichothecene

Trichothecene sind eine Gruppe von Sesquiterpenen mit einer Epoxy-Gruppe an C12, C13 (Abb. 2a).
Entsprechend verschiedener Substituenten und Seitenketten erfolgt die Einteilung der Trichothecene in
Typ A- bis Typ D-Trichothecene (Ueno 1977). Fiir F. culmorum und F. graminearum stellen die
Trichothecene des B-Typs, zu denen auch DON (Abb. 2b) gehort, die wichtigste Gruppe dar.

Durch DON-kontaminierte Futtermittel hervorgerufene akute Mykotoxikosen &uflern sich bei Tieren
durch Erbrechen (frilhere Bezeichnung ,,Vomitoxin®“) und Diarrhde, Futterverweigerung,
Hautirritationen, H&morrhagien und Nervenstérungen (Hussein und Brasel 2001). Chronische
Toxikosen haben in der Fiitterungspraxis eine grof3ere Bedeutung als akute Toxikosen und werden oft
von unspezifischen Symptomen begleitet (unspezifischer Leistungsriickgang). Hauptsymptom einer
chronischen Aufnahme von Trichothecenen ist eine reduzierte Gewichtszunahme bei Jungtieren,
wobei das Schwein besonders empfindlich reagiert. Trichothecene fithren nach chronischer Exposition
zur Immunsuppression, die im Zusammenhang mit einer verdnderten Immunantwort und einer
erhohten Anfilligkeit der Tiere gegeniiber Infektionskrankheiten steht (Eriksen 2003, Goyarts 20006).
Auch beim Menschen verursachen Trichothecene Erkrankungen (Luo 1988, Bhat et al. 1989). In
Russland kam es wéhrend des 2. Weltkriegs zu vielen Todesféllen, deren Ursache Fusarium-belastetes
Getreide war (Joffe 1986). Die Krankheit wurde unter dem Namen ,,Alimentire toxische Aleukie*
bekannt, da sie zu starken Schéddigungen der Blutbildung und des Immunsystems fiihrt (Smith und
Moss 1985). Als Ausloser wurde spéter das zur Gruppe der A-Typ-Trichothecene gehorende T2-Toxin
identifiziert (Rei3 1981).

Bei Pflanzen verursachen Trichothecene eine Hemmung der Keimung und des Wachstums der
Koleoptilen, sowie eine Verminderung der Wurzel- und Blattmasse (Wakulinski 1989, Bruins et al.
1993, McLean 1996). DON und 3-Acetyldeoxynialenol (3-AcDON) weisen eine hohere Phytotoxizitét
als T2-, HT2-Toxin und Diacetoxyscirpenol (DAS) auf (Wakulinski 1989, Eudes et al. 2000).
Shimada und Otani (1990) und Eudes et al. (1997) beschrieben, dass Nivalenol (NIV) weniger
phytotoxisch ist als DON.
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2.2.2 Zearalenon

ZEA ist ein Polyketid, strukturell handelt es sich um ein B-Resorcylsdurelakton (Abb. 2c¢).

Das Toxin konkurriert mit den korpereigenen Ostrogenen um die Bindungsstellen an den
zytosolischen Ostrogenrezeptoren. Uber die Beeinflussung der RNA- und Proteinsynthese vermitteln
sie dadurch dysregulierte Ostrogeneffekte (Seeling und Dinicke 2005). Die dstrogenen Eigenschaften
des ZEA fithren zum Hyperdstrogenismus, wobei insbesondere Ferkel und Sauen betroffen sind.
Ferkel reagieren mit Schwellungen von Vulva und Gesiduge sowie mit Bewegungsstorungen (Zittern,
Gritschen der HintergliedmafB3en). Symptome bei weiblichen Zuchtsauen sind verringerte Fertilitidt und
erhohte Raten an Totgeburten. Praxisrelevante ZEA-Konzentrationen von 0,25 mg/kg bzw. 0,05
mg/kg fiihrten bei prapubertdren weiblichen Schweinen zu Hyperdstrogenismus bzw. zur vermehrten

Bildung von Tertidrfollikeln (Bauer et al. 1987).

a) b) ©)
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Abb. 2: a) Chemische Grundstruktur der Typ-B-Trichothecene und Strukturformel von b) DON und
c) ZEA

Gesicherte Daten iiber die Auswirkung von ZEA auf den Menschen liegen nicht vor. Es gibt jedoch
Vermutungen iiber einen Zusammenhang zwischen ZEA und frither Thelarche bei Pubertierenden,
z.B. in Ungarn, wo in Blutuntersuchungen bei frithreifen Kindern ZEA nachgewiesen werden konnte
(Szuetz et al. 1997). Auch in Puerto Rico wurden solche Beobachtungen gemacht und die Ursachen im
Einsatz des Leistungsforderers a-Zearalenol (Handelsname: Ralgro®) vermutet (Saenz de Rodriguez
1984).

Biesaga-Koscielniak et al. (2003) wiesen bei Weizenpflanzen in Abhédngigkeit von der ZEA-
Konzentration einen stimulierenden bzw. hemmenden Effekt auf die Entwicklung der Fruchtknoten,
auf die Embryo- und Kallusbildung sowie auf die anschlieBende Regeneration von Pflanzen nach und
beschrieben das Toxin als Auxin-ghnliche Substanz. Wachstumsregulatorische Eigenschaften von
ZEA in Weizenpflanzen wurden auch von Filek et al. (2004) beobachtet. Die Applikation von ZEA in
Mais resultierte in einer erhohten Permeabilitit von Protonen in den Wurzelzellen und fiihrte zum
Zusammenbruch des Transmembranpotentials (Filek et al. 2002). Bei Arabidopsis thaliana

verursachte ZEA eine Reduzierung des Wurzel- und Sprosswachstums (Utermark 2008).
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223 Gesetzliche Bestimmungen

Um die Gesundheit des Verbrauchers zu schiitzen, wurden EU-weite Hochstmengen fiir
Kontaminanten in Lebensmitteln, u. a. auch fiir die Mykotoxine DON und ZEA festgelegt. Diese
Hochstmengenregelung ist in der Verordnung (EG) Nr. 1881/2006 verankert. Danach darf z. B.
unverarbeitetes Getreide maximal 1.250 pg DON/kg (auBer Hartweizen und Hafer) bzw.
100 ng ZEA/kg enthalten. Unverarbeiteter Hartweizen und Hafer sollte hochstens 1.750 pg DON/kg
aufweisen. Fir Futtermittel bestehen Richtwerte, die laut Empfehlung 2006/576/EG der européischen
Kommission als obere Grenze anzusehen sind. In Alleinfuttermitteln fiir Schweine sollte demzufolge
eine Menge von 900 pg DON/kg bzw. 100 (Ferkel und Jungsauen) oder 250 ug ZEA/kg
(Mastschweine und Zuchtsauen) nicht iiberschritten werden. Fiir Milchkiihe liegen diese Werte bei
5.000 ug DON/kg und bei 500 ug ZEA/kg. Ebenfalls rechtlich geregelt sind die Probenahmeverfahren

sowie die Analysemethodik, um reprédsentative und vergleichbare Ergebnisse zu erhalten.

2.3 Produktion und Vorkommen von Trichothecenen und Zearalenon in Getreide
2.3.1 Produktion von Trichothecenen und Zearalenon
Die meisten der toxinproduzierenden Fusarium-Arten sind in der Lage, zwei oder mehrere Toxine

(Mykotoxincocktail) zu bilden. Dabei ist die Toxinbildung artspezifisch (Tab. 1).

Tab. 1: Ubersicht der durch Fusarium spp. gebildeten Mykotoxine (Zusammenfassung aus:
Greenhalgh et al. 1983, Ichinoe et al. 1983, Eriksen und Alexander 1998, Abramson et al. 2001, Bakan
et al. 2001, Hestbjerg et al. 2002a, Mateo et al. 2002, Desjardins 2006, Vogelgsang et al. 2008)

Mykotoxine*
Fusarium spp.
DON | ZEA | NIV T2 MON | DAS | FUM
F. avenaceum -l - - - + - -
F. cerealis - + + - - + -
F. culmorum +7 + + - (+) - -
F. equiseti )’ + +) - + + -
F. graminearum + + + - - - -
F. poae - - + + - + -
F. sporotrichioides - - - + (+) + -
F. tricinctum - - - - + - -
F. verticillioides - - - - - - +

* DON = Deoxynivalenol, ZEA = Zearalenon, NIV = Nivalenol, MON = Moniliformin, DAS =
Diacetoxyscirpenol, FUM = Fumonisine
' - = Produktion nicht nachgewiesen, > + = Produktion nachgewiesen, * (+) = Produktion durch

einzelne Isolate
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F. culmorum und F. graminearum konnen dariiber hinaus anhand ihrer Trichothecen-Produktion in
drei Chemotypen eingeteilt werden: (1) 3-AcDON-Chemotyp (Produktion von DON + 3-AcDON), (2)
15-AcDON-Chemotyp (Produktion von DON + 15-AcDON) und (3) NIV-Chemotyp (Produktion von
NIV + 4-AcNIV) (Ichinoe et al. 1983, Sydenham et al. 1991, Langseth et al. 1999, Muthomi et al.
2000). Die Bildung von 3-AcDON und 15-AcDON scheint aber chemotaxonomisch nicht determiniert
zu sein, da die Produktion beider acetylierten DON-Derivate durch ein einzelnes Isolat nachgewiesen

werden konnte (Szécsi et al. 2005, Toth et al. 2005).

2.3.2 Vorkommen von Trichothecenen und Zearalenon in Getreide

DON und ZEA sind weltweit die am haufigsten nachgewiesenen Fusarium-Toxine in Getreide, wobei
DON haufiger vorkommt als ZEA (Bottalico 1998, Bottalico und Perrone 2002, Curtui et al. 2004,
Sutton und Cowger 2004, Xu et al. 2008b, Roigé et al. 2009). Beide Toxine werden als Leittoxine
bezeichnet. Aus der Gruppe der Trichothecene treten auch NIV, DAS, T2- und HT2-Toxin immer
wieder als Kontaminanten auf. Schollenberger et al. (2006) untersuchten deutsche Weizenproben aus
den Jahren 2000 und 2001 hinsichtlich ihrer Gehalte von 16 unterschiedlichen Mykotoxinen
(Scirpentriol, 15-Monoacetoxyscirpenol, DAS, T2-Tetraol, T2-Triol, HT2, T2, Neosolaniol, DON, 3-
AcDON, 15-AcDON, NIV, Fusarenon X, ZEA, a- und B-Zearalenol). Die Ergebnisse verdeutlichen
die dominante Stellung von DON und ZEA: DON wurde in 95% und ZEA in 63% der Proben
nachgewiesen. 54% waren mit HT2-Toxin belastet, die anderen analysierten Toxine traten nur in einer
geringen Anzahl der Proben auf.

Einen Uberblick iiber die DON- und ZEA-Gehalte von Getreideproben aus Deutschland bietet die
besondere Ernteermittlung des Bundesministeriums fiir Erndhrung, Landwirtschaft und
Verbraucherschutz (BMELV). Dafiir werden seit 2001 jéhrlich und aus jedem Bundesland Weizen-
und Roggenproben analysiert, um die bundesweite Belastung mit DON und ZEA (seit 2008 auch T2
und HT2) einschitzen zu kénnen (Tab. 2; BEE 2010).

Bei Untersuchungen brandenburgischer Winterweizenproben (Landkreis Mirkisch Oderland) der
Jahre 2003, 2004 und 2005 wurden mittlere DON-Werte von 61; 711 und 119 pg/kg gemessen. Die
maximale DON-Belastung betrug 130; 14.349 und 348 ug/kg (MIL 2010). Weizenproben des Landes
Brandenburg (Landkreis Uckermark) des Jahres 2006 wiesen DON-Gehalte von < 20 pg/kg (=
Nachweisgrenze, NWQ) bis 2.960 ug/kg (MW: 349 pg/kg) und ZEA-Gehalte von < 2 ng/kg (= NWG)
bis 6 ugkg (MW: 2 pg/kg) auf. Im darauffolgenden Untersuchungsjahr 2007 war die Mykotoxin-
Belastung der Weizenproben mit einem maximalen DON-Gehalt von 20.320 pg/kg (MW: 4.877
png/kg) und einem maximalen ZEA-Gehalt von 2.543 ng/kg (MW: 165 pg/kg) am selben Standort
deutlich hoher als im Vorjahr (Miiller et al. 2010).

Die Untersuchungsergebnisse zeigen, dass es immer wieder zu hoch-belasteten Getreiden kommen
kann, in denen die festgelegten Hochstmengen fiir unverarbeitetes Getreide von 1.250 ug DON/kg
bzw. 100 pg ZEA/kg liberschritten werden.
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Tab. 2: Daten der besonderen Ernteermittlung des BMELV (BEE 2010): DON- und ZEA-Gehalte von
Weizenproben aus den Jahren 2001 bis 2010 (Angaben in pg/kg Weizen)

DON ZEA

Jahr . _ _ _ _
n Mittelwert | Maximum n Mittelwert | Maximum

2001 253 246 3.528 k. A’
2002 261 239 3.616 261 24 330
2003 457 148 2.692 457 1 25
2004 505 268 3.965 505 4 574
2005 496 80 4.097 496 6 348
2006 471 88 7.543 k. A.
2007 481 394 12.249 k. A.
2008 468 70 2.506 468 <33 33
2009 473 118 7.236 473 <33 139
2010 458 127 5.005 460 <33 364

"n = Anzahl der Proben, k. A. = keine Angaben

2.4 Infektionsprozess und Epidemiologie

Das Hauptreservoir des Primérinokulums von F. graminearum Schwabe [teleomorph Gibberella zeae
(Schweinitz) Petch] und F. culmorum (W. G. Smith) Sacc. fiir die Infektion der Weizenpflanzen
stellen Ernteriickstinde der Vorfrucht dar (Dill-Macky und Jones 2000, Markell und Francl 2003,
Bateman et al. 2007), auf denen die phytopathogenen Pilze in ihrer saprophytischen Phase iiberdauern
konnen (Bujold et al. 2001, Gilbert et al. 2008). Ausgehend von diesem Inokulum bilden F. culmorum
und F. graminearum ungeschlechtliche Konidien (Abb. 3) aus, die hauptsdchlich durch Regen
verbreitet werden (Horberg 2002, Paul et al. 2004). Durch Regenspritzer gelangen die Konidien

Abb. 3: Konidiosporen von a) F. culmorum und b) F. graminearum

von Blattetage zu Blattetage und konnen im Frithjahr zur Ausgangsinfektion fithren. F. culmorum
verbreitet sich rein asexuell, wohingegen von F. graminearum auch die Hauptfruchtform Gibberella

9
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zeae bekannt ist, deren Askosporen liberwiegend mit dem Wind (Fernando et al. 1997), aber auch {iber
Regenspritzer transportiert werden (Paul et al. 2004). Konidio- und Askosporen keimen auf den
Deckspelzen der Ahrchen und auf den Antheren. Die Hyphen wachsen entlang des Exokarps zwischen
Deck- und Hiillspelze und gelangen in das sich entwickelnde Korn. AnschlieBend werden die
Schichten der Fruchtschale und nachfolgend das Endosperm zerstort (Jansen et al. 2005). Die Erreger
breiten sich dann auf die Nachbarihrchen aus, in dem sie die Ahrenspindel durchdringen, sich in
dieser basipetal ausdehnen und die darunter liegenden Ahrchen besiedeln. Um sich inter- und
intrazellular auszubreiten, geben die Pilze zellwandzersetzende Enzyme wie Xylanasen, Cellulasen
und Pektinasen in das Wirtsgewebe ab (Buchenauer und Kang 2002). Durch das Wachstum in der
Spindel werden die Nihrstoffzufuhr und der Wassertransport der dariiberliegenden Ahrchen
beeintrachtigt und aufgrund der unzureichenden Kornfiillung bilden sich Kiimmerkdrner. Die
infizierten Ahrchen oder Ahrenstufen bleichen aus, woraus sich der Name ,,Partielle Taubéhrigkeit

ableitet (Snijders und Krechting 1992).

Die Askosporen von F. graminearum finden iiber einen langen Zeitraum durch Wind und Thermik
ideale Verbreitungsbedingungen vor. Die konidiale Verbreitung von F. culmorum ist hingegen von
Regenspritzern abhingig. Diese Art bildet neben Konidien und Mycel auch Chlamydosporen, mit
denen sie insbesondere bei hohen Temperaturen und Trockenheit sowie geringem
Bodenwasserpotential lange im Boden iiberdauern kann (Cook 1970, Cook 1980). Ausgehend von
diesem bodenbiirtigen Inokulum ist F. culmorum befahigt, die Wirtspflanzen auch vom Boden aus
iiber die Wurzel und/oder die Halmbasis zu besiedeln (Kropf und Schliiter 2005, Schliiter et al. 2006).
Dies fithrt zu Verbraunungen an den Nodien und den Internodien. Insbesondere bei trockener, warmer
Witterung und einem geringen Bodenwasserpotential wihrend der Jungpflanzenentwicklung kann es
zu einer systemischen Ausbreitung bis in die Ahre der Wirtspflanze kommen. In Untersuchungen von

Snijders (1990) konnte dagegen eine systemische Infektion bis in die Ahre nicht nachgewiesen

werden.

2.5 Einflussfaktoren auf Ahrenbefall und Mykotoxin-Akkumulation bei Weizen sowie
Mafinahmen zur Befallskontrolle

2.5.1 Witterungsfaktoren

F. graminearum benotigt Mindesttemperaturen von 17°C fiir eine hohe Infektionsrate, wihrend F.
culmorum die Getreidepflanze bereits bei Temperaturen von 10-14°C infiziert. Beiden Arten ist
gemeinsam, dass sie zur Infektion und zur Ausbreitung in der Pflanze hohe Luft- bzw. Blattfeuchten
benotigen. Dabei ist weniger die Gesamtniederschlagsmenge als das zeitgenaue Regenereignis zum
Zeitpunkt der Bliite ausschlaggebend. Begiinstigend fiir eine Ahreninfektion durch Ascosporen oder
Konidiosporen sind mindestens einen Tag Regen >/= 4 mm oder mehrere Tage Niederschlag mit

mind. 2 mm zum Zeitpunkt der Bliite (Entwicklungsstadien 61-63 nach BBCH-Code) und

10
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Temperaturen >17°C (Obst et al. 2000). Die Bliithphase ist zwar das anfélligste Stadium, dennoch ist
eine Infektion der Ahre vor und nach der Bliite, vom Ahrenschieben bis zur Teigreife ebenso moglich
(Fernando et al. 2000, Koch et al. 2006, Xu et al. 2007). So haben Freilandexperimente von
Mesterhazy (2002) sowie die verheerende Epidemie in den USA im Jahre 2003 gezeigt, dass die
Witterungsbedingungen nach der Bliite, insbesondere der Niederschlag, einen Einfluss auf das
Wachstum und die Ausbreitung des Pilzes in der Ahre haben (Cowger und Sutton 2005).
Nachfolgende Untersuchungen von Cowger et al. (2009) sowie von Xu et al. (2007) bestdtigen diese

Ergebnisse.

2.5.2 Topographische Faktoren

Grof3flachige Felder konnen Reliefstrukturen wie Kuppen und Senken aufweisen und Soélle
einschliefen. Aus der Heterogenitdt des Feldes ergeben sich variierende Bodeneigenschaften und
daraus resultierende Feuchtigkeitsbedingungen, die nicht nur zu differenziertem Pflanzenwachstum
sondern auch zu unterschiedlichem Pilzbesatz und unterschiedlichen Mykotoxin-Gehalten innerhalb
eines Feldes fiihren konnen (Delin 2004, Bongiovanni et al. 2005, Delin 2005, Norng et al. 2005,
Miiller et al. 2007, Miiller et al. 2009, Miiller et al. 2011). So wurden in Untersuchungen von Miiller et
al. (2011) im Untersuchungsjahr 2007 signifikante Unterschiede im mittleren DON- und ZEA-Gehalt
in Koérnern von Weizenpflanzen aus Kuppen (DON: 6.112 pg/kg, ZEA: 134 ng/kg) und Senken
(DON: 9.877 ng/kg, ZEA: 416 ng/kg) eines Feldes nachgewiesen.

2.5.3 Agrotechnische Mafinahmen

Einen potentiellen Risikofaktor stellen enge Fruchtfolgen mit einem hohen Getreide- und Maisanteil
dar, da sich hier Pflanzen abwechseln, die bevorzugt von Fusarium spp. befallen werden (Dill-Macky
und Jones 2000, Bateman et al. 2007). Ein besonders hohes Risiko geht von Mais aus, hierbei
insbesondere vom Kornermais, da dieser im Vergleich zu Silomais spéter geerntet wird und somit
langer als Wirt von Fusarium spp. dient. Nach der Ernte fungieren die Reste der befallenen
Wirtspflanzen als Inokulumquelle fiir Folgefriichte (Maiorano et al. 2008). Durch Pflugeinsatz werden
die Riickstinde zerkleinert und gelangen in tiefere Bodenschichten. Dort werden die Pflanzenreste
durch Mikroorganismen abgebaut und dem Pilz die Nahrungsgrundlage entzogen (Bartels und
Rodemann 2003, Yuen und Schoneweis 2007) und somit der Infektionsdruck fiir die Folgefrucht
verringert. Bei nichtwendender oder konservierender Bodenbearbeitung bleiben die Ernteriickstdnde
auf der Bodenoberfldche und somit kann bereits mit dem ersten Anbaujahr ein hoher Infektionsdruck
vorhanden sein (Dill-Macky und Jones 2000, Pereyra et al. 2004, Fernandez et al. 2007).
Verschiedene Weizensorten besitzen eine unterschiedliche Anfilligkeit gegeniiber Ahrenfusariosen.
Resistenzziichtung basiert auf morphologischen (passive Resistenz) und physiologischen (aktive
Resistenz) Resistenzfaktoren (Fauzi und Paulitz 1994, Mesterhazy 1995, Mesterhazy 2002, Ellner und
Schuster 2006). Die Wahl der Sorte sollte entsprechend des Standortes und der Anbaubedingungen

11
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erfolgen. Gerade auf Fusarium spp. gefahrdeten Fliachen (z. B. enge Getreidefruchtfolgen, Vorfrucht
Mais, keine Pflugbearbeitung) ist der Anbau gering anfilliger Sorten zu empfehlen (Bartels und
Rodemann 2003). Eine vollstindige Resistenz bei Winterweizensorten wurde bisher aber nicht
gefunden (Engle et al. 2003, Brunotte 2007). Somit kdnnen bei hohem Infektionsdruck auch gering
anfillige Sorten hohe DON-Gehalte aufweisen (Lehoczki-Krsjak et al. 2010).

Die Widerstandskraft von Weizenpflanzen gegen Pilzbefall ist vom Erndhungszustand abhéngig.
Einerseits konnen hohe Stickstoffgaben das Pflanzenwachstum férdern, andererseits fithren sie aber
auch zu weichem Gewebe, wodurch die Standfestigkeit verringert und die Krankheitsanfalligkeit
erhoht werden kann. Die Auswirkungen der Stickstoffdiingung werden unterschiedlich bewertet.
Sowohl iiberhohte (Heier et al. 2005, van der Burgt und Timmermans 2009) als auch zu niedrige
Stickstoff-Versorgung (Yang et al. 2010) konnen eine Fusarium-Infektion begiinstigen. Oldenburg et
al. (2007) und Yoshida et al. (2008) konnten keinen Einfluss von Stickstoffgaben auf Ahrenfusariosen
und Toxinbildung nachweisen.

Eine direkte Behandlung von Weizendhren zur Bekdmpfung von Fusarium spp. kann {iber den Einsatz
von Fungiziden erfolgen. Die meisten der zugelassenen Fungizide basieren auf Triazol-Verbindungen,
deren Wirkung auf die Hemmung der Sterol-Biosynthese (Mycelwachstum) zuriickzufiihren ist (Paul
et al. 2008, Paul et al. 2010). Unter Praxisbedingungen kdnnen so DON-Gehalte um >50% reduziert
werden (Brunotte 2007, Ellner 2006). Dabei hingt die Wirksamkeit vom Anwendungszeitpunkt ab
und ist um so grofBler, je niher die Applikation zum Zeitpunkt der Fusarium-Infektion erfolgt (Edwards
und Godley 2010). Die Anwendung von Strobilurin-haltigen Wirkstoffen wird kontrovers diskutiert,
da es durch den sogenannten ,,Greening-Effekt* zu einer Verldngerung der Blithdauer bzw. zu einer
Verldangerung der natiirlichen Seneszenz kommt und somit u. U. die Toxin-Akkumulation erhoht
werden kann (Simpson et al. 2001, Ellner 2004, Blandino et al. 2006). Fungizide mit geringer
Wirkung gegeniiber Fusarium spp., aber wachstumshemmendem Effekt auf andere Saprophyten,
konnen die Besiedlung von Pflanzen mit Fusarium spp.und daraus resultierender Mykotoxin-

Produktion forcieren, da konkurrierende Antagonisten fehlen (Miillenborn et al. 2008).

2.6 Alternative Methoden

Alternative Methoden, die auf der Anwendung biologischer Pflanzenschutzmittel beruhen, stellen ein
weiteres Instrument zur Befallskontrolle von Fusarium spp. dar. Zahlreiche Untersuchungen
beschreiben die mogliche biologische Kontrolle von Fusarium spp. mit Antagonisten (Kii¢iikk und
Kivang 2008, Inch und Gilbert 2011). Bujold et al. (2001) und Inch und Gilbert (2007) testeten die
Wirkung mykoparasitischer Pilze auf die Inokulumproduktion von F. graminearum. Durch die
Applikation von Microsphaeropsis sp. bzw. Trichoderma harzianum im Herbst wurde die Anzahl der
Perithecien auf Ernteriickstinden von Weizen und Mais reduziert. Ahnliche Ergebnisse wurden mit
dem Pilz Clonostachys rosea erzielt, der die Sporulation von F. culmorum und F. graminearum auf

Weizenstroh sowie von F. culmorum, F. graminearum, F. proliferatum und F. verticillioides auf
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Maisstoppeln unterdriickte (Luongo et al. 2005). Durch die friihe Anwendung im Herbst werden diese
antagonistischen Pilze allerdings {iber einen langen Zeitraum durch Umweltbedingungen beeinflusst
und koénnen dadurch in ihrem antagonistischen Potential begrenzt sein. Bakterien aus der Gattung
Bacillus, Streptomyces und Lysobacter sind in der Lage, durch die Produktion lytischer Enzyme
pathogene Pilze auf Ernteriickstdnden schnell zu zersetzen (Yuen und Schoneweis 2007).

Eine weitere Moglichkeit stellen Mykorrhizapilze dar, die die Empfindlichkeit von Pflanzen
gegeniiber Schaderregern reduzieren kénnen (Xavier und Boyetchko 2002, Veresoglou und Rillig

2011).

2.7 Mykorrhiza

Die meisten der hoheren Pflanzen bilden unter natiirlichen Bedingungen eine intensive
Lebensgemeinschaft mit verschiedenen Wurzelpilzen. Diese als Mykorrhiza bezeichneten Wurzel-
Pilz-Symbiosen variieren in Abhéingigkeit von klimatischen Bedingungen, Pflanzenart und
Bodenfaktoren in ihrer Struktur und Funktionalitét. Es gibt zwei Typen von Mykorrhiza: die Ekto- und
Endomykorrhiza. Bei der Ektomykorrhiza formt der Pilz einen Mantel um die Wurzelspitzen und
dringt mit seinen Hyphen in das Rindengewebe der Wurzeln (Hartig-Netz), aber nicht in die Zellen ein
(hauptsdchlich an Waldbdumen). Dagegen breiten sich die Hyphen der Endomykorrhiza in und

zwischen den Rindenzellen aus.

2.71 Arbuskulire Mykorrhiza

Die zur Endomykorrhiza gehorende arbuskulire Mykorrhiza (AM) ist die hdufigste Form der
Mykorrhiza. Sie kommt bei fast allen Landpflanzen (ca. 75-90%) vor (Smith und Read 1997, Fitter et
al. 2000, Brundrett 2002, Treseder und Cross 2006) und auch unter den landwirtschaftlichen
Nutzpflanzen finden sich zahlreiche Wirte, z. B. Weizen, Mais oder Sojabohne (Singh et al. 2012).
Nur in wenigen Pflanzenfamilien, z. B. Cyperaceae, Chenopodiaceae, Crucifereae oder Brassicaceae
ist keine oder nur eine schwache Bildung der Mykorrhiza vorhanden. Arbuskuldre Mykorrhizapilze
(AMP) sind ubiquitér verbreitet und stellen mit 5 — 36% der gesamten Biomasse und 9 — 55% der
mikrobiellen Biomasse im Boden (Olsson et al. 1999) eine wichtige Komponente in
landwirtschaftlichen und natiirlichen Boden dar. Die AM bestimmt die Diversitit von Okosystemen
und beeinflusst die Funktionalitit und Struktur von Pflanzengesellschaften und mikrobieller
Gemeinschaften eines Standortes (Bever et al. 2001, Chaudhry et al. 2005, Marschner und Timonen
2005, Toljander et al. 2007).

Die AM ist eine phylogenetisch sehr alte Symbiose. Der Fund von dhnlichen AM-Pilzstrukturen aus
dem Ordovizium weist darauf hin, dass AMP bereits vor ca. 460 Millionen Jahren existiert haben
konnten. Molekularbiologische Untersuchungen der 18S rDNA sprechen dafiir, dass die AM einen

maBgeblichen Anteil bei der Eroberung terrestrischer Okosysteme durch die GefidBpflanzen hatte
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(Simon et al. 1993, Taylor et al. 1995, Redecker et al. 2000a, b, Redecker 2002, Bonfante und Genre
2008). Systematisch werden die AMP aufgrund neuerer molekularbiologischer Erkenntnisse zum
Stamm der Glomeromycota gezéhlt und weiter in die Ordnungen Glomerales, Diversisporales,
Archaeosporales und Paraglomerales eingeteilt (SchiiBBler et al. 2001). Innerhalb des Stammes der
Glomeromycota werden z. B. die Gattungen Glomus mit den Gruppen A, B und C, Gigaspora,

Scutellospora, Acaulospora, Paraglomus und Diversispora beschrieben (Redecker und Raab 2006).

Die AM besteht im Wesentlichen aus drei Komponenten, dem intra- (IRH) und extraradikalen
Hyphensystem (ERH) sowie der Pflanzenwurzel (Abb. 4). In der Wurzel breitet sich das IRH der Pilze
in und zwischen den Zellen aus, die Ausbreitung ist dabei auf die Wurzelrinde beschrankt. Die als
Folge der Besiedlung im Zellumen gebildeten Arbuskeln dienen zum Néhrstoff- und
Kohlenstoffaustausch zwischen Pilz und Pflanze. Inter- und intrazellulér bilden die Pilze auBlerdem die
zur Speicherung von Lipiden dienenden Vesikel. Diese wurzelinternen Strukturen stehen in
Verbindung mit dem ERH, das auch als Bodenmycel bezeichnet wird. Damit kann sich der Pilz im
Boden ausbreiten und neue Wurzeln besiedeln sowie Nihrstoffe aufnehmen und Sporen zur
rdumlichen Verbreitung bilden (Toljander 2006). Es wird vermutet, dass die Etablierung der Symbiose
zwischen AMP und der Wirtspflanze u. a. durch das Pflanzenhormon Strigolakton stimuliert wird

(Akiyama und Hayashi 2006, Besserer et al. 2006, Steinkellner et al. 2007, Gomez-Roldan 2008).

a) b)
ERH + S o
Rhizodermis \ / P o
\
IRH e e
@\ ] Cortex T
Arbuskel—»[@ﬁ%ﬂ[ J ;esikel Vesikel

Abb. 4: Mykorrhiza-Strukturen

a) Schematische Darstellung von Mykorrhiza-Strukturen (ERH bzw. IRH = extra- bzw. intraradikales
Hyphensystem)

b) Blau gefarbter Wurzelabschnitt - Vesikel arbuskuldrer Mykorrhizapilze (Quelle: M. Tauschke,
ZALF e.V. Miincheberg)

2.7.2 Nutzen fiir die Symbiosepartner
In einer Symbiose steht der beidseitige Nutzen der Organismen im Vordergrund. Als obligat biotrophe
Wurzelsymbionten sind AMP fiir ihr Wachstum und ihre Entwicklung auf die autotrophen

Wirtspflanzen angewiesen, die die Pilze wiederum mit Assimilaten versorgen (Pfeffer et al. 1999). Bis
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zu 20% des Pflanzen-fixierten Kohlenstoffs geht dabei an den Pilz (Parniske 2008). Im Gegenzug
ermoglicht die Mykorrhiza den Pflanzen eine hochst effektive Néhrstoff- (v. a. Phosphor und
Stickstoff) und Wasseraufnahme aus dem Boden (Jia et al. 2004, Biicking und Shachar-Hill 2005,
Fusconi et al. 2005, Parniske 2008, Richardson et al. 2009). Die AMP erschlieBen durch ihr ERH
Bodenkompartimente, die fiir die Pflanze {iber ihre Wurzelhaare und Feinwurzeln nicht erreichbar sind
und erweitern so das raumliche Wasser- und Néhrstoffaufnahmevermégen des pflanzlichen
Symbiosepartners (Goltapeh et al. 2008). Uber das ERH werden schwerldsliche Ionen, z. B.
Orthophosphate (PO4”) sowie immobile Mikronihrstoffe wie z. B. Zink, Magnesium und Mangan zur
Pflanze transportiert. Neben ihrer wichtigen Funktion bei der Erndhrung kommt den AMP auch eine
gro3e Bedeutung fiir die Pflanzengesundheit zu, denn sie schiitzen die Pflanze vor abiotischen und
biotischen Stressfaktoren. Sie verbessern z. B. die Resistenz bzw. Toleranz verschiedenster Pflanzen
gegeniiber Bodenversalzung (Feng et al. 2002, Giri et al. 2003) und Trockenheit (Nikolaou et al.
2003), ein entscheidender Vorteil fiir das Wachstum von Pflanzen in ariden und semiariden Gebieten.
Weitere positive Einfliisse sind der Schutz der Pflanzen vor Bodenerosion (Vaidya et al. 2007) und
Schwermetallen (Khan et al. 2000, Liao et al. 2003, Korade und Fulekar 2009). AMP geben {iber ihre
Hyphen das Glykoprotein Glomalin bzw. sog. ,.,glomalin-related soil proteins* (GRSP; Rillig 2004) in
den Boden ab (Driver et al. 2005). Das Glomalin hilt wie Klebstoff kleinere Bodenpartikel zusammen
und fordert dadurch die Stabilitit von Bodenaggregaten (Aumtong et al. 2010). Glomaline spielen
aulerdem bei der Absorption und Sequestrierung sowie daraus resultierender Reduktion der
Bioverfiigbarkeit von Schwermetallen bzw. potentiell toxischen Stoffen eine grofle Rolle (Gonzalez-
Chavez 2004, Cornejo et al. 2008, Vodnik et al. 2008). Auch die Mykorrhiza als strukturelle Einheit
mindert den toxischen Einfluss auf die Pflanze, indem sie als Puffer fungiert, der die Ionen in
Komplexen bindet und deponiert. Auf diese Weise wird der pflanzliche Partner durch die

Filterwirkung der AMP geschiitzt (Hildebrandt et al. 2007).

Weitere Bedeutung erhalten die AMP durch ihre Fiahigkeit, die Resistenz bzw. Toleranz ihrer
Wirtspflanzen gegeniiber bodenbiirtigen pilzlichen Phytopathogenen und Nematoden zu erhohen. Als
Beispiele fiir pilzliche Schaderreger werden in diesem Zusammenhang die Gattungen
Cylindrocladium, Fusarium, Macrophomina, Phytophthora, Pythium, Rhizoctonia, Sclerotinium,
Verticillium and Thielaviopsis genannt (Cordier et al. 1998, Salami 2002, Harrier und Watson 2004,
Aysan und Demir 2009). Innerhalb der Gattung Fusarium wurde dieser hemmende Effekt v. a. auf die
Arten F. solani und F. oxysporum beschrieben, die die Fusarium-Welke an garten- und ackerbaulichen

Kulturen verursachen (Dugassa et al. 1996, Al-Askar und Rashad 2010).

Worin die Ursachen fiir die erhohte Resistenz von mykorrhizierten Pflanzen gegeniiber bodenbiirtigen
Schaderregern liegen und welche Mechanismen hier wirken, ist bisher nur teilweise geklart (Pozo et

al.  2009). Verschiedene Wirkungsmechanismen werden vermutet, u. a. verbesserte
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Néhrstoffversorgung und hohere Wurzelbiomasse, Verdnderungen in der Morphologie der Wurzel und
Modifikation antagonistischer mikrobieller Populationen in der Mykorrhizosphére (Cordier et al.
1998). Um eine exzessive Kolonisierung der Pflanze durch die AMP zu verhindern und das
Gleichgewicht zwischen beiden Partnern aufrecht zu erhalten, sind Regulationsmechanismen
erforderlich. Als ein mdglicher Mechanismus wird in diesem Zusammenhang die sog. ,,Autoregulation
der Mykorrhizierung™ genannt, durch die moglicherweise auch die Besiedlung pathogener Pilze
unterdriickt wird (Vierheilig et al. 2008). Des Weiteren wird die Aktivierung pflanzlicher
abwehrrelevanter Mechanismen vermutet (Garcia-Garrido und Ocampo 2002, Pozo et al. 2002, Khan
etal. 2010), z. B. Aktivierung der Jasmonat- und Salicylatbiosynthese (Blilou et al. 2000a, b, Hause et
al. 2002), Akkumulation reaktiver Sauerstoffspezies (Fester und Hause 2005) und Induktion von

abwehrbezogenen Genen (Gianinazzi-Pearson et al. 1996, Gao et al. 2004).

Viele der durch die AMP hervorgerufenen Auswirkungen auf die Pflanze resultieren in einem
verbesserten Wachstum der Pflanzen und auBerdem fiihrt die bessere Néhrstoffversorgung und die
erhohte Toleranz gegeniiber Schaderregern zusitzlich zu einem hoheren Ertrag sowie zu einer hheren

Photosyntheserate (Jia et al. 2004).

2.7.3 Einflussfaktoren auf die arbuskulire Mykorrhiza

Sowohl die einzelnen AM-Strukturen als auch die Etablierung der Symbiose und somit die
Pflanzenantwort werden von verschiedenen Faktoren beeinflusst. Tabelle 3 gibt einen Uberblick
iiber die einzelnen Faktoren, die nach Feddermann et al. (2010) drei Ebenen zugeordnet werden
konnen und die Komplexitit der AM-Symbiose verdeutlichen. Nachfolgend werden einige Faktoren

niher erlautert.

Tab. 3: Einflussfaktoren auf die arbuskuldre Mykorrhiza (nach Feddermann et al. 2010)

Pilz-Pflanzengesellschaft Organismus Zelluliire/Molekulare Ebene

Abiotische Faktoren Faktoren seitens der Pflanze - Kompatibilitét
- Bodeneigenschaften - Reaktion auf und Abhéngig- | - Signal- und Genexprimierung
- Klima keit von der AM in Bezug - Besiedlungsvermdgen und
- Lichtverhiltnisse auf P-Versorgung Morphologie
- Anthropogene Effekte - Vermogen, C zu fixieren - Néhrstoffstatus, z. B. Trans-
Biotische Faktoren Faktoren seitens der AMP port und Aufnahme von P
- Struktur und Konkurrenz innerhalb | - Vermdogen, Nahrstoffe zu

der Pflanzengesellschaft mobilisieren
- Diversitit der AMP - Vermdgen des IRH, Nahr-
- Interaktionen mit Pathogenen/Para- stoffe zu transportieren

siten - Verhéltnis von IRH/ERH
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2.7.3.1 Witterungsfaktoren

Hawkes et al. (2008) untersuchten den Einfluss der Bodentemperatur (14°C, 20°C, 26°C) auf die
Struktur und die Allokation des Hyphensystems einer aus unterschiedlichen Arten bestehenden AMP-
Gemeinschaft an Spitzwegerich (Plantago lanceolata). Beide Parameter wurden durch die Temperatur
signifikant verdndert, wobei die Anzahl der Vesikel in den kélteren Boden zunahm und das ERH sich
in den wiarmeren Boden stirker ausbreitete. In einem GeféBversuch wurde Spitzwegerich mit G.
mosseae, G. hoi oder Acaulospora sp. inokuliert und das Wachstum des ERH bei 12°C und 20°C
gemessen. Die hoheren Temperaturen steigerten das Wachstum des ERH bei den Glomus-Varianten
signifikant und es konnte ein direkter Zusammenhang zwischen Temperatur und ERM-Wachstum,
unabhingig von der Entwicklung der Wirtspflanze ermittelt werden (Heinemeyer und Fitter 2004).
Die Untersuchungen von Staddon et al. (2004) und Bunn et al. (2009) bestétigen die begiinstigende
Wirkung hoher Temperaturen auf das Wachstum des ERH.

Zhu et al. (2010) iiberpriiften die Mykorrhizierungsrate (G. etunicatum) von Maispflanzen und die
Wurzeltrockenmasse bei einer Bodentemperatur von 5°C, 15°C und 25°C. Die Mykorrhizierungsrate
war bei den hoheren Temperaturen grofler als bei 5°C, eine hohere Wurzeltrockenmasse wurde aber
im Vergleich zu den nicht-mykorrhizierten Pflanzen bei allen Temperaturen gemessen. Auch bei
Sorghum-Pflanzen (Sorghum bicolor (L.) Moench) war die Mykorrhizierungsrate (G. intraradices) bei
23°C hoher als bei 10°C und 15°C, das Pflanzenwachstum (gemessen als Sprosstrockenmasse) war
dennoch durch die Mykorrhizierung (gegeniiber nicht-mykorrhizierten Pflanzen) unabhéngig von der

Temperatur erhoht (Liu et al. 2004).

Ruiz-Lozano et al. (1995) testeten die Toleranz mykorrhizierter Salatpflanzen (Lactuca sativa L. cv.
Romana) gegeniiber Trockenstress. Dazu wurden die Pflanzen mit sieben verschiedenen Glomus-
Arten (je eine Art) inokuliert und die Sprosstrockenmasse bestimmt. Sie konnten fiir alle Arten eine
unterschiedliche Wirkung ermitteln, wobei die Art G. deserticola den Trockenstress im Vergleich zu
normal — bewisserten Pflanzen am stérksten ausgleichen konnte. Im Gegensatz dazu wurde durch die
Mykorrhizierung mit G. occultum der Trockenstress kaum kompensiert, die Sprosstrockenmasse war
um ca. 70% geringer als bei den Vergleichsvarianten. AuBlerdem begiinstigte G. deserticola die
Transpirationsrate und den P- und N-Gehalt in den Pflanzen mehr als G. occultum.

Die Féhigkeit von G. mosseae und G. fasciculatum, Trockenstress auszugleichen, wurde auch von Al-
Karaki et al. (2006) tiberpriift, indem sie die Entwicklung von Zwiebeln unter normaler Bewisserung
und bei Trockenstress beobachteten. In beiden Bewiésserungsstufen waren die Wurzeln mykorrhiziert,
aber der Trockenstress flihrte zu einem geringeren Mykorrhizierungsgrad. Trotzdem konnte die
Mykorrhiza die Ertragsverluste, die durch die Trockenheit verursacht wurden, ausgleichen und

zusitzlich konnte in dieser Studie eine Sortenabhingigkeit festgestellt werden.
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2.7.3.2 Agrotechnische Mafilnahmen

Das Inokulumpotential der AM im Boden ist von aktiven Reproduktionsformen wie z. B. Sporen,
Fragmente mykorrhizierter Wurzeln oder aktiver extraradikaler Hyphen abhéngig. In der Literatur ist
vielfach beschrieben, dass in intensiv bewirtschafteten landwirtschaftlichen Nutzflachen die AM stark
beeintrachtigt wird (Oehl et al. 2003, Gosling et al. 2006, Verbruggen et al. 2010). Durch die
konventionelle Bodenbearbeitung in intensiv genutzten Fldchen wird das ERH arbuskulérer
Mykorrhizapilze zerstort und als Folge dessen nimmt die Dichte aktiver Hyphen ab (Menéndez et al.
2001). In diesem Zusammenhang konnten Cornejo et al. (2009) nachweisen, dass die nicht-wendende
Bodenbearbeitung im Vergleich zum Pflugeinsatz zu einer hoheren Mykorrhizierung von
Haferwurzeln und zu einer héheren Dichte an extraradikalen Hyphen fiihrte. Aus Bodenproben mit
konservierender Bodenbearbeitung konnten ebenfalls mehr Mykorrhizasporen und extraradikale
Hyphenmasse isoliert werden als von konventionell bearbeiteten Fldchen (Borie et al. 2006).
Monokulturen und eingeschriankte Fruchtfolgen reduzieren die Artenanzahl von AMP (Gosling et al.
2006). Um die Vielfalt zu erhohen, spielt der Anteil mykotropher Nutzpflanzen in der Fruchtfolge eine
entscheidende Rolle. Plenchette et al. (1983) untersuchten die Mykorrhizierungsrate verschiedener
Pflanzenarten und konnten z. B. eine hohere Mykorrhizierungsrate bei Erbse und Ackerbohne im
Vergleich zu Mais und Weizen feststellen. Leguminosen stellen somit ein hoheres Inokulumpotential
fiir Folgeftiichte bereit als Graminaceen.

Auch Fungizide konnen die AM beeinflussen (Hernandez-Dorrego und Parés 2010). Kjeller und
Rosendahl (2000) priiften die Auswirkungen zweier Fungizide (Fenpropimorph und Propiconazol) auf
die Aktivitdt des ERH und des IRH. Fenpropimorph hemmte beide Hyphenarten und Propiconazol nur
das ERH. Zudem ist der Einfluss von Fungiziden auf AMP vom Entwicklungsstadium der
Wirtspflanze, von der Menge und der Art sowie von der Persistenz der chemischen Verbindungen im
Boden abhingig (Johnson und Pfleger 1992).

Die Ausbildung einer funktionsfihigen AM steht im engen Zusammenhang mit der
Néhrstoffverfiigbarkeit, insbesondere dem P- und N-Status im Boden (Gosling et al. 2006, Collins und
Foster 2009). Durch hohe Konzentrationen an leichtloslichen Néhrstoffen in der Bodenldsung sinkt
die Abhéngigkeit der Pflanzen gegeniiber ihren pilzlichen Symbiosepartnern. Die Diingung hat somit
einen wesentlichen Einfluss auf die AM. Kahiluoto et al. (2001) zeigten in diesem Zusammenhang,
dass mit steigendem P-Diingemittel-Einsatz die AMP-Sporendichte abnahm. In einem GefaBversuch
wurde eine hohere Dichte extraradikaler Hyphen in Boden mit 10 mg P/kg Boden im Vergleich zu
40 mg P/kg Boden nachgewiesen (Liu et al. 2000). Eine Artenverschiebung arbuskulirer
Mykorrhizapilze sowie eine sinkende Sporenanzahl wurden von Egerton-Warburton und Allen (2000)

auf die Zunahme von N im Boden zurtickgefiihrt.
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2.7.4 Einsatzmoglichkeiten arbuskulirer Mykorrhizapilze

Arbuskuldre Mykorrhizapilze konnen aufgrund ihrer Eigenschaften zur Rekultivierung von stark
erodierten oder Schwermetall belasteten Boden eingesetzt werden. Durch den Schutz von Pflanzen vor
Trockenheit und Salzstress ist eine zunehmende Bedeutung der AMP im Zusammenhang mit den
Veranderungen durch den Klimawandel (hohere Temperaturen, stirkere Trockenheit) zu erwarten.
Des Weiteren finden sie wegen ihrer positiven Wirkungen auf Stressresistenz und Kontrolle von
Pathogenen zunehmend Betrachtung als umweltschonende Alternative und Ergédnzung zu Pestiziden
und kiinstlichen Diingemitteln im Gartenbau und in der Landwirtschaft, was besonders fiir die
nachhaltige Landwirtschaft von Bedeutung ist. Um den gezielten Einsatz der AMP zum Schutz vor
Pathogenen in der Landwirtschaft zu ermoglichen, ist es nach wie vor notwendig, die Effektivitit
dieser Pilze zu iiberpriifen. Dazu sind v. a. Freilandversuche erforderlich, die die unter

Praxisbedingungen vorkommenden Einflussfaktoren einschlieBen.
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3 Material und Methoden
3.1 Materialien
3.1.1 Chemikalienverzeichnis

Chemikalie

Hersteller

Acetonitril, ROTISOLV® HPLC
Gradient Grade, min. 99%

Roth, Karlsruhe Deutschland

Alpha-Amylase, EC 3.2.1.1

Sigma, St. Louis, USA

Aktivkohle p.a.

Roth, Karlsruhe Deutschland

Aluminiumoxid, Typ WN-3 neutral

Sigma-Aldrich, Steinheim Deutschland

Aureomycin (Chlortetracyclinhydrochlorid)

AppliChem, Darmstadt Deutschland

Chloramphenicol

Roth, Karlsruhe Deutschland

Chloroform, > 99%

Roth, Karlsruhe Deutschland

Dicloran (2,6-Dichlor-4-nitroanilin)

Aldrich, Steinheim Deutschland

Ethanol, >99,8 %

Roth, Karlsruhe Deutschland

Iprodion (Handelsname ROVRAL®)

BASF Deutschland

Isopropanol, > 99,5%

Roth, Karlsruhe Deutschland

Kationenaustauscher AG50W-X8 200-400 mesh

Bio-Rad, Hercules, USA

Kinetin, 99%

AlfaAesar, Karlsruhe Deutschland

Laktoglycerol (Milchsdure/Glycerin/Wasser,
1:1:1, v/v)

Roth, Karlsruhe Deutschland

Methanol, ROTISOLV® HPLC Gradient Grade,
min. 99%

Roth, Karlsruhe Deutschland

Methylblau (0,05% gelost in Laktoglycerol)

VWR, Leuven Belgien

Mykotoxinstandards Biopure, Tulln Osterreich
Natriumpyrophosphat Sigma, St. Louis USA
Penicillin Serva, Feinbiochemica Heidelberg, New York

Proteinase K, EC 3.4.21.14

Merck, Darmstadt Deutschland

Silicagel 60, PartikelgréBe 0,063-0,2 mm

Merck, Darmstadt Deutschland

Streptomycin

Sigma, St. Louis USA
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3.1.2 Niahrmedien
Alle hier aufgefiihrten Nédhrmedien wurden bei 121 °C und 1 bar fiir 15 Minuten autoklaviert und

anschlieBend in Petrischalen bzw. Erlenmeyerkolben ausgegossen.

Synthetischer nihrstoffarmer Agar (SNA, nach Nirenberg 1976)

KH,PO, 1.,0g
KNO; 1.,0g
MgSO, x 7 H,0 05¢g
KCl 05¢g
Glucose 02¢g
Saccharose 02¢g
Agar-Agar (Merck) 20¢g
Aqua dest. 1000 ml

0.5%iger Wasser-Agar (Diamond und Cooke 1999)

Agar-Agar (Merck) S5g
Aqua dest. 1000 ml
Kinetin 0,01 g

Nach dem Autoklavieren wurde der Agar auf ca. 55°C im Wasserbad abgekiihlt und mit Kinetin

versetzt.

Potato-Dextrose-Agar (PDA; Kreisel und Schauer 1987)
Potato-Dextrose-Agar (Merck) 37¢g
Aqua dest. 1000 ml

Fliissiger SABOURAUD-1%-Glucose-1%-Maltose-Agar (Sabo-Fliissigmedium: Kreisel und

Schauer 1987)
Pepton aus Casein 50¢g
Pepton aus Fleisch 50¢g
a-D-Glucose 10,0 g
Maltose 10,0 g
Aqua dest. 1000 ml
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Czapek-Dox-Iprodion-Dicloran-Agar (CZID, modifiziert nach Abildgren et al. 1987)

Czapek-Dox-Agar (Fluka) 35¢g
CuSO,4 x 5 H,O 0,005 g
ZnSO4 x 7 H,O 0,01g
Agar-Agar (Merck) 10 g
Aqua dest. 1000 ml
Dicloran (0,2% in Ethanol) 1 ml
Iprodion-L6sung 10 ml
Chloramphenicol 0,05¢g
Penicillin 0,05¢
Aureomycin 0,05¢g
Streptomycin 0,05¢g

Nach Abkiihlen des Agars auf ca. 55°C wurden die Fungizide Iprodion und Dicloran hinzugefiigt. Zur
Herstellung der Iprodion-Lésung wurden 0,3 g ROVRAL® in 50 ml sterilem ca. 40 °C warmen
Wasser gelost. Die Antibiotika wurden in 10 ml sterilem ca. 40 °C warmen Wasser gelost und

ebenfalls dem Agar zugegeben.

Inkubationsbedingungen fiir die Anzucht der Pilze

Zur Anzucht der Pilze wurden die Petrischalen entweder im Brutschrank bei 25 °C und Dauerdunkel
und/oder in einem Lichtschrank bei Raumtemperatur und unter kiinstlichem Tages- und UV-Licht
(Emission ca. 310 — 360 nm) mit einem Hell-Dunkel-Wechsel von 12/12 h inkubiert. Die
Inkubationsdauer war vom Versuch abhingig und wird extra angegeben. Im nachfolgenden Text

133

werden fiir die Beschreibung der Inkubationsbedingungen nur die Begriffe ,,Brutschra und

,,Lichtschrank* verwendet.

3.13 Eingesetzte Mikroorganismen

3.1.3.1 Fusarium-Isolate

In friitheren Freilandversuchen des ZALF wurden aus Weizenpflanzen verschiedene Fusarium-Arten
isoliert und in der Stammsammlung des Instituts fiir Landschaftsstoffdynamik in Erdkultur
eingelagert. Aus dieser Sammlung wurden 8 F. culmorum (Fc)- und 5 F. graminearum (Fg)-Isolate
ausgewdhlt und in den Versuchen der vorliegenden Arbeit eingesetzt. lThre Bezeichnung und ihre

Herkunft sind in Tabelle 4 dargestellt.

3.1.3.2 Mykorrhizapilze
Die als Inokulum verwendeten Mykorrhizapilze stammten ebenfalls aus dem Institut fiir

Landschaftsstoffdynamik des ZALF und lagen als Gemisch aus Quarzsand, Mykorrhizapilzsporen,
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Hyphen und mykorrhizierten Wurzeln vor (Tab. 5). Alle sieben Isolate wurden als Mykorrhiza-

Mischpréparat eingesetzt.

Tab. 4: Herkunft der eingesetzten Fusarium-Isolate

Herkunft
Lfd. Nr. Abkiirzung Isolate : -
Ort Jahr Pflanzenteil
1 Fcl F. culmorum 1 HVL 2006 Blatt
2 Fcl3 F. culmorum 13 MOL 2001 Ahre
3 Fc32 F. culmorum 32 UM 2001 Wurzel
4 Fe51 F. culmorum 51 UM 2001 Wurzel
5 Fc53 F. culmorum 53 UM 2001 Wurzel
6 Fc64 F. culmorum 64 UM 2001 Wurzel
7 Fc65 F. culmorum 65 UM 2001 Wurzel
8 Fc67 F. culmorum 67 UM 2001 Wurzel
9 Fgl8 F. graminearum 18 UM 2006 Ahre
10 Fg20 F. graminearum 20 MOL 2006 Wurzel
11 Fg21 F. graminearum 21 MOL 2006 Ahre
12 Fg23 F. graminearum 23 MOL 2006 Ahre
13 Fg24 F. graminearum 24 MOL 2006 Ahre

" Landkreise im Land Brandenburg: HVL = Havelland, UM = Uckermark, MOL = Mirkisch Oderland

Tab. 5: Herkunft der eingesetzten Mykorrhizapilze

Herkunft
Lfd. Nr. Isolate

Quelle Jahr
1 Glomus (G.) intraradices Miincheberg (Mii) 1990
2 G. mosseae Mii 1990
3 G. geosporum ' GB 1982
4 G. claroideum ' CSSR 1985
5 G. caledonium ' GB unbekannt
6 G. fasciculatum Mii 1990
7 G. etunicatum Mi unbekannt

" Stamme wurden von der , International Bank for the Glomeromycota“ bezogen
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3.2

Methoden

Nach folgendem Schema wurden die Untersuchungen durchgefiihrt:

1. Bestimmung der Aggressivitit von Fusarium-Isolaten in vitro
Mykotoxinbildungsvermdgen der Isolate

1.2 Nekrotische Aktivitit der Isolate

Einteilung der Isolate in Aggressivititsgruppen

2. Uberpriifung des Einflusses der in vitro-ermittelten Aggressivitit der Fusarium-Isolate auf

die Schadbildausprigung bei Weizenpflanzen

2.1.1
212

Inokulation von Weizenpflanzen mit

13 unterschiedlich aggressiven

F. culmorum- und F. graminearum-

Isolaten im Freiland (2007)

* Versuchsaufbau, Sprithinokulation
der Weizendhren

Witterung und Beregnung

Quantifizierung von Fusarium spp. und

anderen Gattungen filamentoser Pilze

in Weizendhren

Quantifizierung Trichothecen-

produzierender Fusarium-Arten in

Weizenédhren

Erfassung von Ertragsparametern

Quantifizierung von Mykotoxinen in

Weizenkdrnern
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Inokulation von Weizenpflanzen mit 4

unterschiedlich aggressiven

F. culmorum- und F. graminearum-

Isolaten im Freiland (2008)

* Versuchsaufbau, Sprithinokulation
der Weizendhren

Witterung und Beregnung

Quantifizierung von Fusarium spp. und

anderen Gattungen filamentdser Pilze in

Weizenédhren

Quantifizierung Trichothecen-

produzierender Fusarium-Arten in

Weizenédhren

Erfassung von Ertragsparametern

Quantifizierung von Mykotoxinen in

Weizenkdrnern

I S

| 3. Uberpriifung des Einflusses von Mykorrhizapilzen auf die durch
i F. culmorum- und F. graminearum-ausgeloste Schadbildentwicklung bei Weizenpflanzen

3.1.1

3. 1 Inokulation von Weizenpflanzen mit

unterschiedlich aggressiven

F. culmorum- und F. graminearum-Isolaten
und Mykorrhizapilzen unter kontrollierten

Bedingungen (Klimakammer)
* Versuchsaufbau
* Anzucht der Weizenpflanzen und
Inokulation iiber den Boden
Bestimmung des Mykorrhizierungs-
grades in Wurzeln von Weizenpflanzen
Quantifizierung von Fusarium spp und
anderen Gattungen filamentdser Pilze
in Weizenpflanzen und Substrat
Bestimmung des Stresszustands von
Weizenpflanzen auf Basis der
Sauerstoffbilanz
Erfassung morphologischer
Eigenschaften von Weizenpflanzen

3.2.1
322

323

324

325

3.2.6
3.2.7

3.2 Inokulation von Weizenpflanzen mit
F. culmorum und MyKkorrhizapilzen im

Freiland

* Versuchsaufbau
* Inokulation der Weizenpflanzen

iiber den Boden
Witterung
Quantifizierung von F. culmorum
und anderen Gattungen
filamentdser Pilze im Boden
Bestimmung des Mykorrhizie-
rungsgrades in Wurzeln von
Weizenpflanzen
Quantifizierung von F. culmorum
im Stingel von Weizenpflanzen
und Bonitur der Schadsymptome
Erfassung morphologischer
Eigenschaften von Weizenpflanzen
Erfassung von Ertragsparametern
Quantifizierung von Mykotoxinen
in Weizenkdrnern

24



3 MATERIAL UND METHODEN

3.2.1 Bestimmung der Aggressivitiit von Fusarium-Isolaten in vitro

3.2.1.1 Mykotoxinbildungsvermdgen der Isolate

Als ein Merkmal der Aggressivitit wurde das Mykotoxinbildungsvermdgen (DON und ZEA) von F.
culmorum- und F. graminearum-Isolaten in vitro bestimmt. Zu diesem Zweck wurden die Pilze auf
SNA angeimpft, wuchsen zwei Tage im Brutschrank und wurden dann bis zum zehnten Tag im
Lichtschrank  inkubiert. Parallel dazu  wurden 100 ml-Erlenmeyerkolben ~ mit
5 g handelsiiblichem Langkorn-Reis und 8 ml destilliertem Wasser befiillt, mit Alufolie abgedeckt und
an drei aufeinanderfolgenden Tagen je 30 Minuten schonend im Dampftopf sterilisiert. Danach
wurden die Reiskdrner mit je drei Fusarium-bewachsenen Agarstiickchen (¢ 5 mm), die mit einem
sterilem Glasrohrchen ausgestanzt wurden, inokuliert. Die Inkubation erfolgte fiir drei Wochen im
Brutschrank und die Koélbchen wurden regelméBig per Hand geschiittelt, um ein Verklumpen der
mycelbewachsenen Reiskdrner zu verhindern. Pro Fusarium-Isolat wurden fiinf K6lbchen beimpft.
Nach drei Wochen wurde das Reis-Pilz-Gemisch aus dem Erlenmeyerkolben entfernt, ausgewogen
und unter sukzessiver Zugabe von 75 ml Acetonitril-Methanol-Wasser-Gemisch (80:5:15, v/v)
gemorsert. AnschlieBend wurde die gesamte Masse in einen 300 ml- Erlenmeyerkolben tiberfiihrt und

auf einem Rundschiittler 30 min bei 300 U/min geschiittelt.

Nach dem Schiitteln wurden die Proben iiber einen Filter (Grad: 4b) und anschlielend, zur
Abtrennung storender Begleitsubstanzen, iiber Reinigungssidulen gegeben. Die Reinigungssidulen

wurden dafiir wie folgt gepackt:

(1) DON (1 Séaule) 2,5 g Aluminiumoxid
1,5 g Kationenaustauscherharz

2,0 g Aluminiumoxid-Aktivkohle-Gemisch (20:1, v/v)

(2) ZEA (2 Séulen) 3 g Aluminiumoxid
3 g Silicagel

Fiir die nachfolgende Eluierung der Mykotoxine wurden jeweils 15 ml des Filtrats {iber die DON-
bzw. ZEA-Sdule gegeben. Die ersten 2 ml der DON-Séule wurden verworfen und der Rest in einem
Messzylinder  gesammelt.  Befanden sich nach dem  ersten  Durchlauf  keine
10 ml Eluat im Messzylinder, wurde das fehlende Volumen mit Acetonitril-Methanol-Wasser-
Gemisch (80:5:15, v/v) erginzt. Anschlieend wurden die 10 ml Eluat in einen Rundkolben iiberfiihrt
und am Rotationsverdampfer (Ilmvac, Hold-Back-Pumpe von Heidolph) bei 50 °C bis zur Trockne
eingeengt. Das Fluat der ZEA-Sdule wurde ebenfalls in einem Messzylinder aufgefangen und
gegebenenfalls durch Zugabe von Acetonitril-Methanol-Wasser-Gemisch (80:5:15, v/v) auf 15 ml

aufgefiillt. Diese 15 ml wurden dann in der gleichen Vorgehensweise iiber die zweite ZEA-Saule
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gegeben. Das Endvolumen von 10 ml Eluat wurde in einen Rundkolben iiberfiihrt und am
Rotationsverdampfer bei 50 °C bis zur Trockne eingeengt.

Fiir die Quantifizierung der extrahierten Mykotoxine wurden die Proben in jeweils 1 ml Eluent geldst,
durch einen HPLC-Filter (0,45 um) filtriert und mittels HPLC (Jasco, PU 1580) analysiert (Tab. 6).
Das HPLC-System bestand aus einem UV-und Floureszenzdetektor, einem Autosampler, einem
Degaser und einer Pumpe. Fiir die Identifizierung der Toxine wurde ein Photodiodenarray-Detektor
unter Verwendung externer Mykotoxinstandards eingesetzt. Jede Analyse wurde zweimal

durchgefiihrt.

Tab. 6: HPLC-Bedingungen fiir die Analyse von ZEA und DON

ZEA DON
Rels.probe"n und Reisproben Weizenkorner
Weizenkorner
Lichrospher 100 Lichrospher 100 Phenomenex Synergi RP 80 A
Saule RP 18 150x4,0 mm RP 18 150x4,0 mm 4 pm 150x4,6 mm
(Merck) (Merck) (Phenomenex)
Methanol/3 mM H,PO, A: Methanol/Wasser A: Methanol/Wasser
Eluent 65/35 (vIv) 13/87 (v/v) 10/90 (v/v)
iy B: Methanol B: Methanol
Injektions-
volumen 5-40 ul 5-30 ul 3-30 ul
Flow 0,65 ml/min 0,6 ml/min 1 ml/min
Fluoreszenz
Detektion Ex 274 nm UV 220 nm UV 220 nm
Em 456 nm
Dauer 30 min 42 min 20 min
Temperatur 25°C 25°C 25°C
Nachweis-
orenze 5 pg/kg 50 pg/kg 50 pg/kg

3.2.1.2  Nekrotische Aktivitit der Isolate

Die Fahigkeit der Isolate, Nekrosen an Pflanzen auszuldsen (nekrotische Aktivitit) wurde in einem
Blatttest nach Diamond und Cooke (1999) quantifiziert. Dazu wurde Winterweizen der Sorte Tuareg
(mittlere bis hohe Fusarium-Anfilligkeit, Note 6; Anonym 2008) in sterilem Quarzsand ausgesét und
in der Klimakammer unter Tag-/Nachtbedingungen (14h Licht/10h Dunkelheit, 20°C/16°C)
angezogen. Nach 14 Tagen wurden die Primérblétter geerntet und der mittlere Blattabschnitt in 4 cm
groBBe Segmente geschnitten. Diese wurden in der Mitte auf der Blattoberseite durch Einritzen verletzt
(1 mm) und auf Wasser-Agar ausgelegt. AnschlieBend wurden 5 pl einer Sporensuspension auf die
Verletzung gegeben und die Platten einen Tag im Brutschrank und vier Tage im Lichtschrank
inkubiert. Danach wurde die Lange der Nekrosen ausgemessen.

Fiir die Sporensuspension wurden die Fusarium-Isolate auf SNA, einem Ndhrmedium auf dem
Fusarium spp. Konidien in groer Menge bilden, angezogen. Die Inkubation erfolgte fiir fiinf Tage im

Brutschrank und fiir fiinf Tage im Lichtschrank. Nach den 10 Tagen wurden die Platten mit % starker
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Ringer-Lésung (+ Tween 80; 0,01%) abgeschwemmt und die Losung tber vierlagiges Mulltuch
gegeben. Der Titer wurde mit Hilfe der Thoma-Kammer bestimmt und mit 4 konzentrierter Ringer-
Losung auf die gewiinschte Endkonzentration von 2 x 10° Konidien/ml eingestellt.

Dieser Test wurde zweimal mit je 6 Wiederholungen pro Isolat durchgefiihrt.

3.2.1.3 Einteilung der Isolate in Aggressivititsgruppen

Basierend auf den Ergebnissen des Mykotoxinbildungsvermoégens (DON, ZEA) und der nekrotischen
Aktivitdt wurden die Isolate in Aggressivitdtsgruppen eingeteilt. Daflir wurden jedem einzelnen
Messwert der einzelnen Parameter Rangzahlen zugeordnet und daraus fiir jedes Isolat und jeden
Parameter die Rangsumme bestimmt. AnschlieBend wurden die Rangsummen mittels Clusteranalyse

(Average linkage, Euclidean Distance; SPSS 15.0) verrechnet.

3.2.2 Uberpriifung des Einflusses der in vitro-ermittelten Aggressivitit der Fusarium-
Isolate auf die Schadbildausprigung bei Weizenpflanzen

3.2.2.1 Inokulation von Weizeniihren mit 13 unterschiedlich aggressiven F. culmorum- und
F. graminearum-Isolaten im Freiland (2007)

Um zu iberpriifen, ob sich die in vitro ermittelte Aggressivitit der Fusarium-Isolate unter

Freilandbedingungen widerspiegelt, wurde in 2007 am Standort Miincheberg (Ackerzahl 30, Lehmiger

Sand) der Forschungsstation fiir Landwirtschaft (FSL) des ZALF ein Feldversuch durchgefiihrt. Die

Bewirtschaftung des Feldes erfolgte nach den Grundsétzen ,,Guter fachlicher Praxis® durch die FSL.

In Tabelle 7 sind Merkmale der Bestandesfiihrung kurz zusammengefasst.

Tab. 7: Merkmale der Bestandesfiihrung der Inokulationsversuche am Standort Miincheberg in den
Jahren 2007, 2008 und 2009

Merkmale Mafinahme
Vorfrucht Winterweizen
Bodenbearbeitung Pflug (25 cm tief)
Besonderheit Pflanzenschutz Keine Fungizide
Aussaat, -stirke Oktober des Vorjahres, 330 Korner/m”
Sorte Tuareg
Ernte Ende Juli bei Vollreife der Kérmer (BBCH 89, Lancashire et al. 1991)
Versuchsaufbau

Um ein breites Spektrum an aggressiven Fusarium-Isolaten abzudecken, wurde der
Spriihinokulationsversuch im Jahr 2007 als zweifaktorieller Screening-Versuch angelegt und alle 13

Fusarium-Isolate verwendet (Abb. 5). Die Parzellen waren 3 m breit und 8 m lang. Zwischen den
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einzelnen Versuchsparzellen wurden Pufferzellen mit einer Breite von 1 m angelegt, um eine

Kreuzkontamination beim Spriihen der Isolate zu verhindern.

Spriihinokulation der Weizendhren

Die Inokulation der Weizenédhren erfolgte Anfang Juni, zu Beginn der Bliite (BBCH 63) und wurde in
den Morgenstunden innerhalb von zwei Stunden durchgefiihrt. Dafiir wurde eine Sporensuspension
mit 5 x 10* Konidien/ml von jedem Isolat hergestellt, die anschlieBend mittels Sprithflaschen auf die

Ahren ausgebracht wurde (100 ml/m?; Herstellung der Sporensuspension vgl. 3.2.1.2).

a a4

by | b | by | by | by | b | b | b
a, a,

bis | oo | by | b | bg | b | by | by
a, a,

by | bs | b | b, | by | by | b, | b,

a; a,
b | by | by | by | by | by | by | by

Abb. 5: Versuchsanlage des Spriithinokulationsversuches in 2007 mit folgenden Versuchs-faktoren
und Faktorstufen
Versuchsfaktoren A = Beregnung
B = Inokulation
A Faktorstufen a; = ohne Beregnung

a, = mit Beregnung (grau unterlegt)

B Faktorstufen bk = Kontrollparzellen (ohne Inokulation)
b, =Fcl be = Fc64 by, =Fg21
b, =Fcl3 b; = Fc65 b, =Fg23
b; = Fc32 bs = Fc67 b; =Fg24
b, = Fc51 by =Fgl8
bs = Fc53 by =Fg20

3.2.2.1.1 Witterung und Beregnung

Die Feldversuchsanlage enthielt vier Groflparzellen, deren Pflanzen den natiirlichen
Witterungsbedingungen ausgesetzt waren und weitere vier GroBparzellen, die neben der natiirlichen
Witterung einer zusitzlichen Beregnung unterlagen (Abb. 5 und 6). Die Beregnungsempfehlungen
wurden mit dem Programmpaket BEREST90 berechnet (Wenkel et al. 1978, Wenkel und Mirschel
1991). Um den Infektionsdruck zu erhdhen bzw. um den Inokulationserfolg zu unterstiitzen, wurde an

drei Tagen nach der Inokulation eine Beregnung von je 4 mm pro Tag durchgefiihrt.
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An der von der Versuchsfliche 50 m entfernten Wetterstation wurden die Temperatur (2 m iiber dem

Boden) und die Niederschlagsmenge iiber den gesamten Versuchszeitraum aufgenommen.

Abb. 6: Uberkopfberegnung der Weizenihren mit einem Beregnungswagen

3.2.2.1.2 Quantifizierung von Fusarium spp. und anderen Gattungen filamentoser Pilze in
Weizenihren

Das Vorkommen von Fusarium spp. sowie anderer filamentdser Pilze in Weizenéhren wurde zu drei
Terminen bestimmt: BBCH 63, BBCH 75 und BBCH 87. Zu jedem Zeitpunkt wurden zufillig zehn
Ahren pro Parzelle entnommen und in kleine Teilstiicke geschnitten. Diese wurden ausgewogen, fiir
90 Sekunden mit 0,35%iger Natrium-Hypochlorit-Losung oberflachlich desinfiziert und anschlieend
viermal fir 60 Sekunden mit sterilem Wasser gewaschen. Die Pflanzenteile wurden auf PDA
ausgelegt (3 Petrischalen a 5 Stiick) und drei Tage im Brutschrank inkubiert. Darauthin wurde die
Gesamtkeimzahl durch Auszihlung der koloniebildenden Einheiten (KbE) bestimmt und die Platten
drei weitere Tage im Lichtschrank inkubiert. AnschlieBend erfolgte die taxonomische Einordnung der
Gattungen filamentdser Pilze anhand mikroskopischer (Konidien, Phialiden, Konidiophoren) und
makroskopischer Merkmale (Koloniefarbe, Kolonieform; Watanabe 1994, Samson et al. 2002).

Fusarium-Arten bilden auf PDA eine charakteristische Koloniefarbe und ein arttypisches Mycel aus.
Fiir die Differenzierung der Fusarium-Arten wurde auf PDA gewachsenes Fusarium-Mycel auf SNA
iiberimpft. Die Inkubation dieser Platten erfolgte fiir sieben Tage im Brutschrank und fiir fiinf Tage im
Lichtschrank. Der néhrstoffarme SNA und das langwellige UV-Licht férdern die Sporenproduktion.
Artspezifische Konidien und Mycelstrukturen werden gebildet, anhand derer die Fusarium-Arten mit
einem Lichtmikroskop bestimmt werden konnen (Nelson et al. 1983, Nirenberg 1990, Samson et al.

2002).
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3.2.2.1.3 Real-Time-PCR zur Quantifizierung Trichothecen-produzierender Fusarium-Arten

in Weizenidhren

Probenahme

Fiir die Quantifizierung Trichothecen-produzierender Fusarium spp. in Weizendhren wurden drei
Probenahmen durchgefiihrt, zu BBCH 75, BBCH 83 und BBCH 87. Pro Probenahme und Parzelle
wurden zehn Ahren geschnitten, bei 60 °C getrocknet und anschlieBend mit einer

Ultrazentrifugalmiihle (SiebgroBe 0,75 mm; Retsch) fein gemahlen.

DNA-Extraktion

Die Extraktion wurde modifiziert nach Lipp et al. (1999) durchgefiihrt. 100 mg Probenmaterial, 2
Mahlkugeln aus Stahl und 400 pl 100 mM Kaliumphosphatpuffer (pH 8,0) wurden in einem 1,5 ml-
Reaktionsgefdl mit Schraubverschluss gemischt und in einem Homogenisator (MP Biomedicals,
FastPrep Instrument) fiir zwei Minuten auf mittlerer Stufe behandelt. AnschlieBend wurde die
erhaltene Suspension fiir 20 Minuten bei -70 °C eingefroren. Um die Pflanzenzellen zu lysieren, wurde
die aufgetaute Probensuspension mit 1 ml CTAB-Puffer (Tab. 8) versetzt. Zum besseren
Starkeaufschluss der Pflanzenzellen wurden den Proben zu Inkubationsbeginn 10 pl Amylase-Losung
(10 mg/ml) zugegeben und 40 Minuten bei 62 °C in einem temperierbaren Multifunktionsmischer
(Scientific Industries, Enviro-Genie) inkubiert. Zur Verbesserung des Proteinaufschlusses wurden die
Proben anschliefend nach Zugabe von 10 pl Proteinase K-Losung (20 mg/ml) weitere 40 Minuten
inkubiert. Zur Reinigung der DNA wurde die abgekiihlte Probensuspension fiir 10 min bei 12000 x g
und 4 °C zentrifugiert (Eppendorf, 5402) und der Uberstand in ein neues ReaktionsgefiB iiberfiihrt.
AnschlieBend wurden 400 pl Chloroform hinzugegeben und das Reaktionsgefdll eine Minute per Hand
geschwenkt. Dieser Reinigungsschritt wurde zweimal durchgefiihrt. Fiir die DNA-Fillung wurden
0,8 Volumenteile kaltes Isopropanol der Probensuspension hinzugefiigt, das Reaktionsgefdll bei
Raumtemperatur (RT) sieben Minuten stehen gelassen, anschlieend zentrifugiert (10 min; 12000 x g;
4 °C) und der Uberstand abgegossen. Danach wurde die DNA mit 500 pl 70%igem Ethanol
gewaschen, das Reaktionsgefdf3 fiinf Minuten bei RT stehen gelassen und erneut zentrifugiert (10 min;
12000 x g; 4 °C). Nach AbgieBen des Ethanols wurde das Pellet fiir drei Minuten in einer
Vakuumzentrifuge (Savant, SpeedVac DNA 110) auf mittlerer Stufe getrocknet, anschlieend in
100 pl sterilem Wasser gelost und bei -20 °C bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt.

Zur Visualisierung der DNA wurde die Agarose-Gelelektrophorese (Elphos) eingesetzt. Je Probe
wurden 1 pl Extraktionslosung mit 5 pl Stopp-Puffer (Tab. 8) vermischt und auf das 0,8%ige
Agarose-Gel aufgetragen. Als Groflenstandard wurde 1 ul des A DNA Markers EcoRI/HindIII (Roche)
in eine Geltasche pipettiert. Zur Auftrennung der Produkte wurde eine Spannung von 140 V bei einer

Stromstérke von 40 mA angelegt. Im Anschluss wurde das Gel fiir zehn Minuten in Ethidiumbromid-
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Losung (1,5 mg/l) gefarbt, in destilliertem Wasser gewaschen und in einem Transilluminator

iiberpriift.

Tab. 8: Zusammensetzung des CTAB-Puffers und des Stopp-Puffers

CTAB-Puffer (fiir 100 ml) Stopp-Puffer
Konzentration Inhaltsstoff Konzentration Inhaltsstoff
100 mM Tris(hydroxymethyl)- 60% Saccharose
aminomethan-HCI (TRIS-HCL; pH 8,0)
3% (W/v) Hexadecyltrimethyl- 0,1 M EDTA (pH 8,5)
ammoniumbromid (CTAB)
1,4M NaCl 0,15% Bromphenolblau
0,2% (w/v) 2-Mercaptoethanol - -—-
20 mM Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) - -—-
1% (w/v) 16sl. Polyvinylpyrrolidon --- -

Praktische Durchfiihrung der PCR

Zur Einstellung der Standardamplifikationskurve wurde der Pilzstamm F. graminearum M22
(Stammsammlung des Instituts fir LSD des ZALF) benutzt. Dieser Stamm wurde in Sabo-
Fliissigkultur angeziichtet und nach Filtrieren geerntet. Die genomische DNA wurde mit einem Fast
DNA Spin Kit for Soil (MP Biomedicals) aus dem Mycel des Pilzes nach Angaben des Herstellers mit
einem modifiziertem Lyse-Schritt extrahiert. In Anlehnung an Sarlin et al. (2006) wurde die Lysis-
Matrix A mit Keramikkugeln verwendet. Die DNA-Qualitdt wurde durch Elektrophorese (0,8%iges
Agarose-Gel) iiberpriift und die DNA-Menge mit einem Spektrophotometer (NanoDrop, ND-1000)
bestimmt. Die Standardamplifikationskurven wurden durch serielle Verdiinnungsstufen der
gereinigten DNA aus F. graminearum M22 dreifach generiert.

Zum Nachweis der Organismen der Gattung Fusarium (ITS Assay) und der Trichothecen-
produzierenden Fusarium-Arten (TRI6 Assay) wurden Primer und Sonden nach Bluhm et al. (2004)
eingesetzt (Tab. 9). Die Sonden wurden mit dem Reporterfarbstoff 6-FAM bzw. VIC und mit dem
Quencherfarbstoff TAMRA markiert. Alle Nachweisreaktionen der Proben-DNA wurden zweifach
durchgefiihrt.

Die Multiplex-Reaktionen erfolgten mit dem Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems) in

einem 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Die Reaktionsbedingungen und der

Reaktionsansatz sind nachfolgend dargestellt:
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(1) Reaktions- 2 min bei 50°C (AmpErase® Uracil-N-Glycosylase (UNG) Behandlung),
bedingungen 10 min bei 95°C
15 s bei 95°C + 2 min bei 60°C (45 Zyklen)

(2) Bestandteile des 10 pl TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems)
Reaktionsmix (pro 1 pl Primer und Sonde (10 uM forward und reverse Primer + 2 uM TRI6
Ansatz) bzw. 4 uM ITS Sonde)

7 ul Wasser
2 ul DNA

Tab. 9: Primer und Sonden fiir die Nachweisreaktionen der Gattung Fusarium (ITS Assay) und der

Trichothecen-produzierenden Fusarium spp. (TRI6 Assay, nach Bluhm et al. 2004)

Primer und Sonden Sequenz (5’ 2 37)
ITS forward AACTCCCAAACCCCTGTGAAACATA
ITS reverse TTTAACGGCGTGGCCGC
ITS Sonde CGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGAATAC
TRI6 forward TGATTTACATGGAGGCCGAATCTCA
TRIG6 rerverse TTCGAATGTTGGTGATTCATAGTCGTT
TRI6 Sonde TTGCCCCTCTTTGATCGAGTTGCGTCTCCC

3.2.2.1.4 Erfassung von Ertragsparametern
Die Emte erfolgte mit einem Parzellenméhdrescher. Pro Parzelle wurde der Ertrag und das
Tausendkorngewicht (TKG) bestimmt und eine Probe von ca. 1000 g entnommen, die fiir die

Mykotoxinanalyse benotigt wurde.

Bestimmung der Trockensubstanz (TS)

Zur Bestimmung der Trockensubstanz wurden unmittelbar nach der Ernte 10 g der Probe eingewogen
und bei 130 °C fiir zwei Stunden getrocknet. Nach erneutem Wiegen wurde die Trockensubstanz
berechnet:

TS (%) = Trockengewicht (g) x 100 / Frischgewicht (g)

Bestimmung des Kornertrags (bei TS 86%)
Ertrag (dt/ha) = Parzellenertrag (kg) x TS (%) x 100 / TS (86%) x ParzellengréBe (m?)
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Bestimmung des Tausendkorngewichts

Pro Parzelle wurde das Gewicht von 4 x 100 luftgetrockneten Kdrnern mittels eines Zahlgerits
(Sortimat der Fa. Pfeuffer, Mess- und Priifgerite, Kitzingen/Deutschland) bestimmt und der Mittelwert
gebildet.

3.2.2.1.5 Quantifizierung von Mykotoxinen in Weizenkérnern

Fiir den Nachweis von DON und ZEA in den Weizenkdrnern wurden die geernteten und gedroschenen
Proben 48 Stunden bei 60 °C getrocknet und dann in einer Ultrazentrifugalmiihle fein gemahlen
(SiebgroBe 0,75 mm; Retsch). Ein aliquoter Teil von 15 g wurde mit 3 g Silicagel 60 gemischt und mit
75 ml Acetonitril-Methanol-Wasser-Gemisch  (80:5:15, v/v) versetzt. Die nachfolgenden
Reinigungsschritte und die Quantifizierung der Mykotoxine wurden wie in 3.2.1.1 beschrieben,

durchgefiihrt (Tab. 6).

3.2.2.2 Inokulation von Weizenpflanzen mit vier unterschiedlich aggressiven F. culmorum-
und F. graminearum-Isolaten im Freiland (2008)

2008 wurde ein zweiter Sprithinokulationsversuch durchgefiihrt, bei dem erneut der Einfluss der in

vitro ermittelten Aggressivitit der Fusarium-Isolate auf die Schadbildauspriagung bei Weizenpflanzen

tiberpriift wurde. Der Standort und die Bewirtschaftungsmafinahmen waren wie in 2007 (vgl. 3.2.2.1

und Tab. 7).

Versuchsaufbau

2008 wurden im Gegensatz zu 2007 nur vier Isolate unterschiedlicher Aggressivitét eingesetzt und der
Versuch als zweifaktorielle randomisierte Spaltanlage mit einer ParzellengroBe von
2 m x 3 m durchgefiihrt (Abb. 7). Zwischen den einzelnen Versuchsparzellen wurden Pufferzellen mit

einer Breite von 1 m angelegt, um eine Kreuzkontamination beim Spriihen der Isolate zu verhindern.

Alle Untersuchungen in den Punkten von 3.2.2.2.1 bis 3.2.2.2.5 (vgl. Schema Seite 24) wurden analog
wie in den Punkten von 3.2.2.1.1 bis 3.2.2.1.5 beschrieben, durchgefiihrt.
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b, | by | b | by [ b [ b | b, | by
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Abb. 7: Versuchsanlage des Spriithinokulationsversuches in 2008 mit folgenden Versuchsfaktoren und

Faktorstufen
Versuchsfaktoren A = Beregnung
B = Inokulation
A Faktorstufen a; = ohne Beregnung
a, = mit Beregnung (grau unterlegt)
B Faktorstufen bx = Kontrollparzellen (ohne Inokulation; n = 8)
by =Fcl3 (n=06) b; =Fg23 (n=6)
b,=Fgl8 (n=106) b, =Fc53 (n=6)
3.2.3 Uberpriifung des Einflusses von Mykorrhizapilzen auf die durch F. culmorum- und

F. graminearum-ausgeloste Schadbildentwicklung bei Weizenpflanzen
3.2.3.1 Inokulation von Weizenpflanzen mit unterschiedlich aggressiven F. culmorum- und
F. graminearum-Isolaten und Mykorrhizapilzen unter Kontrollierten Bedingungen

(Klimakammer)

Versuchsaufbau

Um die Effektivitdt von Mykorrhizapilzen gegeniiber einer Infektion mit unterschiedlich aggressiven
F. culmorum- und F. graminearum-Isolaten bei Weizenpflanzen zu ermitteln, wurden Weizenpflanzen
der Sorte Tuareg in einem GeféaBversuch in der Klimakammer mit dem Mykorrhiza-Mischpréparat und
F. culmorum- bzw. F. graminearum-Isolaten inokuliert (Tab. 10). Der Versuch wurde als
einfaktorielle 18-stufige (= Varianten) Versuchsanlage mit je 5 Wiederholungen pro Variante

durchgefiihrt.
Anzucht der Weizenpflanzen und Inokulation iiber den Boden

Als Substrat fiir den GefdBversuch diente neben dem Quarzsand-Mykorrhiza-Gemisch steriler

Quarzsand, der mehrmals gewaschen, bei 106 °C getrocknet und bei 120 °C fiir eine Stunde
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Tab. 10: Varianten des Gefiaflversuchs in der Klimakammer

Stufen | Variante (n =5) Im Teil ,,Ergebnisse“ bezeichnet als
1 Ohne Inokulation nicht-mykorrhizierte Kontrollpflanzen
2 Fcl N\

3 Fcl3

4 Fcs1

5 Fe53 \ Nicht-mykorrhizierte mit Fusarium-
6 Fc64 (| inokulierte Weizenpflanzen

7 Fc65

8 Fg21

9 Fg23 J

10 Mykorrhiza-Mischpriparat (Myk) ' | mykorrhizierte Kontrollpflanzen
11 Fcl + Myk N

12 Fcl3 + Myk

13 Fc51 + Myk

14 Fc53 + Myk \ Mykorrhizierte mit Fusarium-
15 Fc64 + Myk (| inokulierte Weizenpflanzen

16 Fc65 + Myk

17 Fg21 + Myk

18 Fg23 + Myk J

"'n = 10, Fiinf Pflanzen wurden nach vier Wochen zur Uberpriifung des Mykorrhizierungsgrades

geerntet.

autoklaviert wurde. Fiir die Anzucht des Winterweizens der Sorte Tuareg wurden Pflanzgefaf3e mit

einem Durchmesser von 9 ¢cm verwendet, die vor dem Befiillen mit 70%igem Ethanol desinfiziert
wurden. Fiir die Varianten mit Mykorrhiza wurden 200 g Quarzsand-Mykorrhiza-Gemisch und 200 g
steriler Quarzsand, fiir die Varianten ohne Mykorrhiza 400 g steriler Quarzsand in die Pflanzgefil3e

gegeben. Einen Tag vor dem Ausbringen der Samen in die Pflanzgefd3e wurden diese flinf mal zehn
Minuten in sterilem destilliertem Wasser gewaschen und {iber Nacht im Kiihlschrank aufbewahrt. Am
Folgetag wurden drei Samen pro Pflanzgefdall ausgebracht und gewdssert. Nach ca. zehn Tagen
wurden die schwiécheren Pflanzen entfernt und die stérkste im Pflanzgefdl belassen. Sie wurden nach
Bedarf gewissert und zweimal wochentlich mit 5 ml Knopscher Néhrlosung gediingt (Tab. 11). Zur
Versorgung der Pflanzen mit den Spurenelementen Bor, Mangan und Molybdidn sowie mit den
Makronéhrstoffen Eisen und Phosphor erhielten die Pflanzen zusétzlich Volldiinger, der einmal im
Monat verabreicht wurde (Tab. 11). Die Tagestemperatur betrug 20 °C und die Nachttemperatur 16 °C
mit einem Tag/Nacht-Rhythmus von 14/10 Stunden und einer relativen Luftfeuchte von 80%. Zur
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Induzierung der Ahrenbildung wurde ab der achten Woche nach Aussaat eine 19-tigige

Vernalisationsphase mit folgenden Bedingungen (je 14/10 Stunden) zwischengeschaltet:

-3 Tage 16 °C/12 °C
-3 Tage 12 °C/8 °C

- 6 Tage 8 °C/4 °C

-3 Tage 12 °C/8 °C
-4 Tage 16 °C/ 12 °C.

Die Inokulation der Weizenpflanzen mit Mykorrhiza erfolgte bereits zur Aussaat durch Zugabe des
Quarzsand-Mykorrhiza-Gemischs. Die Fusarium-Isolate wurden vier Wochen nach der Aussaat
inokuliert. Dazu wurden die jungen Pflanzen zusammen mit dem Substrat in Pflanzgefd3e mit einem
Durchmesser von 11 cm umgetopft, die vorher mit weiteren 800 g sterilem Quarzsand befiillt wurden.
Gleichzeitig wurden in die obere Schicht des Substrats 5 Fusarium-bewachsene SNA-Stiickchen
(o 5 mm) gegeben (Herstellung des Inokulums vgl. 3.2.1.2). Die nicht mit F. culmorum bzw. F.

graminearum inokulierten Weizenpflanzen wurden ebenfalls in ein 11 cm-Pflanzgefal umgetopft.

Tab. 11: Zusammensetzung der Knopschen Nahrlosung und des Volldiingers

Knopsche Nihrlosung Volldiinger
Inhaltsstoffe Menge Inhaltsstoffe Menge

Ca(NO3), 1,0g Phosphorsuperphosphat | 27,0 g
KH,PO4 0,0l g NH4NO; 245¢
MgSO, 025¢ KCl1 14,7 ¢
KCl1 0,12 g MgSO, 28¢g
FeCl; 5%ig 500 ul FeCl; 5%ig 45,5 ml
KNO; 05¢g H;BO; 0,19¢g
NH4NO; 0,5¢g MnSO, 0,19¢g
Aqua dest. 1000 ml (NH4)>:MoO, 0,055 ¢
- - Aqua dest. 1000 ml

3.2.3.1.1 Bestimmung des Mykorrhizierungsgrades in Wurzeln von Weizenpflanzen

Vier Wochen nach Aussaat wurde der Mykorrhizierungsgrad der Weizenpflanzen tliberpriift. Um die in
den Wurzeln gebildeten Mykorrhiza-Strukturen mikroskopisch sichtbar zu machen, wurden diese
gefdrbt. Nach der Ernte wurden die Wurzeln dazu durch griindliches Waschen von Substratresten
befreit. Das Bleichen der Wurzeln (ca. 0,5 g) erfolgte iiber Nacht bei 50 °C mit 10%iger Kalilauge in

einem Schiittelschrank (Rundschiittler). AnschlieBend wurden die Wurzeln mehrmals mit
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Leitungswasser gewaschen. Zur Féarbung wurden die Wurzeln 3 bis 4 Minuten in 0,05%iger
Methylblau-Losung im Wasserbad gekocht. AnschlieBend wurden die Wurzeln gespiilt und in
Laktoglycerol aufbewahrt, um ein Entfdrben zu verhindern.

Die so vorbereiteten Wurzelproben wurden mikroskopiert und der Anteil der besiedelten Wurzel nach
der ,,Gridline Intersection Method* quantifiziert (Giovannetti & Mosse 1980; Brundrett et al. 1996).
Dafiir wurde ein Teil der gefarbten Wurzelstiicke von etwa 1 bis 2 cm Lénge gleichméBig auf einer
Petrischale, mit einem Gitternetz verteilt (Abb. 8). Die Schnittpunkte der Wurzelstiicke (mindestens
100) mit dem Gitter wurden ausgewertet und als ,,besiedelt oder ,,nicht besiedelt bewertet. Das
Ergebnis liefert den Anteil der besiedelten Wurzeln (Engl. ,,root length colonized™). Zwischen

Hyphen, Arbuskeln und Vesikeln wurde dabei nicht unterschieden.

/

3
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Abb. 8: Petrischale fiir die Quantifizierung mit Mykorrhiza besiedelter Wurzeln
(Bildquelle: http://www2.dijon.inra.fr/mychintec/Protocole/ImageS.pdf )

3.2.3.1.2 Quantifizierung von Fusarium spp. und anderen Gattungen filamentoser Pilze in
Weizenpflanzen und Substrat

Zum Nachweis von F. culmorum und F. graminearum in den Weizenpflanzen und im Substrat wurden

innerhalb des gesamten Ontogenesezeitraums der Weizenpflanzen vier Probenahmen durchgefiihrt

(Tab. 12). Zu diesem Zweck wurden Wurzel-, Stingel- und Ahrenstiicke abgeschnitten und Substrat

Tab. 12: Probenahmetermine und untersuchtes Probenmaterial des Gefiaflversuches

Probenahmetermine
Probenmaterial
nach Aussaat
7 Wochen Substrat, Wurzel
14 Wochen Substrat, Wurzel
30 Wochen Substrat, Wurzel, Stingel
40 Wochen Substrat, Wurzel, Stiingel, Ahre

mit einem Korkbohrer entnommen. Pro Variante und pflanzlichem Probenmaterial wurde eine

Mischprobe hergestellt und davon die Frischmasse bestimmt. Die Wurzel- (40 sec), Stiangel- (40 sec)
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und Ahrenstiicke (90 sec) wurden mit 0,35%iger Natriumhypochloritldsung oberflichlich desinfiziert,
je viermal 60 Sekunden mit sterilem, destilliertem Wasser gewaschen und anschlieend auf je drei
PDA-Platten ausgelegt. Aus der Substratmischprobe wurden 0,3 g ausgewogen und ebenfalls auf drei
PDA-Platten ausgebracht. Die Inkubation der Platten sowie die Quantifizierung und taxonomische

Einordnung der Pilze erfolgte wie beim Inokulationsversuch (vgl. 3.2.2.1.2).

3.2.3.1.3 Bestimmung des Stresszustands der Weizenpflanzen auf Basis der Sauerstoffbilanz

Gerdtesystem

Das Messgeritesystem PlantVital®5030 der Firma INNO-Concept GmbH Strausberg erfasst nach
einer automatisierten Eichung (Ein-Punkt-Kalibrierung) gegen Luftsauerstoff vier Parameter, die zur
Einschdtzung der Vitalitdit chlorophylltragender Pflanzen herangezogen werden koénnen:
Dunkelatmung (Respiration, R), lag-Phase nach beginnender Hellphase (Delay, D), Effizienz der
Sauerstoffproduktion (Slope, S) und Gleichgewicht zwischen Sauerstoffproduktion und Lichtatmung
(Maximum, M; Abb. 9). Die Messung erfolgt mittels eines elektrochemischen Sensors (Clark-Typ) an
einer Pt-Kathode und einer Ag/AgCl-Anode in einer klimatisierten Messkammer, in der sich das
Zielobjekt in Dunkelheit oder unter Lichteinfall befindet.
http://www.inno-concept.de/Sauerstoffmessgeraet/downloads/Manual50X0DVersion750.pdf

(Stand: 10.01.2012)
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Abb. 9: Idealer Kurvenverlauf und gemessene Parameter bei Messung mit PlantVital®5030

Probenaufbereitung und Messung

Die Parameter der Sauerstoftbilanz wurden beim ersten Geféf3versuch von der vierten bis zur zehnten
Woche nach Aussaat wochentlich, danach alle zwei bis drei Wochen und im zweiten Gefal3versuch
von der siebten bis zur 17. Woche wochentlich und noch einmal in der 20. Woche nach Aussaat
gemessen. Die Probenahme dazu erfolgte nach mindestens dreistiindiger Dunkelphase der Pflanzen.
Drei Pflanzen pro Variante wurde jeweils das dritte Blatt von oben entnommen und aus der Blattmitte
ein kreisformiges Blattstiick ausgestochen (Durchmesser 1 cm). Mittels Pipette wurde die

Membranfliche des Sensorkopfes mit 0,05%iger Kalium- Hydrogencarbonat-Losung angefeuchtet
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und der Blattausstich mit der Blattunterseite auf die Membran des Sensors platziert. Anschliefend
wurde eine durchsichtige Kiivette auf den Sensorkopf geschraubt und der Sensor in die Messkammer
eingesetzt. Nach Starten der Messung wurde fiir 15 Minuten alle fiinf Sekunden der
Sauerstoffpartialdruck (insgesamt 180 Werte) gemessen. Dabei folgte einer dreiminiitigen

Dunkelphase eine Lichtphase von 12 min.

3.2.3.1.4 Erfassung morphologischer Eigenschaften von Weizenpflanzen

Zur Erfassung morphologischer Eigenschaften wurden die Pflanzenldnge ab der 5. Ontogenesewoche
und die Anzahl der Ahren ab dem Zeitpunkt der Ahrenbildung (27. Ontogenesewoche) bestimmt.
Dazu wurden wochentlich die Pflanzen von der Halmbasis bis zum Ende des ldngsten Blattes
gemessen und die Ahren gezihlt. Des Weiteren wurde nach der Ernte (40. Ontogenesewoche) der
Weizenpflanzen die Wurzel- und Sprosstrockenmasse bestimmt. Zu diesem Zweck wurden die frisch
geernteten Pflanzenteile ausgewogen, bei 55 °C iiber Nacht getrocknet und nach erneutem Auswiegen

die Trockenmasse notiert.

3.2.3.2 Inokulation von Weizenpflanzen mit F. culmorum und Mykorrhizapilzen im
Freiland

Zur Uberpriifung des Einflusses von Mykorrhiza auf den Befall von Weizenpflanzen mit F. culmorum

im Freiland wurde ein weiterer Feldversuch in den Jahren 2008 und 2009 am Standort Miincheberg

der FSL (Ackerzahl 30, Lehmiger Sand) angelegt. Die Bewirtschaftung und Bestandesfiihrung

entsprachen denen des Spriithinokulationsversuches (vgl. 3.2.2.1 und Tab. 7), wobei zusétzlich zur

Vorfrucht Winterweizen Maishécksel ausgebracht wurden, um den Infektionsdruck zu erhdhen.

Versuchsaufbau

Der Versuch wurde als einfaktorielle randomisierte Blockanlage durchgefiihrt (Abb. 10). Die
Parzellengrof3e betrug 3 m x 8 m und zwischen den einzelnen Versuchsparzellen wurden Pufferzonen
mit einer Breite von 1 m angelegt, um eine Kontamination der nicht-inokulierten Parzellen durch die

inokulierten Parzellen zu vermeiden.

Inokulation der Weizenpflanzen iiber den Boden

Mykorrhiza

Das Mykorrhiza-Mischpréparat (Tab. 5) wurde zur Aussaat der Weizenpflanzen inokuliert. Pro zu
inokulierender Parzelle wurden 1,8 kg (ausgehend von 75 g/m?) Quarzsand-Mykorrhiza-Gemisch vor

dem Drillen der Weizensamen per Hand gleichmiBig ausgebracht.
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F. culmorum

Als Pathogen wurde in diesen Feldversuch das F. culmorum-Isolat Fc13 verwendet. Die Inokulation
erfolgte iiber den Boden zu BBCH 12-13.

Autoklavierbare Polypropylen-Beutel wurden mit 600 g (ausgehend von 25 g/m?) ungebeizten
Weizenkornern und 50 ml destilliertem Wasser gefiillt, mit Schnur fest verschlossen und bei 121 °C
und 1 bar fiir 20 Minuten autoklaviert. Die Kérner in den Beuteln wurden unter sterilen Bedingungen
mit je 10 Fcl3-bewachsenen SNA-Stiickchen (¢ 5 mm) beimpft und fiir 4 Wochen inkubiert
(Herstellung des Inokulums vgl. 3.2.1.2). Alle drei Tage wurden die Beutel gut durchgeknetet, um eine
Klumpenbildung der Koérner zu verhindern. Die Kérner wurden per Hand gleichmaBig zwischen den

Pflanzenreihen der zu inokulierenden Parzellen verteilt.

a) b)

R] a4 33 8.2 a] Ry | ay a3 o) a4
Rl ay|a;|a | a

RZ a3 a4 a] az A 4 ! 2
Ryl a, | a; | a4 | a3

Rla | 3 | a4 | a Rila | & | & | 3y

R4 a] a2 a3 a4 R; o a3 a 4
Relay | ay | a | &
Relay | a | 8y | 3
Ryl a | a, | a3 | ay

Abb. 10: Versuchsaufbau des Bodeninokulationsversuchs in den Jahren a) 2008 und b) 2009 mit
Versuchsfaktor und Faktorstufen (R = Wiederholungen)
Versuchsfaktor A = Inokulation
A Faktorstufen a; = ohne Inokulation (Kontrollparzellen)
a, = Inokulation mit Fc13
a; = Inokulation mit Mykorrhiza

a4 = Inokulation mit Fc13 und Mykorrhiza

3.2.3.2.1 Witterung
Die Aufnahme der Wetterdaten erfolgte nach denselben Prinzipien des Sprithinokulationsversuches
(ohne Beregnungsvarianten; vgl. 3.2.2.1.1). Zusatzlich wurde fiir diesen Versuch die Bodentemperatur

in 5 cm Tiefe durch die Wetterstation aufgenommen.

3.2.3.2.2 Quantifizierung von F. culmorum und anderen Gattungen filamentoser Pilze im
Boden

Vorbereitend fiir die Untersuchung der Bodenproben wurden 100 ml-Erlenmeyerkolben mit 5 g

Kieselsteinen, Langhalsflaschen mit 90 ml Natriumpyrophosphat-Losung und Reagenzglaser mit 9 ml

Natriumpyrophosphat-Losung gefiillt und bei 121 °C und 1 bar fiir 15 Minuten autoklaviert. Die
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Probenahme fand zu BBCH 32 statt, bei der drei Proben pro Parzelle aus ca. 10 cm Bodentiefe
entnommen und vermischt wurden. Aus der Mischprobe wurden 10 g in die Erlenmeyerkolben
eingewogen und mit 90 ml Natriumpyrophosphat-Losung versetzt. Nach 30-miniitigem Schiitteln
(Rundschiittler) der Erlenmeyerkolben wurde mit der in den Reagenzglisern enthaltenen
Natriumpyrophopsphat-Losung eine Verdiinnungsreihe angelegt und jeweils 100 pl der verdiinnten
Bodensuspension mit einem Drygalski-Spatel auf CZID-Agar (3 Verdiinnungsstufen und 3 Platten)
verteilt. Die Inkubation erfolgte fiir vier Tage im Brutschrank und bis zum siebten Tag im
Lichtschrank. Nach vier Tagen wurde die Gesamtkeimzahl bestimmt und nach sieben Tagen
Fusarium-Kolonien identifiziert, die auf SNA und PDA iiberimpft und nach Inkubation taxonomisch
eingeordnet wurden (vgl. 3.2.2.1.2). CZID-Agar ist ein Selektivmedium fiir Fusarium spp. Typische
Merkmale fiir diese Gattung waren die Rotfarbung des Agars und schnellwachsendes Mycel.

3.2.3.2.3 Bestimmung des Mykorrhizierungsgrades in Wurzeln von Weizenpflanzen

Zur Quantifizierung des Mykorrhizierungsgrads der Wurzeln wurden zu BBCH 42 (2008) bzw. BBCH
34 (2009) 5 Pflanzen pro Parzelle mit einem Spaten entnommen. Die Wurzeln wurden mit
Leitungswasser gewaschen, pro Wurzel 0,5 g der Wurzelspitzen entnommen und eine Mischprobe
hergestellt. Die Bestimmung des Mykorrhizierungsgrades erfolgte nach der ,,Gridline Intersection

Method* (vgl. 3.2.3.1.1).

3.2.3.2.4. Quantifizierung von F. culmorum im Stingel von Weizenpflanzen und Bonitur der
Schadsymptome

Der Nachweis von F. culmorum erfolgte zu BBCH 42 (2008) bzw. BBCH 34 (2009) und, ebenso wie
die Bonitur der Schadsymptome zu BBCH 73 und BBCH 86. Unmittelbar nach der Entnahme der
Pflanzen (15/Parzelle) mit dem Spaten wurden diese auf typische Halmgrund-/Stangelverbraunungen
bonitiert und der Anteil der geschiddigten Pflanzen pro Parzelle berechnet. Stingel von 5 der 15
Pflanzen wurden nach Abbildung 11 in ca. 2 cm grofle Stiicke geschnitten und die Frischmasse der
Pflanzenteile bestimmt. Diese wurden oberflachlich desinfiziert (vgl. 3.2.3.1.2) und auf PDA
(1 Mischprobe/Parzelle auf 3 Platten) ausgelegt. Nach Inkubation der Platten wurden die Pilze
quantifiziert und taxonomisch eingeordnet (vgl. 3.2.2.1.2).

Der Befall der Ahren wurde nur zu BBCH 86 bonitiert. Direkt auf dem Feld wurden entlang der
Diagonale einer Parzelle zehn Ahren auf Fusariosen untersucht und auch hier der Anteil der befallenen

Ahren bestimmt.
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Probenahme zu BBCH
42 (2008), 34 (2009) 73 86
Schnitthéhe
Vom Wurzelhals bis Vom ersten Knoten bis Vom ersten bis zum
zum ersten Internodium | zum dritten Internodium vierten Internodium
Stéingel oben
Stingel oben Stéingel Mitte
. Stiangel Mitte Y
Sténgel - Stingel unten
Wurzelhals Sténgel unten

Abb. 11: Kennzeichnung der untersuchten Sténgelabschnitte (rot eingerahmt) fiir den Nachweis von

F. culmorum

3.2.3.2.5 Erfassung morphologischer Eigenschaften von Weizenpflanzen

Die Erfassung der morphologischen Eigenschaften erfolgte parallel zu den Probenahmen fiir die
Untersuchungen im Sténgel der Weizenpflanzen. Es wurden Daten zur Pflanzenldnge sowie zur
Trockenmasse der Wurzel und des Sprosses erhoben (vgl. 3.2.3.1.4) Insgesamt wurden zehn Pflanzen

pro Parzelle untersucht.

3.2.3.2.6 Erfassung von Ertragsparametern
Neben TKG und Ertrag (vgl. 3.2.2.1.4) wurden in diesem Versuch zusitzlich die

KorngroBenfraktionen bestimmt:

Korngrofenfraktionierung
Die Fraktionierung der lufttrockenen Korner erfolgte mit dem Sortimat der Fa. Pfeuffer (Mess- und

Priifgerite, Kitzingen/Deutschland). Es wurden ca. 100 g Korner eingewogen.

3.2.3.2.7 Quantifizierung von Mykotoxinen in Weizenkornern
Die Quantifizierung der Mykotoxine in den Weizenkdrnern wurde nach der Ernte durchgefiihrt (vgl.

3.2.2.1.5).

3.24 Statistische Auswertung
Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe der Statistik-Software SPSS 18.0. Signifikante
Unterschiede zwischen den einzelnen Varianten wurden nach Abbildung 12 berechnet. In allen

Testverfahren wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von a = 0,05 zugrunde gelegt.
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Die Werte, die sich signifikant unterschieden, sind in den Tabellen und Abbildungen durch
unterschiedliche Buchstaben gekennzeichnet. Um die Stéirke einer Beziehung zweier Variablen zu
bestimmen, wurde der Korrelationskoeffizient nach Pearson (Normalverteilung gegeben) bzw.

Spearman (Normalverteilung nicht gegeben) berechnet.

Gibt es signifikante Unterschiede zwischen den Stichproben?

/. N\

Zwei Stichproben Mehrere Stichproben

A\ 4 A\ 4

Erfiillung der Test-Voraussetzungen
Normalverteilung (NV) mit Kolmogorov-Smirnov-Test
Varianzhomogenitéit (VH) mit Levene-Test

NV gegeben NV gegeben
A\ 4 A\ 4
Unabhéangiger T-Test Varianzanalyse (ANOVA),
fiir multipler Mittelwertvergleich mit
e gleiche Varianzen Tests nach
(VH gegeben) e Tukey (VH gegeben)
e ungleiche Varianzen e Gabriel (VH gegeben, aber
(VH nicht gegeben) ungleiche Stichprobenumfinge)
e Games-Howell (keine VH)
Keine NV Keine NV
v Unterschiede y
U-Test  nachgewiesen Rangvarianzanalyse
von ) nach
Mann-Whitney Kruskal und Wallis

Abb. 12: Schema zur statistischen Berechnung der Signifikanzen
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F. culmorum- und F. graminearum-Isolate wurden zunéchst in vitro charakterisiert. Um den Einfluss
der in vitro ermittelten Aggressivitit der Fusarium-Isolate auf die Schadbildauspragung bei
Weizenpflanzen zu ermitteln, wurden in den Jahren 2007 und 2008 Freilandversuche durchgefiihrt.
Zusitzlich wurden die Auswirkungen von Mykorrhizapilzen auf die durch Fusarium spp. ausgeldste
Schadbildentwicklung bei Weizenpflanzen untersucht. Dazu fanden Versuche unter kontrollierten

Bedingungen sowie im Freiland in 2008 und 2009 statt.

4.1 Bestimmung der Aggressivitit von Fusarium-Isolaten in vitro
In in vitro-Versuchen wurde die Aggressivitit von 13 Fusarium-Isolaten (Tab. 4) bestimmt. Dafiir
wurden das Mykotoxinbildungsvermégen (DON, ZEA) auf Reis-Medium und die nekrotische

Aktivitét der Isolate auf Weizenblattern analysiert.

4.1.1 Mykotoxinbildungsvermogen der Isolate

Alle Isolate bildeten sowohl DON als auch ZEA auf sehr unterschiedlichen Konzentrationsniveaus
(Tab. 13). Trotz strenger Anwendung standardisierter Anzucht- und Analyseverfahren wurden
teilweise groBe Schwankungen in der produzierten DON- bzw. ZEA-Menge zwischen den fiinf
Wiederholungen eines Isolates nachgewiesen.

Insgesamt war die in vitro-DON-Bildung der Isolate niedriger als die Bildung von ZEA. Fine
besonders hohe DON-Produktion wurde fiir das Isolat Fc13 nachgewiesen. Fc13 bildete deutlich mehr
DON als alle anderen Isolate und lag mit einer mittleren Produktion von 1.504.382 pg/kg als einziges
Isolat iber dem Gesamtmittel von 120.176 pg/kg. Auch Fg23 synthetisierte im Vergleich zu den
anderen 11 Isolaten hohere Mengen an DON, blieb aber mit einem Mittelwert von 26.856 ng/kg
deutlich unter der DON-Konzentration des Isolates Fc13. Fc32, Fc64 und Fg21 produzierten DON auf
einem mittleren Niveau von ca. 7.200 ug/kg, wobei die Wiederholungen der Isolate Fc64 und Fg21
starke Schwankungen aufwiesen. Fc51, Fc67, Fgl8 und Fg20 synthetisierten zwischen 870 und 3.690
ug/kg. Die niedrigste DON-Bildung wurde fiir Fcl, Fc53, Fc65 und Fg24 (von < NWG bis 1.310
ug/kg) nachgewiesen.

Das Mykotoxin ZEA wurde von allen Isolaten auf einem mittleren Gesamtniveau von 326.225 ug/kg
produziert (Tab. 13). Die Isolate Fc64, Fc65, Fg21 und Fg23 lagen mit einer mittleren Produktion von
334.518 bis 2.026.372 ng/kg iiber dem Gesamtmittel. Die ZEA- Synthese von Fc65 schwankte jedoch
von 3.530 bis 9.550.050 pg/kg. In einem mittleren Bereich von 166.852 bis 222.738 ng/kg bildeten
die Isolate Fcl, Fc53, Fgl8, Fg20 und Fg24 Zearalenon. Uber die geringste ZEA-Synthese von
< NWG bis 31.700 ng/kg verfiigten die Isolate Fc32, Fc51 und Fc67 sowie der starke DON-Bildner
Fcl3.
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Tab. 13: In vitro ermittelte DON- und ZEA-Bildung der untersuchten Fusarium-Isolate (n = 5) auf
Reis-Medium. Angegeben sind Mittelwert (MW), Standardabweichung (SD), Minimum (Min),

Maximum (Max) und Median.

Mykotoxinbildung
Isolat DON (ung/kg)
MwW +=SD Min Max Median
Fel 136 102 <NWG 230 190
Fcl13 1.504.382 283.748 1.214.010 1.855.640 1.398.110
Fc32 6.776 744 6.110 7.760 6.390
Fc51 2.180 983 870 3.120 2.590
Fc53 121 132 <NWG 270 <NWG
Fc64 8.300 8.842 530 20.380 5.220
Fc65 471 507 <NWG 1.310 250
Fc67 1.938 715 1.190 3.000 1.970
Fgl8 2.234 1.137 1.080 3.640 196
Fg20 2.202 1.046 1.260 3.690 1.810
Fg21 6.394 5.220 1.200 13.640 4.290
Fg23 26.856 3.090 23.930 31.800 25.430
Fg24 297 470 <NWG 1.110 <NWG
ZEA (ng/kg)

Fel 222.738 40.260 161.280 256.340 238.790
Fcl13 368 134 230 540 310
Fc32 170 26 140 200 170
Fc51 45 76 <NWG 180 20
Fc53 176.660 47.770 115.360 234.010 177.640
Fc64 334.518 259.739 10.030 663.680 385.290
Fc65 2.026.372 4.210.292 3.530 9.550.050 69.600
Fc67 9.874 12.838 <NWG 31.700 6.160
Fgl8 217.354 7.281 207.970 225.480 215.320
Fg20 222.182 272.898 53.020 685.620 61.570
Fg21 429.556 367.289 125.960 1.039.090 315.000
Fg23 434.224 199.147 109.930 651.230 451.890
Fg24 166.852 74.462 88.510 248.010 185.760
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4.1.2 Nekrotische Aktivitit der Isolate

Das angewandte Testsystem zur Ermittlung der nekrotischen Aktivitit der Pilze fithrte zu gut
reproduzierbaren Ergebnissen. Dabei zeigte sich, dass die Isolate unterschiedlich nekrotisch aktiv
waren (Tab. 14, Abb. 13). Die stirkste Aktivitit auf den untersuchten Weizenblittern zeigten Fcl3
(MW: 17,5 mm) und Fg23 (MW: 9,7 mm), die auch durch ihre hohe DON-Bildung auffielen. Obwohl
Fcl (MW: 13,9 mm) nur sehr wenig DON bildete, verfiigt dieses Isolat ebenfalls iiber ein hohes
Nekrosepotential. Die Isolate Fc64 und Fc65 bzw. Fg20 und Fg21 fiihrten zu Nekrosen in einem
mittleren Bereich von 6,1 mm bzw. 5,1 mm. Eine geringe Nekroseldinge von 2,8 mm bis
4,4 mm wurde fiir Fc32, Fc51, Fc53, Fc67, Fgl8 und Fg24 ermittelt.

Zwischen den gebildeten DON- und ZEA-Mengen sowie zwischen den gebildeten Mykotoxinmengen

und der nekrotischen Aktivitit der Isolate wurden keine signifikanten Korrelationen nachgewiesen.

Tab. 14: In vitro ermittelte nekrotische Aktivitit der untersuchten Fusarium-Isolate (n = 12) auf
Weizenblittern. Angegeben sind Mittelwert (MW), Standardabweichung (SD), Minimum (Min),

Maximum (Max) und Median.

Nekrotische Aktivitit
Isolat Nekroselinge (mm)
Mw +=SD Min Max Median

Fcl 13,9 0,42 13,1 14,5 13,85
Fcl13 17,5 0,45 16,7 17,9 17,6
Fc32 3.8 0,34 2,9 4,1 3,9
FcS1 4,3 0,26 3,9 4,7 4,25
Fc53 2,8 0,29 2,3 3.3 2,9
Fc64 6,3 0,37 5,5 6,7 6,35
Fc65 6,0 0,35 5,5 6,6 6,0
Fc67 4,3 0,39 3,6 4,8 4,35
Fgl18 2,8 0,34 2,1 3.3 2,85
Fg20 5,1 0,36 4,5 5,6 5,15
Fg21 52 0,40 4,4 5,9 5,25
Fg23 9,7 0,47 8,7 10,4 9,65
Fg24 4,4 0,45 3,6 52 4.4
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Abb. 13: Weizenblitter mit Nekrosen verursacht durch a) Fcl, b) Fc13 und ¢) Fc51

4.1.3 Einteilung der Isolate in Aggressivitiatsgruppen

Die Einteilung der Isolate in Aggressivititsgruppen erfolgte mittels Clusteranalyse, wobei das DON-
und ZEA-Bildungsvermdgen sowie die ermittelte Nekroseldnge einbezogen wurden. Durch die
Clusteranalyse wurden die untersuchten Isolate drei Aggressivititsgruppen (niedrig, mittel, hoch)

zugeordnet (Abb. 14).

Fc3l+ T
Fcol+ _

Fc32+ R
Fglg+ I
Fes3+ — |

FgZOo++

FgZl++ :]
Fcod++ I
Foes++ — |

FgZd++

Focl+++ I
FgZ3+++ |
Fcl3+++

Abb. 14: Zuordnung der Fusarium-Isolate zu Aggressivititsgruppen (+ - niedrige Aggressivitit,
++ - mittlere Aggressivitit. +++ - hohe Aggressivitit), die auf dem DON- und ZEA-

Bildungsvermodgen sowie der nekrotischen Aktivitit der untersuchten Isolate basiert.

Aus Abbildung 15 wird ersichtlich, dass sich die Gruppe hoher Aggressivitéit durch ein sehr hohes
DON-Bildungsvermogen und eine sehr hohe Nekroseaktivitit auszeichnet. Die Isolate mit mittlerer
Aggressivitit weisen ein geringes DON-Bildungsvermdgen, sehr hohe ZEA-Syntheseleistung und eine
mittlere nekrotische Aktivitit auf, wihrend Isolate mit niedriger Aggressivitit sowohl ein geringes

DON- und ZEA-Bildungsvermogen als auch ein geringes Nekrosepotential besitzen.
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a) b) ©)
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T . . .
niedrig mittel hoch niedrig mittel hoch niedrig mittel hoch

Aggressivititsgruppe Aggressivititsgruppe Aggressivititsgruppe
Abb. 15: Mittlere Auspridgung des in vitro-ermittelten a) DON- und b) ZEA-Bildungsvermdgens
sowie der ¢) nekrotischen Aktivitdt in den einzelnen Aggressivititsgruppen (niedrig n = 5; mittel n =
5; hoch n=3).

4.2 Uberpriifung des Einflusses der in vitro ermittelten Aggressivitit der Fusarium-
Isolate auf die Schadbildausprigung bei Weizenpflanzen

4.2.1 Inokulation von Weizenpflanzen mit 13 unterschiedlich aggressiven F. culmorum-
und F. graminearum-Isolaten im Freiland (2007)

Um den Einfluss der in vitro ermittelten Aggressivitit der Fusarium-Isolate auf die

Schadbildauspragung bei Weizenpflanzen zu iiberpriifen, wurden 2007 in einem Freilandversuch

bliihende Weizendhren mit 13 unterschiedlich aggressiven F. culmorum- und F. graminearum-Isolaten

durch Bespriihen inokuliert. In diesem Zusammenhang wurden die Besiedlung der Weizenéhren mit

filamentosen Pilzen, die Ertragsbildung und die Mykotoxinbelastung untersucht. Da die Witterung,

insbesondere die Niederschlige zum Zeitpunkt der Bliite das Auftreten von Fusarium spp. an der

Weizenédhre beeinflussen, wurde in den Versuch eine Beregnungsvariante einbezogen, um diese

Abhéngigkeit stirker auszupriagen.

4.2.1.1 Witterung und Beregnung

Der Beobachtungszeitraum Mai bis Juli 2007 war durch eine nass-kiihle Witterung gekennzeichnet
(Abb. Al), die im Allgemeinen einen Befall von Weizenpflanzen mit Fusarium spp. fordert. Im Mai
fiel starker Regen mit einer Niederschlagsmenge von 102 mm. Wéhrend der Bliite (erste bis dritte
Juniwoche) regnete es insgesamt 22 mm, wobei zum Inokulationszeitpunkt kein Niederschlag fiel.
Nach der Bliite bis Ende Juli kam es nochmals zu starken Niederschldgen mit einer Gesamtmenge von
145 mm. Die Temperatur lag im Mittel bei 17°C, zum Zeitpunkt der Inokulation betrug sie 21°C.
Trotz relativ hoher Niederschlagsmengen vor und nach der Inokulation wurden die Weizenpflanzen in

den Beregnungsvarianten bereits vor der Inokulation mit zwei Gaben a 25 mm, zum
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Inokulationszeitpunkt mit 12 mm und unmittelbar danach drei Wochen lang (57 mm) zusétzlich

beregnet.

4.2.1.2 Quantifizierung von Fusarium spp. und anderen Gattungen filamentoser Pilze in
Weizenihren
Die Anzahl filament6ser Pilze in blithenden bzw. in reifenden Weizendhren wurde zu BBCH 63, 75
und 87 durch Auslegen oberflichendesinfizierter Ahrenstiicke auf PDA bestimmt. Die erste
Probenahme zu BBCH 63 erfolgte unmittelbar einen Tag vor der Inokulation mit Fusarium-Isolaten,
um den Ausgangsstatus zu erfassen.
Von der Blithphase bis zum Reifestadium der Weizendhren war ein Anstieg der Gesamtkeimzahl der
filamentdsen Pilze zu verzeichnen (Tab. 15). Die Beregnung erhdhte dabei die Gesamtkeimzahl
zusétzlich und fiihrte zu einer starkeren Besiedlung der Weizenédhren mit filamentdsen Pilzen.
Zu allen drei Probenahmezeitpunkten wurden Fusarium spp. aus den Weizenédhren isoliert (Tab. 15).
Nachgewiesene Arten waren F. culmorum, F. graminearum, F. cerealis, F. poae, F. avenaceum und
F. sporotrichioides. Wahrend des gesamten Untersuchungszeitraumes dominierte F. cerealis. Des
Weiteren wurden Arten der Gattungen Alternaria spp., Cladosporium spp., Penicillium spp.,
Aspergillus spp., Trichoderma (T.) spp. sowie weitere Schwérzepilze (im Folgenden als ,,Andere*
bezeichnet) in den Weizenédhren identifiziert.
Bereits vor der Inokulation war der Anteil von Fusarium spp. an der Gesamtkeimzahl in den
Weizendhren hoch, der Anteil von F. culmorum und F. graminearum daran aber gering. Zu den
nachfolgenden Entwicklungsstadien nahm der Anteil aller Fusarium spp. weiterhin zu, wobei der
Anstieg von Fusarium spp. in den Ahren der inokulierten Weizenpflanzen stirker war als in denen der
nicht-inokulierten Kontrollpflanzen. Die inokulierten Arten, insbesondere F. culmorum, setzten sich
gegeniiber den ,,Anderen* durch und beeintrachtigten deren Wachstum, was sich in einem niedrigeren
Anteil der ,,Anderen” an der Gesamtkeimzahl in den inokulierten Ahren widerspiegelt. Zu BBCH 87
wurden auch in den Weizendhren der Kontrollpflanzen F. culmorum und F. graminearum
nachgewiesen, die Haufigkeit der ,,Anderen* wurde zu diesem Zeitpunkt aber nicht mehr beeinflusst
(Tab. 15).
Die Beregnung fiihrte zu BBCH 63 zu 10% mehr Fusarium spp. in den beregneten gegeniiber den
unberegneten Weizendhren, zu den spiteren Probenahmeterminen waren diese Unterschiede nicht
mehr nachzuweisen. Die inokulierten Arten nahmen zu BBCH 75 insgesamt 23% der Gesamtkeimzahl
in den unberegneten und 31% in den beregneten Weizendhren ein, wobei insbesondere das Auftreten
von F. graminearum durch die Beregnung signifikant erhéht wurde. Bis zu BBCH 87 entwickelten
sich die inokulierten Arten in den unberegneten Weizendhren weiter (46%), in den beregneten
hingegen blieben sie auf gleichem Niveau (33%).
Zwischen den Aggressivititsgruppen gab es keine signifikanten Unterschiede in der Besiedlung der

Weizendhren mit F. culmorum und F. graminearum. Hervorzuheben ist dennoch der hohe Anteil der
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inokulierten Arten in den beregneten und mit hoch-aggressiven Fusarium-Isolaten inokulierten
Weizendhren bereits zu BBCH 75 (45%), wobei F. culmorum in der hoch-aggressiven Gruppe seine

Besatzdichte bis BBCH 87 nochmals erhohte (Tab. 15).

4.2.1.3 Quantifizierung Trichothecen-produzierender Fusarium-Arten in Weizenihren

Der Besatz der Weizendhren mit Trichothecen-produzierenden Fusarium-Arten (TPFA) wurde durch
die Quantifizierung des tri6-Gens in getrockneten und gemahlenen Ahrenproben mittels quantitativer
Real-time PCR bestimmt. Die Probenahmen dazu wurden nach der Inokulation zu BBCH 75, 83 und
87 durchgefiihrt.

Der Anstieg der Fusarium spp.-Zellzahlen von BBCH 75 zu BBCH 87 spiegelt sich auch in einer
Zunahme der TPFA in den Weizendhren wider (Abb. 16a). Wihrend zu BBCH 75 bzw. 83 ein
mittlerer (iiber alle Varianten) tri-DNA-Gehalt von 1.202 bzw. 1.624 ng/g TM in den Weizendhren
detektiert wurde, konnten zu BBCH 87 4.531 ng/g TM tri-DNA nachgewiesen werden.

Die mykologische Analyse zeigte, dass die Beregnung zu einem schnelleren Anstieg von Fusarium
spp. bzw. von F. culmorum und F. graminearum in den Weizendhren fiihrte. Auch der tri-DNA-
Gehalt wurde durch die Beregnung zu allen drei Probenahmezeitpunkten signifikant erhoht
(Abb. 16b). Nicht nur in den Weizendhren der inokulierten Varianten sondern auch in denen der
Kontrollvarianten wurden TPFA nachgewiesen. In den unberegneten Parzellen war die
Besiedlungsdichte der TPFA in allen Varianten bis BBCH 83 nahezu gleich. Erst zu BBCH 87 wiesen
die inokulierten Pflanzen einen signifikant hoheren Gehalt an tri-DNA auf; die unterschiedlichen
Inokulationsvarianten variierten dabei aber nicht, wie auch bei den Fusarium spp.-Zellzahlen
nachgewiesen werden konnte (Abb. 16a).

Dagegen fiihrte die Inokulation mit hoch-aggressiven Fusarium-Isolaten unter dem Einfluss der
Beregnung bereits zu BBCH 75 zu einem signifikant héheren tri-DNA-Gehalt (Abb. 16a). Aullerdem
korrelierte der tri-DNA-Gehalt in den beregneten Weizendhren zu diesem Zeitpunkt mit den in vitro-
ermittelten Aggressivitétsstufen (0 bis 4; 0 = Kontrollgruppe, 4 = hoch-aggressive Gruppe) signifikant
(r=0,742; 0= 0,01). Zu BBCH 87 gab es keine Unterschiede mehr zwischen den Varianten, sogar die
unbehandelten Weizenpflanzen wiesen im Vergleich zu den Varianten der unberegneten Parzellen

hohe tri-DNA-Gehalte auf.
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Tab. 15: Prozentualer Anteil (%) sowie die gesamte (D)) und mittlere (MW) Anzahl filamentdser Pilze
(KbE/g FM) in blithenden und reifenden Weizendhren (oberfldchendesinfiziert) vor (BBCH 63) und
nach (BBCH 75 und 87) einer Ahreninokulation mit unterschiedlich aggressiven Fusarium-Isolaten in

2007.

Beregnung
Ohne Beregnung Mit Beregnung
Aggressivititsgruppen Aggressivititsgruppen
Pilze = =0 -~ = o) -~

S@m| Ll | Bin| =@ | EE |S@|Eln Bin| s | ES

féugu 0 éi %l,gigggg é‘u 2

Q ElZz E = = S0 E § == == Elos
Probenahmetermin BBCH 63
Fc! (%) 0 0 0 13 51 3 10 7 6
Fg’ (%) 8 0 0 0 1 0 0 0 0 0
Feer” (%) 32 63 43 65 52 61 | 64 50 68 60
Fp* (%) 16 0 5 0 4 11 3 3 4 5
Fav’ (%) 16 0 4 7 6 0 7 7 0 4
Fspor ® (%) 0 0 16 0 4 51 3 10 0 5
Funb ’ (%) 2 10 5 3 6 5 1 7 6 6 7
Andere (%) 25 27 27 12 23 13 | 12 14 16 13
> (KbE/g FM) 41 69 61 51 222 | 61 | 104 | 100 49 313
MW (KbE/gFM) | 14 14 12 17 14 20 | 21 20 16 20

Probenahmetermin BBCH 75

Fc (%) 0 27 17 9 18 0 20 13 27 17
Fg (%) 0 3 7 13 5 0 14 17 18 14
Fcer (%) 50 52 60 57 55 44 | 29 46 23 35
Fp (%) 8 4 2 6 4 0 2 5 3 3
Fav (%) 4 2 2 6 3 8 7 6 0 5
Fspor (%) 6 7 1 0 4 14 11 11 12 11
Funb (%) 21 2 4 4 5 19 9 2 16 9
Andere (%) 11 3 6 5 5 16 8 1 2 5
> (KbE/g FM) 47 158 141 45 390 66 | 187 | 191 113 557
MW (KbE/g FM) 16 32 28 15 24 22 | 37 38 38 35
Probenahmetermin BBCH 87

Fc (%) 11 52 28 45 37 25 21 32 24
Fg (%) 5 8 16 3 9 13 3 17 7 9
Fcer (%) 52 30 40 35 37 9 | 58 45 42 51
Fp (%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Fav (%) 0 5 7 5 5 0 5 1 10 5
Fspor (%) 10 1 4 9 5 0 6 6 3 5
Funb (%) 4 2 3 3 3 3 3 6 3 4
Andere (%) 18 2 3 1 4 10 1 3 1 3
> (KbE/g FM) 139 | 278 266 220 903 | 159 | 524 | 468 436 1586

MW (KbE/g FM) | 46 56 53 73 56 53 | 105 | 94 145 99

""Fe = F. culmorum, * Fg F. graminearum, > Fcer = F. cerealis, * Fp = F. poae,
* Fav = F. avenaceum, ® Fspor = F. sporotrichioides, " Funb = F. unbekannt (= nicht identifizierte

Fusarium-Arten)
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Abb. 16: Mittlerer a) tri-DNA-Gehalt (als Aquivalent der Trichothecen-produzierenden Fusarium-
Arten) von Weizendhren zu BBCH 75, 83 und 87, die zur Bliite in 2007 mit unterschiedlich
aggressiven Fusarium-Isolaten inokuliert wurden (Kontrolle n = 3; niedrig n = 5, mittel n = 5, hoch
n = 3) in b) unberegneten und beregneten Parzellen (gemittelt iiber alle Inokulationsvarianten n = 16).
Die angegebenen Signifikanzen beziehen sich auf jeweils einen Probenahmezeitpunkt.

4.2.14 Erfassung von Ertragsparametern

Nach der Ernte wurden der Parzellenertrag und das Tausendkorngewicht bestimmt.

Insgesamt erbrachten die Weizenpflanzen aller Varianten einen durchschnittlichen Ertrag von 58
dt/ha. Die Beregnung und die Inokulation hatten in den meisten Féllen keine Auswirkungen auf die

Ertragsbildung der Weizenpflanzen. Nur die Inokulation mit hoch-aggressiven Fusarium-Isolaten

fiihrte unter dem Einfluss der Beregnung zu einer signifikanten Ertragsdepression (Tab. 16).

Tab. 16: Mittelwerte und Standardabweichungen (+) des Ertrags und des TKG von unberegneten und
beregneten Weizenpflanzen, die zur Bliite in 2007 mit unterschiedlich aggressiven Fusarium-Isolaten
inokuliert wurden. Die indizierten Signifikanzen (*,”) beziehen sich innerhalb der Parameter auf Zeilen

und Spalten.

Aggressivitits- Ertrag (dt/ha) TKG (g)
gruppe Unberegnet Beregnet Unberegnet Beregnet
Kontrolle (n=3) | 58,5 (+4,8) 57,8 (x4,1)* | 31,6 (£1,5) 328(£0,4)°
Niedrig (n=15) 58,2 (+4,0) 59,5(*5,9* |30,7(x£2,7) 31,6 (£2,4)°
Mittel (n = 5) 60,7 (+4,1) 60,3 (4,4 |31,8(=2,6) 29,5 (£ 3,0)
Hoch (n=3) 59,2 (£3,0)" 50,0 (2,6)° [32,8(x0,8)"° 256 (x1,1)°
Gesamt (n=16) | 59,2 (£ 3,8) 57,6 (£ 5,7) 31,6 (£2,2) 30,1 (+3,2)

Ein dhnliches Bild ergibt sich fiir das TKG. Im Gesamtmittel erreichten die Weizenpflanzen ein TKG

von 31 g. Die Weizenpflanzen der beregneten Parzellen, die mit hoch-aggressiven Fusarium-Isolaten
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inokuliert wurden, erreichten ein mittleres TKG von 26 g und hatten somit ein signifikant kleineres
TKG als die nicht-inokulierten bzw. die mit niedrig-aggressiven Fusarium-Isolaten inokulierten
Weizenpflanzen in den beregneten Parzellen sowie die mit hoch-aggressiven Fusarium-Isolaten
inokulierten Weizenpflanzen in den unberegneten Parzellen (Tab. 16). Das TKG der beregneten

Weizenpflanzen korrelierte signifikant mit den Aggressivititsstufen (r =-0,693; a.= 0,01).

4.2.1.5  Quantifizierung von MyKkotoxinen in Weizenkornern

Die Belastung von Weizenkdrnern mit DON und ZEA wurde nach der Ernte mittels HPLC analysiert.
Die zusitzliche Beregnung erhéhte den DON- und ZEA-Gehalt in den Weizenkornern signifikant
(Abb. 17a und 17b). Wihrend die Weizenpflanzen der unberegneten Parzellen im Durchschnitt mit
1.214 ug/kg DON und 39 pg/kg ZEA belastet waren, wiesen die der beregneten Parzellen einen
mittleren Gehalt an DON von 2.434 ug/kg und an ZEA von 71 ug/kg auf. 60% der beregneten und
13% der unberegneten Weizenpflanzen enthielten DON-Gehalte {iber der festgelegten Hochstgrenze
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Abb. 17: Mittlerer a) und ¢) DON- und b) und d) ZEA-Gehalt von Koérnern unberegneter und
beregneter Weizenpflanzen (gemittelt tiber alle Inokulationsvarianten, n = 16), die zur Bliite in 2007

mit unterschiedlich aggressiven Fusarium-Isolaten inokuliert wurden (Kontrolle n = 3; niedrig n = 5,

mittel n =5, hoch n = 3).
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von 1.250 pg/kg. Der ZEA-Hochstgrenzwert von 100 pg/kg wurde insgesamt in vier Proben
iiberschritten. Ein Einfluss der Inokulation auf die Mykotoxinbelastung der Weizenkdrner bzw.

Unterschiede zwischen den Inokulationsvarianten wurden nicht festgestellt (Abb. 17¢ und 17d).

4.2.1.6 Korrelationen der untersuchten Parameter

Um die Frage zu kldren, ob zwischen den Zellzahlen der inokulierten Arten bzw. dem tri-DNA-Gehalt
und den Ertragsparametern sowie der DON- und ZEA-Belastung der untersuchten Weizendhren
Zusammenhénge bestehen, wurden diese Parameter in Korrelation zueinander gesetzt (Tab. Al).
Auffallend war, dass fiir die Weizenédhren, die beregnet und mit hoch-aggressiven Fusarium-Isolaten
inokuliert wurden, sowohl erhohte Zellzahlen und ein hoher tri-DNA-Gehalt zu BBCH 75 als auch ein
niedriger Ertrag und ein niedriges TKG nachgewiesen wurden. Dies lédsst einen Einfluss erhohter
Zellzahlen bzw. erhdhter tri-DNA-Gehalte auf die Kornausbildung zu BBCH 75 in dieser Variante
vermuten. Signifikante Korrelationen in diesem Zusammenhang wurden jedoch nicht nachgewiesen
(Abb. 18).

Dagegen wurde ein signifikant positiver Zusammenhang zwischen dem DON-Gehalt und dem
Auftreten trichothecen-produzierender Fusarium-Arten zu BBCH 87 in den unberegneten sowie zu
BBCH 83 in den beregneten Weizenédhren ermittelt. Die DON-Belastung und das TKG der beregneten
Weizenihren korrelierten signifikant negativ (Tab Al).
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Abb. 18: Korrelationen zwischen dem tri-DNA-Gehalt zu BBCH 75 und dem a) Ertrag bzw.b) TKG
von unberegneten und beregneten Weizendhren, die zur Bliite in 2007 mit unterschiedlich aggressiven
Fusarium-Tsolaten inokuliert wurden.! r = Korrelationskoeffizient nach Pearson; > n.s. = nicht

signifikant

Insgesamt wurde 2007 ein starker Einfluss der Beregnung, aber nur teilweise ein Einfluss der
unterschiedlichen Aggressivitatsgruppen auf die untersuchten Parameter nachgewiesen. Auffallend

waren die hohen Standardabweichungen in den einzelnen Aggressivititsgruppen. Es ist zu vermuten,
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dass die Einzelisolate, die in den jeweiligen Aggressivititsgruppen zusammengefiihrt wurden, zu
unterschiedlichen Reaktionen an den Weizenpflanzen fiihrten und demzufolge zu unterschiedlichen
Messwerten. Um die angewandte Methode der Gruppenbildung einzuschétzen, wurde der
Variationskoeffizient berechnet. Der Variationskoeffizient, auch als relative Standardabweichung
bezeichnet, ist der Quotient aus der Standardabweichung und dem Mittelwert von Messwerten einer
Stichprobe (Vi (%) = SD/MW * 100). Dabei gilt, je groBer der Vi, desto geringer ist die
Vergleichbarkeit der Falle der untersuchten Stichprobe (hier Aggressivitdtsgruppe) und desto geringer
ist der Effekt des Priiffaktors (hier Inokulation). Aus Tabelle 17 geht hervor, dass die Variabilitéit der
Messwerte bei der tri-DNA-Analyse zu BBCH 75 und 83 und der Mykotoxinbestimmung besonders
hoch, bei den Ertragsparametern sehr niedrig war. Demnach ist die Einteilung der Einzelisolate in die
Aggressivititsgruppen nur teilweise geeignet, um den Einfluss der in vitro bestimmten Aggressivitit

der Fusarium-Isolate auf die Schadbildauspriagung bei Weizenpflanzen zu charakterisieren.

Tab. 17: Variationskoeffizient fiir die unterschiedlichen Aggressivititsgruppen der untersuchten
Parameter des Versuchsjahres 2007. Ist der Variationskoeffizient > 25% (grau markiert), so ist die
Streuung der Messwerte sehr groB. Liegt er iiber 50% (blau markiert), so ist der Mittelwert kein

geeigneter Représentant der Einzelwerte.

tri-DNA-Gehalt BBCH
Bereg- | Aggressivitits- Ertrag | TKG | DON | ZEA
75 83 87
nung gruppe
Variationskoeffizient (%)
Kontrolle (n = 3) 83 34 13 8 5 63 29
Niedrig (n = 5) 27 29 46 7 9 74 35
Ohne
Mittel (n = 5) 45 74 51 7 8 28 63
Hoch (n=3) 79 29 17 5 2 28 43
Kontrolle (n = 3) 60 56 21 7 1 71 66
M Niedrig (n =5) 32 94 34 10 8 51 78
it
Mittel (n =5) 53 28 21 7 10 52 30
Hoch (n=3) 27 54 20 5 4 48 23
4.2.2 Inokulation von Weizenpflanzen mit vier unterschiedlich aggressiven F. culmorum-

und F. graminearum-Isolaten im Freiland (2008)
2008 wurde ein zweiter Freilandversuch durchgefiihrt, bei dem erneut der Einfluss der in vitro
ermittelten Aggressivitit von Fusarium-Isolaten auf die Schadbildausprigung bei Weizenpflanzen
uberpriift wurde. Im Gegensatz zu 2007 wurden 2008 vier Isolate (Fc53+, Fgl8+, Fc13+++, Fg23+++)
mit je sechs Wiederholungen zur Inokulation eingesetzt, um die oben beschriebene Variabilitit der
Messwerte zu reduzieren. Die Kontrollvarianten wiesen je acht Wiederholungen auf. Alle weiteren

Untersuchungen wurden wie in 2007 durchgefiihrt und eine Beregnungsvariante ebenfalls einbezogen.
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4.2.2.1 Witterung und Beregnung

Im Gegensatz zu 2007 war der Beobachtungszeitraum Mai bis Juli 2008 durch eine trockenere
Witterung gekennzeichnet (Abb. All). Fielen 2007 insgesamt 269 mm Niederschlag, waren es im
gleichen Zeitraum 2008 insgesamt 70 mm. Der Mai war mit einer Gesamtniederschlagsmenge von
3 mm sehr trocken. Erst zu Beginn der Bliite des Weizens regnete es wieder. Bis Ende Juni fielen

25 mm, danach bis Ende Juli nochmals 43 mm. Die Temperaturen waren dhnlich wie in 2007 und
lagen im Mittel bei 18°C. Zur Inokulation betrug die Temperatur 16°C und war damit um 5°C
niedriger als in 2007 zu diesem Zeitpunkt.

2008 wurde im Vergleich zu 2007 mehr beregnet. Bereits vor der Inokulation waren es 82 mm
Zusatzberegnung, zum Inokulationszeitpunkt wie in 2007 12 mm und danach wurden nochmals bis

Ende Juni 111 mm in drei Gaben verabreicht.

4.2.2.2 Quantifizierung von Fusarium spp. und anderen Gattungen filamentoser Pilze in
Weizenihren
Wie in 2007 war auch im zweiten Versuchsjahr ein Anstieg der filamentésen Pilze in den
Weizenédhren von der Blithphase bis zum Reifestadium zu verzeichnen. Der Besatz der Weizenéhren
mit filamentdsen Pilzen war im niederschlagsdarmeren Jahr 2008 aber auf einem deutlich niedrigeren
Niveau. Auch durch die Beregnung wurden die Gesamtkeimzahlen der filamentosen Pilze wéhrend
des gesamten Untersuchungszeitraumes nicht erhoht (Tab. 18).
Zu allen drei Probenahmezeitpunkten wurden Fusarium spp. und die unter ,,Anderen*
zusammengefassten Arten aus den Weizendhren isoliert. Im Gegensatz zum vorangegangenen
Versuchsjahr dominierten wéihrend des gesamten Untersuchungszeitraumes die ,,Anderen®, unter
denen wiederum Arten der Gattung Alternaria spp. vorherrschten (Abb. 19, Tab. 18).
Das Fusarium-Spektrum war 2008 etwas breiter als im Jahr zuvor und nahm von BBCH 63 zu BBCH
87 zu (Tab. 18). Als Fusarium-Arten wurden vor der Inokulation F. poae, F. equiseti, F. tricinctum
und F. culmorum in den Weizendhren nachgewiesen. Nach der Inokulation, zu BBCH 75 und 87
wurden zusitzlich F. avenaceum, F. graminearum und F. sporotrichioides in den Weizendhren
identifiziert. War F. cerealis in 2007 die dominierende Art, wurde sie 2008 auf den gleichen Flachen
zu BBCH 63 und 75 gar nicht und zu BBCH 87 in einer Probe nachgewiesen. 2008 war F. poae die
dominierende Fusarium-Art.
Die inokulierten Fusarium-Arten F. culmorum und F. graminearum wurden im Unterschied zu 2007
in 2008 nicht in erhohten Keimzahlen nach der Inokulation nachgewiesen. Zuriickzufiihren auf die
trockenen Witterungsbedingungen in diesem Versuchsjahr konnten die Isolate die Weizendhren nicht

erfolgreich infizieren, selbst die Beregnung beeinflusste das Infektionsgeschehen nicht (Tab. 18).

56



4 ERGEBNISSE

Tab. 18: Prozentualer Anteil (%) sowie die gesamte (D)) und mittlere (MW) Anzahl filamentdser Pilze
(KbE/g FM) in blithenden und reifenden Weizendhren (oberfldchendesinfiziert) vor (BBCH 63) und
(BBCH 75 und 87) nach einer Ahreninokulation mit unterschiedlich aggressiven Fusarium-Isolaten in

2008.

Beregnung
Ohne Beregnung Mit Beregnung
Inokulation Inokulation
Pilze % N w© N
I A T A A T T I A I
=2 £ £ £ g = = £ £ £ £ =
Probenahmetermin BBCH 63
Fe ' (%) 0 3 0 0 3 1,2 2 0 0 0 0 0,4
Fg~” (%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Fequi” (%) 3 0 3 0 0 1,0 6 0 5 0 0 2,4
Fp* (%) 3 0 4 8 4 3.8 2 7 0 7 5 3.8
Ftric” (%) 0 3 3 0 0 1,2 0 3 0 0 0 0,6
Andere (%) 94 94 90 92 93 | 92,8 90 90 95 93 95 | 92,8
> (KbE/g FM) 52 50 42 56 53 | 253 60 57 73 50 54 | 294
MW (KbE/g FM) 7 8 7 9 9 8 8 10 12 8 9 9
Probenahmetermin BBCH 75
Fe (%) 0 0 0 2 3 0,9 0 2 3 0 0 0,9
Fg (%) 0 0 3 2 0 0,9 0 1 0 0 0 0,2
Fav ® (%) 4 2 2 2 0 1,7 2 2 0 0 0 | 08
Fequi (%) 0 3 2 0 4 1,7 2 0 0 3 2 1,3
Fp (%) 6 5 7 5 4 5,3 7 7 6 5 7 6,3
Ftric (%) 4 3 0 0 0 1,4 0 0 0 3 0 0,6
Funb 7 (%) 0 0 0 0 3 0,6 0 0 0 0 2 0,3
Andere (%) 86 87 86 89 86 | 87,5 89 88 91 89 89 | 89,6
> (KbE/g FM) 75 89 86 87 87 | 424 82 88 76 84 81 | 411
MW (KbE/g FM) 9 15 15 15 15 13 10 15 13 14 14 13
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Fortsetzung Tab. 18: Prozentualer Anteil (%) sowie die gesamte (D)) und mittlere (MW) Anzahl

filamentoser Pilze (KbE/g FM) in blithenden und reifenden Weizendhren (oberflichendesinfiziert) vor
(BBCH 63) und (BBCH 75 und 87) nach einer Ahreninokulation mit unterschiedlich aggressiven

Fusarium-Isolaten in 2008.

Beregnung
Ohne Beregnung Mit Beregnung
Inokulation Inokulation
Pilze 2 N © N
I <) <) <) <) G Il <) <) <) <) 7
RS I I I I I £ I I I I I
g e ||| |E |2l |&|E
Tl 2l g |8 | (g l2 |2 |g|c¢
= o ) 3} o0 s = o o0 3 o0 S
g = = = = 3 S = =~ = = 3
N O N O
Probenahmetermin BBCH 87
Fc (%) 0 1 2 0 0 0,7 0 2 0 4 0 1,1
Fg (%) 0 1 1 0 1 0,8 1 0 2 0 2 1,2
Fav (%) 4 2 0 8 1 2,9 2 2 0 1 0 1,0
Feer® (%) 0 0 0 0 1 0,3 0 0 0 0 0 0
Fequi (%) 0 2 0 1 0 0,6 0 1 0 0 1 0,4
Fp (%) 7 6 5 1 6 4.9 7 4 5 2 4 4,1
Fspor g (%) 0 0 0 0 2 0,3 0 3 2 3 0 1,4
Ftric (%) 0 0 2 1 0 0,6 0 1 1 0 0 0,5
Funb (%) 1 1 1 1 2 1,3 0 1 2 4 0 1,3
Andere (%) 88 87 89 88 87 87,7 90 86 88 86 93 89,1
> (KbE/g FM) 109 110 | 100 | 104 97 520 102 | 114 94 105 117 533
MW (KbE/g FM) 14 18 17 17 16 16 13 19 16 18 20 17

"Fe = F. culmorum, * Fg = F. graminearum, * Fequi = F. equiseti, * Fp = F. poae, > Ftric = F.

tricinctum, ® Fav = F. avenaceum, ' Funb = F. unbekannt (= nicht identifizierte Fusarium-Arten),

8 Fcer =F. cerealis,’ Fspor = F. sporotrichioides
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Abb. 19: Auf PDA ausgelegte oberflichendesinfizierte Ahrenstiicke von Weizenpflanzen, die zur

Bliite mit F. culmorum und F. graminearum inokuliert wurden:
a) Uberwiegend mit Fusarium spp.-infizierte Ahrenstiicke der Probenahme von BBCH 87 (2007)
b) Uberwiegend mit Alternaria spp.-infizierte Ahrenstiicke der Probenahme von BBCH 75 (2008).

4.2.2.3 Quantifizierung Trichothecen-produzierender Fusarium-Arten in Weizendhren

Wie schon bei der mikrobiologischen Analyse der Fusarium spp. ersichtlich, war die Besiedlung der
Weizenédhren mit TPFA in 2008 im Vergleich zu 2007 deutlich geringer. Aufgrund niedriger Mengen
an tri-DNA in den Weizendhren der dritten Probenahme, wurden die Proben der vorangegangenen
Probenahmen nicht analysiert. Wurden in den Weizenéhren von BBCH 87 in 2007 1.095 bis 9.020 ng
tri-DNA/g TM nachgewiesen, war der tri-DNA-Gehalt in 80% aller Proben von BBCH 87 in 2008 <
10 ng/g TM (Abb. 20a). Das Maximum betrug 856 ng/g TM und wurde in den Ahren der beregneten
mit Fgl8-inokulierten Weizenpflanzen ermittelt. In dieser Variante wurden aber auch Werte von 0,2
bis 3,2 ng tri-DNA/g TM festgestellt. Eine starke Streuung der Messwerte um ihren Mittelwert wurde
in den anderen Varianten ebenfalls beobachtet.

Die Ergebnisse der mikrobiologischen Analyse zeigten zum Einen, dass die Beregnung das
Vorkommen von Fusarium spp. in den Weizendhren nicht beeinflusste und zum Anderen, dass die
inokulierten Fusarium-Isolate keinen Infektionserfolg hatten. Dementsprechend variierten auch die tri-
DNA-Gehalte, im Gegensatz zu 2007, zwischen den Beregnungs- (Abb. 20b) und den

Inokulationsvarianten nicht signifikant.
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Abb. 20: Mittlerer a) tri-DNA-Gehalt (als Aquivalent der Trichothecen-produzierenden Fusarium
Arten) von Weizendhren zu BBCH 87, die zur Bliite in 2008 mit unterschiedlich aggressiven
Fusarium-Isolaten inokuliert wurden (Kontrollen=18; Fc53, Fgl8, Fcl3, Fg23 n = 6) in b)
unberegneten und beregneten Parzellen (gemittelt tiber alle Inokulationsvarianten n = 32).

4.2.2.4 Erfassung von Ertragsparametern

In Tabelle 19 sind die Ergebnisse zu den Untersuchungen der Ertragsparameter dargestellt. 2008
erreichten die Weizenpflanzen der gesamten Versuchsfldche einen mittleren Ertrag von 48 dt/ha und
lagen damit um ca. 10 dt/ha unter dem Durchschnitt von 2007. Dagegen war das TKG mit einem
Gesamtmittel von 35 g um durchschnittlich 4 g hoéher als im vorangegangenen Versuchsjahr.
Demzufolge bildeten die untersuchten Weizenpflanzen in 2008 weniger aber groflere Korner aus.

Die einzelnen Parzellenertriage variierten von 25 dt/ha bis 75 dt/ha und die TKG von 31 g bis 40 g. Die
Beregnung und die Inokulation hatten dabei jedoch keinen signifikanten Einfluss auf die

Ertragsparameter.

Tab. 19: Mittelwerte und Standardabweichungen (%) des Ertrags und des TKG von unberegneten und
beregneten Weizenpflanzen, die zur Bliite in 2008 mit unterschiedlich aggressiven Fusarium-Isolaten

inokuliert wurden

Aggressivitits- Ertrag (dt/ha) TKG (g)

gruppe Unberegnet Beregnet Unberegnet Beregnet
Kontrolle (n=38) | 50,2 (£9,8) 453 (£13,2) |354(£3,2) |350(1,6)
Fc53 (n=6) 51,2(*16,2) | 439 11,4) [352(24) |34,5(2,0)
Fgl18 (n=6) 43,5 11,5) |51,9(14,9) |34,6(£2,4) |358(£3,3)
Fcl3 (n=16) 43,6 (£16,8) | 49,8 (x11,0) |355(=1,4) |36,1(x2)5)
Fg23 (n=16) 49,8 (£ 8,4) 534(12,6) |343(1,2) |3571,2)
Gesamt (n=32) |47,8(£12,4) |48,6(£12,5) |350(x22) |354(£2,1)
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4.2.2.5 Quantifizierung von Mykotoxinen in Weizenkérnern

Die Kontamination der Weizenkdrner mit DON und ZEA war in 2008 deutlich geringer als im
niederschlagsreichen Jahr 2007. Die Grenzwerte fiir DON oder ZEA wurden in keiner der Proben
iiberschritten. Wurden 2007 signifikante Unterschiede im Toxingehalt der unberegneten und
beregneten Weizenkorner nachgewiesen, hatte die Beregnung in 2008 keinen signifikanten Einfluss
auf die DON- und ZEA-Belastung der Weizenkorner. (Abb. 21a und 21b). Die Korner der
unberegneten Weizenpflanzen wiesen durchschnittlich 78 ug/kg und die der beregneten 94 pg/kg
DON auf. Der ZEA-Gehalt der Weizenkérner der unberegneten Pflanzen lag bei fast allen
Behandlungsvarianten, mit Ausnahme der Variante ,,Fc53“, unterhalb der Nachweisgrenze. Die
Beregnung erhdhte (nicht signifikant) die ZEA-Belastung und fiihrte zu einem mittleren Gehalt von 12

pg/kg. Signifikante Anderungen der Toxinbelastung durch die Inokulation wurden nicht nachgewiesen

(Abb. 21c und 21d).
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Abb. 21: Mittlerer a) und ¢) DON- und b) und d) ZEA-Gehalt von Kdrnern unberegneter und
beregneter Weizenpflanzen (gemittelt {iber alle Inokulationsvarianten, n = 32), die zur Bliite in 2008

mit unterschiedlich aggressiven Fusarium-Isolaten inokuliert wurden (Kontrolle n = 8; Fc53, Fgl8,

Fcl3, Fg23 n=6).
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4.2.2.6 Korrelationen der untersuchten Parameter

Fiir die in 2008 untersuchten Parameter wurden keine signifikanten Korrelationen ermittelt.

Wie in 2007 wurden auch in 2008 starke Schwankungen innerhalb der einzelnen Varianten
festgestellt, obwohl die inokulierten Isolate als Einzelisolate in mehrfacher Wiederholung eingesetzt

wurden.

4.3 Uberpriifung des Einflusses von Mykorrhizapilzen auf die durch F. culmorum- und
F. graminearum-ausgeloste Schadbildentwicklung bei Weizenpflanzen
Um den Einfluss von Mykorrhizapilzen auf die durch F. culmorum- und F. graminearum-ausgeldste
Schadbildentwicklung bei Weizenpflanzen zu iberpriifen, wurden Weizenpflanzen unter
kontrollierten Bedingungen und im Freiland (2008 und 2009) mit einem Mykorrhizagemisch und F.
culmorum bzw. F. graminearum beimpft. Dabei wurden sowohl die Mykorrhizierung der
Weizenwurzeln als auch die Besiedlungsdynamik von F. culmorum und F. graminearum in den
Weizenpflanzen wéhrend der Ontogenese untersucht. Die Interaktionen dieser antagonistisch
wirkenden Pilze konnen das Wachstum und die Vitalitit der Pflanzen dndern. Dazu wurden im
Gefidlversuch in der Klimakammer wihrend der Ontogenese der Stresszustand der Weizenpflanzen
auf Basis der Sauerstoffbilanz bestimmt sowie morphologische Eigenschaften erfasst. Im Freiland
wurden ebenfalls Daten iiber die morphologischen Eigenschaften der Weizenpflanzen erhoben und

zusitzlich Ertragsparameter und Mykotoxinbelastung untersucht.

4.3.1 Inokulation von Weizenpflanzen mit unterschiedlich aggressiven F. culmorum- und
F. graminearum-Isolaten und Mykorrhizapilzen unter kontrollierten Bedingungen
(Klimakammer)

Fiir die Inokulation der Weizenpflanzen im Gefélversuch wurden ein Gemisch aus Mykorrhizapilzen

und 6 F. culmorum- bzw. 2 F. graminearum-Isolaten mit unterschiedlicher Aggressivitit eingesetzt.

Die Mykorrhizapilze wurden direkt zur Aussaat des Weizens und die Fusarium-Isolate vier Wochen

danach in das Substrat (Quarzsand) eingebracht.

4.3.1.1 Bestimmung des Mykorrhizierungsgrades in Wurzeln von Weizenpflanzen

Der Mykorrhizierungsgrad wurde vier Wochen nach der Inokulation der Mykorrhiza mittels ,,Gridline
Intersection Method* ermittelt. Zu diesem Zeitpunkt waren die mit dem Mykorrhizagemisch
inokulierten Pflanzen stark mykorrhiziert und wiesen einen durchschnittlichen Mykorrhizierungsgrad

von 88% (83 bis 96%) auf.
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4.3.1.2  Quantifizierung von Fusarium spp und anderen Gattungen filamentoser Pilze in
Weizenpflanzen und Substrat
Das Vorkommen von F. culmorum und F. graminearum im Substrat sowie in der Wurzel, im Sténgel
und in der Ahre wurde in der 7., 14., 30. und 40. Ontogenesewoche mittels mikrobiologischer
Methoden untersucht.
Die inokulierten Fusarium-Arten wurden in der 7. Ontogenesewoche, drei Wochen nach deren
Inokulation, im Quarzsand aller nicht-mykorrhizierten Varianten nachgewiesen (Tab. 20). Bis zu
diesem Zeitpunkt wiesen Fg21 den grofiten und Fc65 den kleinsten Anteil an der Gesamtkeimzahl auf.
Bis zum Ende der Ontogenese (40. Ontogenesewoche) zeigte sich jedoch, dass Fg21 sich im
Quarzsand nicht durchsetzen konnte. Auch Fc51, Fc65 und Fg23 wurden in der 40. Ontogenesewoche
nicht bzw. nur in geringem Umfang nachgewiesen. Dagegen nahmen Fcl, Fc13 und Fc64 72%, 75%
und 100% der Gesamtkeimzahl ein.
In den mykorrhizierten mit Fusarium-inokulierten Varianten wurde bis zur 14. Ontogenesewoche
keine der inokulierten Fusarium-Arten im Quarzsand nachgewiesen. Bis zur 40. Woche wurden Fcl,
Fc13 und Fc64 in hohen Anteilen und Fe51, Fe53, Fc65 und Fg21 in niedrigen Anteilen im Quarzsand
gefunden (Tab. 20). Fg23 wurde bis zur 40. Ontogenesewoche nicht isoliert. Beide Kontrollvarianten
wiesen wihrend der Ontogenese keine Fusarium-Arten im Quarzsand auf. Der Quarzsand der
mykorrhizierten Kontrollpflanzen sowie der mykorrhizierten mit Fusarium-inokulierten
Weizenpflanzen war teilweise mit pflanzenassoziierten 7. spec. besiedelt, die wahrscheinlich iiber das
Mykorrhizapréparat eingetragen wurden (Abb. 22).
Aus den Wurzeln der nicht-mykorrhizierten Fusarium-belasteten Weizenpflanzen wurden bereits in
der 7. Ontogenesewoche Fcl, Fc13, Fc64 und Fc65 in hohen Keimzahlen isoliert. Mit Ausnahme des
Fc65 stiegen die Keimdichten der drei hoch (Fcl, Fc13)- und mittel-aggressiven (Fc64) Isolate bis
zum Ende der Ontogenese stark an. Die niedrig-aggressiven Isolate Fc51 und Fc53 wurden ab der 14.
Ontogenesewoche in niedrigen Keimzahlen, die beiden F. graminearum-Isolate wéihrend der gesamten
Ontogenese in sehr geringen Keimzahlen bzw. gar nicht nachgewiesen (Tab. 20).
Die mykorrhizierten Wurzeln der mit Fusarium-inokulierten Weizenpflanzen waren bis zur 7. Woche
der Ontogenese nicht mit den inokulierten Fusarium-Arten besiedelt. Ab der 14. Woche wurden Fc13,
Fc53 und Fc64, ab der 30. Woche zusétzlich Fcl in den mykorrhizierten Wurzeln gefunden. Bei allen
anderen mykorrhizierten Varianten konnten die inokulierten Fusarium-Arten im Laufe der Ontogenese
nicht in die Wurzeln der Weizenpflanzen eindringen, auch die beiden Kontrollvarianten wiesen keine
Fusarium-Arten in den Wurzeln auf (Tab. 20). Ebenso wie der Quarzsand waren auch die
mykorrhizierten Wurzeln teilweise mit 7. spec. belastet (Abb. 22).
In der Besiedlung des Stingels und der Ahre mit den inokulierten Fusarium-Isolaten in der 30. bzw.
40. Ontogenesewoche gab es kaum Unterschiede zwischen den nicht-mykorrhizierten und den

mykorrhizierten Varianten. Der untere Stangelabschnitt war in der 30. und 40. Woche der Ontogenese
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4 ERGEBNISSE

in fast allen Varianten mit der entsprechenden inokulierten Fusarium-Art besiedelt. Die hochsten
Keimzahlen wurden auch hier wieder fiir Fc64 ermittelt. Fg21 und Fg23 wurden aus dem unteren
Stidngelabschnitt der nicht-mykorrhizierten Varianten kaum und dem der mykorrhizierten Varianten
gar nicht isoliert. Fcl wies die hochsten Keimzahlen im mittleren Stingelabschnitt und in der Ahre,
zusammen mit Fc65 auf. Wiederum waren die Kontrollvarianten im Sténgel und die mykorrhizierte

Kontrollvariante in der Ahre nicht mit F. culmorum bzw. F. graminearum besiedelt (Tab. 20).

Abb. 22: Nachweis (auf PDA) von 7. spec in Quarzsand (unten) und in Wurzeln von Weizenpflanzen

(oben), die mit Mykorrhiza und unterschiedlich aggressiven Fusarium-Isolaten inokuliert wurden.

4.3.1.3  Bestimmung des Stresszustands der Weizenpflanzen auf Basis der Sauerstoffbilanz
Die Parameter der Sauerstoffbilanz wihrend der Photosynthese (R, D, S, M) wurden mit dem
Messgerit PlantVital®5000 im Verlauf der Ontogenese der Weizenpflanzen gemessen. Fiir die
Auswertung wurde nur die Effizienz der Sauerstoffproduktion (S) herangezogen.

Die mittlere S der nicht-mykorrhizierten Kontrollpflanzen wihrend des gesamten
Untersuchungszeitraums betrug 0,032 mg/I*sec, die aller nicht-mykorrhizierten mit F. culmorum bzw.
F. graminearum inokulierten Weizenpflanzen lag bei 0,023 mg/l1¥*sec (Abb. 23). Der Befall der
Weizenpflanzen mit unterschiedlich aggressiven Fusarium-Isolaten fiihrte demnach zu einer
Reduzierung der Photosyntheseaktivitit. Dabei wiesen die Weizenpflanzen der hoch-aggressiven
Variante ,,Fcl“ mit 0,019 mg/l*sec eine signifikant niedrigere S im Vergleich zu den nicht-
mykorrhizierten Kontrollpflanzen auf (Abb. 23). Wihrend des gesamten Untersuchungszeitraums
wurde fiir die mykorrhizierten Kontrollpflanzen die hdochste mittlere S (0,049 mg/I*sec) gemessen
(Abb. 23 und 24a). Die Photosyntheseaktivitdt dieser Varianten war damit gegeniiber der der nicht-
mykorrhizierten Kontrollpflanzen (Abb. 23 und 24a), der mit Fusarium-inokulierten Weizenpflanzen
(Abb. 23) sowie der mit Mykorrhiza- und Fusarium-inokulierten Weizenpflanzen (Ausnahmen:
»Fc53+Myk®, | Fc13+Myk*) signifikant erhoht (Abb. 23). Der positive Effekt der Mykorrhizierung
zeigte sich auch bei den Weizenpflanzen, die mit Mykorrhiza und F. culmorum bzw. F. graminearum
inokuliert wurden. Die mittlere S dieser Varianten lag bei 0,034 mg/l*sec und war somit im
Durchschnitt um 0,01 mg/l1*sec hoher als die S der nicht-mykorrhizierten Weizenpflanzen unter
Pathogenbefall (Abb. 24a). Durch die Mykorrhizierung der Weizenwurzeln wurde der negative Effekt

der Fusarium-Isolate auf die Photosyntheseaktivitit reduziert. In diesem Zusammenhang
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unterschieden sich im Einzelnen die nicht-mykorrhizierten Varianten ,,Fcl®, ,,Fc13*, | Fc51, ,,Fc65¢
und ,,Fg21* signifikant von ihren entsprechenden mykorrhizierten Vergleichsvarianten ,,Fcl+Myk*

(Abb. 24b), ,,Fc13+Myk“ (Abb. 24c), ,Fc51+Myk™ (ohne Abb.), ,,Fc65+Myk* (ohne Abb.) und
»Fg21+Myk® (Abb. 244).

Mykorrhiza
0,067 M mit Mykorrhiza a™
M ohne Mykorrhiza

Fec1 Fc51 Fc64 Fg21 [Kontrolle
Fc13 Fc53 Fc65 Fg23

Variante

Abb. 23: Mittlere Effizienz der Sauerstoffproduktion (S) von Weizenpflanzen in der 4. bis zur 31.

Ontogenesewoche, die mit Mykorrhiza und unterschiedlich aggressiven Fusarium-Isolaten inokuliert
wurden. Der Mittelwert ergibt sich aus jeweils drei Pflanzen pro Variante und allen durchgefiihrten
Messungen von der 4. bis zur 31. Ontogenesewoche (n = 42). Die angegebenen Signifikanzen ,,a, b*
beziehen sich auf jeweils eine Variante ,,A, B“ ist der Vergleich zwischen nicht-mykorrhizierten mit
Fusarium-inokulierten =~ Weizenpflanzen und nicht-mykorrhizierten = Kontrollpflanzen  und

» 5 ¥ bedeutet der Vergleich mykorrhizierter mit Fusarium-inokulierter Weizenpflanzen zur

mykorrhizierten Kontrollvariante.
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4 ERGEBNISSE

4.3.14 Erfassung morphologischer Eigenschaften von Weizenpflanzen
Zur Erfassung der morphologischen Eigenschaften der Weizenpflanzen wurde die Pflanzenlédnge ab
der 5. Ontogenesewoche gemessen, ab dem Zeitpunkt der Ahrenbildung die Anzahl der Ahren erfasst

und die Spross- und Wurzeltrockenmasse nach der Ernte in der 40. Ontogenesewoche bestimmt.

Pflanzenlinge

Die kiirzesten Pflanzen wurden von der 5. bis zur 7. und von der 13. bis zur 18. Ontogenesewoche bei
der nicht-mykorrhizierten Kontrollvariante gemessen, von der 8. bis zur 12. Ontogenesewoche waren
die nicht-mykorrhizierten mit Fusarium-inokulierten Weizenpflanzen am kiirzesten (Abb. 25a). Bei
diesem Vergleich wird deutlich, dass der Befall der Weizenpflanzen mit Fusarium nur teilweise einen
Einfluss auf die Pflanzenlénge hatte. Deutlichere Unterschiede in der Pflanzenldnge waren zwischen
den mykorrhizierten und den nicht-mykorrhizierten Weizenpflanzen zu verzeichnen, wobei dieser
Effekt besonders deutlich in der vegetativen Phase der Weizenpflanzen ausgepragt war (Abb. 26). So
waren die mykorrhizierten Kontrollpflanzen wihrend des gesamten Untersuchungszeitraums im Mittel
signifikant ldnger als die nicht-mykorrhizierten Kontrollpflanzen (Abb. 25a). Ebenso wiesen die
mykorrhizierten mit Fusarium-inokulierten Varianten signifikant lingere Pflanzen auf als die nicht-
mykorrhizierten mit Fusarium-inokulierten Weizenpflanzen (Abb. 25a). Signifikante Unterschiede

173

wurden dabei im FEinzelnen fiir die mykorrhizierten Varianten ,,Fc13+Myk®, ,Fc53+Myk* und
,»Fco4+Myk* gegeniiber den nicht-mykorrhizierten Vergleichsvarianten ,,Fc13%, ,)Fc53* und ,,Fc64*

zu allen Messzeitpunkten nachgewiesen (Abb. 25b-d und 26).

Ahrenbildung

Aus Abbildung 27a wird ersichtlich, dass die Weizenpflanzen ab der 27. Ontogenesewoche Ahren
bildeten und es bis zur 29. Woche der Pflanzenentwicklung keine Unterschiede in der Anzahl der
Ahren  zwischen mykorrhizierten und nicht-mykorrhizierten mit  Fusarium-inokulierten
Weizenpflanzen gab. Danach nahm die Anzahl der Ahren stark zu und bis zur 40. Ontogenesewoche
bildeten die mykorrhizierten Fusarium-belasteten Weizenpflanzen (214 Ahren) mehr als doppelt so
viele Ahren im Vergleich zu den nicht-mykorrhizierten mit Fusarium-inokulierten Varianten (94
Ahren).

Am Ende der Ontogenese wiesen die Weizenpflanzen der Varianten ,,Fc1 und , Fc64* (je 1 Ahre) im
Mittel die wenigsten Ahren auf und variierten damit signifikant gegeniiber den nicht-mykorrhizierten
Kontrollpflanzen (5 Ahren). Durch die Mykorrhizierung der Weizenwurzeln wurde der negative
Effekt von F. culmorum auf die Ahrenbildung kompensiert und resultierte bei den Vergleichsvarianten
L»Fcl+Myk® und ,,Fc64+Myk* sowie bei der Variante ,,Fc53+Myk® in einer signifikant hoheren
Ahrenanzahl (Abb. 27b). Auffallend war die hohere Anzahl von Ahren der mykorrhizierten Varianten
,JFc64+Myk* (8 Ahren) und ,,Fg23+Myk* (10 Ahren) gegeniiber den mykorrhizerten Kontrollpflanzen
(7 Ahren). Weizenpflanzen der ,,Variante ,,Fg23+Myk* bildeten auerdem signifikant mehr Ahren als
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die der nicht-mykorrhizierten Vergleichsvariante ,,Fg23*“. Letztere wiesen aber im Gegensatz zu ,,Fcl“

und ,,Fc64“ nicht weniger Ahren als die nicht-mykorrhizierten Kontrollpflanzen auf (Abb. 27b).

a) b)
Variante Variante
5071 — Mit Mykorrhiza, ohne Fusarium (mykorrhizierte Kontrolipfl.) 507" T Fe13
=== Mit Mykorrhiza und Fusarium Fc13+Myk
=== Ohne Mykorrhiza, mit Fusarium
—_ === Ohne Mykorrhiza, ohne Fusarium (nicht-mykorrhizierte Kontrollpfl.) -
E‘W a g 40
© = T
2 3 -
5 1) — = — E g T =
N \\ g 30 v TN 5
g S —— g b )
£ g il - =
o B o
20 20
10 T T T T T T T T T 10 T T T T T T T T T
5 6 7 8 10 12 13 15 18 5 6 7 8 0 12 13 15 18
Ontogenesewoche Ontogenesewoche
c) d)
Variante Variante
507 Fcs3 50T I Fce4
T Fc53+Myk Fc64+Myk
= I i | g
5 40 J 340 -
2 - 8 T
c a £
:ﬂ ,(_ﬂ T /—_
< .o < -
2 30 T T S 30 / L T T
c L 1 c b k,
S = T
& & 1
20 <v
10 T T T T T T T T T 10 T T T T T T T T T
5 8 10 12 13 15 18 5 6 7 8 10 12 13 15 18

Ontogenesewoche

Ontogenesewoche

Abb. 25: Mittlere Liange von Weizenpflanzen in der 5. bis zur 18. Ontogenesewoche, die mit

Mykorrhiza und unterschiedlich aggressiven Fusarium-Isolaten inokuliert wurden.

a) Gemittelt (ohne Angabe der Standardabweichungen) iiber alle mykorrhizierten bzw. nicht-

mykorrhizierten Kontrollpflanzen (n = 3) und {iber alle mit Mykorrhiza und Fusarium-inokulierten

bzw. nur mit Fusarium-inokulierten Weizenpflanzen (n = 24). Die angegebenen Signifikanzen

beziehen sich auf alle Messzeitpunkte. Es wurden jeweils die Kontrollvarianten (A, B) und die

mykorrhizierten bzw. nicht-mykorrhizierten Fusarium-belasteten Varianten verglichen (a, b).

b-d) Gemittelt {iber 3 Weizenpflanzen pro Variante. Die angegebenen Signifikanzen (a, b) bezichen

sich auf alle Messzeitpunkte.
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Abb. 26: Weizenpflanzen in der Klimakammer mit unterschiedlichen Pflanzenldngen in der
5.0ntogenesewoche, inokuliert mit (links) Mykorrhiza und F. culmorum Fc53 (30 cm) und inokuliert

(rechts) nur mit F. culmorum Fc53 (18 cm)

a) b)
Inokulation Mykorrhiza
2507 — it Mykorrhiza und Fusarium 127 E mit Mykorrhiza
=== Ohne Mykorrhiza, mit Fusarium Mohne Mykorrhiza a

200 /

Anzahl Ahren
z
Anzahl Ahren

1

T T T T T T T T T T T T T T
27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 Fest Fc53 Food Fc65 Fo? nglgon"o"e
Ontogenesewoche

Variante

Abb. 27: Ahrenbildung von Weizenpflanzen, die mit Mykorrhiza und unterschiedlich aggressiven
Fusarium-Isolaten inokuliert wurden.

a) Anzahl der Ahren der Weizenpflanzen von der 27. bis zur 40. Ontogenesewoche. Angegeben ist die
Summe der Ahren aller mit Mykorrhiza und Fusarium inokulierten Weizenpflanzen bzw. aller nur mit
Fusarium-inokulierten Weizenpflanzen (exkl. Kontrollvarianten) in den einzelnen Ontogenesewochen
(n =40).

b) Mittlere Anzahl der Ahren der einzelnen Varianten in der 40. Ontogenesewoche (n = 5). Die
angegebenen Signifikanzen ,,a, b* beziechen sich auf jeweils eine Variante. ,,A, B ist der Vergleich
zwischen nicht-mykorrhizierten mit Fusarium-inokulierten Weizenpflanzen und nicht-mykorrhizierten
Kontrollpflanzen und ,,*,*** kennzeichnet den Vergleich mykorrhizierter mit Fusarium-inokulierter

Weizenpflanzen zur mykorrhizierten Kontrollvariante.

Spross- und Wurzeltrockenmasse
Mit 34 g und 33 g wiesen die mykorrhizierten und die nicht-mykorrhizierten Kontrollpflanzen

dhnliche Sprosstrockenmassen auf (Abb. 28a). Groflere Unterschiede in der Sprosstrockenmasse
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wurden dagegen bei den mykorrhizierten und nicht-mykorrhizierten Weizenpflanzen mit Fusarium-
Befall gemessen. So waren die Sprosse der nur mit Fusarium-inokulierten Weizenpflanzen im
Durchschnitt 7 g leichter als die der mit Mykorrhiza- und Fusarium-inokulierten Weizenpflanzen (37
g). Statistisch gesichert waren die niedrigeren Sprosstrockenmassen der nicht-mykorrhizierten
Varianten ,,Fc53“ und ,,Fg23*“ gegeniiber deren mykorrhizierten Vergleichsvarianten ,,Fc53+Myk*
und ,,Fg23+Myk* (Abb. 28a). Eine Ausnahme stellten die Varianten ,,Fc64“ (32 g) und ,,Fc64+Myk*
(29 g) dar, bei denen die Sprosstrockenmasse der mykorrhizierten Weizenpflanzen um
durchschnittlich 3 g geringer war als die der nicht-mykorrhizierten Weizenpflanzen.

Die mittlere Wurzeltrockenmasse der Weizenpflanzen aller Varianten lag bei 26 g, die der Variante
»Fc13+Myk* war mit 54 g mehr als doppelt so groB3, aber nicht signifikant erhdht (Abb. 28b). Es
wurde weder ein Einfluss der Mykorrhiza- noch der Fusarium-Inokulation auf die

Wurzeltrockenmasse beobachtet.

a) b)
Mykorrhiza Mykorrhiza
507 . [l mit Mykorrhiza 100 E mit Mykorrhiza
W ohne Mykorrhiza Wohne Mykorrhiza
a
@40‘ E 80
o o
@ @
® 3 S 60
£ £
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o o
g g
o 207 O 40
= (=
107 201
o
4 ¢ 8 2 3 8
[T e 2 &
Variante Variante

Abb. 28: Mittlere Trockenmasse von a) Spross und b) Wurzel nach der Ernte (40. Ontogenesewoche)
von Weizenpflanzen, die mit Mykorrhiza und unterschiedlich aggressiven Fusarium-Isolaten
inokuliert wurden (n = 5). Die angegebenen Signifikanzen ,,a, b“ beziehen sich auf jeweils eine

Variante.

4.3.1.5  Uberblick iiber den Einfluss von Fusarium-Isolaten unterschiedlicher Aggressivitit
und von Mykorrhiza auf Weizenpflanzen unter kontrollierten Bedingungen

Tabelle 21 gibt einen Uberblick iiber die Ergebnisse der Untersuchungen des GefiBversuchs und fasst
die Wirkungen der unterschiedlich aggressiven Fusarium-Isolate und der Mykorrhizapilze auf die
Weizenpflanzen zusammen.

Wiahrend der gesamten Ontogenese der Weizenpflanzen konnten sich die Isolate Fcl+++, Fc13+++
und Fc64++ am stédrksten im Quarzsand und in der Pflanze von der Wurzel iiber den Stingel bis zur
Ahre ausbreiten. Fiir Fc53+ wurde eine mittlere, fiir Fe51+, Fc65++, Fg21++ und Fg23+++ eine

niedrige bis sehr niedrige Besiedlungsaktivitit nachgewiesen. In Gegenwart von Mykorrhiza
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besiedelten Fcl+++, Fcl3+++, Fc64++ und auch Fc53+ mit Verzogerung ebenfalls die
Weizenpflanzen, waren in ihrer Ausbreitung aber begrenzt. Alle anderen Isolate wurden fast
vollstindig gehemmt (Tab. 21).

Der Einfluss der Fusarium-Isolate auf die Weizenpflanzen war unterschiedlich ausgeprégt, stand dabei
aber nicht, mit Ausnahme der Ahrenbildung, im Zusammenhang mit der Besiedlungsaktivitit. Durch
eine Mykorrhizierung wurden die durch Fusarium verursachten negativen Effekte auf die
Weizenpflanzen kompensiert, wobei eine starke Reduktion deutlich und eine schwache Reduktion
weniger kompensiert wurde (Tab. 21). So wurde die starke Reduktion der Effizienz der
Sauerstoffproduktion durch Fcl+++ (-41%), Fg2l++ (-34%) und Fg23+++ (-37%) stérker
kompensiert (84%, 57% und 60%) als die der Isolate Fc51+ (37%), Fc53+ (46%), Fc64++ (23%) und
Fc65++ (31%). Die durch Fcl+++ (-83%), Fcl13+++ (-56%), Fc53% (-61%) und Fc64++ (-74%) stark
beeintrichtigte Ahrenbildung wurde durch die Mykorrhizierung um 120 bis 567% ausgeglichen.
Dagegen betrug der Ausgleich bei den Varianten ,,Fc51+Myk®, ,,Fc65+Myk* und ,,Fg23+Myk* 23, 80
und 92%. Der hohe Verlust der Sprosstrockenmasse durch die Isolate Fc53+ (-17%) und Fg23+++
(-26%) wurde bei deren mykorrhizierten Vergleichsvarianten mit 52% (,,Fc53+Myk®) und 50%
(,,Fg23+Myk*) stirker kompensiert als bei den anderen mykorrhizierten Varianten (4 bis 39%).
Pflanzenldnge und Wurzeltrockenmasse wurden von den Fusarium-Isolaten nicht reduziert. Die
Mykorrhizierung fiihrte in den meisten Féllen zu ldngeren Pflanzen, die Wurzeltrockenmasse war

teilweise erhoht und teilweise erniedrigt (Tab. 21).
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4 ERGEBNISSE

4.3.2 Inokulation von Weizenpflanzen mit F. culmorum wund Mykorrhizapilzen im
Freiland

In einem zweijdhrigen Freilandversuch wurden Weizenpflanzen mit einem Gemisch aus

Mpykorrhizapilzen beimpft. Als Pathogen wurde das F. culmorum-Isolat Fcl3 zur Inokulation

eingesetzt.

4.3.2.1 Witterung

Die Witterung und die Bodentemperatur vom Zeitpunkt der Aussaat bis zur Ernte (Juli 2008, August
2009) sind in Abbildung AIIl und AIV dargestellt.

Der Untersuchungszeitraum 2007/2008 war durch einen trockenen Herbst, feuchte Winter- und
Frithjahrsmonate sowie einen trockenen Frithsommer gekennzeichnet. 2008/2009 fiel im Herbst mehr
Niederschlag als im Vorjahr und der Winter war kélter und trockener. Im Frithjahr 2009 regnete es
etwas weniger als 2008, der Frithsommer 2009 war durch deutlich mehr Niederschlag geprégt.

Die Bodentemperaturen unterschieden sich in beiden Untersuchungszeitrdumen nur gering
voneinander: Wéhrend der Boden im Januar und Februar 2008 im Mittel 3°C kalt war, schwankte die

Bodentemperatur im selben Zeitraum 2009 um den Gefrierpunkt.

4.3.2.2 Quantifizierung von F. culmorum und anderen Gattungen filamentoser Pilze
im Boden

Weizenpflanzen wurden zu BBCH 12-13 in 2007 und 2008 durch die Ausbringung mit Fc13-
infizierter Weizenkorner auf den Boden inokuliert. Um die autochthone Flora filamentoser Pilze bzw.
die F. culmorum-Population im Boden zu quantifizieren, wurden zu BBCH 32 in 2008 und 2009 aus
den zu untersuchenden Parzellen Bodenproben entnommen und auf CZID-Agar untersucht.

Die Gesamtkeimzahl der filamentdsen Pilze im Boden lag in beiden Jahren im Gesamtmittel bei 4,0 x
10° KbE/g FM, die einzelnen Inokulationsvarianten unterschieden sich dabei nicht voneinander.
Dominierende Pilze in den Bodenproben waren Arten der Gattungen Trichoderma spp., Aspergillus
spp., Penicillium spp. und Trichothecium spp. Des Weiteren wurden die Gattungen Paecilomyces spp.,
Scopulariopsis spp., Alternaria spp. und Cladosporium spp. identifiziert. Als Fusarium-Arten wurden
neben F. culmorum auch F. solani, F. oxysporum, F. equiseti und F. moniliforme aus den
Bodenproben isoliert. Die F. culmorum-Keimzahlen im Boden sind in Abbildung 29 dargestellt. Im
Untersuchungsjahr 2008 wurden im Durchschnitt 7,3 x 10> KbE/g FM und in 2009 6,6 x 10° KbE/g
FM nachgewiesen. Wihrend 2008 keine Unterschiede in der Besiedlung des Bodens mit F. culmorum
zwischen den Inokulationsvarianten festgestellt wurden (Abb. 29a), wiesen 2009 die Bodenproben der
mit Fcl3 inokulierten Parzellen eine signifikant hohere F. culmorum-Keimzahl im Vergleich zur

Kontrollvariante und zur Variante ,,Myk* auf (Abb. 29b).
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Abb. 29: Keimzahlen von F. culmorum im Boden zu BBCH 32 in Parzellen unterschiedlicher

Inokulationsvarianten in a) 2008 (n = 4) und b) 2009 (n= 8).

4.3.2.3  Bestimmung des Mykorrhizierungsgrades in Wurzeln von Weizenpflanzen

Das Mykorrhizagemisch wurde im Oktober 2007 bzw. 2008 zur Aussaat (BBCH 0) der
Weizenpflanzen ausgebracht. Der Mykorrhizierungsgrad an den Weizenwurzeln wurden zu BBCH 42
in 2008 und zu BBCH 34 in 2009 bestimmt.

Nach der ersten Mykorrhiza-Inokulation wurden keine Unterschiede in der Mykorrhizierung der
Weizenwurzeln zwischen den einzelnen Inokulationsvarianten nachgewiesen (Abb. 30a). Der
Mykorrhizierungsgrad lag 2008 im Gesamtmittel bei 43%. So wie die Inokulation mit Fcl3 im

zweiten Versuchsjahr zu einer Verdnderung des Vorkommens von F. culmorum im Boden fiihrte, so
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Abb. 30: Mykorrhizierungsgrad von Weizenwurzeln in Parzellen unterschiedlicher

Inokulationsvarianten zu a) BBCH 42 in 2008 (n =4) und b) BBCH 34 in 2009 (n = 8).
fiihrte auch die Inokulation mit Mykorrhiza im zweiten Versuchsjahr zu einer Verdnderung des
Mykorrhizierungsgrades. Es wurde eine Erhohung des Mykorrhizierungsgrades der Weizenwurzeln

bei den mit Mykorrhiza behandelten Parzellen von 43% auf 54% bzw. von 38% auf 56%
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nachgewiesen (Abb. 30b). Die Pflanzen dieser Parzellen wiesen eine signifikant stirkere
Mykorrhizierung der Wurzeln im Vergleich zu den Pflanzen der nicht-inokulierten Kontrollvariante
(44%) auf.

4.3.2.4 Quantifizierung von F. culmorum im Stingel von Weizenpflanzen und Bonitur der
Schadsymptome
Um einen moglichen Einfluss der Mykorrhiza auf das Vorkommen von F. culmorum innerhalb des
Pflanzengewebes und auf die Schadbildausprigung zu bestimmen, wurde zum einen mit
mikrobiologischen Methoden die Keimzahl dieses Pilzes in oberflichensterilisierten Pflanzenteilen
quantifiziert und zum anderen typische Fusarium-Symptome (Stdngelverbraunungen) bonitiert.
F. culmorum wurde im Wurzelhals bzw. im unteren Stdngelabschnitt zu BBCH 42 (2008) bzw. BBCH
34 (2009) nachgewiesen und breitete sich bis BBCH 73 und 86 in die obersten Stingelabschnitte
direkt unter der Ahre aus. (Tab. 22). Im Allgemeinen lisst sich eine Zunahme der Zellzahlen von F.
culmorum von Mai bis Juli in der Pflanze verzeichnen, wobei in 2009 die zu BBCH 86 untersuchten
Stiangelabschnitte starker mit F. culmorum besiedelt waren als im gleichen Zeitraum in 2008. Die
hochste Besiedlungsdichte (bis zu 16 KbE/g FM) mit F. culmorum wurde fiir den unteren
Stangelabschnitt zu BBCH 86 ermittelt (Tab. 22).
Die Unterschiede in der Besiedlung des Pflanzengewebes mit F. culmorum zwischen den einzelnen
Beimpfungsvarianten waren gering, dennoch deutete sich ein Einfluss der Inokulation mit Fc13 an. Im
Jahr 2009, in dem ein signifikanter Anstieg der F. culmorum-Keimzahlen im Boden nachgewiesen
wurde, wiesen auch die mittleren Stingelabschnitte der mit Fc13-behandelten Pflanzen zu BBCH 86
hohere F. culmorum-Keimzahlen im Vergleich zu den Varianten ohne Fc13-Inokulation auf.
Ein Einfluss der signifikant erhohten Mykorrhizierung in 2009 auf die Keimzahl von F. culmorum im

Pflanzengewebe ist nicht erkennbar (Tab. 22).

Die Bonitur von Stingelverbraunungen (Abb. 31) an Weizenpflanzen erfolgte parallel zu den
Untersuchungen iiber das Vorkommen von F. culmorum im Pflanzengewebe zu BBCH 73 und 86.

In 2008 wiesen zu BBCH 73 durchschnittlich 16 bis 31% und zu BBCH 86 32 bis 62% der
Weizenpflanzen in den unterschiedlichen Behandlungsvarianten Schadsymptome auf. Im
darauffolgenden Jahr wurde eine Zunahme der Pflanzen mit Schadsymptomen beobachtet, zu BBCH
73 waren es im Mittel 45 bis 50% und zu BBCH 86 58 bis 72% (Abb. 32).

Obwohl in 2008 noch keine Unterschiede in den Keimzahlen von F. culmorum im Boden zwischen
den Inokulationsvarianten festgestellt wurden, deutete sich ein Einfluss der Fc13-Inokulation auf die
Stangelverbraunungen zu BBCH 73 in 2008 bereits an und manifestierte sich zu BBCH 86 durch
einen signifikant hoheren mittleren Anteil an Pflanzen mit Stdngelverbraunungen in den Parzellen der

Varianten ,,Fc13“ und ,,Fc13 und Myk* im Vergleich zur Kontrollvariante (Abb. 32a).
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2009 spiegelte sich der signifikante Anstieg der F. culmorum-Keimzahlen im Boden und des
Mykorrhizierungsgrades in der Schadsymptomauspragung wieder. Sowohl zu BBCH 73 als auch zu
BBCH 86 wiesen die Parzellen, die nur mit Fcl3 inokuliert wurden signifikant mehr geschédigte
Pflanzen auf als die, die nur mit Mykorrhiza beimpft wurden (Abb. 32b). Zu BBCH 86 wiesen auch
die nicht-inokulierten Kontrollparzellen signifikant weniger geschidigte Pflanzen im Vergleich zur

Variante ,,Fc13“ auf.

Abb. 31: Weizenstingel ohne (oben) und mit (unten) durch F. culmorum verursachte

Stangelverbraunung

a) b)

Probenahmetermin Probenahmetermin
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Inok. und Inok. und Inok. und Inok. und
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Variante Variante Variante Variante
Abb. 32: Prozentualer Anteil an Weizenpflanzen mit typischen durch F. culmorum verursachten
Stangelverbraunungen in Parzellen unterschiedlicher Inokulationsvarianten in a) 2008 (n = 60) und
b) 2009 (n = 120). Die angegebenen Signifikanzen beziehen sich auf den jeweiligen

Probenahmetermin.

Bei der Bonitur der Ahren zu BBCH 86 wurden in beiden Versuchsjahren keine Ahrenfusariosen

beobachtet.
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4.3.2.5 Erfassung morphologischer Eigenschaften von Weizenpflanzen
Zur Erfassung der morphologischen Eigenschaften der Weizenpflanzen im Freiland wurden zu BBCH
42 (2008) bzw. 34 (2009), BBCH 73 und BBCH 86 Weizenpflanzen entnommen und Daten iiber

Pflanzenldnge und Trockenmasse von Wurzel und Spross erhoben (Tab. 23).

Pflanzenlinge

Die mittlere Pflanzenldnge lag bei der ersten Probenahme 2008 bei 53 cm und 2009 bei 33 cm. Zu
BBCH 73 in 2008 und 2009 wiesen die Pflanzen mit durchschnittlich 71 cm die groBite gemessene
Pflanzenldnge auf. Die verschiedenen BeimpfungsmaBnahmen beeinflussten die Pflanzenldnge im

Freiland nicht (Tab. 23).

Wurzeltrockenmasse

Deutliche Unterschiede zwischen den Inokulationsvarianten zeigten sich in den Trockenmassen der
Wurzel und des Sprosses (Tab. 23). Zu BBCH 42 (2008) lag die mittlere Wurzeltrockenmasse aller
untersuchten Weizenpflanzen zwischen 0,7 und 0,8 g. Zu BBCH 73 (2008) nahm die
Wurzeltrockenmasse auf durchschnittlich 0,8 bis 1,2 g zu und war bis BBCH 86 (2008)
gleichbleibend. Fiir die Wurzeln in den Parzellen der Variante ,,Fc13“ wurde zu allen drei
Probenahmezeitpunkten die geringste Trockenmasse gemessen. Wéhrend der Reifephase (BBCH 73
bzw. 86) waren sie mit einer mittleren Trockenmasse von 0,78 g signifikant leichter als die Wurzeln
der Parzellen, die nur mit Mykorrhiza (1,20 bzw. 1,07 g) inokuliert wurden.

Bei den Proben des zweiten Untersuchungszeitpunktes wurde zusitzlich ein Einfluss der Inokulation
von Fcl13 und Mykorrhiza auf das Wurzelwachstum festgestellt: Die Wurzeln dieser Variante wiesen
mit durchschnittlich 1,06 g eine signifikant hohere Trockenmasse im Vergleich zu denen der Parzellen
auf, die nur mit Fc13 beimpft wurden. Durch die Mykorrhizierung wurde der negative Einfluss von F.
culmorum auf die Wurzeltrockenmasse reduziert.

2009 waren die Weizenwurzeln insgesamt etwas leichter (< 1 g; Tab. 23). Zu BBCH 34 betrug die
Wurzeltrockenmasse im Mittel 0,32 bis 0,36 g. Auswirkungen der verschiedenen Inokulationen
konnten zu diesem Zeitpunkt noch nicht beobachtet werden. In der Reifephase wogen die Wurzeln
aller Pflanzen im Mittel 0,7 bis 0,9 g. Wie im Versuchsjahr 2008 wiesen auch in 2009 die Wurzeln der
Parzellen der Variante ,,Fc13* die niedrigste Trockenmasse (0,73 bzw. 0,71 g) auf und waren damit
signifikant verschieden von den Wurzeln der nicht-inokulierten Kontrollparzellen (0,87 bzw. 0,92 g),

nicht aber zu den mykorrhizierten Varianten.

Sprosstrockenmasse
Wie bei den Wurzeltrockenmassen in 2008 war im selben Versuchsjahr auch ein Einfluss der
unterschiedlichen Inokulationen auf die Sprosstrockenmasse erkennbar (Tab. 23). Die mittlere

Sprosstrockenmasse aller untersuchten Pflanzen lag zur ersten Probenahme 2008 zwischen 2,5 bis
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2,9 g, wobei in den Parzellen der Variante ,,Myk* die hochsten Trockenmassen gemessen wurden. Zu
BBCH 73 stieg die Trockenmasse auf durchschnittlich 4,0 bis 4,5 g an und nahm bis zur dritten
Probenahme wieder auf 3,0 bis 3,9 g ab. In diesem Zeitraum wurde fiir die Pflanzen der mit Fc13-
inokulierten Parzellen die niedrigste Sprosstrockenmasse gemessen, die zu BBCH 86 mit
durchschnittlich 3,02 g um 0,89 g signifikant niedriger war als die der Variante ,,Myk.*

2009 waren die Unterschiede der Sprosstrockenmasse zwischen den Beimpfungsmafinahmen gering,
insbesondere zu BBCH 34 (@ 1,1 bis 1,3 g) und BBCH 73 (@ 3,9 bis 4,1 g). Im Gegensatz zu den
bisherigen Ergebnissen standen die Resultate der Probenahme zu BBCH 86: Zu diesem Zeitpunkt
wiesen die Sprosse der Variante ,,Fc13“ signifikant hohere Trockenmassen als die der Varianten

,Ohne Inok.“ und ,,Myk* auf (Tab. 23).

Tab. 23: Morphologische Eigenschaften (Mittelwerte, MW und Standardabweichungen, £ SD) von
Weizenpflanzen unterschiedlicher Inokulationsvarianten in 2008 (n = 40) und 2009 (n = 80). Die

a,b,c

angegebenen Signifikanzen (*”°) beziehen sich auf jeweils einen Probenahmetermin innerhalb eines

Parameters.
Probe- Parameter
Variante nahme- Pflanzenlénge (cm) TM Wurzel (g) TM Spross (g)
termin MW | (=SD) MW | (= SD) MW | (=SD)
2008
Ohne Inok. 52,2 | (£4,7) 0,82 | (£0,52) 2,70 | (£ 1.,39)
Fcl3 53,1 | (£4,1) 0,66 | (£0,38) 2,52 | (£0,82)
BBCH 42
Myk 52,8 | (£5,2) 0,79 | (£0,67) 2,87 | (£1,61)
Fc13+Myk 51,9 | (£5,0) 0,71 | (£ 0,45) 2,46 | (£1,39)
Ohne Inok. 70,9 | (£4.5) 1,02 | (£0,49) 4,54 | (£1,86)
Fcl3 71,4 | (£4,0) 0,78 | (£0,34) 3,96 | (=1,89)
BBCH 73 .
Myk 71,2 | (£44) 1,20 | (=0,5) 4,63 | (£1,74)
Fc13+Myk 69,7 | (£4.,8) 1,06 ° | (£0,46) 4,46 | (£2,30)
Ohne Inok. 66,6 | (£7,1) 1,00 | (£0,41) 3,46 | (x1,16)
Fcl13 69,4 | (£7,3) 0,78% | (£0,41) 3,02°% | (£1,48)
BBCH 86 - -
Myk 66,9 | (£7,3) 1,07° | (£0,52) 391° | (= 1,61)
Fc13+Myk 66,6 | (£7,0 0,98 | (£0,51) 3,58 | (£1,53)
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Fortsetzung Tab. 23

Probe- Parameter
Variante nahme- Pflanzenlénge (cm) TM Waurzel (g) TM Spross (g)
termin MW | (=SD) MW | (= SD) MW | (=SD)
2009
Ohne Inok. 33,2 | (£3.,3) 0,34 | (£0,24) 1,19 | (£ 0,55)
Fcl3 33,9 | (£3,0) 0,34 | (£0,20) 1,19 | (£ 0,48)
BBCH 34
Myk 32,6 | (£3,7) 0,32 | (£0,21) 1,11 | (£0,52)
Fc13+Myk 33,8 | (£4.,1) 0,36 | (£0,19) 1,29 | (£ 0,64)
Ohne Inok. 70,3 | (£6,4) 0,877%| (£0,48) 3,94 | (= 1,81)
Fcl3 71,1 | (£5.5) 0,73 b (£0,55) 3,95 | (£2,36)
BBCH 73
Myk 70,5 | (£5,0) 0,81 | (£0,56) 4,12 | (£2,27)
Fc13+Myk 71,9 | (£6,5) 0,82 | (£0,57) 4,03 | (£1,93)
Ohne Inok. 66,0 | (£7,3) 0,92°%| (£0,52) 3,10 b (£ 1,06)
Fcl3 66,6 | (£7,6) 0,71° (£0,38) 3,507 | (£0,83)
BBCH 86 5
Myk 65,0 | (£6,5) 0,78 | (£0,38) 3,03° | (£0,97)
Fc13+Myk 65,6 | (£6,3) 0,79 | (£0,35) 3,38 | (£0,86)

4.3.2.6  Erfassung von Ertragsparametern

Die Auswirkungen der Besiedlung von Weizenpflanzen mit F. culmorum und Mykorrhizapilzen auf
die Ertragsparameter Ertrag, TKG und die KGF wurden nach der Ernte bestimmt.

Die unbehandelten Weizenpflanzen erbrachten in 2008 einen mittleren Ertrag von 80,4 dt/ha und in
2009 72,7 dt/ha (Tab. 24). In beiden Untersuchungsjahren wurde keine Anderung des Ertrages durch
die Inokulation der Pflanzen mit Fc13 und/oder Mykorrhiza bewirkt.

Im Gegensatz dazu wurden in 2008 Unterschiede im TKG und in einzelnen KGF zwischen den
Behandlungsvarianten nachgewiesen. Die Korner der nur mit Fusarium-inokulierten Parzellen waren
signifikant kleiner (53% KGF > 2,8 mm und 31% KGF 2,5-2,8 mm) und leichter (TKG 39 g) als die
Komer der mykorrhizierten Weizenpflanzen (Tab. 24). Die mykorrhizierten Weizenpflanzen
produzierten Korner mit dem hochsten TKG (41 g), dem hochsten prozentualen Anteil (65%) der
Korner mit einer Grofle von mehr als 2,8 mm sowie den kleinsten prozentualen Anteil (22%) der
Korner mit einer Grofe von 2,5-2,8 mm.

Im feuchten Sommer 2009 wurden trotz einer signifikanten Erhdhung der F. culmorum-Keimzahlen
im Boden und des Mykorrhizierungsgrades keine signifikanten Unterschiede im TKG bzw. in den

KGF zwischen den Inokulationsvarianten festgestellt.
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Tab. 24: Ertrag, Tausendkorngewicht (TKG) und prozentualer Anteil der KorngroBenfraktionen
(KGF; Mittelwerte, MW und Standardabweichungen, £ SD) von Weizenpflanzen unterschiedlicher
Inokulationsvarianten in 2008 (n = 4) und 2009 (n = 8). Die angegebenen Signifikanzen (**) bezichen

sich auf jeweils einen Parameter.

Variante
Parameter ohne Inok. Fel3 Myk Fc13 und Myk
MW |+ SD MW |+ SD MW |+ SD MW |+ SD
2008
Ertrag (dt/ha) 80,4 |(+3,2) 79,0 | (+ 8.,8) 80,2 | (£2.,3) 78,3 [ (£ 4,5)
TKG (g) 39,7[(= 1,00 | 38,5*|(x0,7) | 41,1°[(1,1) 39,3 (£ 0,9)
KGF > 2,8 mm (%) 57,71 £53) | 533°%[(£2,6) | 651°](5,5) 57,4 |(x 1,6)

KGF 2,5-2,8 mm (%) 258](£3,8) | 30,9°[(x22) | 21,5°|(*3.0) 27,0](x 1,7)

KGF 2,2-2,5 mm (%) 74 1,9) 78 (*1,0) 6,0 (+1,7) 7,9 [(=0,9)

KGF 2,0-2,2 mm (%) 2,6|(03) 2,6 (£0.4) 23[(+03) 24](*03)

KGF < 2,0 mm (%) 65/(x1,8) | 533[(=12) 510 1,0) 52((*1,3)
2009

Ertrag (dt/ha) 72,7](*6,6) | T3A[(=12,6)] 73.2[(*52) 75.8] (£ 3.5)

TKG (g) 383[(£2,5) | 380[(13) | 37,5|(*20) 374 (*1,3)

KGF > 2,8 mm (%) 558[(£9,0) | 543[(=7.6) | 555|(x49) 543](x6,3)

KGF 2,5-2,8 mm (%) 302 (x51) | 3L0|(x44) | 30,5]|(x2.6) 30,6 (£ 3.6)

KGF 2,2-2,5 mm (%) 9727 | 102](=2,6) 9,4[(x 1,6) 10,5 (= 2,1)
KGF 2,0-2,2 mm (%) 2,0](=0,7) 2.2[(£0.,6) 2,0 (£ 0.4) 2.2[(04)
KGF < 2,0 mm (%) 23] (= 1,0) 23[(£04) 2,7 (12) 2,4[(x0.,5)

4.3.2.7 Quantifizierung von Mykotoxinen in Weizenkérnern

Der Gehalt an DON und ZEA in den Weizenkérnern wurde nach der Ernte der Weizenpflanzen
bestimmt.

Die Toxinbelastung war in beiden Jahren gering. Grenzwerte fir DON und ZEA wurden nicht
iiberschritten. 2008 wurde in 4 der insgesamt 16 Kérnerproben DON und in 3 ZEA nachgewiesen. Die
maximalen Mengen waren dabei 78 png DON/kg und 6 pg ZEA/kg.

2009 waren alle Kdrnerproben mit DON belastet und wiesen im Gesamtmittel 79 pg/kg auf. Zwischen
den einzelnen Inokulationsvarianten wurden dabei aber keine signifikanten Unterschiede festgestellt

(Abb. 33). ZEA wurde von 3 pg/kg bis 10 pg/kg in 6 von insgesamt 32 Proben nachgewiesen.
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DON (ug/kg)

Abb. 33: DON-Gehalt von
(n=28) in 2009.
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5 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Aggressivitdt verschiedener F. culmorum- und F. graminearum-
Isolate auf Basis der nekrotischen Aktivitdt und der Mykotoxinproduktion in vitro bestimmt und die
Auswirkungen der Aggressivitit auf die Schadbildauspriagung in vivo untersucht. Des Weiteren wurde
die Moglichkeit der Befallskontrolle von F. culmorum und F. graminearum an Weizenpflanzen durch
den FEinsatz von AMP in GefaBversuchen und im Freiland getestet. Die Ergebnisse dieser

Untersuchungen werden im Folgenden diskutiert.

Untersuchungen zum Einfluss der in vitro-ermittelten Aggressivitit von Fusarium-Isolaten auf

Qualitiatsparameter von Weizenpflanzen

Aggressivitit in vitro

Die biologische Funktion von Mykotoxinen ist nach wie vor nicht vollstdndig geklart. Fiir die von F.
culmorum und F. graminearum gebildeten Mykotoxine konnte nachgewiesen werden, dass sie in der
Phytopathogenese involviert sind. Geninaktivierungsstudien zeigten, dass Fusarium-Mutanten
(TRIS-), deren Trichothecen-Synthese gehemmt ist, weniger Krankheitssymptome hervorriefen bzw.
sich weniger im infizierten Wirtsgewebe ausbreiteten als deren Wildtypen (Proctor et al. 1995,
Desjardins et al. 1996, Langevin et al. 2004). Diese nicht-Trichothecen-produzierenden Fusarium-
Isolate waren nicht in der Lage, pflanzliche Abwehrreaktionen wie die Verdickung der Zellwinde zu
unterdriicken und ihre Besiedlung vom Infektionsort fortzusetzen (Jansen et al. 2005, Maier et al.
2006). DON fiihrt aber nicht nur zur Unterdriickung pflanzlicher Abwehrreaktionen sondern 16st diese
auch aus. Desmond et al. (2008) beobachteten beispielsweise, dass das Mykotoxin DON die
Produktion von Wasserstoffperoxid auslosen und Apoptose in Weizenpflanzen verursachen kann.

Fiir ZEA deuten die Untersuchungen von Torres Acosta et al. (2010) und Utermark (2008) ebenfalls
die Unterdriickung pflanzlicher Abwehrreaktion an. Torres Acosta et al. (2010) konnten die
Inhibierung des Chaperons Hsp90 durch ZEA (und B-ZOL) in Arabidopsis thaliana nachweisen.
Hsp90 ist ein Protein, das u. a. im Zusammenhang mit der Resistenz von Krankheiten steht und z. B.
fiir diverse Gen-fiir-Gen-Resistenz-Interaktionen erforderlich ist.

Die Bedeutung der Mykotoxine in der Phytopathogenese lasst auch einen Einfluss dieser auf die
Aggressivitit des Erregers vermuten. Wurden die Mykotoxinproduktion und die Aggressivitit in
vielen Untersuchungen als zwei getrennte Parameter betrachtet bzw. die mogliche Rolle der
Mykotoxine als Aggressivititsfaktor tiberpriift (Mesterhazy 2002, Ludewig et al. 2005), wurde in der
vorliegenden Arbeit zur Bestimmung der Aggressivitit ein System entwickelt, das sowohl die
Féhigkeit der Pilze, sich in der Pflanze auszubreiten (hier: nekrotische Aktivitét) als auch Mykotoxine
zu bilden, beinhaltet.

Die festgestellte Stirke der Mykotoxinbildung der Isolate auf Reis und die gemessenen

Nekroseldngen, als MaB fiir die nekrotische Aktivitit, variierten betrdchtlich (Tab. 13 und 14). Auch
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die Untersuchungen von Gilbert et al. (2001), Bakan et al. (2002), Toth et al. (2004), Burlakoti et al.
(2008) und Asran und Amal (2011) spiegeln die hohe quantitative Variabilitdt von F. culmorum- und
F. graminearum-Isolaten im Toxinbildungsvermodgen und in der Féhigkeit, sich auszubreiten wider.
Dabei wurden nicht nur Unterschiede zwischen den beiden Arten F. culmorum und F. graminearum
sondern auch zwischen Isolaten innerhalb einer Art nachgewiesen. Bakan et al. (2002) iiberpriiften 30
F. culmorum-lIsolate aus Frankreich hinsichtlich ihres Mykotoxinbildungsvermdgens auf
Weizenkornern. Davon wiesen 17 Isolate eine hohe DON-Produktion (> 1 mg/kg) und 13 eine geringe
DON-Produktion (< 0,07 mg/kg) auf. Das unterschiedliche Niveau des Toxinbildungs- und des
quantitativen Schadigungspotentials der Isolate in den einzelnen Arbeiten ldsst sich auf verschiedene
Substrate, Kulturbedingungen und unterschiedliche Herkunft der Isolate zuriickfiihren.

Signifikante Korrelationen zwischen der DON- bzw. ZEA-Produktion und der nekrotischen Aktivitit
konnten nicht nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis wird durch die Untersuchungen von Gilbert et
al. (2001), Walker et al. (2001) und Ludewig et al. (2005) bestitigt, wonach die in vitro-
Toxinproduktion verschiedener Fusarium-Isolate nicht mit dem quantitativen Schiadigungspotential in
der Ahre bzw. in Weizenkeimlingen signifikant korrelierte. Diese Resultate sprechen dafiir, dass F.
culmorum und F. graminearum andere Substanzen bilden, die bei der Besiedlung von Pflanzen eine
Rolle spielen konnen, z. B. Zellulasen, Xylanasen, Pektinasen und Culmorin (Kang und Buchenauer
2002, Langseth et al. 2001). Des Weiteren zeigen die Ergebnisse von Gaffoor et al. (2005), Kim et al.
(2005) und Lysoe et al. (2006), dass der Verlust der ZEA-Produktion (durch Gen-Inaktivierung)
keinen Einfluss auf das quantitative Schidigungspotential von Fusarium spp. hatte.

Im Gegensatz dazu stehen die Studien von Kang und Buchenauer (1999), Buchenauer und Kang
(2002), Hestbjerg et al. (2002b) und Torres Acosta et al. (2010). Das von Kang und Buchenauer
eingesetzte Verfahren der Immunogold-Markierung wasserloslicher Trichothecen-Verbindungen
ermoglichte den Autoren, die Toxine im infizierten Ahrengewebe wihrend der Pathogenese zu
lokalisieren. Die Resultate ergaben eine enge Beziehung zwischen der Akkumulation von DON und 3-
Ac-DON und den pathologischen Verdnderungen der Wirtszellen sowie der Symptomentwicklung.
Hestbjerg et al. inokulierten Gersten-Kormer mit F. culmorum, bonitierten die Keimlinge nach sieben
Tagen und bestimmten den DON-Gehalt dieser Proben nach 19 Tagen. Die Autoren ermittelten eine
signifikante Korrelation zwischen dem quantitativen Schiadigungspotential und dem DON-Gehalt.
Nach Torres Acosta et al. (2010) kann auch fiir ZEA ein Einfluss auf das quantitative
Schéadigungspotential von Fusarium spp. angenommen werden.

Alle untersuchten Isolate synthetisierten DON und ZEA, eine quantitative Korrelation zwischen diesen
Toxinen konnte aber nicht festgestellt werden. Fiir weitere Untersuchungen in diesem Kontext wire
eine zeitliche Studie der DON- und ZEA-Akkumulation in vitro wiinschenswert, da moglicherweise
der DON- und ZEA-Gehalt in anderen Entwicklungsstadien der Pilze korrelieren. Mdglich ist aber

auch, dass es aufgrund der unterschiedlichen Regulation der verschiedenen Biosynthesewege — ZEA
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(Polyketid) iiber den Acetat-Malonat-Weg und DON (Sesquiterpenoid) iiber den Acetat-Mevalonat-
Weg - iiberhaupt keinen Zusammenhang gibt (Ludewig 2002).

Einfluss der in vitro ermittelten Aggressivitit auf die untersuchten Qualitdtsparameter der

Weizenpflanzen in vivo

Ein signifikanter Einfluss des in vitro-ermittelten Aggressivititsniveaus auf die Schadbildauspragung
bei Winterweizen im Freilandversuch wurde fiir die hoch-aggressiven Isolate unter dem Einfluss der
Beregnung in 2007 nachgewiesen. Die Weizendhren, die mit Isolaten dieser Gruppe inokuliert und
beregnet wurden, wiesen einen erhohten Besatz mit den inokulierten und Trichothecen-
produzierenden Fusarium-Arten zu BBCH 75 (Abb. 16) auf. Zusitzlich wurde ein signifikanter
Zusammenhang zwischen den Aggressivitdtsstufen in vitro und dem Gehalt der Trichothecen-
produzierenden Fusarium-Arten zu BBCH 75 in den beregneten Weizenpflanzen ermittelt (vgl.
4.2.1.3). Daraus wird deutlich, dass sich unter diesen Witterungsbedingungen die inokulierten Isolate
vom Zeitpunkt der Bliite (bzw. Inokulation) bis zur Milchreife in Abhéngigkeit ihrer Aggressivitét in
der Ahre ausbreiten und gegeniiber anderen Mikroorganismen durchsetzen konnten. Am Ende der
Vegetationsperiode war der Besatz der beregneten Weizendhren mit Trichothecen-produzierenden
Fusarium-Arten unabhéngig von der Inokulation aber nahezu gleich. Ein Einfluss der Aggressivitit
auf das Wachstum der Weizenpflanzen war also nur in den ersten Phasen der Fruchtentwicklung bei
ausreichender Wasserverfiigbarkeit nachzuweisen. Als Konsequenz dessen wurden der Ertrag und das
TKG dieser Parzellen beeinflusst (Tab. 16). Im Gegensatz dazu verursachten die hoch-aggressiven
Isolate bei den Weizendhren, die zum Zeitpunkt der Inokulation nicht beregnet wurden, keine
Verianderungen im Ertrag und im TKG. Dies ist durch die verzégerte Besiedlung der Weizendhren mit
den inokulierten und den Trichothecen-produzierenden Fusarium-Arten, die erst zu BBCH 87 in
vergleichsweise hohen Mengen nachgewiesen werden konnten, zu erkléren.

Die hoch-aggressiven Isolate verursachten bei den beregneten Weizenpflanzen die hdochste
Ertragsdepression und das niedrigste TKG. Die niedrig- bzw. mittel-aggressiven Isolate
beeintrachtigten den Ertrag nicht, das TKG wenig bzw. auf mittlerem Niveau. Die signifikant negative
Korrelation (vgl. 4.2.1.4) zwischen den Aggressivititsstufen und dem TKG der beregneten
Weizenéhren zeigt, dass die KorngroBenverteilung mit steigender Aggressivitit zu kleineren Kérnern
verschoben wird. Ein dhnliches Bild ergibt sich fiir die Ergebnisse von Ludewig (2002), wobei hier die
Aggressivitit als Anzahl von Befallssymptomen an Weizenpflanzen definiert (inokuliert an
Sprossbasis) und die Kornverteilung an inokulierten Weizendhren unter kontrollierten Bedingungen
uiberpriift wurde.

Zwischen den Aggressivititsstufen in vitro und dem Mykotoxin-Gehalt in vivo wurde kein
signifikanter Zusammenhang festgestellt. Ein Grund fiir die fehlende Korrelation zwischen der
Aggressivitit in vitro und dem DON-Gehalt in vivo konnte der Untersuchungszeitpunkt des

Mykotoxingehalts sein. Die Kérner wurden nach der Ernte, zur Vollreife, untersucht. Miller et al.
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(1983) und Scott et al. (1984) konnten in Feldversuchen einen Riickgang des DON-Gehalts in Mais-
bzw. Weizenkornern feststellen. Demnach entspricht der DON-Gehalt in vollreifen Kérmern nicht dem
Gehalt von Koérnern fritherer Reifestadien der Pflanzen. In der Annahme, dass DON unmittelbar nach
der Infektion und wihrend der Ausbreitung gebildet und in das pflanzliche Gewebe abgegeben wird,
um als Proteinsynthesehemmer postinfektionelle pflanzliche Abwehrreaktionen zu unterdriicken und
die weitere Besiedlung zu ermoglichen (Kang und Buchenauer 1999, Buchenauer und Kang 2002,
Kang et al. 2008), ist eine Korrelation zwischen der Aggressivitét in vitro und dem DON-Gehalt in
vivo zu einem fritheren Reifestadium der Pflanze wahrscheinlich eher zu erwarten. Unterstiitzt wird
diese Vermutung durch die nachgewiesene signifikante Korrelation zwischen den Aggressivitétsstufen
und dem Besatz mit Trichothecen-produzierenden Fusarium-Arten zu BBCH 75 als MaB fiir die
Ausbreitung der Erreger und dem daraus resultierenden DON- bzw. Trichothecen-Gehalt.
Untersuchungen zum ZEA zeigen, dass dieses Toxin erst zu einem spiteren Zeitpunkt als DON in
Weizen- bzw. Maiskornern detektiert werden kann (Miller et al. 1983, Martins und Martins 2002,
Matthiaus et al. 2004). Moglicherweise dient die Bildung von ZEA seinem Produzenten nach
Ausbreitung in der Pflanze dem Schutz vor konkurrierenden Mikroorganismen und somit der
Etablierung bzw. dem Uberleben in seiner dkologischen Nische (Kim et al. 2005, Utermark und
Karlovsky 2007, Awais 2010). Dieser Sachverhalt ldsst ebenso wie die Ergebnisse von Gaffoor et al.
(2005) vermuten, dass ZEA keine Rolle in der Phytopathogenese spielt und folglich kein
Zusammenhang zwischen der Aggressivitit in vitro und dem ZEA-Gehalt in vivo zu erwarten ist.
Gaffoor und Mitarbeiter inokulierten Weizendhren mit F. graminearum-Isolaten ohne die Fahigkeit
zur ZEA-Synthese und konnten die gleiche Symptomauspriagung wie nach der Inokulation mit dem
entsprechenden Wildtyp feststellen.

Andererseits deuten die Untersuchungen von Utermark (2008) und Torres Acosta et al. (2010) eine
Unterdriickung pflanzlicher Abwehrreaktion durch ZEA an, so dass eine Korrelation zwischen der
Aggressivitit in vitro und dem ZEA-Gehalt in vivo moglich scheint. Eventuell kdnnte wie bei DON
auch beim ZEA ceine Untersuchung des ZEA-Gehalts zu einem fritheren Reifestadium der
Weizenpflanzen in eine signifikante Korrelation resultieren. Wie bei den in vitro-Versuchen konnte
auch in diesem Kontext eine zeitliche Studie zum Verlauf der DON- und ZEA-Akkumulation in
Weizen zur weiteren Kldrung beitragen.

Unter natiirlichen Bedingungen werden Weizenpflanzen von verschiedenen Arten filamentdser Pilze
besiedelt. In Konkurrenz um Ressourcen interagieren diese miteinander, wobei die einzelnen Arten
unterschiedliche Mechanismen entwickelt haben, um sich einen Wettbewerbsvorteil zu verschaffen.
Fir F. culmorum und F. graminearum wird in diesem Zusammenhang die Produktion von
Mykotoxinen vermutet (Kim et al. 2005). Die Konkurrenzfdahigkeit und somit auch die Mykotoxin-
Synthese wird zum Einen von der Toleranz der Mikroorganismen gegeniiber abiotischen Faktoren wie
Witterung (besonders Mikroklima) und zum Anderen von biotischen Faktoren wie mikrobiellen

Interaktionen beeinflusst. Der Einfluss der Witterung in den Untersuchungsjahren 2007 und 2008 auf
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die Mykotoxin-Produktion von F. culmorum und F. graminearum wird in einem spéteren Abschnitt
diskutiert. Erwdhnt sei an dieser Stelle aber, dass die im Vergleich zu 2008 hohen
Niederschlagsmengen in 2007 zu héheren DON- und ZEA-Gehalten (Abb. 17) in den Weizenkérnern
fiihrten. Eine begiinstigende Wirkung hoher Wasseraktivitit auf die Produktion von DON und ZEA
durch F. culmorum und F. graminearum konnten auch Jiménez et al. (1996), Hope et al. (2005) und
Ramirez et al. (2006) in in vitro-Versuchen nachweisen. In Untersuchungen von Gautam und Dill-
Macky (2012) wurden Weizenpflanzen nach einer Inokulation mit F. graminearum 14, 21, 28 oder 35
Tage lang beregnet und der DON-Gehalt der Kérner nach der Ernte bestimmt. Der DON-Gehalt war in
den Kornern der Weizenpflanzen, die 14 Tage lang beregnet wurden signifikant hoher als in denen,
die 35 Tage lang beregnet wurden. Die Autoren erkldren die Reduktion des DON-Gehalts durch das
sog. ,,leaching®, der Auswaschung organischer und anorganischer Stoffe aus dem Pflanzengewebe
durch Fliissigkeiten, z. B. Regen und Bewisserung.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass aus den untersuchten Weizenpflanzen neben
einem breiten Spektrum an Fusarium-Arten auch weitere filamentose Pilzarten der Gattungen
Alternaria (A.) spp., Cladosporium (C.) spp. und Penicillium (P.) spp. isoliert werden konnten (vgl.
4.2.1.2). Magan et al. (2010) untersuchten die Auswirkungen der Wechselwirkungen zwischen
Wachstumsbedingungen und C. herbarum, Microdochium (M.) nivale, M. nivale var. majus, P.
verrucosum, F. poae und A. tenuissima auf die DON-Produktion von F. culmorum. Bei 25°C und
einer Wasserverfiigbarkeit (a,) von 0,955 synthetisierte F. cul/morum in Dualkultur (Substrat: Agar mit
Weizenmehl) mit C. herbarum, M. nivale oder P. verrucosum mehr DON als bei gleichen
Bedingungen in Dualkultur mit F. poae, A. tenuissima oder M. nivale var majus. Lag die a,, bei 0,995
war die DON-Synthese in allen Dualkulturen im Vergleich zur Einzelkultur von F. culmorum
signifikant reduziert. Bei einer Inkubationstemperatur von 15°C und einer a,, von 0,995 bzw. 0,955
wurde die DON-Synthese von F. culmorum in keiner der Dualkulturen beeinflusst. Cooney et al.
(2001), Busko et al. (2008) und Siebert (2010) berichten, dass in in vitro-Kulturen durch die Ko-
Inokulation von Trichoderma spp., der ebenfalls in den eigenen untersuchten Weizenpflanzen
identifiziert werden konnte, die Trichothecen-Produktion von F. graminearum bzw. F. culmorum
stimuliert oder inhibiert wurde. Sogar das Spektrum der gebildeten Mykotoxine wurde — vermutlich
durch enzymatische Reaktionen — verdndert (Siebert 2010). Fir ZEA wird ein enzymatischer Abbau
durch den Mykoparasiten Gliocladium roseum dokumentiert (Utermark und Karlovsky 2007).

Aus diesen Untersuchungsergebnissen ldsst sich ableiten, dass die Mykotoxingehalte in vollreifen
Kormern von Weizenpflanzen im Freiland hauptsichlich ein Ergebnis mikrobieller Interaktionen und
Umwelteinfliissen und weniger der in vitro-ermittelten Aggressivitit sind. Ferner kann der
Mykotoxingehalt in Weizenkdrnern durch Verlagerungsprozesse sowie durch enzymatischen Abbau
seitens der Pflanze beeinflusst werden. Buchenauer und Kang (2002) beobachteten, dass
Trichothecene im Phloem und Xylem sowohl akropetal als auch basipetal transloziert wurden. Savard

et al. (2000) fanden heraus, dass der DON-Gehalt von Spindel und Spelzen von Weizenpflanzen etwa

&9
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doppelt so hoch war wie der der Korner. Snijders und Krechting (1992) vermuten in diesem
Zusammenhang die Verlagerung von DON ins Korn.

Die Konjugation von DON mit Glucose wurde 1992 von Sewald et al. beschrieben. Sie zeigten, dass
DON primér zu 3-B-D-glucopyranosyl-4-deoxynivalenol (Medium: Mais-Suspension) konjugiert wird.
Die Klonierung der verantwortlichen Glucosyltransferase wurde in Studien von Lulin et al. (2010) und
Schweiger et al. (2010) getestet. Fiir ZEA wurde die Inaktivierung durch Glykosylierung und
Sulfatierung in Arabidopsis thaliana festgestellt (Berthiller et al. 2006, Torres Acosta et al. 2010).

Einfluss der Witterung auf die untersuchten Qualitdtsparameter der Weizenpflanzen

Es besteht Einigkeit dariiber, dass die Luft- und Bodenfeuchte sowie die Witterung den wichtigsten
Einfluss auf den Infektionsprozess von Fusarium spp. an Weizen, die weitere Krankheitsentwicklung
und die Mykotoxinproduktion haben (DelPonte et al. 2007, Miiller et al. 2011). In dieser Studie wurde
die Auswirkung einer Inokulation von F. culmorum und F. graminearum auf die Qualititsparameter
von Weizen iiber zwei Jahre, die von deutlich unterschiedlichen Witterungsverhdltnissen gepragt
waren, untersucht.

2007 war es wihrend der Anthese trocken und wihrend der frithen Milchreife fiel vergleichsweise
wenig Niederschlag (gesamt 30,3 mm; Abb. AI). Vier Wochen vor der Ernte aber war die
Niederschlagsmenge hoch (111,6 mm). Es wurde festgestellt, dass durch die zusitzliche Beregnung
zwischen der Anthese und der Reifephase der Korner (gesamt 69 mm) das Pilzwachstum (Abb. 16)
und die Mykotoxinproduktion (Abb. 17) signifikant erh6ht wurden. Als Konsequenz daraus kdnnen
die Unterschiede zwischen den unberegneten und beregneten Weizenéhren auf die unterschiedliche
Wasserverfiigbarkeit in diesen Parzellen zwischen der Anthese und der Reifephase zuriickgefiihrt
werden. Diese Beobachtungen stimmen mit denen von Lacey et al. (1999) und Koch et al. (2006)
iiberein, die dariiber berichten, dass eine hohe Infektionsrate und bedenkliche DON-Gehalte mit dem
Auftreten hoher Beregnungs- oder Niederschlagsmengen zum Zeitpunkt der Anthese verbunden sind.
Allerdings traten neben den Unterschieden zwischen den unberegneten und beregneten Parzellen auch
in den unberegneten Weizenkdrnern relativ hohe DON-Konzentrationen auf. Dies konnte auf die
hohen Niederschlagsmengen im Juli zuriickzufiihren sein und spiegelt die Ergebnisse von Mesterhazy
(2002) wider, die verdeutlichen, dass hohe Regenmengen wahrend der Reifephase der Korner
ebenfalls die Infektionsrate, die DON-Kontamination und Ertragsverluste bei Weizen erhdhen kdnnen.
Ein extrem trockener Sommer in der Zeit von der Anthese bis zur Reifephase im Juni und im Juli
(gesamt 63 mm; Abb. All) verhinderte die Infektion der Antheren durch die inokulierten Fusarium-
Isolate und ein anschlieBendes Pilzwachstum in den Ahren im Versuchsjahr 2008. Besonders deutlich
wird dies durch den sehr geringen Besatz der Weizendhren mit Trichcothecen-produzierenden
Fusarium-Arten (Abb. 20). Wider Erwarten forderte nicht einmal die zusitzliche Beregnung (gesamt

123 mm) die angestrebte Fusarium-Infektion. Moglicherweise war die Beregnungsmenge bei der
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vorherrschenden Trockenheit nicht ausreichend, um die Luft- und Blattfeuchte so zu erhéhen, dass

eine Fusarium-Infektion beglinstigt werden konnte.

Mykorrhiza und F. culmorum/F. graminearum an Winterweizen unter Kkontrollierten
Bedingungen und im Freiland

Da es bisher nur wenige Untersuchungen zu den Interaktionen zwischen Mykorrhiza und F.
culmorum/F. graminearum an Weizen gibt, wurden zur Interpretation und Bewertung der Ergebnisse
auch Versuche herangezogen, in denen als Symbiosepartner der Mykorrhiza weitere Kulturpflanzen

und andere Pilze als Antagonisten eingesetzt wurden.

Untersuchungen in der Klimakammer

Inokulationserfolg der Mykorrhizapilze und von F. culmorum bzw. F. graminearum

Die Entwicklung einer Symbiose zwischen Mykorrhizapilz und Pflanze und deren quantitative
Auspriagung ist von der Kombination der Symbiosepartner abhidngig (van der Heijden und Kuyper
2001). Generell kann eine Pflanzenart von mehr als einer Pilzart besiedelt werden und eine Pilzart ist
in der Lage, mit mehr als einer Pflanzenart eine Symbiose einzugehen. Der Mykorrhizierungsgrad
variiert dabei in Abhéngigkeit von der Pilz- und Pflanzenart (Smith und Read 1997). Die Angaben in
der Literatur zum Mykorrhizierungsgrad bei Weizenpflanzen sind unterschiedlich. Wahrend Hetrick et
al. (1996), Al-Karaki et al. (2004) und Li et al. (2005) Werte zwischen 10% und 30% ermittelten,
geben Baltruschat (1993) 53%, Ryan und Graham (2002) 46% und Li et al. (2005) sogar bis zu 70%
an. Verglichen mit diesen Literaturwerten waren die zur Uberpriifung in der Klimakammer
herangezogenen Weizenpflanzen mit 88% auf hohem Niveau mykorrhiziert (vgl. 4.3.1.1), so dass von
einer erfolgreichen Etablierung der inokulierten Mykorrhizapilzen unter den gegebenen Bedingungen
ausgegangen werden kann. F. culmorum und F. graminearum Konnten in der siebten
Ontogenesewoche bzw. drei Wochen nach der Inokulation im Quarzsand aller nicht-mykorrhizierten
und zu einem spdteren Zeitpunkt auch im Quarzsand der mykorrhizierten Varianten (aufler
Kontrollpflanzen; Ausnahme: Fg23) nachgewiesen werden, so dass die Inokulation der Fusarium-
Isolate ebenfalls erfolgreich war.

Die anschlieBende Entwicklung der Fusarium-Pilze und die Besiedlung der Weizenpflanzen im Laufe
der Ontogenese waren unterschiedlich ausgepréigt, dabei aber nicht von der Aggressivitit der Isolate
abhéngig (Tab. 20). Die F. culmorum-Isolate konnten die Weizenpflanzen iiber die Wurzel und den
Stéingel bis hin zur Ahre systemisch infizieren. Eine systemische Infektion von Weizenpflanzen durch
F. culmorum beobachteten auch Kropf und Schliiter (2005) und Schliiter et al. (2006). F. graminearum
konnte in den Wurzeln der nicht-mykorrhizierten Weizenpflanzen (7. und 30. Ontogenesewoche)
sowie vereinzelt im Stingel und in der Ahre der mykorrhizierten und nicht-mykorrhizierten

Weizenpflanzen nachgewiesen werden.
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Einfluss von Trichoderma spec. auf AMP und Fusarium spp.

Die Untersuchungen von Larsen et al. (2003) zeigen, dass durch den AMP G. intraradices die
Populationsdichte des Schaderregers Pythium ultimum im Boden reduziert wurde. Dieses Ergebnis
deckt sich mit den eigenen Beobachtungen, dass die Entwicklung von F. culmorum und F.
graminearum im Quarzsand sowie die anschlieBende Besiedlung der Weizenpflanzen in den
mykorrhizierten Varianten gehemmt war. Daraus ldsst sich schlussfolgern, dass Unterschiede in der
Besiedlung der Weizenpflanzen mit Fusarium spp. und in den weiteren untersuchten Parametern
zwischen den mykorrhizierten und nicht-mykorrhizierten Varianten hauptsidchlich auf die
Kolonisierung der Wurzeln mit AMP zuriickgefiihrt werden konnen.

Pilze der Gattung Trichoderma spp. sind ubiquitdr verbreitet und kdnnen antagonistisch wirken. So
berichten Wyss et al. (1992) und Martinez et al. (2004) iiber einen inhibitorischen Effekt von T.
harzianum bzw. T. pseudokoningii auf AMP. Auch das Wachstum von Fusarium spp. kann durch
Trichoderma spp. reduziert werden (Hajieghrari et al. 2008, Sempere Ferre und Santamarina 2010).
Filion et al. (1999) fanden heraus, dass durch G. intraradices die Sporulation von T. harzianum
stimuliert wurde. Neben der antagonistischen Wirkung gegeniiber Mikroorganismen wurde fiir 7.
harzianum zusétzlich eine positive Beeinflussung des Pflanzenwachstums dokumentiert (Vinale et al.
2008a, b). Synergistische oder additive Effekte von AMP und Trichoderma spp. auf das
Pflanzenwachstum konnten Calvet et al. (1993), Datnoff et al. (1995) und Chandanie et al. (2009)
nachweisen.

Da in den eigenen Untersuchungen in den mykorrhizierten, nicht aber in den nicht-mykorrhizierten
Weizenpflanzen der Pilz Trichoderma (T.) spec. im Quarzsand und in den Wurzeln identifiziert wurde
(vgl. 4.3.1.2), ist nicht auszuschlieBen, dass sowohl die Entwicklung der Mykorrhizapilze und der
Fusarium-Isolate als auch deren Auswirkungen auf die Weizenpflanzen durch 7. spec. beeinflusst
worden sein kdnnten. Moglicherweise wurde 7. spec. liber das Mykorrhiza-Préparat eingetragen, da
dieser auch bei einer Wiederholung des Klimakammerversuches in den mykorrhizierten Varianten
nachgewiesen werden konnte. AMP sind obligate Symbionten und dadurch auf Wirtspflanzen
angewiesen. Eine Kultivierung nicht-kontaminierter AMP-Stdmme ist nicht moglich (Redecker et al.
1999). Sporen konnen zwar erfolgreich zum Keimen gebracht werden, die Hyphen sterben aber
spétestens nach zwei Wochen ab, wenn sie keinen Kontakt zu einer Wirtswurzel finden. Auch
unterschiedlichste Kombinationen von Kohlenstoff-Substraten konnten den Pilz nicht zur Vollendung

seines Lebenszyklus anregen (Bago 2000).

Auswirkungen der inokulierten Pilze auf die Schadbildentwicklung bei Weizenpflanzen

Die Inokulation mit AMP und F. culmorum bzw. F. graminearum fiihrte zu unterschiedlichem
Wachstum der Weizenpflanzen in der Klimakammer. Wihrend die Pflanzenléinge nur durch die

Mykorrhizierung, nicht aber durch die Fusarium-Isolate beeinflusst wurde, waren die Unterschiede
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zwischen den Inokulationsvarianten besonders deutlich bei der Effizienz der Sauerstoffproduktion, der

Ahrenbildung und der Sprosstrockenmasse ausgeprigt (vgl. 4.3.1.5, Tab. 21).

Lu und Koide (1994) und Gange et al. (2005) beobachteten eine Zunahme der Pflanzenldnge von
Zierpflanzen (Margerite, Malve), die mit AMP inokuliert wurden. Die eigenen Ergebnisse zeigten
ebenfalls, dass die mykorrhizierten Weizenpflanzen lédnger waren als die nicht-mykorrhizierten
Varianten, wobei diese Unterschiede besonders zu Beginn der vegetativen Phase ausgeprigt waren
(Abb. 25 und 26). Solche unterschiedlichen Pflanzenantworten auf AMP in der vegetativen und
generativen Phase beschrieben auch Graham und Abbott (2000) und Zhu et al. (2001). Allerdings
beobachteten die Autoren in der vegetativen Phase Wachstumsdepressionen der Pflanzen und fiihrten
diese auf die gesteigerte Kohlenhydratmobilisierung (fiir die Entwicklung der AMP) in dieser Phase

zuriick.

Durch Stress kann die Photosynthese von Pflanzen reduziert werden (Maxwell und Johnson 2000). So
beobachteten Pshibytko et al. (2006) und Nogués et al. (2002) eine Reduzierung der Photosynthese,
induziert durch den Einfluss von F. oxysporum auf Tomatenpflanzen. Nach Rodriguez-Brljevich et al.
(2010) wird die Photosynthese bei Fusarium-infizierten Wirtspflanzen durch die Schidigung der
Wurzel und des Mesokotylgewebes sowie durch die systemische Infektion, bei der die Absorption und
der Transport von Wasser und Nahrstoffen beeintrichtigt werden, reduziert. In den eigenen
Untersuchungen resultierte die systemische Infektion von F. culmorum und die Besiedlung der
Wurzeln durch F. graminearum bei den nicht-mykorrhizierten Weizenpflanzen ebenfalls in eine
niedrigere Effizienz der Sauerstoffproduktion (Abb.23 und 24).

Des Weiteren fiihrte bei den nicht-mykorrhizierten Weizenpflanzen der Befall mit F. cul/morum und F.
graminearum zu einer Reduzierung der Ahrenanzahl (Abb. 27) und der Sprosstrockenmasse (Abb.
28a).

Die Kolonisierung von Pflanzen mit AMP resultiert in einen erhdhten ,,sink* von Kohlenstoff in die
Wurzeln der Wirtspflanze. Fitter (1991) und Wright (1998) vermuten in diesem Zusammenhang, dass
der erhohte C-Bedarf zu einer Zunahme der C-Assimilationsrate der Wirtspflanzen fiihrt. Black et al.
(2000) geben als Ursache fiir die Erhohung der Photosyntheserate eine Steigerung des Phosphatgehalts
an, der wiederum die Konzentration und Aktivitdt der Rubisco und somit die Regeneration der
Intermediate im Calvin-Zyklus beeinflusst (Lauer et al. 1989). Im Klimakammerversuch wiesen die
mykorrhizierten Kontrollpflanzen ebenfalls eine signifikant hohere Effizienz der Sauerstoffproduktion
gegeniiber den nicht-mykorrhizierten Kontrollpflanzen auf. Die Ursachen wurden in der vorliegenden
Arbeit aber nicht untersucht. Obwohl die Effizienz der Sauerstoffproduktion der mykorrhizierten und
nicht-mykorrhizierten Kontrollpflanzen signifikant variierte, unterschieden sich die Ahrenanzahl und

die Sprosstrockenmasse nicht zwischen diesen beiden Varianten.
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Bei den Weizenpflanzen, die dem Stress durch Fusarium-Befall ausgesetzt waren, war der positive
Einfluss der AMP noch deutlicher ausgepriagt. Die durch Fusarium spp. verursachte Schwichung
wurde durch die Mykorrhizierung bei einigen Varianten so stark kompensiert, dass die Effizienz der
Sauerstoffproduktion, die Anzahl der Ahren und die Sprosstrockenmasse auf dem Niveau der nicht-
mykorrhizierten Kontrollpflanzen lagen. Sheng et al. (2008) inokulierten Maispflanzen im
Gewichshaus mit G. mosseae und setzten die Pflanzen unter Salzstress. Die Resultate ihrer
Untersuchungen  zeigen ecbenfalls, dass die mykorrhizerten Pflanzen eine hohere
Photosynthesekapazitit aufwiesen als die nicht-mykorrhizierten Pflanzen. Auch Ruiz-Sanchez et al.
(2010) dokumentierten eine Erhoéhung der Photosyntheseaktivitit um 40% bei mykorrhizierten
Reispflanzen unter Trockenstress. Abas-Ali et al. (2007) und Sheng et al. (2008) berichten iiber eine
Zunahme der Spross- bzw. Wurzeltrockenmasse bei Gerste bzw. Mais unter Salzstress durch eine
Mykorrhizierung.

Die eigenen Ergebnisse verdeutlichen, dass die Kompensation durch die Mykorrhizierung umso hoher
war, je stiarker die Fusarium-Isolate die Weizenpflanzen negativ beeinflussten (Tab. 21). Ein dhnliches
Bild ergibt sich fiir die Untersuchungen von Zuccarini (2007) und Mohammad et al. (2003). Zuccarini
(2007) untersuchte u. a. Wachstumsparameter, Chlorophyll- und Néahrstoffgehalt von Salatpflanzen
unter dem Einfluss von Salzstress (0,84; 3,23 und 5,8 dS/m) und der Inokulation von AMP. Der Autor
fand heraus, dass die Effektivitit der AMP am hochsten bei 5,8 dS/m war. Auch Mohammad et al.
(2003) beobachteten, dass der Effekt der Inokulation von AMP bei Gerstenpflanzen unter Salzstress
erst ab einer Leitfahigkeit von 16,6 dS/m (im Vergleich zu 2,4 und 6,2 dS/m) zum Tragen kam. Diese
Untersuchungsergebnisse fithren zu der Annahme, dass die Effektivitit von AMP besonders

ausgepragt ist, wenn die Pflanzen keine optimalen Wachstumsbedingungen vorfinden.

Untersuchungen im Freiland

Inokulationserfolg

Der Mykorrhizierungsgrad hangt nicht nur von der Kombination der Symbiosepartner ab, sondern
auch von den Umweltbedingungen, z. B. vom Bodentyp. Karagiannidis und Hadjisavva-Zinoviadi
(1998) iiberpriiften die Auswirkungen von G. mosseae auf das Wachstum, den Ertrag und die
Néhrstoffaufnahme von Weizen in zehn verschiedenen Bdden und ermittelten Mykorrhizierungsraten
von 23 bis 78%. In der vorliegenden Arbeit wurden die Untersuchungen auf einem lehmigen
Sandboden durchgefiihrt und der mittlere Mykorrhizierungsgrad der Weizenwurzeln in den Parzellen,
die nicht mit Mykorrhiza inokuliert wurden lag in 2008 (BBCH 42) bei 45% und in 2009 (BBCH 34)
bei 46% (Abb. 30). Bereits ohne Inokulation mit AMP waren die Weizenpflanzen auf mittlerem
Niveau mykorrhiziert. Eine signifikante Erhchung des Mykorrhizierungsgrades der mit Mykorrhiza-
inokulierten gegeniiber den nicht-inokulierten Weizenpflanzen konnte erst im zweiten Versuchsjahr

festgestellt werden.
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F. culmorum gehort zur autochthonen Mykoflora und wurde in beiden Versuchsjahren (zu BBCH 32)
aus den Bodenproben aller untersuchten Parzellen isoliert. Die Inokulation fiihrte in den Parzellen, die
nur mit F. culmorum beimpft wurden, wie bei den Mykorrhizapilzen erst im zweiten Versuchsjahr zu
einer signifikanten Erhohung der F. culmorum-Populationsdichte im Boden (Abb. 29). Wie in der
Klimakammer wurden auch die Weizenpflanzen im Freiland iiber die Wurzel bis zum Sténgel, nicht

aber bis zur Ahre durch F. culmorum besiedelt (Tab. 22).

Zusammenhang zwischen den Auswirkungen der inokulierten Pilze auf Weizenpflanzen und

abiotischen und biotischen Einflussfaktoren

Um die Auswirkungen der inokulierten Pilze auf die Weizenpflanzen zu untersuchen wurden wie
schon beim Klimakammerversuch die Pflanzenldnge und die Wurzel- und Sprosstrockenmasse zu
unterschiedlichen Probenahmezeitpunkten bestimmt. Zusétzlich wurden im Freiland Ertragsparameter
und der Mykotoxingehalt in den Weizenkdrnern untersucht. Die unterschiedlichen
Wachstumsbedingungen in den Versuchssystemen fiihrten zu unterschiedlichen Ergebnissen in der
Klimakammer und im Freiland. Dies ist auf den Einfluss abiotischer und biotischer Faktoren auf die
Entwicklung von AMP und F. culmorum sowie das Pflanzenwachstum im Freiland zuriickzufiihren.
Dazu gehoren u.a. Witterung, Bodeneigenschaften und pflanzenbauliche MaBBnahmen. Im folgenden
Abschnitt werden einige Einflussfaktoren im Zusammenhang mit den Auswirkungen von AMP und F.
culmorum auf Weizenpflanzen diskutiert.

Im Gegensatz zur Klimakammer wurde die Lidnge der Weizenpflanzen im Freiland in beiden
Versuchsjahren durch die Mykorrhizierung nicht beeinflusst. Auch die Inokulation mit F. culmorum
wirkte sich nicht auf die Pflanzenldnge aus (Tab. 23).

Ebenso unterschiedlich waren die Ergebnisse zur Wurzeltrockenmasse, die in der Klimakammer kein
einheitliches Bild ergaben und im Freiland in signifikante Unterschiede zwischen den
Inokulationsvarianten resultierten. Auch Abas-Ali et al. (2007) und Sheng et al. (2008) beobachteten
eine hohere Wurzeltrockenmasse bei mykorrhizierten Gersten- und Maispflanzen, allerdings in
Gewéchshausversuchen.

Im Freiland war der Einfluss der Inokulationsvarianten auf die Wurzel- bzw. die Sprosstrockenmasse
besonders im ersten Versuchsjahr 2008 ausgepriagt. Die Untersuchungen von Trent et al. (1989)
zeigen, dass eine erhohte Mykorrhizierung von Winterweizen im Freiland erst in der Reifephase
(Kornfiillungsphase) zu einer Erhohung der Biomasse und zu einer Ertragssteigerung bei Vollreife
fiihrte. Nach Hayman (1970) beeinflussen AMP das Pflanzenwachstum nicht vor der Bliite. Auch in
den eigenen Untersuchungen fiihrte die Mykorrhiza-Inokulation erst in der generativen Phase (BBCH
73 und 86) zu einer signifikanten Erhohung der Wurzel- und Sprosstrockenmasse gegeniiber der
Inokulation mit Fc13. Graham und Abbott (2000) und Zhu et al. (2001) fiihren solche Unterschiede
zwischen der vegetativen und der generativen Phase auf die gesteigerte Kohlenhydratmobilisierung

seitens der Pflanze in der vegetativen Phase zuriick. Bryla und Koide (1990) und Koide und Dickie
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(2002) geben als Ursache einen gesteigerten P-Bedarf in der generativen Phase aufgrund einer hohen
Respiration und Photosyntheserate an.

Moglich ist aber auch, dass jahreszeitlich bedingte Schwankungen der Mykorrhizierungsrate
(Jakobsen und Nielsen 1983, Land und Schonbeck 1991, Mohammad et al. 1998) ebenfalls zu
unterschiedlich ausgeprédgten Reaktionen der Wirtspflanze im Laufe der Vegetationsperiode fiihren.
Jakobsen und Nielsen (1983) beschreiben, dass die Mykorrhizierungsrate von Winterweizen im
Winter bei 15% lag und dann vom Friihling zum Sommer auf ca. 50% anstieg. Der Autor fiihrt die
Unterschiede in der Mykorrhizierungsrate auf das unterschiedliche Wurzelwachstum in Abhingigkeit
von der Temperatur in den Jahreszeiten zuriick und vermutet besonders im Friihling eine hohe
Wachstumsrate von Wurzel und AMP. Die Bodentemperatur betrug im Mérz und April 2008
durchschnittlich 7°C und stieg dann von 15°C im Mai auf 21°C im Juli an (Abb. AIIl). Dieser
Zusammenhang filhrt zusétzlich zu der Annahme, dass eine spitere Untersuchung des
Mykorrhizierungsgrades eventuell in einen noch hdéheren Mykorrhizierungsgrad in den eigenen
Versuchen resultiert und auch signifikante Unterschiede im Mykorrhizerungsgrad zwischen den

Inokulationsvarianten ergeben hitte.

Die Ertragsbildung wurde durch die Bestimmung des Ertrags, des TKG und der KGF charakterisiert
(Tab. 24). Wihrend in der Klimakammer bei einer doppelten Anzahl von Ahren der mykorrhizierten
im Vergleich zu den nicht-mykorrhizierten Varianten (Abb. 27) von einer Ertragssteigerung durch die
Mykorrhizierung ausgegangen werden kann, konnte dieser Sachverhalt im Freiland nicht festgestellt
werden. Ein dhnliches Bild ergibt sich fiir die Inokulation mit F. culmorum, die in der Klimakammer
zu einer Reduzierung der Anzahl der Ahren fiihrte, im Freiland aber keinen Einfluss hatte.

Die Angaben zur Ertragssteigerung von Weizen durch Mykorrhiza sind in der Literatur ebenfalls
unterschiedlich. Behn (2008) konnte unter kontrollierten Bedingungen einen hoheren Ertrag von
mykorrhizierten Weizenpflanzen im Vergleich zu nicht-mykorrhizierten Weizenpflanzen ebenso
feststellen wie Karagiannidis und Hadjisavva-Zinoviadi (1998) und Kumar et al. (2011) im Freiland.
Xavier und Germida (1998) beobachteten eine Sortenabhingigkeit bei der Ertragssteigerung durch
Mykorrhiza und wiesen nur fiir eine von vier Weizensorten eine Erhohung des Ertrages unter
kontrollierten Bedingungen nach. Wachstums- und Ertragssteigerungen werden meist auf eine
Erhohung der P-Aufnahme in mykorrhizierten Pflanzen zuriickgefiihrt (Jakobsen et al. 1992). Im
Gegensatz dazu stehen die Ergebnisse von Xavier und Germida (1998), die bei mykorrhizierten
Weizenpflanzen keinen Zusammenhang zwischen Ertragssteigerung und erhdhter P-Aufnahme finden
konnten.

Im Gegensatz zum Ertrag wurden das TKG und die KGF in 2008 durch die Inokulation von AMP und
F. culmorum beeinflusst. Die mykorrhizierten Weizenpflanzen bildeten im Vergleich zu den mit F.
culmorum-inokulierten Varianten ein signifikant hheres TKG und signifikant mehr groBBere Korner

(> 2,8 mm). Wihrend der Fruchtentwicklung konnen Umweltbedingungen, insbesondere die
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Wasserversorgung, das Korngewicht beeinflussen (Geisler 1983). Mdglicherweise konnten durch die
Mykorrhizierung die Weizenpflanzen besser mit Wasser versorgt und dadurch der trockene
Frithsommer besser kompensiert werden (Kautz und Ellmer 2004).

In beiden Versuchsjahren wurde F. culmorum in der Wurzel und im Stangel nachgewiesen (Tab. 22),
16ste aber in den Weizenpflanzen keine Ahrenfusariosen aus. Auch die DON- und ZEA-Gehalte lagen
deutlich unter den Grenzwerten (vgl. 4.3.2.7). Anhand dieser Ergebnisse ist eine Aussage dariiber, ob
durch eine Mykorrhizierung von Weizenpflanzen Ahrenfusariosen reduziert werden kdonnen nicht
moglich. Larsen und Yohalem (2004) fanden heraus, dass die Symbiose zwischen Gurke (Cucumis
sativus L.) und G. intraradices keinen Einfluss auf den Befall mit dem Blattpathogen Mehltau
(Podosphaera xanthii) hatte. Mit G. intrardices kolonisierte Tabakpflanzen wiesen stdrkere
Krankheitssymptome (Erreger: Botrytis cinerea und Tabak-Mosaik-Virus) auf ihren Bléttern auf als
nicht-mykorrhizierte Pflanzen (Shaul et al. 1999). Diese Untersuchungen zeigen, dass die protektiven
Eigenschaften von AMP nicht grundsitzlich auf die Gesamtpflanze bezogen werden kénnen, sondern
eher fir bodenbiirtige Pathogene in der Rhizosphire gelten. In den eigenen Untersuchungen wurde zu
BBCH 73 in 2008 ein Ausgleich der durch F. culmorum verursachten Reduzierung der
Wurzeltrockenmasse durch die Mykorrhizierung der Weizenpflanzen festgestellt (Tab. 23).

In der vorliegenden Arbeit wurden in den Bodenproben neben F. culmorum auch Alternaria spp. und
als Fusarium-Arten F. equiseti und F. solani identifiziert (vgl. 4.3.2.2). McAllister et al. (1996, 1997)
fanden in ihren Untersuchungen heraus, dass die Sporenkeimung von G. mosseae und die Besiedlung
von Pflanzenwurzeln (Mais, Salat) mit G. mosseae durch F. equiseti und A. alternata gehemmt
werden konnen. Die Besiedlung von Pflanzenwurzeln mit AMP kann auch durch die Prisenz anderer
Organismen in der Wurzel blockiert werden, wobei die Geschwindigkeit des Wachstums im
Wurzelinneren eine bedeutende Rolle spielt. So wichst der AMP G. macrocarpon schneller als F.
solani und hat dadurch einen Kolonisationsvorsprung. Hat sich F. solani aber im Wurzelgewebe
etabliert, werden diese Bereiche nicht mehr durch AMP besiedelt (Fitter und Garbaye 1994).
Moglicherweise beeinflussten solche mikrobiellen Aktivititen die Effektivitit der AMP und
verhinderten somit die direkte Wirkung der AMP auf F. culmorum, die in der Klimakammer zu einer
Hemmung der Entwicklung und Ausbreitung von F. culmorum im Quarzsand und in den

Weizenpflanzen fiihrte (Tab. 20).

Viele Bakterien haben einen fordernden Effekt auf AMP. So korrelierte beispielsweise die
Konzentration volatiler Substanzen, die durch Actinomyceten und Streptomyces orientalis
ausgeschieden wurden mit der Sporenkeimung von Gigaspora margarita (Carpenter-Boggs et al.
1995). Fir Stickstoff-fixierende Bakterien werden ebenfalls synergistische Effekte auf AMP vermutet
(Johansson et al. 2004). Das Auftreten von Bakterienpopulationen wurde in dieser Arbeit nicht

untersucht. Versuche, bei denen die Interaktionen von AMP, pathogenen Pilzen und Bakterien
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untersucht werden, sind aber fiir den Einsatz von AMP als ,,bio control agent* unbedingt notwendig,

um die Sicherheit in der Wirkung zu erhéhen.

Anwendung von AMP in der Praxis

Die Anzahl der Firmen, die AMP als Inokulum produzieren und verkaufen, ist in den letzten Jahren
gestiegen (Vosatka et al. 2008). Die Produkte liegen als Gemisch aus granulierten Substraten, z. B.
Vermiculit oder Perlit und mykorrhizierten Wurzelsegmenten, Sporen und Hyphen vor (Dalpé und
Monreal 2004). Die am haufigsten eingesetzte Art ist G. intraradices Schenck & Smith, da diese gut
fiir in vitro- und in vivo-Vermehrung geeignet, weit verbreitet und lagerfahig ist sowie eine Vielzahl
von Pflanzenarten besiedelt. Die Applikation des Inokulums erfolgt manuell oder maschinell. Wichtig
ist dabei, das Inokulum so nah wie moglich an die Samen oder Wurzeln der zu inokulierenden
Pflanzen zu bringen (Baar 2008).

In der Vergangenheit war es Ziel der Ziichtung, Sorten zu schaffen, die resistent gegeniiber pilzlichen
und bakteriellen Pathogenen sind (Singh et al. 2012). Dieser Selektionsdruck kann zu inkompatiblen
Reaktionen zwischen Wirtspflanzen und AMP fithren. Weizenpflanzen weisen eine hohe
Abhingigkeit von Diingemitteln und weniger von AMP auf (Hetrik et al. 1993). Dies hat zur Folge,
dass auf landwirtschaftlichen Fldchen die Effektivitit der Symbiose zwischen AMP und der
Kulturpflanze oft reduziert ist. Dennoch existieren unter den modernen hexaploiden Ziichtungen und
ihren Wildtypen Sorten, die positiv auf AMP reagieren (Yiicel et al. 2009). Die Nutzung dieses
genetischen Potentials in der Landwirtschaft sollte Gegenstand weiterer Forschung sein, um Sorten zu
etablieren, die von der AMP-Symbiose besser profitieren kdnnen. In diesem Zusammenhang ist es
auch notwendig, die der Symbiose zugrundeliegenden genetischen Prozesse weiter aufzukliren, um
als Grundlage fiir die Ziichtung neuer Sorten zu dienen.

Pflanzenbauliche =~ Maflnahmen wie Diingung, Anwendung von Pflanzenschutzmitteln,
Bodenbearbeitung und Fruchtfolgegestaltung verdndern die chemischen, physikalischen und
biologischen Eigenschaften des Bodens und somit auch die 6kologische Nische von Mykorrhizapilzen.
Bei der Anwendung von AMP in der Landwirtschaft sollten pflanzenbauliche Maflnahmen so gestaltet
werden, dass sich die AMP optimal entwickeln konnen. Das erfordert Erkenntnisse iiber die
Zusammenhinge zwischen der AMP-Symbiose und ihren Einflussfaktoren. Als ein Beispiel wird im
folgenden Abschnitt die Diingung dargestellt. Eine hohe P- und N-Diingung reduziert die Effektivitit
von AMP (Gosling et al. 2006) und somit auch die Erhohung der Nahrstoffaufnahme der
Wirtspflanzen durch eine Mykorrhizierung. Nachhaltige Landwirtschaft wird durch den Ersatz von
Mineraldiingern und chemischen Pestiziden durch biologische Alternativen erreicht, so dass der
Einsatz von AMP in diesem System durchaus erfolgversprechend ist. In einem organisch
wirtschaftenden Betrieb in Australien wurde 30 Jahre lang Superphosphat durch schwer 16sliche P-
Diinger ersetzt. Dies fiihrte zu einer geringeren P-Verfiigbarkeit im Boden und erhohte den

Mykorrhizierungsgrad, die P-Aufnahme der Wirtspflanzen (Weizen) war aber nicht erhoht (Ryan et al.
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1994). Somit ist die Pramisse, AMP konnten auf Grund ihrer Féahigkeit, die Nahrstoffaufnahme der
Wirtspflanzen zu erhohen, als ,,biologische P-Diingemittel” eingesetzt werden, nicht grundsétzlich
giiltig. Zusitzlich entsteht ein Konflikt zwischen 6kologischen Maflnahmen und 6konomischen Zielen
wie hohere Ertrige, die aber weder in den Untersuchungen von Ryan et al. (1994) noch in den eigenen
Versuchen im Freiland durch eine Mykorrhizierung erreicht werden konnten.

In der Klimakammer konnte eine hemmende Wirkung des Mykorrhiza-Gemischs auf Fusarium spp.
nachgewiesen werden (Tab. 20 und 21). In Gewichshausversuchen mit Weizenpflanzen war der
Schaderreger Gaeumannomyces graminis, der die Schwarzbeinigkeit verursacht, ebenfalls durch eine
Mykorrhizierung (G. mosseae) gehemmt (Behn 2008). Obwohl ein Schutz vor bodenbiirtigen
Pathogenen durch AMP mdglich sein kann, ist die Anzahl der auf dem Markt verfiigbaren ,,biological
control agents“ inkl. AMP nach wie vor sehr gering (Tripathi et al. 2008). Die grofiten Erfolge in der
Anwendung biologischer Pflanzenschutzmittel wurden bisher unter kontrollierten Bedingungen
erreicht. Weitere grundlagenorientierte Untersuchungen sind notwendig, um die komplexen
Zusammenhinge der Mykorrhiza-Symbiose und ihren abiotischen bzw. biotischen Einflussfaktoren
aufzuklaren mit dem Ziel, besonders im Freiland chemische Pestizide durch biologische
Pflanzenschutzmittel zu ersetzen und somit die natiirlichen Ressourcen des Bodens besser zu erhalten.
Dafiir wiederum sind v. a. verstirkte praxisbezogene Forschungen, insbesondere Freilandversuche
notig, um die Effektivitit besser einschitzen und bewerten zu kénnen.

Um bei einem Einsatz von AMP eine hohe Effektivitit zu erreichen, sollte die Bodenart bekannt sein.
Die chemischen und physikalischen Eigenschaften verschiedener Bodenarten, z. B. Lehm und Sand,
unterscheiden sich deutlich voneinander und beeinflussen die Entwicklung von AMP-Symbiosen. Die
eigenen Versuche wurden auf einem lehmigen Sandboden durchgefiihrt, auf dem eine Reaktion der
Weizenpflanzen auf AMP teilweise nachgewiesen werden konnte (Tab. 23 und 24). Aus
Beobachtungen von Baar (2008) und Carrenho et al. (2007) geht hervor, dass die Effektivitit von
Mykorrhizapilzen auf Sandboden hoher war als auf Lehmboden. Sandboden verfiigt iiber ein groferes
Porenvolumen als Lehmboden und somit {iber eine bessere Bodendurchliiftung, die fiir eine optimale
AMP-Entwicklung notwendig ist (Saif 1981). Sandboden ist auBerdem durch einen niedrigeren pH-
Wert als Lehmboden charakterisiert. Saure Boden weisen ein verringertes Wurzelwachstum und
geringes Wasserhaltevermdgen auf. Aullerdem fiihrt die Aziditdt des Bodens zu einer Abnahme der
Kationenaustauschkapazitit, die wiederum in einer geringeren Néhrstoffverfiigbarkeit resultiert,
insbesondere der P-verfiigbarkeit aufgrund einer verstirkten Bildung schwer pflanzenloslicher
Phosphatverbindungen. Diese Faktoren verringern die Bodenfruchtbarkeit von Sandbdden und
limitieren das Pflanzenwachstum, erhohen aber gleichzeitig die Abhéngigkeit von AMP-Symbiosen
(Siqueira und Saggin Janior 1995). Unter solchen Bedingungen wachsen AMP extensiver in der
Wurzel und steigern die Entwicklung extraradikaler Hyphen (Sanders et al. 1977).

Die Qualitit von AMP-Produkten kann ebenfalls ein Grund fiir eine geringe Effektivitit von AMP

sein. Da AMP nur schwer axenisch kultiviert werden konnen, ist die Herstellung von Produkten bester
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Qualitdit nach wie vor eine Herausforderung. Es entsteht der Bedarf an Qualitdts- und
Quantitdtskontrollen, mit deren Hilfe das Potential des Produktes abgeschitzt sowie eine mogliche
Kontaminierung durch Produktionsfehler und lange Lagerung ausgeschlossen werden kann (Dodd et
al. 2000).
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6 Schlussfolgerungen

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war, den Einfluss der Aggressivitit von F. culmorum- und F.
graminearum-Isolaten auf die Schadbildauspriagung bei Weizenpflanzen zu iiberpriifen. Durch die
Analyse des Mykotoxinbildungsvermdgens und der nekrotischen Aktivitdt konnten die untersuchten
Isolate unterschiedlichen Aggressivititsstufen zugeordnet werden. Im sich anschliefenden
Feldversuch wurde ein Einfluss der in vitro-ermittelten Aggressivitit nur auf den Gehalt Trichothecen-
produzierendender Fusarium-Arten zu BBCH 75 und das TKG der beregneten Weizenpflanzen
ermittelt. Damit war das angewandte Test-System zur Bestimmung der Aggressivitit wenig geeignet,
um einen Zusammenhang zwischen der in vitro-ermittelten Aggressivitit und der
Schadbildauspragung bei Weizenpflanzen in vivo nachzuweisen. In weiteren Untersuchungen, bei
denen der Einfluss der in vitro-ermittelten Aggressivitit auf die Schadbildausprigung bei
Weizenpflanzen in vivo iiberpriift werden soll, wire eine zeitliche Freilandstudie, in der der DON- und
ZEA-Gehalt sowie der Ertrag und das TKG in regelméfigen Abstdnden von der Bliite bis zur Ernte
iberpriift wiirde, von groBem Interesse, da es mdglicherweise zu fritheren Zeitpunkten als der Ernte
engere Korrelationen gibt.

Die unterschiedliche Witterung in beiden Versuchsjahren sowie die Beregnungsvariante, die zu
unterschiedlichen Ergebnissen in einzelnen Parametern fiihrte, belegen erneut die Bedeutung der
Wasserverfiigbarkeit fiir das AusmaB einer Fusarium-Infektion.

Ein weiteres Ziel beinhaltete die Uberpriifung der mdglichen Befallskontrolle von Fusarium spp.
mittels arbuskuldrer Mykorrhizapilze in einem Klimakammer- und einem Freilandversuch. Im
Klimakammerversuch konnte eine Wachstumshemmung von Fusarium spp. durch die Wirkung der
arbuskuldren Mykorrhizapilze in den meisten Fillen belegt werden. Des Weiteren wurde eine
Kompensation des negativen Einflusses von Fusarium spp. auf die Effizienz der Sauerstoffproduktion,
die Ahrenbildung und die Sprosstrockenmasse bei den mykorrhizierten Weizenpflanzen beobachtet.
Somit konnte unter kontrollierten Bedingungen nachgewiesen werden, dass es moglich ist, den Befall
von Fusarium spp. und deren schidigenden Auswirkungen auf die Wirtspflanzen mittels arbuskuldrer
Mykorrhizapilze zu reduzieren.

Im Freiland konnte im Gegensatz zum Klimakammerversuch in keinem der beiden
Versuchjahre eine Wachstumshemmung von F. culmorum durch die Mykorrhizierung
nachgewiesen werden. Ein Ausgleich des negativen Einflusses von F. culmorum auf die
Wurzeltrockenmasse wurde nur im ersten Versuchsjahr zur Milchreife beobachtet. Anhand
der vorliegenden Ergebnisse lassen sich noch keine Aussagen dariiber treffen, ob es im
Freiland moglich ist, den Befall von Weizenpflanzen mit Fusarium spp. mittels AMP zu
kontrollieren und die negativen Auswirkungen der Schaderreger zu reduzieren. Es ist
unbedingt notwendig, den Freilandversuch iiber mehrere Jahre fortzufiihren, um dabei die
langfristige und dauerhafte Etablierung der inokulierten AMP im Boden zu férdern und deren

Verlauf in Abhédngigkeit von Witterung, Fruchtfolge und Fusarium-Vorkommen zu
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dokumentieren. Ferner konnten Klimakammerversuche, in denen Weizenpflanzen mit den
einzelnen AMP und nicht dem Mykorrhiza-Mischpréiparat inokuliert werden, Aufschluss iiber
die Effektivitit der einzelnen AMP geben. Die effektivsten AMP sollten anschlieBend in
einem mehrjdhrigen Freilandversuch iiberpriift und mit der Effizienz des Mischpréiparates

verglichen werden.
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7 Zusammenfassung

Die durch Fusarium spp. hervorgerufene partielle Taubdhrigkeit ist ein ernstes Problem im weltweiten
Weizenanbau. Eine fiir die Schaderreger giinstige feuchte Witterung zum Zeitpunkt der Weizenbliite
in Kombination mit befallsférdernden agrotechnischen Mafinahmen 16st immer wieder Epidemien aus.
Hauptséchlich verursacht durch F. culmorum und F. graminearum fihrt eine Erkrankung zu Ertrags-
und Qualitédtseinbullen sowie zu einer Belastung des Ernteguts mit Mykotoxinen. Die am héufigsten
vorkommenden Fusarium-Toxine in Weizen sind Deoxynivalenol (DON) und Zearalenon (ZEA), die
toxisch auf den tierischen und menschlichen Organismus wirken. Beide Mykotoxine sind in der
Phytopathogenese involviert und stehen somit moéglicherweise im Zusammenhang mit der
Aggressivitit (= quantitatives Schadigungspotential) von F. culmorum und F. graminearum.
Nachhaltige Landwirtschaft ist ein wichtiges Element der EU-Politik und beinhaltet u. a. Boden- und
Grundwasserschutz, dem z. B. durch Verzicht auf Pflug-Einsatz und durch Reduzierung chemischer
Pflanzenschutzmittel nachgegangen werden soll. Daraus ergibt sich ein erhohtes Risiko fiir Fusarium-
Infektionen, das u. a. auch die Entwicklung alternativer Methoden zur Befallskontrolle von Fusarium
spp. notwendig macht. Eine Moglichkeit stellen arbuskuldre Mykorrhizapilze (AMP) dar, die die
Pflanzen stirken und antagonistisch auf pilzliche Schaderreger wirken konnen.

Ziele der vorliegenden Untersuchungen waren zum Einen die Uberpriifung des Einflusses der
Aggressivitit von F. culmorum- und F. graminearum-Isolaten auf die Schadbildausprigung bei
Weizen. Zum Anderen sollte die Moglichkeit der Befallskontrolle von Fusarium spp. mittels AMP
getestet und die Eignung der AMP als biologisches Pflanzenschutzmittel gegen Fusarium-Infektionen
eingeschétzt werden.

Im ersten Teil der Arbeit wurde zundchst die Aggressivitit von F. culmorum- und F. graminearum-
Isolaten in vitro bestimmt. Zu diesem Zweck wurden das DON- und ZEA-Bildungspotential mittels
HPLC sowie die nekrotische Aktivitit der Isolate in einem Blattest quantifiziert. AnschlieBend wurden
die Isolate anhand dieser Merkmale mittels Clusteranalyse in Aggressivititsgruppen eingeteilt.

Um den Einfluss der in vitro ermittelten Aggressivitdit auf die Schadbildausprigung bei
Weizenpflanzen in vivo zu lberpriifen, wurden Weizenpflanzen in einem zweijahrigen Feldversuch
(2007-2008) sprithinokuliert und das Auftreten filamentdser Pilze zu drei Probenahmezeitpunkten
mittels mikrobiologischer und molekularbiologischer Verfahren bestimmt. Des Weiteren wurden der
Ertrag und das Tausendkorngewicht (TKG) sowie die DON- und ZEA-Belastung geernteter
Weizenkorner untersucht. Eine Beregnungsvariante wurde in die Untersuchungen einbezogen, um den
Infektionsdruck zu erhéhen.

Die in vitro-Bestimmung der Aggressivitét ergab eine hohe Variabilitit der Isolate in den einzelnen
Merkmalen. Die auf diesen Merkmalen basierende Clusteranalyse resultierte in drei
Aggressivitatsgruppen (hoch, mittel, niedrig).

Nur im ersten Versuchsjahr 2007 konnte ein signifikanter Einfluss der Aggressivitat und der

Beregnung im Feldversuch nachgewiesen werden. Der mittels PCR analysierte Gehalt der
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Trichothecen-produzierenden Fusarium-Arten (TPFA) der beregneten Weizenpflanzen sowie das
TKG der beregneten Weizenpflanzen korrelierten mit den in vitro-ermittelten Aggressivitétsstufen.
Die Inokulation mit den hoch-aggressiven Fusarium-Isolaten fiihrte unter dem Einfluss der Beregnung
zu einem signifikant hoheren Gehalt an TPFA zu BBCH 75 sowie zu einem signifikant niedrigeren
Ertrag und TKG gegeniiber den Kontrollvarianten und den Weizenpflanzen, die mit Isolaten niedriger
Aggressivitt inokuliert wurden.

Die zusitzliche Beregnung fiithrte zu einer signifikanten Erhéhung des Pilzwachstums und der
Mykotoxinproduktion. Hohe Niederschlagsmengen wéhrend der Reifephase (Mai bis Juli 2007: 269
mm) verursachten aber auch in den unberegneten Parzellen relativ hohe DON-Konzentrationen. 60%
der beregneten und 13% der unberegneten Weizenpflanzen enthielten DON-Gehalte iiber der
festgelegten Hochstgrenze von 1.250 ug/kg. Der ZEA-Hochstgrenzwert von 100 pg/kg wurde
insgesamt in vier Proben iiberschritten.

Der zweite Teil der Arbeit bestand aus einem Klimakammerversuch und einem zweijihrigen
Feldversuch (2008-2009). Um die Wirkung von AMP gegeniiber Fusarium spp. zu iiberpriifen,
wurden Weizenpflanzen mit Mykorrhizapilzen und Fusarium-Isolaten iiber den Boden inokuliert
(Klimakammer: Mykorrhizagemisch, F. culmorum und F. graminearum-lsolate; Freiland:
Mykorrhizagemisch und ein F. culmorum-Isolat). Im Laufe der Ontogenese wurde die
Populationsdynamik von Fusarium spp. dokumentiert, um das Durchsetzungsvermdgen des
Schaderregers gegeniiber einer zusitzlichen Mykorrhizierung zu ermitteln. Des Weiteren wurden die
Auswirkungen der Interaktionen beider Organismen auf die Wirtspflanzen erfasst. Dazu wurden in der
Klimakammer die Effizienz der Sauerstoffproduktion, die Pflanzenlinge und die Ahrenbildung
wihrend der Ontogenese sowie nach der Ernte die Spross- und Wurzeltrockenmasse bestimmt. Im
Freiland wurde zu drei Probenahmezeitpunkten die Pflanzenlinge und die Wurzel- und
Sprosstrockenmasse ermittelt und nach der Ernte der Ertrag, das TKG und die KorngréBenfraktionen
(KGF) sowie der DON- und ZEA-Gehalt der Weizenkorner quantifiziert.

Unter kontrollierten Bedingungen konnte F. culmorum die Weizenpflanzen systemisch besiedeln, F.
graminearum war nur vereinzelt in den Pflanzen nachzuweisen. Durch die Mykorrhizierung war die
Entwicklung und Ausbreitung der Isolate verzdgert bzw. vollstindig gehemmt. Die Inokulation mit
AMP und F. culmorum- bzw. F. graminearum-Isolaten beeinflusste das Wachstum der Pflanzen
unterschiedlich. Dabei waren die Unterschiede zwischen den einzelnen Inokulationsvarianten
besonders deutlich bei der Effizienz der Sauerstoffproduktion, der Ahrenbildung und der
Sprosstrockenmasse ausgepragt. Wéahrend Fusarium spp. die Effizienz der Sauerstoffproduktion, die
Anzahl der Ahren und die Sprosstrockenmasse signifikant reduzierten, fiihrte eine Mykorrhizierung zu
einer signifikanten Erhohung dieser Parameter (im Vergleich zu nicht-mykorrhizierten
Kontrollvarianten). Bei den Weizenpflanzen, die mit beiden Organismen inokuliert waren, wurde der

negative Einfluss von Fusarium spp. auf die Effizienz der Sauerstoffproduktion, die Ahrenbildung und
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die Sprosstrockenmasse in den meisten Féllen durch eine Mykorrhizierung kompensiert, wobei die
Kompensation umso grofer war, je hoher die Reduktion durch F. culmorum und F. graminearum.
Unter Freilandbedingungen wurden die Pflanzen wie in der Klimakammer auch von F. culmorum tiber
die Wurzel bis zum Stiingel besiedelt, in den Ahren wurde der Schaderreger aber nicht nachgewiesen.
Auch eine Verzogerung der Ausbreitung von F. culmorum wurde im Freiland nicht festgestellt. Im
ersten Versuchsjahr (2008), zur Milch- und Teigreife der Weizenpflanzen wiesen die mit F.
culmorum-inokulierten Pflanzen eine signifikant niedrigere Wurzel- und Sprosstrockenmasse auf als
die nur mit Mykorrhiza-inokulierten Weizenpflanzen. Des Weiteren wurde zur Milchreife ein
Ausgleich der durch F. culmorum verursachten Reduzierung der Wurzeltrockenmasse durch die AMP
beobachtet. Im selben Jahr wurden zusitzlich signifikante Unterschiede im TKG und in der KGF
zwischen den Inokulationsvarianten nachgewiesen. Die Korner der nur mit F. culmorum-inokulierten
Weizenpflanzen waren signifikant kleiner und leichter als die Korner der mykorrhizierten
Weizenpflanzen. Die mykorrhizierten Weizenpflanzen produzierten Kérner mit dem hochsten TKG
und dem hochsten prozentualen Anteil der groBten KGF. Im zweiten Versuchsjahr konnten die
Ergebnisse des ersten Versuchsjahres nicht wiederholt werden, signifikante Unterschiede wurden nur
in der Wurzeltrockenmasse zwischen den mit Fcl3-inokulierten Weizenpflanzen und den nicht-
inokulierten Kontrollpflanzen zur Milch- und Teigreife ermittelt. Da in beiden Versuchsjahren keine
Ahrenfusariosen und nur geringe Mykotoxingehalte festgestellt wurden, ist eine Aussage iiber den
Einfluss von AMP auf diese Parameter nicht mdglich.

Mogliche Ursachen fiir den in dieser Arbeit festgestellten Einfluss der in vifro-ermittelten
Aggressivitit auf die Schadbildausprigung bei Weizenpflanzen in vivo sowie fiir den geringen Erfolg

der Kontrolle von Fusarium spp. mittels AMP im Freiland werden diskutiert.
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Abb. AI: Menge des Niederschlags und der Beregnung (Wochensumme) sowie der Temperaturverlauf
(Wochenmittel) wihrend der Reifephase in den einzelnen Wochen (1-5) der Monate Mai bis Juli im
Jahr 2007. ,,*“ kennzeichnet den Zeitpunkt der Inokulation (BBCH 63) und ,,**“ den Erntezeitpunkt
(BBCH 89).
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Abb. AIl: Menge des Niederschlags und der Beregnung (Wochensumme) sowie der
Temperaturverlauf (Wochenmittel) wéhrend der Reifephase der Winterweizenpflanzen in den
einzelnen Wochen (1-5) der Monate Mai bis Juli im Jahr 2008. ,,** kennzeichnet den Zeitpunkt der
Inokulation (BBCH 63) und ,,***“ den Erntezeitpunkt (BBCH 89).
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Tab. Al: Korrelationen zwischen der DON-/ZEA-Belastung und dem tri-DNA-Gehalt zu BBCH 75,
83 und 87 sowie den Ertragsparametern von unberegneten und beregneten Weizendhren, die zur Bliite

in 2007 mit unterschiedlich aggressiven Fusarium-Isolaten inokuliert wurden

Ohne Beregnung Mit Beregnung
Ertrag | TKG DON ZEA | Ertrag | TKG DON ZEA
27.75" 10,084° |-0,191 | 0342 [0,044
n.s. n.s. n.s. n.s.
77.87 10,112 0,163 0,351 0,193
n.s. n.s. n.s. n.s.
tri 75° | 0,026 0,043 -0,075 | 0,072
%ﬁ n.s. n.s. n.s. n.s.
?,n tri 83 0,307 0,443 0,028 0,283
EE n.s. n.s. n.s. n.s.
E tri 87 -0,026 |-0,288 | 0,689 0,094
° n.s. n.s. Hoxd n.s.
Ertrag - - 0,347 -0,103
n.s. n.s.
TKG -0,240 | 0,096
n.s. n.s
7775 -0,257 | -0,414 | 0,430 0,091
n.s. n.s. n.s. n.s.
7787 -0,126 |-0,312 | 0,108 0,180
n.s. n.s. n.s n.s.
tri 75 -0,259 | -0452 | 0,206 0,196
%0 n.s. n.s. n.s. n.s.
5 | tri83 -0,178 | -0,300 | 0,614 -0,116
§ n.s. n.s, * n.s.
E tri 87 0,199 -0,250 | 0,362 -0,109
n.s. n.s. n.s. n.s.
Ertrag - -0,347 | 0,044
n.s. n.s.
TKG -0,502 | -0,083
& n.s.

Z7Z = Summe der Zellzahlen der inokulierten Fusarium-Arten in Weizendhren zu BBCH 75
bzw. 87; * tri = tri-DNA-Gehalt in Weizendhren zu BBCH 75, 83 und 87;

? Korrelationskoeffizient nach Pearson; * signifikant (o =0,01); > signifikant (a = 0,05)
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Zeitpunkt der Fusarium-Inokulation.
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