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Einleitung 1

1. Einleitung
Fusarium graminearum als Pathogen

Fusarium graminearum (Schwabe) (Deuteromycotina, Hyphomycetes, Tuberculariales, Fusa-
rium, Sektion Discolor) ist ein weltweit verbreiteter Erreger von Keimlings-, Halmbasis- und
Ahrenkrankheiten der Poaceen, der wirmere, kontinental beeinflute Regionen bevorzugt
(PARRY ef al. 1995). Insbesondere an Weizen und Mais fiihrt eine Erkrankung unter giinstigen
Witterungsbedingungen zu hohen Ertrags- und QualitdtseinbuBlen und zu einer erheblichen

Belastung des Erntegutes mit Mykotoxinen (BARTELS 1998, SCHAAFSMA et al. 2001).

Als fakultativer Parasit kann F. graminearum auf Ernteriickstdnden auf dem Feld {iberdauern
(SUTTON 1982), wo schon im Herbst die Perfektform Gibberella zeae ([Schw.] Petch) (Asco-
mycotina, Pyrenomycetes, Hypocreales) erscheint und Perithezien gebildet werden (GILBERT
UND TEKAUZ 2000). Von diesem Inokulum ausgehend werden Jungpflanzen, aber spéter auch
die Halmbasis und die Ahren infiziert (TEICH 1989). Hierbei bilden die Ascosporen das Pri-
marinokulum (GILBERT UND TEKAUZ 2000). Die Ausbreitung im Bestand erfolgt auch {iber
Konidiosporen (PRITSCH et al. 2000, PARRY et al. 1995). Die groBte Anfilligkeit fiir eine Ah-
reninfektion liegt beim Weizen zur Bliite vor, aber gelegentlich treten auch Infektionen wéh-
rend des Ahrenschiebens oder erst nach der Bliite auf (LACEY et al. 1999, SUTY UND
MAULER-MACHNIK 1998). Die jeweilige Befallssituation wird neben der Witterung von der
Fruchtfolge, der Bodenbearbeitung und der Sortenwahl beeinflullt (PARRY et al. 1995, Y1 et
al. 2001).

Genetische Ressourcen fiir die Resistenzziichtung gegen Ahrenfusariosen liegen vor allem in
Sommerweizen-Sorten asiatischen oder stidamerikanischen Ursprungs (SNIJDERS 1990,
MESTERHAZY 2000). Die chemische Bekdmpfung gestaltet sich gegen den Erregerkomplex
der Ahrenfusariosen als schwierig, denn neben F. graminearum kénnen noch mindestens 16
weitere Fusarium-Arten beteiligt sein (NIRENBERG 1981, MIEDANER 1997). Erste Erfolge
durch den FEinsatz von azol- oder strobilurinhaltigen Fungiziden sind zu verzeichnen
(MESTERHAZY UND BARTOK 1997, SUTY UND MAULER-MACHNIK 1996, MATTHIES et al.
2000), wobei in einer Studie von PIRGOZLIEV et al. (2002) ein strobilurinhaltiges Fungizid
verglichen mit einem Azol-Fungizid weniger effektiv war. Kritisch beachtet werden muf3, daf3
der Parameter Deoxynivalenol-Gehalt (DON) auch bei einer Reduktion des Fusarium-Befalls
nicht notwendigerweise ebenfalls reduziert wird (GAREIS UND CEYNOWA 1994). Von MAGAN

et al. (2002) wurde sogar von einer Forderung der DON-Bildung durch F. culmorum in vitro
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durch ein strobilurinhaltiges Fungizid berichtet. Weder durch ziichterische noch chemische
MaBnahmen konnte bisher ein befriedigender Erfolg gegen die Ahrenfusariosen erzielt wer-

den.
Fusarium graminearum als Mykotoxinbildner

Bei F. graminearum stellen die Trichothecene vom B-Typ (Abb.l.1a) neben Zearalenon

(ZON) (Abb.1.1¢) die wichtigste Mykotoxingruppe dar.

Bei ZON handelt es sich um ein Polyketid mit dstrogener Wirkung (STOB et al. 1962; OLSEN
1989), das iiber den Acetat-Malonat-Weg synthetisiert wird.

Die Trichothecene (Abb.1.1d) sind Sesquiterpene (Acetat-Mevalonat-Weg) mit einer Epoxy-
Gruppe an C12, C13. Ausgehend von Acetyl-CoA wird iiber die Metaboliten Mevalonat und
Isopentenylpyrophosphat (“aktives Isopren) der C15-Korper Farnesylpyrophosphat syntheti-
siert. Durch die Trichodiensynthase wird Farnesylpyrophosphat zu Trichodien umgewandelt,
einer Vorstufe der Trichothecene (BROWN ef al. 2001). Ohne diese Enzyme unterbleibt die
Trichothecenbildung (PROCTOR et al. 2002). Die Trichothecene lassen sich nach der jeweili-
gen Substitution in vier Gruppen einteilen (UENO 1977), wobei fiir die von F. graminearum
gebildeten Trichothecene vom B-Typ die Carbonylfunktion am C8-Atom kennzeichnend ist

(Abb. 1.1a).

Den Trichothecenen vom A-Typ fehlt diese Keto-Gruppierung am C8-Atom. T2-Toxin bei-
spielsweise ist am C8-Atom stattdessen mit einen 3-Methyl-butyryl-Rest verestert. Die Tri-
chothecene vom A-Typ werden von Arten wie F. sporotrichioides oder F. acuminatum gebil-
det und gelten als deutlich cytotoxischer als B-Typ-Trichothecene (BOTTALICO UND PERRONE

2002, GUTLEB et al. 2002).

Ein bekannter Wirkmechanismus der Trichothecene ist die Hemmung der eukaryotischen
Ribosomen (Peptidyltransferase auf der 60 S-Untereinheit) und somit der gesamten Protein-
biosynthese (CUNDLIFFE ef al. 1974, FEINBERG UND MCLAUGHLIN 1989). Die Trichothecene
sind dermatotoxisch, zytotoxisch (RAHMAN et al. 1993), genotoxisch, immunosuppressiv
(SHARMA 1993), teratogen und teilweise kanzerogen (UENO 1977). Daher stellen sie, wenn
sie bei Ahrenbefall im geernteten Getreide auftreten, ein Gesundheitsrisiko fiir Mensch und
Tier dar (MIROCHA 1983). Die Trichothecene sind ebenfalls phytotoxisch (WAKULINSKI 1989,
PACKA 1991, WISNIEWSKA UND CHELKOWSKI 1994, MCLEAN 1996b, MILLER UND EWEN
1997).
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a) b) c)

H Ho H H OH OH 0

OEK \ © N HO
m&% R, mm% Q
O
Typ B-Trichothecen Deoxynivalenol Zearalenon

Abbildung 1.1: Strukturformeln einiger Mykotoxine. a) Grundstruktur der Typ-B-

Trichothecene; b) Deoxynivalenol; ¢) Zearalenon; d) Trichothecen-Grundstruktur.

d)

Tabelle 1.1: Substituenten der wichtigsten von

F. graminearum gebildeten Typ-B-Trichothecene

R1 R2 R3 R4
Deoxynivalenol OH H OH OH Trichothecen-Grundstruktur
3-Acetyl-Deoxynivalenol Acetyl H OH OH
15-Acetyl-Deoxynivalenol OH H Acetyl OH
Nivalenol OH OH OH OH
4-Acetyl-Nivalenol OH Acetyl OH OH

Von F. graminearum wird vor allem Deoxynivalenol (DON, "Vomitoxin", Abb. 1.1b) mit
seinen Acetyl-Derivaten 3-Acetyl-DON (3ADON) und 15-Acetyl-DON (15ADON), aber
auch Nivalenol (NIV) und 4-Acetyl-Nivalenol (ANIV, "Fusarenon X") gebildet (BOTTALICO
et al. 1989, LOGRIECO ef al. 1990, Tab. 1.1). Hierbei gehoren Trichothecen bildende Isolate in
aller Regel entweder dem DON- oder dem NIV-Chemotyp an (ICHINOE UND KURATA 1983,
MILLER ef al. 1991, LAUREN et al. 1992).

Thema der Arbeit und Fragestellungen

Die von phytopathogenen Pilzen gebildeten Toxine lassen sich in wirtsspezifische und nicht
wirtsspezifische Toxine (RUDOLPH 1976) einteilen. Erstere sind der weitaus seltenere Fall
(etwa ein Dutzend davon sind bekannt). Ein solches Toxin ist stets zur Errichtung einer kom-

patiblen Wirt/Parasit-Interaktion notwendig und kann auch als primdre Determinante be-
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zeichnet werden. Ein nicht wirtsspezifisches Toxin hingegen ist niemals eine primére Deter-
minante, kann aber als Virulenzfaktor (sekundire Determinante) die Intensitdt der

Wirt/Parasit-Interaktion beeinflussen (YODER 1980, MITCHELL 1984).

In dieser Arbeit werden die Begriffe Virulenz oder Virulenzfaktor vermieden, da eine félsch-
liche Assoziation mit der Gen-fiir-Gen-Hypothese (Virulenz[gen], Avirulenz[gen]) und dem
Vorhandensein einer wirtsspezifischen Beziehung gegeben sein konnte. Um einer Verwechs-
lung vorzubeugen, werden stattdessen die Begriffe Aggressivitit und Aggressivititsfaktor
verwendet, um das quantitative Schidigungspotential eines Fusarium-Isolats oder Toxins zu
beschreiben. Als Mykotoxin gilt ein fiir Vertebraten toxisches nicht-wirtsspezifisches, von
Schimmelpilzen gebildetes Toxin (RUDOLPH 1976). Als Mykotoxin im weiteren Sinne gilt

jedoch jeder Sekunddrmetabolit eines Schimmelpilzes, der fiir Sdugetiere toxisch ist.

Da es sich bei DON um eine phytotoxische Substanz handelt, liegt die Vermutung nahe, daf3
DON eine Rolle im Wirt/Parasit-System spielt. DON ist wie alle Trichothecene ein nicht-
wirtsspezifisches Toxin und daher kann definitionsgemaf3 ausgeschlossen werden, dass DON
ein Pathogenitdtsfaktor ist (MITCHELL 1984). Das wird durch Ergebnisse aus der Literatur
bestitigt, denn auch Defekt-Transformanten von F. graminearum, die kein DON bilden konn-
ten, waren nach wie vor zu einer erfolgreichen Infektion in der Lage (DESJARDINS et al.
1996). Allerdings verursachten die Stdmme schwichere Symptome als der Wildtyp (HARRIS
et al. 1999, EUDES et al. 2001).

In der jiingeren Literatur besteht weitgehend Einigkeit dariiber, dass DON neben weiteren
Faktoren eine wichtige Rolle fiir die Aggressivitit von F. graminearum spielt (GANG et al.
1998, MIEDANER et al. 2000, BAI et al. 2001, MESTERHAZY 2002), vermutlich als Aggressivi-
tatsfaktor. ADAMS UND HART (1989) konnten diese Meinung nicht teilen, da durch Pro-
toplastenfusion hergestellte nicht Trichothecen bildende Stdmme trotzdem die Aggressivitét
des Wildtyps aufwiesen. Obwohl dieses Ergebnis eine Ausnahme darstellt, weisen PROCTOR
et al. (1995) bei einem Vergleich verschiedener Getreide-Arten darauf hin, dass die Bedeu-
tung von DON vom jeweiligen Wirt abhidngt. Offenbar bedarf diese komplexe Fragestellung

trotz weitgehendem grundsitzlichen Konsens weiterer Untersuchungen.

Die Korrelation der in vitro-Toxinproduktion verschiedener Fusarium-Isolate mit der Aggres-
sivitit in einem Biotest oder in Ahren-Inokulationen war meist nicht signifikant (GILBERT et
al. 2001, WALKER et al. 2001). Der Grund hierfiir konnte in einer Nicht-Beachtung anderer
Mykotoxine liegen, denn GILBERT et al. (2001) ignorieren ZON, WALKER et al. ADON.
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MCLEAN (1996a) weist jedoch darauf hin, dass fiir die Phytotoxizitit von Mykotoxinen nicht
nur additive, sondern auch synergistische Effekte auftreten konnen (DON und ZON). In eini-
gen Arbeiten wurden sdmtliche B-Trichothecene und ZON gemeinsam untersucht (LOGRIECO
et al. 1990) und ebenfalls keine Korrelation gefunden; allerdings wurden nur neun F. grami-
nearum-Isolate verwendet. Eine Untersuchung einer groeren Zahl von F. graminearum-
Isolaten unter Beriicksichtigung der Typ B-Trichothecene und von ZON koénnte hier zur wei-

teren Klarung beitragen.

Miedaner und MIEDANER UND PERKOWSKI (1996) konnten einen starken Einflu der Um-
weltbedingungen (Faktor Versuchsjahr) auf die Korrelationen zwischen Befall und DON-
Gehalt beobachten. Fiir die hohe Komplexitét der Interaktionen in Feldversuchen spricht auch
das Ergebnis von COONEY ef al. (2001), die einen EinfluB antagonistischer Mikroorganismen
auf die Trichothecenbildung nachweisen konnten. Ein vereinfachter Versuchsansatz unter
kontrollierten Klima-Bedingungen (Pflanzenwuchsschrank) kénnte hier durch eine Vereinfa-

chung des Systems zur Kldrung grundsitzlicher Zusammenhinge beitragen.

LEMMENS et al. (1997) konnten in einer Ahren-Inokulation mit F. culmorum an 108 Weizen-
Genotypen zeigen, dass die visuelle Bonitur zu verschiedenen Zeitpunkten (10 dpi bis 26 dpi)
eine Korrelation unterschiedlicher Qualitit zum DON-Gehalt ergab. Ahnliche Untersuchun-
gen fiir verschiedene F. graminearum-Isolate sind nicht bekannt. Besonders weil viele Arbei-
ten sowohl fiir eine starke raumliche (Verlagerung des Toxins in der Ahre, SNIJDERS UND
KRECHTING 1992, KANG UND BUCHENAUER 1999) als auch zeitliche Dynamik (Verlauf der
Toxinbildung, SCOTT et al. 1984) sprechen, wire aber eine Untersuchung verschiedener F.

graminearum-Isolate gerade auch in Hinblick auf diese Dynamik dringend erforderlich.

GANG et al. (1998) ziehen aus ihren Ergebnissen den Schluf3, dass es neben der Ernte andere
Zeitpunkte der Pathogenese geben konnte, zu denen eine engere Korrelation zwischen den
Parametern DON-Gehalt und Aggressivitit besteht, also DON eine wichtigere Rolle spielt.

Ergebnisse hierzu sind allerdings nicht bekannt.

Die Fahigkeit von Pflanzen, DON zu metabolisieren wurde in der Literatur mehrfach be-
schrieben (MILLER UND ARNISON 1986, SCHUSTER 1988, YAO et al. 1996). Daher erschien es
sinnvoll, den Verlauf der Pathogenese und des DON-Gehalts auch an Pflanzen verschiedener

Resistenz gegen Fusarium zu untersuchen.



6 Einleitung

In dieser Arbeit wurden folgende sich daraus ergebende Fragestellungen bearbeitet:

- Wie miisste ein HPLC-Gradient zur Trennung moglichst vieler Mykotoxine beschaffen

sein?

Es ist eine leistungsfihige HPLC-Methode zu etablieren, mit der ein moglichst breites Spekt-
rum an Mykotoxinen (Typ-B Trichothecene und ZON) in einem Messlauf analysiert werden

kann.
- Wie korrelieren die Toxinbildung in vitro und die Aggressivitét in einem Keimlingstest?

Das Toxinbildungs-Potential einer groeren Anzahl F. graminearum-Isolate ist in vitro unter
Beriicksichtigung der Trichothecene vom B-Typ und ZON zu untersuchen. Die Aggressivitét
dieser Isolate sollte in einem moglichst einfachen und zugleich naturnahen Biotest quantifi-
ziert und mit dem Toxinbildungs-Potential korreliert werden. Nur wenn auch bei Berticksich-
tigung aller bekannten wichtigeren Mykotoxine keine Korrelation gefunden werden sollte,
kann mit hoher Wahrscheinlichkeit von einem methodischen Problem der mangelden Uber-

tragbarkeit auf die in vivo-Verhéltnisse ausgegangen werden.

- Bestehen Korrelationen zwischen dem DON-Gehalt und dem Befall (Ahren-Inokulationen)

und ergeben sich Hinweise auf weitere die Aggressivitit beeinflussende Faktoren?

- Zwischen welchen Parametern des DON-Gehalts, Befalls und Ertrags (Ahren-

Inokulationen) bestehen die engsten Korrelationen?

Fir mehrere F. graminearum-Isolate unterschiedlicher Aggressivitit sollten Ahren-
Inokulationen unter kontrollierten Bedingungen durchgefiihrt werden, um den Einfluf} der in
Feldversuchen komplexen Umweltfaktoren zu minimieren und klare Antworten zu erhalten,
welche Korrelationen zwischen den Parametern bzw. Parameter-Gruppen DON-Gehalt, Befall
und Ertrag bestehen. So sollte auch in vivo die mogliche Rolle von DON als Aggressivitéts-
faktor untersucht werden und zugleich die Ubertragbarkeit der Ergebnisse der in vitro-

Untersuchungen auf die in vivo-Verhéltnisse getestet werden.

- Besteht ein Zusammenhang zwischen der zeitlichen Entwicklung des DON-Gehalts und der

Aggressivitit eines Isolats?

- Gibt es zu einem Zeitpunkt der Pathogenese eine besonders enge Korrelation zwischen

DON-Gehalt und Aggressivitét?
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Die Entwicklung des DON-Gehalts und des Befalls soll in einer kiinstlichen Ahren-
Inokulation erstmals fiir verschiedene F. graminearum-Isolate untersucht werden. Besonderes
Interesse gilt der Frage, ob sich aggressivere Isolate in ihrer Dynamik des DON-Gehalts von
der anderer Isolate unterscheiden. Weiterhin ist zu kldren, ob die Korrelation zwischen DON-
Gehalt und Aggressivitit zu bestimmten Kardinalpunkten der Pathogenese besonders deutlich
ist und so fiir folgende Arbeiten ein bestimmter Zeitpunkt der Probenahme zu empfehlen wi-

re.

- Ergeben sich unter Verwendung resistenter Sorten hinsichtlich Pathogenese und DON-

Gehalt vergleichbare Ergebnisse?

In einem weiterfithrenden Versuch soll getestet werden, inwieweit Ahnlichkeit zwischen den
Ergebnissen fiir Fusarium-Isolate verschiedener Aggressivitdt und Weizensorten verschiede-
ner Resistenz besteht. Dies gilt sowohl fiir den Verlauf, als auch die Unterschiede zwischen
den Sorten. Besonders interessant wéren hier Hinweise auf einen DON-Metabolismus durch

resistentere Weizensorten.
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2. Material und Methoden
2.1 Pflanzenmaterial
2.1.1 Saatgut, Substrat und Diinger

Beim verwendeten Saatgut handelte es sich um nicht gebeiztes Versuchssaatgut, das direkt
vom jeweiligen Ziichter bezogen wurde. In den meisten Versuchen wurde die kurzstrohige
Sommerweizen-Sorte "Picolo” verwendet, in einem Versuch die begrannte stidamerikanische
Sommerweizen-Sorte “Frontana” und in der Wirtspassage die Winterweizensorte ”Renan”.
Picolo weist eine mittlere Anfilligkeit gegen Ahrenfusariosen auf, Frontana gilt als resistent
(MILLER UND ARNISON 1986) und Renan ist gering anfillig (genauere Angaben zu den Sorten
siche Anhang A.6). Wo nicht anders erwédhnt, wurden die Pflanzen in Einheitserde (ED 73,
sieche Anhang A.3) angezogen. Zum Diingen wurde der Fliissigdiinger Wuxal-Super verwen-

det (N-P-K 8-8-6, Schering AG, siche Anhang A.3).

2.1.2 Oberflachensterilisation

Vor der Aussaat wurden die Karyopsen einer Oberflachensterilisation unterzogen, um eine

Beeintrachtigung durch der Karyopse anhaftende Saprophyten oder Pathogene zu vermeiden.

2.1.2.1 Oberfliachensterilisation zur Anzucht

Die Koérner wurden fiir 30 Min. auf dem Magnetriihrer in einer Natriumhypochlorit-Lésung
(Chlorbleichlauge, 0,2 % aktives Chlor, 0,05 % Tween 80) sterilisiert, anschlieBend erst fiir
15 Sekunden in 70% Ethanol und dann viermal in sterilem dest. Wasser gespiilt. Nach einer
kurzen Trocknungsphase erfolgte die Aussaat. Mit dieser Methode konnte die Keimzahl bei

gleichzeitiger Erhaltung einer sehr guten Keimungsrate (90 - 100 %) reduziert werden.

2.1.2.2 Oberflichensterilisation fiir sterile Arbeitsmethoden

Bei axenischen oder monoxenischen Arbeitsmethoden wie beispielsweise der Wirtspassage
wurde eine radikalere Methode zur Oberfldchensterilisation verwendet, bei der eine deutlich
hohere Reduktion der Keimzahl zulasten der Keimungsrate (70 - 80 %) erzielt wurde. Zusétz-
lich zu dem unter 2.1.2.1 beschriebenen Verfahren wurden zwei weitere Schritte vorausge-

schaltet. Die Korner wurden fiir 10 Min. auf dem Magnetriihrer in vergélltem Ethanol (70 %,
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0,05 % Tween) sterilisiert, anschlieBend fiir 15 Min. auf dem Magnetriihrer in sterilem dest.

Wasser gespiilt. Nun folgte das unter 2.1.2.1 beschriebene Verfahren.

2.1.2.3 Oberflichensterilisation zur Reisolation bei der Wirtspassage

Bei diesem vergleichsweise schonendem Verfahren sollte in jedem Fall vermieden werden,
dass der im Wirt wachsende zur Isolation vorgesehene Erreger geschddigt wurde. Die Pflan-
zenteile wurden fiir nur 10 Min. auf dem Magnetriihrer in einer Natriumhypochlorit-Losung
(Chlorbleichlauge, 0,2 % aktives Chlor, 0,03 % Tween 80) sterilisiert, anschlieBend kurz mit

sterilem dest. Wasser gespiilt.

2.2 Pilzmaterial und Standard-Inkubation

Die Fusarium-Isolate wurden von verschiedenen Arbeitsgruppen auf Agar bezogen oder sel-
ber isoliert (Anhang A.6). Bei den Eigenisolaten erfolgte die taxonomische Einordnung mor-
phologisch mit Hilfe der Literatur von BOOTH (1971) und GERLACH UND NIRENBERG (1982).
AuBer den Isolaten 44, 45 und 46 (allgemein Sektion Discolor) wurden alle Isolate von den
Bezugsquellen als F. gramninearum deklariert. Diese Einordnung wurde mit PCR-Technik

tiberpriift (2.4).

Insgesamt wurden 54 Fusarium-Isolate verwendet (Tab. 2.1). In den meisten Versuchen wur-
de mit vier Einsporisolaten mit Wirtspassage gearbeitet, die zu Beginn der Arbeiten aus den
wenigen schon zu diesem Zeitpunkt zur Verfiigung stehenden Isolaten willkiirlich ausgewéhlt

worden waren (Isolate 34 bis 37).

Isolate, mit denen eine Wirtspassage durchgefiihrt worden war, wurden in dieser Tabelle mit

dem Zusatz "WP” versehen.

Falls nicht anders erwéhnt, wurden fiir die mykologischen Arbeiten Standard-Petrischalen (92
x 16 mm) verwendet und die Inkubation beimpfter Agar-Platten wurde im Brutraum (dunkel)
bei etwa 23 °C vorgenommen. Die Petrischalen wurden mit Laborfilm verschlossen (Para-

film) (siche Anhang A .4).
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Tabelle 2.1: Herkunft der verwendeten Isolate.

Nr. Wirt Ort isoliert am | Bemerkungen

L8hbWP (34) Mais, Stingel Niederbayern 96 oder 97 | wie 30, aber mit Wirtspassage

L10eWP (35) Mais, Stangel Niederbayern 96 oder 97 | wie 31, aber mit Wirtspassage

4527bWP (36) | Mais unbekannt 85 oder 86 | wie 32, aber mit Wirtspassage

G2.2aWP2 (37) |Miscanthus, Triebgrund | Forchheim 3/94 wie 33, aber mit Wirtspassage

1 bis 13 Weizen, Korn Frontenhausen 99 -

14 bis 16 Weizen, Korn Selm-Born 99 -

17 bis 19 Weizen, Korn Schwartbuck 99 -

20 bis 29 Weizen, Korn Dornburg/Steudnitz | 99 -

30 Mais, Sténgel Niederbayern 96 oder 97 | Einsporisolat

31 Mais, Stingel Niederbayern 96 oder 97 | Einsporisolat

32 Mais unbekannt 85 oder 86 | Einsporisolat

33 Miscanthus, Triebgrund | Forchheim 3/94 Einsporisolat

38 unbekannt Niederbayern 85 oder 86 | Einsporisolat

39 Weizen/Blattscheide Mering 92 Einsporisolat

40 Mais unbekannt 85 oder 86 |-

41 Weizen, Ahre Tasdorf 7/98 -

42 Weizen (Bandit), Ahre Wolfenbiittel 7/98 Einsporisolat von gleicher
Ahre wie 43 ?

43 Weizen (Bandit), Ahre Wolfenbiittel 7/98 -

44 Gerste, Halmbasis unbekannt 1/99 -

45 Gerste, Halmbasis unbekannt 1/99 -

46 Gerste, Halmbasis unbekannt 1/99 -

47 unbekannt Jugoslawien unbekannt | 1/00 erhalten

48 unbekannt Jugoslawien unbekannt | 1/00 erhalten

49 Mais unbekannt 85 oder 86 | weitere Informationen siche
Anhang A.6

50 Mais unbekannt 85 oder 86 |s.o.

51 unbekannt unbekannt unbekannt |s. o.

52 unbekannt unbekannt unbekannt | s. o.

53 unbekannt unbekannt unbekannt |s. o.

54 unbekannt unbekannt unbekannt | s. o.
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2.3 Mykologische Methoden
2.3.1 Niahrmedien und Substrate

Alle Ndhrmedien und Substrate wurden autoklaviert (mindestens 15 Min., 121 °C, 1000 hPa
Uberdruck). War eine mikroskopische Beobachtung auf den Agar-Platten beabsichtigt, so
wurde Agar der Qualitidtsstufe “hochrein” verwendet. Folgende Nahrmedien und Substrate

wurden verwendet (ndhere Angaben im Anhang A.3):
SNA/SN-Boullion (verindert nach NIRENBERG 1976):

Bei SNA handelt es sich um ein sehr ndhrstoffarmes, fast farbloses Medium, auf dem Fusari-
um nur langsam wéchst. Er fordert die Sporulation und die Ausbildung typischer morphologi-

scher Strukturen.

Der pH-Wert des SNA lag vor dem Autoklavieren bei 5,0-5,2.

Die Fliissigkultur (SN-Boullion) entsprach SNA ohne Agar-Anteil.
PDA/PDB:

Bei PDA (potato dextrose agar) handelt es sich um ein ndhrstoffreiches Medium, auf dem

reichlich Luftmyzel und charakteristische Pigmente gebildet werden.
Der pH-Wert des PDA lag vor dem Autoklavieren bei 5,6-5,7.

Die Flissigkultur (PDB) entsprach PDA ohne Agar-Anteil.
Wasseragar:

Wasseragar (mit 0,1 mmol/l CaSO4) wurde immer dann verwendet, wenn nur ein sehr kurzes

Wachstum der Pilze vorgesehen war oder er als steriles Saatbett fiir Weizenkorner diente.
Substrat fiir die in vitro Toxinproduktion:

Fiir die Versuche zur Toxinproduktion in vitro wurde geschélter, geschroteter Reis verwen-

det.

2.3.2 Bestimmung der Sporendichte

Zur Bestimmung der Sporendichte von Fusarium oder etwaigen Kontaminanten wurde eine
Fuchs-Rosenthal Zihlkammer (”Assistent”, Tiefe: 0,2 mm) verwendet. Es wurde der Mittel-

wert aus vier Zdhlungen verwendet.
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Bei einer Sporendichte unter 100.000/ml wurden von dem Gesamtzéhlfeld fiinf mittelgrof3e
Felder (Kantenldnge 1 mm) ausgezéhlt (die vier Felder entlang der Hauptdiagonalen und ein

separat liegendes). Die Gesamtzahl ergab in diesem Fall direkt die Sporenzahl pro ml.

Bei einer Sporendichte tiber 100.000/ml wurden von dem Gesamtzdhlfeld (Kantenlédnge 4
mm) nur 25 Kleinfelder (Kantenldnge 0,2 mm) ausgezéhlt, und zwar jeweils fiinf Kleinfelder
in jedem der oben erwihnten fiinf mittelgroen Felder. Eine Multiplikation mit 3200 ergab

die Sporenanzahl pro ml.

Da die Sporendichten nach dem Verdiinnen auf den gewiinschten Wert nicht erneut ausge-
zahlt wurden, wurde die Zuverldssigkeit dieser Methode getestet. Bei einem Sollwert von
500000 Sporen/ml ergaben 14 unabhidngige Zihlungen einen Mittelwert von 507000 Spo-
ren/ml. Alle Ergebnisse lagen zwischen 400000 und 600000 Sporen/ml. Der Variationskoef-
fizient betrug 9,8 %.

2.3.3 Kryokonservierung

Um eine konstante Qualitdt der Pilz-Kulturen zu gewéhrleisten, wurden Sporensuspensionen
der jeweiligen Isolate kryokonserviert. Bei Verknappung des Vorrats wurden diese Isolate

dann nach einem notwendigen Vermehrungsschritt erneut kryokonserviert.

Zur Konservierung wurden bewachsene SNA-Platten mit guter Sporulation mit jeweils 10 ml
steriler Magermilchlosung (10 %, sieche Anhang A.1) abgeschwemmt. Jeweils 1,5 ml der Sus-
pension wurden dann in die Kryordhrchen (Nalgene; Sarstedt) pipettiert. Diese wurden dann
mit Hilfe des Kryogerits (Nicool LM10, Air Liquide, France) tiber fliissigem Stickstoff scho-

nend eingefroren und bis zum Gebrauch bei - 70 °C gelagert.

2.3.4 Herstellung von Einsporisolaten

Von den vier Haupt-Isolaten und einigen weiteren wurden Einsporisolate hergestellt. Die
Einsporisolate sollten moglichst homogenes Pilz-Material und eine sichere taxonomische

Einordnung gewéhrleisten.

Eine verdiinnte Sporensuspension des gewiinschten Isolats (Sporulation auf SNA) wurde her-
gestellt und mit einer Impfose auf einer SNA-Platte ausgestrichen. Nach kurzer Inkubation

wurden gekeimte Sporen einzeln ausgestochen (Korkbohrer) und die Agar-Stiickchen revers
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auf eine frische SNA-Platte gelegt. Nach 20 Stunden wurden die Platten erneut auf Kontami-
nationen oder weitere Sporen gepriift. So wurden von jedem Isolat etwa fiinf Einsporisolate
hergestellt. Zwei dieser Isolate wurden durch Uberimpfen auf SNA-Platten weitervermehrt
und dann bei ausreichender Sporulation kryokonserviert, wihrend die anderen Einsporisolate

eines Isolats als SNA-Platten als Reserve bei 4 °C im Brutraum gelagert wurden.

2.3.5 Wirtspassage

Da die verschiedenen Isolate schon unterschiedlich lange im Labor gehalten worden waren
und sich auch in der Herkunft unterschieden, wurden wenigstens die Isolate einer Wirtspassa-

ge unterzogen, mit denen hauptsichlich gearbeitet werden sollte.

Oberflachensterilisierte Weizenkorner (Sorte Renan) wurden auf Wasser-Agar (WA8C) in
Petrischalen (etwa fiinf Korner pro Schale) ausgesit und keimten im Dunkeln (23 °C). Am

selben Tag erfolgte das Animpfen von PDA-Platten mit den entsprechenden Isolaten.

Nach drei bis vier Tagen wurden die gekeimten Korner, die makroskopisch unkontaminiert
waren, in sterile Plastikschalen (500 ml, mit etwa 50 ml WAS8C gefiillt) vereinzelt und weiter

im Dunkeln bei 23 °C gehalten.

Nach weiteren drei bis vier Tagen (sieben Tage nach Aussaat) wurden die Keimlinge noch-
mals auf Kontaminanten tiberpriift und mit F. gramninearum inokuliert. Als Inokulum diente
das entsprechende auf PDA gewachsene Isolat (Alter: sieben Tage). Hierzu wurde ein be-
wachsenes Agar-Scheibchen (ca. 8§ mm Durchmesser) mit Korkbohrer ausgestochen und di-
rekt an der Sprossbasis der Pflanze plaziert. Pro Fusarium-Isolat wurden mindestens vier

Keimlige inokuliert.

Nach etwa sieben Tagen wurde der Erreger reisoliert. Die befallene Stingelbasis wurde mit
einem sterilen Skalpell abgetrennt, gemeinsam mit den anderen Wiederholungen desselben
Isolats oberfldchen-sterilisiert (2.1.2.3) und jedes Stiick auf einer SNA-Platte ausgelegt. Die

Inkubation erfolgte wiederum im Dunkeln bei 23 °C.

Nach weiteren sieben Tagen (bei Isolat 33/37 erst nach fiinf Wochen) wurde nach mikrosko-
pischer Kontrolle eines der Re-Isolate ausgewéhlt, zur Vermehrung auf mehrere SNA-Platten
iiberimpft und diese Platten weiter inkubiert. Das Isolat wurde dann nach zwei bis vier Wo-

chen kryokonserviert.
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2.4 Taxonomische Einordnung mittels PCR

Da besonders bei der Gattung Fusarium eine taxonomische Einordnung aufgrund morpholo-
gischer Kriterien alleine auch von langjéhrigen Experten nicht zweifelsfrei moglich ist, wurde
in Ergénzung eine bereits im Institut etablierte Methode zur molekularbiologischen Charakte-
risierung der Isolate durchgefiihrt. Die genomische DNA der Isolate wurde einer PCR unter-
zogen, in der pathogenspezifische Primer verwendet wurden. Nur wenn DNA des entspre-
chenden Pathogens vorlag, wurde DNA amplifiziert und kam es zu einem Signal auf Hohe

der Kontrollbande im Agarose-Gel.

2.4.1 Anzucht des Pilzmaterials

Das Pilzmaterial zur Gewinnung der DNA wurde in Fliissigkultur angezogen. Hierzu wurden
50 ml PDB in 200 ml-Erlenmeykolben autoklaviert und pro Isolat 2 Kolben mit je 500 ul kry-
okonservierter Sporensuspension beimpft. Die Inkubation erfolgte bei 23 °C im Dunkeln auf
einem Schiittler (Edmund Biihler, SM 25 Swip) mit ca. 40 rpm. Nach 5-8 Tagen wurde je
Isolat ein Aliquot Myzel entnommen und davon 200 mg Frischmasse in 2,0 ml Reaktionsge-
faBen eingewogen, mit fliissigem Stickstoff schockgefroren, mit einer Spatelspitze Quarzsand

versetzt und bis zur weiteren Verarbeitung tiber fliissigem Stickstoff gelagert.

2.4.2 Isolierung von genomischer DNA

Die Isolierung der DNA erfolgte mit dem DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen). Ein Teil der Isola-
te wurde aus finanziellen Griinden mit dem kostengiinstigeren E.Z.N.A (Fungal DNA Mini

Kit, peQLab) bearbeitet.

2.4.2.1 DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) (Isolate 1-5, 37-54)

Nach kurzem Antauen und Zugabe von Puffer wurde das Material mit Hilfe eines Homogeni-
sators zerkleinert (Heidolph RZR 2020, Teflon-Stab, hochste Drehzahl) und fiir 10 Min. bei
65 °C inkubiert. Auf einen RNAse-Verdau wurde verzichtet, da er fiir die Fragestellung nicht
relevant war und so Kosten gespart werden konnten. Die Proben wurden fiir 5 Min. auf Eis
inkubiert, zentrifugiert (20800 x g, 5 Min.) und der klare Uberstand abpipettiert. Wegen star-

ker Triibung musste dieser Schritt zweimal wiederholt werden, bis der Uberstand klar war.



Material und Methoden 15

Dann wurde ein Aliquot des Uberstands auf die Sdule (mini column) gegeben, und die DNA
an die Sdule gebunden. Die Sdule wurde zweimal gewaschen, kurz getrocknet, mit Eluti-
onspuffer (65 °C) fiir 5 Min. inkubiert und anschlieBend die DNA zweimal eluiert. Die DNA
wurde vorerst bei 4 °C und spiéter bei -20 °C gelagert.

2.4.2.2 E.Z.N.A (Fungal DNA Mini Kit, peQLab) (Isolate 6-29, 34-36)

Generell entsprach das Verfahren dem unter 2.4.2.1 beschriebenen. Es folgte Kurzprotokoll
(Handbuch). Der einzige prinzipielle Unterschied bestand darin, dass vor der 10 miniitigen

Inkubation bei 65 °C zu jedem Ansatz 10 ul Mercaptoethanol gegeben wurden.
2.4.3 PCR (polymerase chain reaction)
2.4.3.1 Ansetzen des Reaktionsgemisches

Hierbei wurde aus den einzelnen Komponenten ein Mastermix angesetzt (Tab. 2.2

Tabelle 2.2: Pipettierschema fiir die Reaktionsansiitze der PCR.

Hersteller ul je Ansatz
Reinstwasser Millipore 35,05
Reaktionspuffer (10fach konz.) | Promega 5,00
MgCl, (25 mM) Promega 3,00
dNTPs (10 mM) Promega 0,25
Primer forward (10 uM) MWG Biotech | 0,75
Primer reverse (10 uM) MWG Biotech | 0,75
Taq-Polymerase (5 U/ul) Promega 0,20
Summe Mastermix 45,00
Ziel-DNA 5,00
Summe Ansatz 50,00
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Hiervon wurden dann entsprechende Aliquots (45 pl) in die einzelnen Reaktionskammern

pipettiert und durch Zugabe der jeweiligen DNA komplettiert.

2.4.3.2 Die PCR-Inkubation

Die PCR wurde mit einem Thermo-Cycler (MWG Biotech Primus 96 plus) in 96 well PCR-
plates durchgefiihrt. In Abhidngigkeit vom jeweiligen primer wurden verschiedenen Pro-

gramme gewdhlt (siehe Tab. 2.3 und Anhang A.7).

Tabelle 2.3: Primer und PCR-Produkte (weitere Angaben im Anhang A.7).

Primer Spezifitit fiir Produkt-GroBe (bp)

Fg-11f/r | F. graminearum 300

Fc-351/r F. culmorum 472
Faf/r F. avenaceum 920
Fp-82fr | F. poae 250

Nach Beendigung der Reaktion wurde zu den 50 pl PCR-Produkt 10 ul Farbstoff (Dye-
Stammlosung aus Orange G und Bromphenolblau, siche Anhang A.2) gegeben und die PCR-
Produkte bei -20 °C gelagert.

2.4.4 Elektrophorese

Durch Agarose-Gel-Elektrophorese wurde zum einen der Ertrag der DNA-Isolierung kontrol-
liert, zum anderen die Retention der durch die PCR amplifizierten DNA-Fragmente mit der

der jeweiligen Kontrolle verglichen.

Die Elektrophorese erfolgte in mit TAE-Puffer gefiillten Gelkammern (BIO-RAD) mit Gelen
verschiedener Dimensionen je nach Anwendung und Probenzahl (7x6 cm, 10x6 cm, 10x15
cm, 15x15 cm) bei einer Spannung von etwa 5 V/cm fiir 60-90 Min. (Netzgerdt BIO-RAD
Power Pack 300).
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Bei grolen Gelen (15 cm Lénge) wurden nach etwa 45 Min. nochmals 20 pl der Ethidi-
umbromid-Stammlésung (10 mg/ml) in die Anoden-Gelkammer gegeben, um ein Ausblei-

chen der DNA-Banden am unteren Ende des Gels zu verhindern.

2.4.4.1 DNA-Gele

Fiir die Uberpriifung des DNA-Ertrags der Isolierung wurden in der Elektrophorese 10 ul der
DNA-Lo6sung eingesetzt. Als Standard dienten 50 ng lambda-DNA (5 pl der Stamml6sung
(10ng/ul), Anhang A.2).

DNA-Gel: - 100 ml TAE-Puffer
-lg Agarose

-5ul Ethidium-Bromid-Stammlésung (10 mg/ml)

2.4.4.2 PCR-Gele

Um die Retentionszeiten der PCR-Produkte mit denen der Standards zu vergleichen, wurden
20 pl des PCR-Produktes auf das Gel aufgetragen. Als Groenmarker dienten 5 pl der 100 bp
ladder 3k (entpricht 417 ng DNA, sieche Anhang A.2). Als Standards dienten die PCR-
Produkte folgender Kontroll-Isolate (Tab. 2.4; Herkunft siche Anhang A.6):

Tabelle 2.4: Kontroll-Isolate fiir die PCR.

Bezeichnung Fusarium-Art Bezeichnung Fusarium-Art
G.2.1 F. graminearum G6.1 F. tricinctum
L5/97 F. culmorum G7.1 F. sambucinum
G3.1 F. avenaceum G8.1 F. flocciferum
G4.1 F. poae G9.1 F. anthophilum
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PCR-Gel: - 100 ml TAE-Puffer
-15¢g Agarose
-5l Ethidium-Bromid-Stamml6sung (10 mg/ml)

2.4.5 Gel-Dokumentation

Direkt nach Beendigung der Elektrophorese wurden die Gele auf einen UV-Leuchttisch (Ap-
pligene oncor Transilluminator Model M 20) ausgelegt und fotografiert. Diese Bilder wurden
mit Hilfe eines Computer-gestiitzten Auswertungssystems (Appligene oncor) archiviert (als

TIF-Datei).

2.5 In vitro-Toxinbildung

Zur in vitro-Toxinbildung von Fusarium auf geschrotetem Reis wurden zwei Versuche durch-
gefiihrt. Im ersten wurde der Verlauf der Toxinbildung von vier bekannten Fusarium grami-
nearum-Isolaten untersucht, im zweiten Versuch wurde ein Screening der Toxinbildung von

allen verwendeten Fusarium-Isolaten durchgefiihrt.

2.5.1 Versuch zum Verlauf der Toxinbildung
2.5.1.1 Vorbereitung des Substrats

2,25 kg Reis wurden in einem Trockenschrank (memmert U 40) getrocknet (fiir 3 Tage bei 60
°C (beliiftet) und fiir 3 Stunden bei 105 °C (unbeliiftet)) und zum Schroten (La moulinette,
type D 56, Moulinex, fiir 5 Sekunde bei voller Drehzahl) portionsweise entnommen (100 g-
200 g).

Je 10 g Reis wurden nun in 50 ml-Falcon-Rohrchen eingewogen und mit 6,67 ml dest. Wasser
pro Rohrchen auf 40 % Feuchte eingestellt. Durch Anschrigen mit einem Spatel wurde die
Oberflache des Substrats vergroBert. Die Rohrchen wurden mit Alufolie verschlossen und an
zwei aufeinander folgenden Tagen zweimal autoklaviert (20 Min., 121 °C, 1000 hPa Uber-
druck, Webeco).
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2.5.1.2 Vorbereitung des Inokulums

Zum Beimpfen der Rohrchen wurden die kryokonservierten Sporensuspensionen verwendet
(2.3.3). Die Suspensionen folgender 4 Isolate wurden auf 20000 Sporen/ml verdiinnt: Isolat

34, 35,36 und 37.

2.5.1.3 Inkubation und Probennahme

Die Rohrchen wurden mit 100 pl der jeweiligen Sporensuspension beimpft (2000 Spo-
ren/Rohrchen) und die Kontrollen mit 100 pl autoklavierter Magermilchlosung versetzt. Die
Kontroll-Ansédtze wurden erstens benétigt, um eine eventuelle Kontamination des Reis mit
Mykotoxinen festzustellen und zweitens, um das Ergebnis um matrixinterne Stoérpeaks zu
korrigieren. Zusitzlich zur Alufolie wurden die Rohrchen mit Laborfilm (Parafilm) verschlos-
sen, um ein Austrocknen tiber die teils lange Inkubation zu verhindern. Die Inkubation erfolg-

te in einem Brutschrank (Ehret Nr. 3155) im Dunkeln bei 27 - 28 °C.

Die Probenahme erfolgte zu 9 verschiedenen Zeitpunkten nach Inkubationsbeginn (3, 6, 10,
14, 21, 27, 35, 44 und 56 dpi). Ein Probentag umfasste je drei Parallelansétze der vier Isolate
und eine Kontrolle. Die Proben wurden unmittelbar nach der Entnahme eingefroren, gefrier-

getrocknet und wie unter 2.8 beschrieben direkt weiter bearbeitet.

Hierbei zeigte Isolat 36 etwas andere Extraktionseigenschaften als die drei iibrigen Isolate. In
der Quellbarkeit entsprachen diese Proben eher der Kontrolle als den Proben der drei tibrigen

Isolate.

2.5.2 Screening-Test der Toxinbildung
2.5.2.1 Vorbereitung des Substrats

3,5 kg Reis wurden bereitgestellt und an mehreren Aliquots (zehnmal 100 g) der Wasseranteil
durch Trocknung bestimmt (memmert U 40; fiir 3 Tage bei 60 °C (beliiftet) und fiir 3 Stunden
bei 105 °C (unbeliiftet)). Der Wassergehalt betrug 8,6 %. Daraus ergab sich, dass bei einem
gewiinschten Wassergehalt von 40 % und 10 g Trockenmasse genau 10,9 g Reis eingewogen
und mit 5,73 ml dest. Wasser versetzt werden mussten. Alle weiteren Arbeitsschritte erfolgten

wie unter 2.5.1.1 beschrieben.
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2.5.2.2 Vorbereitung des Inokulums

In diesem Versuch wurden alle in Tab. 2.1 genannten Fusarium-Isolate untersucht. Hierzu
wurden PDA-Platten beimpft. Da noch nicht alle der Isolate zu diesem Zeitpunkt kryokonser-
viert waren, musste bei einigen Isolaten zum Beimpfen der PDA-Platten auf alte Agar-Platten
oder Schrigagar-Rohrchen zuriickgegriffen werden. Da bei einigen der Isolate Kontaminatio-
nen vorlagen, wurden dort zur Dekontamination ein oder mehrere zusétzliche Subkultivie-
rungs-Schritte eingeschoben. Zur Zeit des Versuchsbeginns betrug das Alter der Kolonien auf

den PDA-Platten 7 (3) bis 10 Tage.

2.5.2.3 Inkubation und Versuchsende

In jedes Rohrchen wurde zum Animpfen ein aus der Inokulum-Platte (PDA) ausgestochenes
Agar-Scheibchen (Korkbohrer, 10 mm) gelegt. Die Rohrchen wurden nun wieder mit Alufolie
verschlossen und zusétzlich mit Laborfilm (Parafilm). In die Kontroll-Anséitze wurde ein un-

bewachsenes PDA-Scheibchen gelegt.

Pro Isolat wurden drei R6hrchen beimpft. Zwei davon waren als die spiter auszuwertenden
Proben vorgesehen (moglichst gleichméBige Verteilung des Reis; grofle Oberflache). Das
dritte Rohrchen, bei dem die Oberflachenvergroerung des Substrats meist durch ein Abbro-
ckeln wihrend des Autoklavierens verlorengegangen war, war urspriinglich nur als Reserve

gedacht, wurde dann aber als gleichwertige dritte Parallele behandelt.

Die Inkubation erfolgte ebenfalls in einem Brutschrank (Ehret Nr 3155) im Dunkeln bei 28 -
29 °C.

Der Versuch wurde nach 21 Tagen beendet. Alle R6hrchen wurden entnommen, kurz einge-
froren, gefriergetrocknet (wegen der grofBen Menge fiir 96 Stunden statt 48 Stunden), und bis

zur weiteren Bearbeitung im Exsikkator gelagert (2.8).

Die ersten beiden Parallelen aller Isolate (s.0.) wurden innerhalb von drei Wochen bearbeitet,

die dritte Parallele erst nach etwa 6 Monaten Lagerung im Exsikkator (Anhang A.8).

2.6 Aggressivititstest

Parallel zum Toxinbildungsvermogen wurde die Aggressivitit aller 54 vorhandenen Fusari-

um-Isolate (Tab. 2.1) getestet, um auf einen moglichen Zusammenhang zwischen diesen bei-
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den Eigenschaften schlieBen zu konnen. Hierzu wurde ein Biotest etabliert, der am Ende einer
mehrmonatigen Entwicklungsphase stand, in der mehrere andere Testverfahren aufgrund feh-
lendem Infektionserfolg, schlechter Auflosung oder mangelnder Reproduzierbarkeit hatten

verworfen werden miissen.

In diesem Biotest wurden junge Weizen-Pflanzen an einer kiinstlichen Verwundung an der

Sprossbasis inokuliert und die Befalls-Symptome der Pflanzen nach sieben Tagen bonitiert.

Pro Versuch wurden vier Isolate parallel getestet, wobei fiir jedes der Isolate vier Parallelen
angelegt wurden. Zusammen mit der Kontrolle bestand ein Versuch also aus 20 Topfen mit je
maximal 25 Pflanzen. Fiir jedes der Fusarium-Isolate wurde dieser Versuch zweimal durch-
gefiihrt. Der Einsatz einer nicht inokulierten Kontrolle sollte ein Abschitzen eventuell auftre-
tender StorgroBen ermoglichen (Sekundar-Infektion durch die Isolate benachbarter Topfe

oder andere Pathogene, versuchsbedingte Einfliisse).

2.6.1 Anzucht der Pflanzen

Das Saatgut (SW Picolo) wurde oberfldachensterilisiert (2.1.2.1) und in eckige Pflanztépfe (9
cm Kantenlidnge) zu 25 Kornern pro Topf ausgesét (im 5 x 5-Schema). Die Keimlinge wurden
bis zum Versuchsbeginn nach sieben Tagen im Pflanzenwuchsschrank (Heraeus/Voétsch HPS
400) (20/13 °C; 14/10h) auf Kunststoff-Tabletts (40 cm x 60 cm) angezogen und nach Bedarf
gegossen. Um eine einheitliche Bestrahlung zu gewéhrleisten (seitlicher Lichteinfall), wurden
die Topfe nur in einer Reihe pro Regal aufgestellt. Die mittlere Bestrahlungsstirke (PAR,
photosynthetisch aktive Strahlung) betrug bei neuen Leuchtmitteln 150 pmmolm™s™ (siche

Anhang A.5) .

Vor der Inokulation wurden die deformierten oder zu kleinen Keimlinge (erstes Laubblatt
zum groflen Teil noch nicht entwickelt) entfernt und die verbleibenden Pflanzen ein wenig

gegossen.

2.6.2 Vorbereitung des Inokulums

Pro Agar-Platte wurden 100 pl der kryokonservierten Sporensuspension (2.3.3) auf 12 SNA-
Platten je Isolat gegeben und mit einem Drigalski-Spatel ausplattiert. Nach sechs bis acht

Wochen Inkubation wurden die Platten zur Gewinnung des Inokulums genutzt.
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2.6.3 Inokulation und Inkubation bis zur Bonitur

Sieben Tage nach der Aussaat erfolgte die Inokulation. Hierzu wurde ein Holz-Zahnstocher
(Fackelmann) in eine definierte Sporensuspension getaucht und der Keimling damit an der
Sprossbasis kiinstlich verletzt. Die folgenden Schritte wurden nacheinander fiir jedes Isolat

beginnend mit der Kontrolle durchgefiihrt.

Herstellung der Sporensuspension: Pro Isolat wurden drei oder bei Bedarf mehr SNA-
Platten mit je 3 ml Leitungswasser abgeschwemmt bzw. abgestrichen (Einweg-Riihrstab, Sar-
stedt). Bei geringer Sporendichte wurden die 3 ml Suspension von der ersten Platte auf die

folgenden gegeben, um einen Verdiinnungseffekt zu vermeiden.

Einstellung der Sporendichte: Die Sporendichte wurde ausgezéhlt und mit Leitungswasser
auf 500.000 Sporen/ml eingestellt (2.3.2). Das Endvolumen sollte etwa 10 ml betragen. Sollte
diese Sporendichte bei einem der Isolate nicht erreicht worden sein, so wurde dieser niedrige-
re Wert notiert und bei diesem Isolat mit dieser Suspension geringerer Dichte inokuliert (An-

hang A.10).

Inokulation: Der Zahnstocher wurde mit dem spitzeren Ende kurz in die Sporensupension
getaucht (Kontrolle: Leitungswasser). Der erste Keimling wurde nun knapp 1 cm tiiber der
Erdoberfliche angestochen, wobei der Spross durch den Zeigefinger der anderen Hand ge-
stiitzt wurde. Der Spross wurde vollstindig und moglichst mittig durchstochen. Vor jedem
Einstich wurde der Zahnstocher neu in die Sporensuspension getaucht. Waren alle Keimlinge
eines Topfes inokuliert, wurde der Topf mit Etikett markiert, eine Klarsichttiite (PP) {iber den
Topf gestiilpt und der Topf in den Pflanzenwuchsschrank (HPS 400) gestellt. Hierbei wurde
ein Stellschema (siche Anhang A.9) beriicksichtigt, das moglichst gleiche Bestrahlung ge-
wihrleisten sollte. Diese Maflnahme war notwendig, da die Bestrahlungsstirke in der Mitte
des Regals hoher als am Rand war. Fiir jeden Topf wurde ein neuer Zahnstocher verwendet.

Waren alle 4 Topfe eines Isolats bearbeitet, folgte das néchste Isolat.

Die Inkubation bis zur ersten Bonitur nach sieben Tagen erfolgte unter den gleichen Bedin-
gungen wie schon die Anzucht (2.6.1). Nach sechs Tagen wurde die Klarsichttiite von den

Topfen entfernt. Ein GieBen wihrend dieser Zeit war nicht erforderlich.
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2.6.4 Bonitur (7 dpi)

Die Bonitur erfolgte sieben Tage nach der Inokulation. Die Isolate wurden hierbei reihum
bearbeitet, beginnend mit der ersten WDH (um einen Trend der Boniturwerte zu vermeiden,

da die Inokulation doppelt so lange wie die Bonitur dauerte).

Ausgewertet wurde das Symptom an der Sprossbasis nach zwei Parametern: "Linge der

Verbraunung in mm” und ”’Stdngelumfassung der Verbrdunung in Klassen von 0-4”.

Die Linge der Verbriunung wurde mit einem Lineal auf den Millimeter genau gemessen.
Hierbei zdhlte jede kleine Verbrdunung, auch wenn sie nicht direkt an die Haupt-
Verbraunungslinie anschloss. Alle Verbraunungen wurden sozusagen auf eine Linie proji-

ziert, die entlang der Sprossachse verlief.

Als Grad der Stingelumfassung wurde der Grad verstanden, in dem die Verbraunung den
Spross umschloss. Auch hier zdhlte jede kleine Verbraunung. Evtl. in einer anderen Hohe
auftretende Verbrdunungen wurden hier ebenfalls in eine gemeinsame Ebene projiziert, dies-
mal in die Ebene eines Ringes um die Sprossachse. Die Einteilung erfolgte in fiinf Klassen

(Tab. 2.5).

Tabelle 2.5: Klasseneinteilung zur Bonitur der Stiingelumfassung.

Klasse 0 Klasse 1 Klasse 2 Klasse 3 Klasse 4

Stangelumfassung (%) 0 0<x<25[25<x<50|50<x<75|75<x<100

2.7 Inokulation von Ahren

Die Ahren-Inokulationen wurden unter kontrollierten Bedingungen in zwei Pflanzenwuchs-
schrianken (Heraeus/Vo6tsch HPS 2000) durchgefiihrt. Bei diesen Inokulationen mit Fusarium
graminearum wurde zum einen der Befallsverlauf, zum anderen der Gehalt an DON iiber den
gesamten Zeitraum von der Inokulation bis zur Reife erfasst. Untersucht wurden hierzu in der

Regel Einzelihren, gelegentlich auch Ahren-Mischproben.

Insgesamt wurden vier Experimente vorgenommen. In den ersten beiden Experimenten wur-

den je zwei verschiedene Isolate an der SW-Sorte Picolo untersucht, im dritten Versuch alle
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vier Isolate gemeinsam. Bei diesen Isolaten handelte es sich um die Isolate34, 35, 36 und 37,
die auch schon im Versuch zum Verlauf der Toxinbildung auf Reis verwendet worden waren.
Im vierten Experiment wurde eines der vier bereits untersuchten Isolate an zwei verschiede-

nen SW-Sorten (Picolo und Frontana) untersucht (Tab. 2.6).

Diesen vier Ahren-Inokulationen war ein Vorversuch zur Ermittlung einer optimalen Sporen-
dichte im Inokulum vorgeschaltet. Bei einer zu geringen Sporendichte wiirden Isolate schwé-
cherer Aggressivitdt moglicherweise gar keine Symptome hervorrufen, bei einer zu hohen
Sporendichte konnten die Unterschiede zwischen den Isolaten durch den zu hohen Befalls-
druck aufgehoben werden. Die Ahren in diesem Versuch wurden mit verschiedenen Sporen-
dichten eines Misch-Inokulums aus verschiedenen F. gramninearum-Isolaten infiziert und bis

28 dpi bonitiert (Abb. 3.33). Weitere Informationen hierzu entnehme man dem Anhang A.10.

Tabelle 2.6: Die Ahren-Inokulationen 1 - 4 in der Ubersicht.

Isolate (Fusarium graminearum) | Sporen/ml | Sorte
1 34,37 1x10° Picolo
2 135,36 1x10° Picolo
3 34, 35,36, 37 8x 10* Picolo
4 35 8 x 10* Picolo, Frontana

2.7.1 Allgemeingiiltige Vorgehensweise der Inokulation der Ahren

Im folgenden Abschnitt sollen die Gemeinsamkeiten aller vier Versuche beschrieben werden,

um anschlieBend noch auf die jeweiligen Unterschiede einzugehen.

2.7.1.1 Anzucht und KulturmafSinahmen

Das Saatgut wurde kurz oberflachensterilisiert, die Korner zu mehreren in eckige Pflanztopfe
(Kantenldnge 9 oder 13 cm) ausgesdt und nach ein bis zwei Wochen auf eine Pflanze pro

Topf vereinzelt. Die Topfe waren im Pflanzenwuchsschrank (HPS 2000, Fldche etwa 1,4 m’,
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(20/13 °C; 14/10h)) liickenlos aneinander gestellt, so dass ein geschlossener Bestand simuliert

wurde. Je nach Topfgrée handelte es sich um 77 oder 160 Topfe.

Die hohenvertstellbare Lichtquelle wurde wihrend der Anzucht in einem konstanten Abstand
von der Pflanzen-Oberfliche von etwa 25 cm gehalten. Die mittlere Bestrahlungsstirke
(PAR) betrug 416 umolm™s™ (siche Anhang A.5). Da einige Ahren den Pflanzenbestand weit
iiberragten, wurden wihrend der Anzucht fiir solche Ahren Spitzenwerte von iiber 670
umolm™s™ erreicht (10 cm Abstand vorausgesetzt). Das GieBen erfolgte anfangs nach Bedarf,

spater dreimal wochentlich.

Nach einigen Wochen wurde begonnen, mehrmals mit Fliissigdiinger zu diingen (4 ml pro 1,4
m’; Fliissigdiinger Wuxal Super; sieche Anhang A.3) und insgesamt wurde zwei- bis dreimal

Wachstumsregler appliziert (Cycocel 720; etwa 2 pg Wirkstoff/Topf; siche Anhang A.3).

Besonders zu fortgeschrittener Vegetation konnte ein Befall der Ahren mit Schwirze-Pilzen

beobachtet werden.

2.7.1.2 Vorbereitung des Inokulums

Zur Vorbereitung des Inokulums wurden etwa vier Wochen vor der Inokulation pro Isolat
finf SNA-Platten beimpft, und zwar wurden 150 pl Sporensuspension direkt aus den
Kryorohrchen zentral auf jede Platte pipettiert. Die Platten wurden mit Parafilm verschlossen

und fiir ein bis zwei Wochen inkubiert.

Die Anzucht des eigentlichen Inokulums erfolgte in SN-Boullion-Fliissigkultur. Hierzu wur-
den pro Isolat drei 500 ml-Erlenmeyer-Kolben mit jeweils 250 ml Medium befiillt und au-
toklaviert (121 °C, 1000 hPa Uberdruck, Webeco). Diese Kolben wurden mit mehreren klei-
nen Agar-Scheibchen (Korkbohrer, 8-10 mm) einer SNA-Platte des entsprechenden Isolats
beimpft und mit Alufolie verschlossen. Die Inkubation erfolgte auf einem Labor-Schiittler mit
Inkubationshaube (Edmund Biihler SM-30 C Control mit TH 30) bei 23 °C und 80 rpm.
Nach zwei (Versuche 1 bis 3) bis drei (Versuch 4) Wochen konnte das Fliissigmedium als
Inokulum genutzt werden. Die Inkubation erfolgte bei UV-C-Dauerlicht (Versuche 1 und 2)
bzw. Schwarzlicht (12 Stunden pro Tag, zweimal 8 Watt; Versuche 3 und 4).
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2.7.1.3 Inokulation der Ahren

Die Inokulation erfolgte zur Vollbliite (Stadium EC 65, 12. Woche (Versuche 1 und 2) bis 13.
Woche (Versuche 3 und 4) nach der Aussaat) moglichst nur an Haupttrieben. Inokuliert wur-
de durch ein Eintauchen der Einzeldhren in eine definierte Sporensuspension. Eine Spriih-
Inokulation war wegen einer moglichen Vermischung der gemeinsam getesteten Isolate nicht

moglich.

Da nur begrenztes Ahrenmaterial zur Verfiigung stand, wurden kurz vor der Inokulation ge-
eignete Ahren mit einem farbigen Etikett zur Unterscheidung der Isolate markiert (pro Isolat
30 bis 50 Ahren), die in dem Pflanzenwuchsschrank gemeinsam getestet werden sollten. Die
fiir die beiden Isolate vorgesehenen Ahren waren nicht durch Areal-Bildung oder anderweitig
voneinander getrennt, sondern die Verteilung im Pflanzenwuchsschrank erfolgte moglichst
gleichmiBig. Eine zusétzliche Nummerierung auf den farbigen Etiketten diente als Hilfe bei
der spiteren individuellen Bonitur der Ahren und der Probennahme. Zusitzlich wurden etwa
20 Kontroll-Ahren markiert. So konnte das Peak-Muster gesunder Weizen-Ahren mit dem

inokulierter verglichen und das Ergebnis um matrixinterne Storpeaks korrigiert werden.

Am Tag der Inokulation wurden die Sporensuspensionen auf 0,8 bzw. 1x10°> Sporen/ml ein-
gestellt. Hierzu wurden die Ansétze eines Isolats vereinigt, das Myzel mit Hilfe eines feinen
Siebs entfernt und die Rohsuspensionen ausgezihlt. Verdiinnt wurde mit autoklaviertem Lei-
tungswasser. Alle Isolate wurden auf diese Weise bearbeitet und erst dann begann die Inoku-
lation. Pro Isolat standen 600 bis 800 ml Inokulum zur Verfiigung, von denen aber nur etwa

400 ml benétigt wurden.

Die Inokulation ging in derselben Reihenfolge vonstatten, in der die Isolate auch ausgezéhlt
worden waren, um Keimungs- oder Alterungseffekte der Sporen auszuschlieBen. Die Ahren
wurden pro Isolat in numerischer Reihenfolge bearbeitet. Das Inokulum wurde in 85 ml Zent-
rifugenrohrchen gefiillt. Mit einem Laborsprither wurde jede Ahre von beiden Breitseiten
einmal mit Leitungswasser benetzt und dann kopfiiber und so vollstdndig wie moglich in die
Sporensuspension getaucht. AnschlieBend wurde die Ahre mit einer kleinen Klarsicht-Tiite
(PP) und Dreh-Draht verschlossen, um eine hohe relative Feuchte zu erzielen. Wo die Fah-
nenblattscheide stérte, wurde sie etwas am Stéingel herabgezogen. Nach etwa sieben Ahren
wurde die Suspension im Zentrifugenrohrchen gewechselt. Die Kontroll-Ahren wurden mit

reinem Leitungswasser behandelt.
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Fiir die Zeit der Inokulation blieb das Licht eingeschaltet und die Temperatur bei 20 °C, auch
wenn eigentlich schon die Nacht-Phase erreicht war. Im Anschluss an die Inokulation wurde
wieder auf den normalen Tag/Nacht-Rhythmus umgeschaltet, allerdings bei Versuchen 3 und
4 bei 20 °C. Etwa 24 Stunden nach Inokulationsbeginn wurden die Kunststoff-Tiiten von den
Ahren entfernt und die Ahren sowie der gesamte Bestand mit Wasser benetzt. Erst jetzt wurde
auch die Temperatur wieder der eigentlichen Phase des Zyklus angepasst. In den Versuchen

1, 2 und 3 wurden die Ahren auch noch in den folgenden Tagen gezielt befeuchtet.

Nach der Inokulation wurde die Lichtquelle nun generell in einem grofleren Abstand von der
Pflanzen-Oberfldache gehalten (ca. 50 cm), um ein starkes Erwédrmen und Trocknen der inoku-
lierten Ahren zu verhindern (Versuch 1: nur fiir eine Woche). Die mittlere Bestrahlungsstirke

(PAR) betrug bei nun 337 pmolm™s™ (siche Anhang A.5).

2.7.1.4 Bonitur und Probennahme

Von der Inokulation bis zur Reife wurde in regelméfBigen Abstdnden der Fusarium-Befall der

Ahren bonitiert und ebenfalls Proben zur Toxinanalyse entnommen.

Die Bonitur erfolgte individuell fiir die gekennzeichneten Ahren, und zwar zu Beginn mehr-
mals, am Ende nur noch einmal wochentlich. Bonitiert wurde die Befallshaufigkeit der Ahr-

chen (= Spindelstufen) (Formel 2.1).

BH = (npi / ngi) - 100 Formel 2.1
BH = Befallshiufigkeit der Ahrchen [in %]

Npi = Anzahl befallener Ahrchen

NgA = Gesamtzahl der Ahrchen dieser Ahre

Als befallen galt ein Ahrchen dann, wenn auch nur die kleinsten Anzeichen einer Verbriu-

nung zu erkennen waren. Dabei war unerheblich, wie stark der Befall dieses Ahrchens war.

Sterile Ahrchen wurden in der Berechnung nur in Versuch 1 und 2 beriicksichtigt.
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Ein reines Vergilben von Ahrchen ohne erkennbare Symptome (Verbriunungen), sei es durch
Abreife oder durch ein Absterben gesamter Ahrenpartien (Notreife; bedingt durch Infektion
der Spindel), wurde zwar separat bonitiert, aber in der Berechnung nicht als Befall mit be-

riicksichtigt.

In Versuch 3 wurde zusitzlich beriicksichtigt, wie stark der Befall der Ahrchen war (7 dpi bis
35 dpi). Jedes Ahrchen besteht in der Regel aus drei Bliiten. Der Befall dieser Bliiten wurde
in Klassen von 0 bis 3 eingeteilt (0 = befallsfrei, 1 = beginnender Befall, 2 = fortgeschrittener
Befall, 3 = starker Befall). Die Werte aller drei Bliiten wurden hierbei fiir jedes Ahrchen ad-
diert. So konnte jedes Ahrchen einen Bonitur-Wert von 0 bis 9 annehmen. Dieser Parameter

wurde als Befallsstirke der Ahrchen bezeichnet (Formel 2.2).

BS = XBSE /ngi Formel 2.2

BS = Befallsstirke der Ahrchen [Skala von 0 bis 9]

>BSg = Summe der Befallsstirken aller Ahrchen dieser Ahre [Skala von 0 bis 9 - n]
NgA = Gesamtzahl der Ahrchen dieser Ahre

Aufgrund der einsetzenden Abreife konnte eine Zuverldssigkeit der Bonitur ab etwa drei bis
vier Wochen nach Inokulation nur noch eingeschrinkt gelten. Dies galt bis zur Reife in zu-
nehmendem MaBe und vor allem fiir die Befallsstirke der Ahrchen (BS), so dass je nach Ab-
reife-Stadium ab einem gewissen Termin auf die Erhebung dieses Parameters verzichtet wur-

de.

Die Befallshdufigkeit bzw. Befallsstiarke des Gesamtbestands wurde nun durch Mittelwertbil-

dung iiber alle Ahren eines Isolats ermittelt.

Ahren, die abgeknickt waren, die zum Lagern neigten oder die - scheinbar atypisch - inner-
halb weniger Tage abstarben (gelb-griinlich, leicht feucht), wurden aus der Bonitur genom-

men, um den gemeinsamen Mittelwert nicht zu verfilschen.

Ein weiterer wichtiger Parameter ist die Flache unter der Befallskurve, die aufgrund der indi-

viduellen Bonitur der Ahren fiir jede Ahre ermittelt werden konnte (Formel 2.3):
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F(tn): %.(BH(tkH)_BH(tk))'(tkﬂ _tk)+BH(tk)'(tk+l _tk) Formel 2.3
k=0

tk = Boniturzeitpunkt in dpi (Tage nach der Inokulation)

F(t,) = Flache unter der Befallskurve zum Zeitpunkt t

BH(tx) = Befallshiufigkeit der Ahrchen dieser Ahre zum Zeitpunkt t, [%]

Die Probenahme fiir die Toxinanalysen erfolgte in der Regel wochentlich, zu Beginn der Ino-
kulation hiufiger. In den meisten Versuchen wurden pro Isolat drei Ahren enthommen, wobei
jede Ahre eine einzelne Probe darstellte (pro Isolat und Probentermin also drei Wiederholun-
gen) Eine hohere Anzahl von Wiederholungen war aufgrund des begrenzten Ahrenmaterials

nicht moglich.

Diese Ahren wurden aufgrund der geringen Zahl von Wiederholungen nicht zufillig ausge-
wiihlt. Es wurden solche Ahren gewihlt, deren Befallshiufigkeit (oder Befallsstirke an eini-
gen Probentagen) der fiir dieses Isolat durchschnittlichen Befallshdufigkeit am besten ent-
sprach. Traten solche Ahren im Bestand nicht oder nicht mehr auf, so wurde dafiir Sorge ge-
tragen, dass wenigstens der Mittelwert der drei gewihlten Ahren der Befallshiufigkeit des

Bestandes moglichst nahe kam.

Auch an den nicht inokulierten Kontroll-Ahren traten ab etwa zwei Wochen (selten schon ab
einer Woche) nach Inokulation die ersten Symptome auf, was auf eine Sekundér-Infektion

ausgehend von den anderen inokulierten Ahren zuriickgefiihrt wurde.

Spatestens neun Wochen nach der Inokulation wurde der Versuch mit der letzten Bonitur und
Probennahme beendet. Alle nun noch verbliebenen bonitierten Ahren wurden abgeschnitten
und bei einem der Versuche anhand dieser Ahren Ertragsparameter erhoben (KorngroBenver-

teilung).

Zu diesem Zeitpunkt war das Ahrenmaterial durch die Probennahme in allen Versuchen na-

hezu oder vollstindig erschopft.
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2.7.2 Spezielle Vorgehensweise der Einzel-Versuche der Ahren-Inokulation

Diese Experimente wiesen neben diesen grundlegenden Gemeinsamkeiten auch viele indivi-
duelle Zuige auf, so dass diese Versuche im folgenden auch einzeln detailliert charakterisiert

werden sollen (siche auch Anhang A.10).

2.7.2.1 Erster Versuch

Bonitur und Probennahme: Es erfolgten insgesamt 10 Probenahmen (0, 7, 14, 21, 28, 35,
42, 49, 56, 63 dpi), wobei jeweils drei Ahren pro Isolat und eine Kontrollihre genommen

wurden. Eine Probe bestand aus einer Einzelihre.

2.7.2.2 Zweiter Versuch

Bonitur und Probennahme: Da in diesem Versuch durch das atypische Absterben sehr viele
Ahren frith aus der Bonitur genommen werden mussten, konnten mangels beprobbarer Ahren
nur bis 42 dpi Proben genommen werden. Es erfolgten insgesamt sieben Probennahmen (0, 7,
14, 21, 28, 35, 42 dpi), wobei jeweils drei Ahren pro Isolat und eine Kontrollihre genommen

wurden. Eine Probe bestand auch hier aus einer Einzelihre.

2.7.2.3 Dritter Versuch

Inokulation: Die Isolate 35 und 36 wurden gemeinsam in einem Wuchsschrank getestet, so-

wie die Isolate 34 und 37 in einem weiteren Wuchsschrank.

Da zwischen dem Auszdhlen der Sporen und der Inokulation etwa sieben Stunden vergingen,
ist ein schon beginnendes Keimen der Sporen (vor allem fiir Isolat 36, das etwas ldnger bear-
beitet wurde) nicht auszuschlieBen. Ein Test zeigte aber, dass jedenfalls innerhalb von 25

Stunden auf SNA bei 20 °C fiir alle Isolate iiber 90 % der Sporen gekeimt waren (Tab. 2.7).

Bonitur und Probennahme: Es erfolgten insgesamt 11 Probennahmen (3, 6, 10, 14, 21, 28,
35, 43, 49, 56, 63 dpi), wobei jeweils drei Ahren pro Isolat und eine Kontrollihre genommen
wurden. An Terminen, zu denen die Befallsstirke bonitiert wurde, erfolgte die Auswahl nach
der Befallsstirke, ansonsten wie gewohnt nach der Befallshdufigkeit. Eine Probe bestand aus

einer Einzelihre.
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Tabelle 2.7: Keimungsraten der Sporen in den Inokulationssuspensionen der vier Isolate

nach 25 Stunden (bei 20 °C + Standardabweichung) in Prozent.

34 35 36 37

% [ 950£3,7]973+1,5|940+£53 |97,5+3,4

In diesem Versuch wurden die Proben des letzten Probentermins (63 dpi) gesondert bearbei-
tet. Alle noch vorhandenen Ahren (neun bis 13 pro Isolat, 17 Kontroll-Ahren) wurden nach
der Gefriertrocknung in die drei Fraktionen Spindel, Spelzen, Korner (inklusive Kornanlagen)
aufgeteilt. Die Korner-Fraktion wurde noch weiteren ertragsbezogenen Auswertungen unter-

zogen.

Die Spindeln und Spelzen von jeweils drei bis fiinf verschiedenen Ahren eines Isolats wurden
nun zu einer Mischprobe vereinigt. Die Auswahl der zu mischenden Einzelproben erfolgte so,
dass der Mittelwert der Befallshdufigkeiten der Ausgangsdhren bestmoglich der mittleren
Befallshdufigkeit des Gesamtbestandes dieses Isolats entprach. Bei mehreren Kombinations-
moglichkeiten wurde die gewéhlt, die die gleichméBigste Trockenmasse-Verteilung auf die
Mischproben ergab. Diese Auswahl wurde fiir alle drei Fraktionen (Spindel, Spelzen und
Korner) in gleicher Weise durchgefiihrt, so dass Spindel, Spelzen und Korner derselben Ah-
ren miteinander vereinigt wurden. Auch die Korner wurden nach der Ertragsauswertung und

erneuter Gefriertrocknung in entsprechender Weise vereinigt.

Aus den 17 Kontrolldhren wurde nur eine Probe (jeweils Spindel, Spelzen, Korner) aus drei

Ahren zusammengestellt.

Die so entstandenen drei Chargen (Spindel, Spelzen, Korn) von 13 Proben fiir 63 dpi wurden

wie unter 2.8 beschrieben zur Toxin-Analyse weiter aufgearbeitet.

Der Toxingehalt der Gesamtidhren 63 dpi (homolog zu den anderen Probentagen) wurde aus
den drei Einzelwerten fiir Spindel, Spelzen und Kornern rechnerisch ermittelt unter Bertick-
sichtigung des Trockenmasse-Anteils der einzelnen Fraktionen an der Gesamt-Trockenmasse

der Ahren.

Hierbei ist zu erwéhnen, dass die Korner-Proben in der Extraktion relativ stark verklumpten

und eventuell ein geringerer Extraktionserfolg zu erwarten sein konnte.
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Auswertung der Korner-Fraktion: Der erste erhobene Parameter war der Anteil der ausge-
bildeten Korner. Hierzu wurde die Kornerfraktion einer Ahre visuell in entwickelte Kérner
und Kornanlagen eingeteilt. Die Anzahl wurde fiir jede einzelne Ahre getrennt erfasst und
hieraus fiir jedes der Isolate und die Kontrolle der Mittelwert errechnet. Die Kornzahl pro

Ahre (KA) wurde als Summe der ausgebildeten und der nicht ausgebildeten Kérner definiert.

Der Parameter Kornmasse pro Ahre (KmA) ergab sich als die Trockenmasse (nach 48 stiindi-

ger Gefriertrocknung) aller Kérner (ausgebildet und nicht ausgebildet) einer Ahre.

Auch die Tausendkornmasse (TKM) wurde fiir jede Ahre einzeln bestimmt, indem die Korn-
masse pro Ahre bei bekannter Kornzahl pro Ahre erhoben und diese auf 1000 Korner extrapo-

liert wurde.

Um den Befallsgrad der Korner einer Ahre zu erfassen, wurden die Gesamt-Kornerfraktion
jeder Ahre anschlieBend ebenfalls visuell in gesunde Kérner, leicht befallene Korner (einge-

dellt) und stark befallene Korner (weillich oder mit Myzel) eingeteilt.

AbschlieBend wurde die KorngréBenverteilung der Koérner der einzelnen Ahren bestimmt.
Hierzu wurde die Gesamt-Kornerfraktion jeder Ahre einzeln fiir maximal 15 Sekunden in
einem Sieb-Turm von Hand gesiebt, die einzelnen GroBen-Fraktionen ausgezdhlt und an-
zahlmiBig festgehalten (Analysensiebe fiir Getreide ISO 5223; Langlochung: 1,8 mm, 2,0

mm, 2,2 mm, 2,5 mm, 2,8 mm x 20 mm).

2.7.2.4 Vierter Versuch

In diesem Versuch wurden zwei verschiedene SW-Sorten getestet, und zwar die Sorten Picolo
(siehe Versuche 1-3) und Frontana. Inokuliert wurde mit dem Fusarium graminearum-Isolat

35 (L10eWP).

Anzucht: Da die Sorte Frontana die Vollbliite etwas schneller erreichte als die Sorte Picolo,
wurde die Sorte Frontana erst fiinf Tage spéter ausgesit. In der 13. Woche mussten die Pflan-
zen nach gemeinsamer bisheriger Anzucht nach Sorten getrennt auf die Wuchsschrénke ver-
teilt werden, da die Halme der Frontana-Pflanzen wesentlich langer waren und die Picolo-

Pflanzen beeintrachtigten.

Inokulation: Begonnen wurde bei der Inokulation mit den Kontrollen (je Sorte gut 10 Ah-

ren). Die beiden Sorten Picolo und Frontana wurden im folgenden alternierend inokuliert.
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Bonitur und Probennahme: Nach der ersten Woche wurde nur noch einmal pro Woche bo-
nitiert. Es erfolgten insgesamt drei Probenahmen (7, 21, 63 dpi), wobei jeweils vier Proben
pro Sorte und eine Kontrolldhren-Probe genommen wurden. Eine Probe bestand diesmal aus

zwei Einzeldhren, bei 63 dpi sogar aus drei Einzeldhren.

Auffillig war, dass bei der Sorte Frontana eher nur einzelne Ahrchen befallen wurden und der

Befall dann lange Zeit lokal begrenzt blieb.

Eine Bonitur bei der Sorte Frontana war generell schwieriger, da mit Picolo nicht vergleich-
bare Verbraunungseffekte auftraten. So erschienen sehr frith am Rande der Spelzen minimale
Verbraunungen, die aber insgesamt nicht als Symptom gewertet wurden. Auch in spéteren
Infektionsstadien waren die Ahren von Frontana insgesamt stirker pigmentiert (35 dpi). Als
Mafistab fiir eine Entscheidung konnte hier oft nur der Vergleich mit gesunden, abgereiften

Ahren dienen.

2.8 Aufarbeitung des Probenmaterials fiir die Mykotoxin-Analysen

Sowohl die Ahrenproben der Ahren-Inokulationen als auch die Reisproben der in vitro-
Versuche wurden in dhnlicher Weise aufgearbeitet. Einer Trocknung und Zerkleinerung des
Probenmaterials folgte die Extraktion, ein Aufreinigungsschritt und das Einengen der aufge-
reinigten Extrakte am Rotationsverdampfer (verdndert nach ALTPETER UND POSSELT 1994,
LAUBER 1999).

2.8.1 Probenvorbereitung

Die Ahren wurden zum Termin der Probennahme direkt unter dem untersten Ahrchen abge-
schnitten. In der Regel wurde jede einzelne Ahre als eine Probe behandelt und separat bear-
beitet. Anschlieend wurde die Frischmasse bestimmt (Waage Sartorius 1207 MP2) und die
Ahren bis zur Gefriertrocknung eingefroren (-20 °C). Die Gefriertrocknung der Ahren erfolg-
te fir 48 Stunden (Christ Gamma 1-20 oder Christ Beta A) in offenen 50 ml Falcon-
Rohrchen. Diese Zeit erschien ausreichend, da in einem Vorversuch nachgewiesen werden
konnte, dass die Ahrenmasse bei einer Trocknung fiir weitere 24 Stunden je nach Nekrotisie-
rungsgrad nur noch um 0,7 bis 2,6 % der Frischmasse abnahm. Anschlieend wurde die Tro-
ckenmasse bestimmt, die Proben gemahlen (Labormiihle IKA A 10, 30 Sekunden bei voller
Drehzahl (20000 rpm £ 12500 x g)) und je nach vorhandener Trockenmasse 0,2 bis 0,8 g
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pulverisierte Probe in 15 ml-Falcon-Rohrchen eingewogen. Da jede der Proben eines Proben-
tags dieselbe Einwaage aufweisen sollte, orientierte sich die Einwaage an der kleinsten Probe.
Bei Proben, die aus mehreren Ahren bestanden, wurden diese gemeinsam gemahlen. Bis zur

Extraktion wurden die gemahlenen Proben bei -20 °C gelagert.

Die in 50 ml Falcon-Rohrchen inkubierten Reisproben wurden bei der Probenahme gedffnet,
eingefroren (-20 °C) und dann direkt in den Rohrchen fiir 48 Stunden gefriergetrocknet
(Christ Gamma 1-20). AnschlieBend wurden die Rohrchen wieder verschlossen und die Pro-

ben bis zur Extraktion im Exsikkator gelagert.

2.8.2 Extraktion

Die Proben wurden dreimal nacheinander in Methanol/Wasser (10/90) extrahiert und der ver-
einigte Extrakt aufgereinigt. Da bis zu 13 Proben an einem Probentag bearbeitet wurden,

mussten die Proben in zwei Staffeln eingeteilt werden, die zeitlich versetzt bearbeitet wurden.

Tabelle 2.8: Extraktionsvolumina (Methanol/Wasser 10/90) in Abhéngigkeit von Pro-

benmaterial, Versuch und Einwaage. * entspricht 40 % Wasseranteil in den Proben.

Proben: ml Extraktionsmittel
Bezug Versuch- |Einwaage | 1. Extraktion 2. Ext. |3. Ext. |Restwasser | Gesamt-
Nr. ing in der volumen
H,O|MeOH | X Probe
Ahre: 3,4 <=0,2 14,411,6 16 |12 8 0 36
ml/g T™M 3.4 0,2-0,8 10,8 1,2 12 |9 6 0 27
1,2 <=0,5 10,8(1,2 12 19 6 0 27
1,2 0,5-1,0 7,2 10,8 8 |6 4 0 18
Reis: Verlauf |10 27 |3 30 |15 15 6,67* 66,7
ml/10 g TM | Screening | 10 31,513.,5 35120 15 0 70
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Die Konsistenz der Proben wihrend der Extraktion war nicht immer einheitlich. Reifere Ah-
ren-Proben (hoher mehliger Korner-Anteil) und vereinzelte Reis-Proben waren iiberdurch-

schnittlich viskos.

2.8.2.1 Ahren-Proben

Eine halbe Stunde vor der ersten Extraktion wurde den Ahren-Proben (in 15 ml Falcon-
Rohrchen) der Wasseranteil der ersten Extraktion zugegeben und das Probenmaterial aufgelo-

ckert (Tab. 2.8).

Nach 30 Min. Quellung wurde der Methanol-Anteil hinzupipettiert und die erste Extraktion
auf dem Uberkopf-Schiittler (Heidolph Reax 2) gestartet (30 Min., Stufe 3 oder 4). Nun wur-
den die Proben zentrifugiert (20 °C, 2 Min., 4300 x g) und die Uberstinde in bereitstehende
Zentrifugenrohrchen pipettiert (Nalgene Oak Ridge, 30 ml). Die zweite und dritte Extraktion
erfolgten in derselben Weise. Das zweite und dritte Extraktionsvolumen wurden nicht mehr
getrennt nach Wasser und Methanol zugegeben, sondern komplett. Zwischen den Extrakti-
onsschritten wurde das durch die Zentrifugation verdichtete Probenmaterial auf einem Riittler

(IKA MS 1 minishaker) und bei Bedarf mit einem Spatel aufgelockert.

2.8.2.2 Reis-Proben

Bei den Reisproben lagen in allen 50 ml Falcon-Rohrchen 10 g Trockenmasse vor, so dass
auch das Extraktionsvolumen an allen Probentagen eines Versuchs konstant war. Da die Reis-
Proben durch die Fermentation und die Gefriertrocknung sehr verfestigt waren, wurden die
Proben einer 60 miniitigen Quellung unterzogen. Hierzu wurde den Proben 25 ml Wasser
zugegeben (Vollpipette) und der Myzelkuchen grob mit einem Spatel aufgelockert. Nach der
Quellung wurden weitere 3,25 ml Wasser auf die Probe gegeben. AnschlieBend wurden die
Proben mit einem Mixer (Sorvall Omni-Mixer 17220; Messer mit 20 mm Durchmesser) fiir
die Extraktion noch feiner zerkleinert. Die K6rnung blieb jedoch noch deutlich gréber als bei
den Ahrenproben. Das Messer wurde dann mit 3,25 ml HPLC-Wasser gespiilt (Endvolumen
des Wassers 31,5 ml).

Nun wurde der Methanol-Anteil des ersten Extraktionsvolumens zugegeben und die erste
Extraktion auf dem Uberkopf-Schiittler (Heidolph Reax 2) gestartet (30 Min., Stufe 3). Dann
wurden die Proben zentrifugiert (20 °C, 3 Min., 4300 x g) und die Uberstéinde in bereitste-
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hende Zentrifugenrohrchen pipettiert (Nalgene Oak Ridge, 85 ml). Die zweite und dritte Ex-
traktion erfolgten in derselben Weise. Das zweite und dritte Extraktionsvolumen wurden nicht
mehr getrennt nach Wasser und Methanol zugegeben, sondern komplett. Zwischen den Ex-
traktionsschritten wurde das durch die Zentrifugation verdichtete Probenmaterial auf einem

Riittler (IKA MS 1 minishaker) und bei Bedarf mit einem Spatel aufgelockert.

2.8.3 Aufreinigung der Extrakte der Ahren- und Reis-Proben

Die vereinigten Extrakte aus den drei Extraktionen wurden nun einer abschlieBenden Zentri-
fugation unterzogen (20 °C, 6 Min., Ahren-Proben: 14900 x g, Reis-Proben: 15600 x g), da
bei den Pipettierschritten zwischen den Extraktionen leichte Verunreinigungen mit Proben-
material nicht zu vermeiden waren. Nun wurden 10 ml des leicht triiben Uberstandes in 15 ml

Falcon-Rohrchen pipettiert.

Die Aufreinigung erfolgte an Extrelut NT-3 Fertigsdulen (Merck, Darmstadt; siche Anhang
A.4). Die Saulen wurden senkrecht an einem Gestell montiert und mit Auslaufkaniilen verse-
hen (Braun, Sterican 0,60 x 30 mm). Das Verfahren folgt dem Prinzip einer festphasengebun-
denen fliissig/fliissig-Extraktion, bei der sich die wissrige Probe an die Kieselgur-Matrix der
Sdule anlagert. Mit dem apolaren Elutionsmittel konnen lipophile Substanzen aus der wissri-

gen Phase eluiert werden.

Die Extrakte wurden im 15 ml Sarstedt-Rohrchen kurz gemischt (Labinco 524 Press-to-Mix)
und dann 2,5 ml auf die jeweilige Sdule pipettiert. Bei gro8erem Probevolumen (Nennvolu-
men 3 ml) trat Wasser ins Eluat {iber, so dass diese Reduktion der Kapazitit notig war. Nach
30 Min. Verteilzeit begann die Elution (Elutionsmittel: 3 % Methanol in Ethylacetat), indem
auf die Séule im zeitlichen Abstand von 5 bis 7 Min. dreimal 5 ml des Elutionsmittels aufge-
geben wurden. Insgesamt wurde also mit 15 ml eluiert. Zwischen den ersten beiden Eluti-
onsschritten fielen die Sdulen, je nach Durchflussgeschwindigkeit, in der Regel trocken, zwi-
schen den letzten beiden in der Regel nicht. Das Eluat wurde in 50 ml Spitzkolben aufgefan-

gen.

2.8.4 Einengen am Rotationsverdampfer

Das Fluat wurde nun quantitativ an einem Rotationsverdampfer (Biichi, Rotavapor R 110)

unter Vakuum eingeengt. Dieser Schritt folgte im Anschluss an die Elution, aber frithestens



Material und Methoden 37

40 Min. nach Elutionsbeginn. Die Probe wurde fiir 15 Min. (Wasserbad ca. 32 °C, Rotation
Stufe 3) bei einem Vakuum von minimal 30 mbar (Membranpumpe vacuubrand MZ 2C;
brand Vacuum-Controller 220 EVC 1) eingeengt. Der Riickstand in der Spitze des Kolbens

war trocken bis leicht viskos.

2.8.5 Wiederaufnehmen der Probe und Lagerung

Der Riickstand in den Spitzkolben wurde quantitativ in insgesamt 500 pl Fliissigkeit (12,5 %
Methanol in Wasser) aufgenommen. Hierbei wurden zuerst 62,5 ul Methanol auf den Riick-
stand pipettiert und nach leichtem Schwenken hierzu 438 pul Wasser gegeben. Nach erneutem
Schwenken wurde die Probe in ein 1,5 ml Reaktionsgefi3 pipettiert. Die Proben wurden nun
gemeinsam einer letzten Zentrifugation unterzogen, um etwaige Schwebstoffe zu eliminieren,
da vor allem die Reisproben nicht immer klar waren. Nach der Zentrifugation (20 °C, 5 Min.,
20800 x g (eppendorf centrifuge 5804 R) oder 16100 x g (Heraeus Biofuge pico)) wurden die
Proben in HPLC-GefiBe (klar, 0,8 ml) pipettiert und mit den zugehorigen Bordelkappen ver-
schlossen bei -20 °C bis zur Messung gelagert. In spéteren Versuchen wurde die Lagerung
durch ein zusétzliches Verschlieen der Ampullen mit doppeltem Laborfilm (Parafilm, Ame-
rican National Can, USA) und bei -70 °C optimiert. Aber auch diese Zentrifugation konnte

die wenigsten nach dem Wiederaufnehmen noch triiben Proben vollig kldren.

Genauere Informationen zum zeitlichen Ablauf der Bearbeitung der einzelnen Reis- und Ah-

renproben und eventuellen Abweichungen finden sich im Anhang (A.8 und A.10).

2.9 Analytik der Mykotoxine

Grundsitzlich erfolgte die Analytik der Mykotoxine mittels reversed-phase HPLC an einer C-
18 Sdule mit einem Wasser/Methanol-Gradienten und Detektion im niedrigen UV-Bereich.
ZON wurde zum Teil auch fluorometrisch erfasst. Es wurden ausschlieBlich Losungsmittel in

HPLC-Qualitdt verwendet (Merck, Roth).
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2.9.1 Die Komponenten der Messanlage
Die HPLC-Anlage setzte sich aus folgenden Komponenten zusammen:

Saulen: - Merck LiChroCart 250 mm x 4 mm (Art. Nr. 150833)
LiChrospher 100 RP-18 (5 pm) (Octadecylsilan)
mit Vorsdule (s.o., aber 4 mm x 4 mm) (Art. Nr. 150957)

- Bischoff MC (250 mm x 4,6 mm) (Part. Nr. 25461725)
Waters Spherisorb ODS 2 (5 um) (Octadecylsilan)

mit Vorsdule (s.o., aber 10 mm x 4 mm)

Detektoren: - spectroMonitor 5000 Photo Diode Array Detector (UV),
LDC Analytical

- FL 3000 Spectra System (Variabler Fluoreszenz-Detektor),

Thermo-Separation-Products

Pumpen: - constaMetric 3500 Series (Programmierbare Pumpe),

Thermo-Separation-Products

- constaMetric 3200 Series (Zweite Pumpe), Thermo-Separation

Products
Integratoren: - CI-10 The Integrator (Kanal A), LDC/Milton Roy
- CI 10 B The Integrator (Kanal B), Milton Roy

Ausgabegerite: - Sekonic Plotter S-201GT (Thermodrucker) (Kanal A),
Kontron Instruments (Plotter 800)

- Sekonic Plotter S-201GT (Thermodrucker) (Kanal B),
LDC/Milton Roy

- Canon BJC-620 (Kanal A und B bei Nutzung mit LCtalk)
- Servogor 210, Metrawatt (als Druck-Monitor)

Computer: - Personal Computer, IBM-kompatibel
Pentium-MMx 166 MHz Prozessor, 64 MB RAM,
Betriebssystem MS Windows 95

Software: - LCtalk, Version 2.02, LDC-Analytical
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Vakuum-Entgaser: - SCM 1000 Vacuum Membrane Degasser, Thermo-Separation-

Products
Mischer: dyn./stat. Mixer, Part. Nr. 250.450, SunChrom GmbH
Séulen-Ofen: column thermostat Modell BFO-04 1S
Aufgabeventil: - Rheodyne 7125; auBBerdem zwei 6fach Verteiler Rheodyne 7010
Probenschleife: - 20 pl (bei 40 pl manueller Injektion)

Mikroliter-Spritze: - Microliter Syringe 705 NR (50 pl), Hamilton

Genauere Spezifikationen zu den einzelnen Gerite entnehme man dem Anhang (A.5).

2.9.2 Aufbau der HPLC-Anlage

Der prinzipelle Aufbau der Messanlage ist Abb. 2.1 zu entnehmen. Die Losungsmittel wurden
durch den Vakuum-Entgaser gepumpt und im Mischer im gewiinschten Verhiltnis vereinigt.

Des Weiteren floss die mobile Phase durch das Aufgabeventil, iiber die Sdule und durch die

Detektoren.
- —————————————mmm e — e ——————— -
. 1A
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P:mge Pl\/LIJmOp: Detektor reszenz- I

Abbildung 2.1: Vereinfachte schematische Darstellung der HPLC-Anlage. (—) Weg des

Laufmittels; (- - -) Mess- oder Steuerungssignal.

Der Fluoreszenz-Detektor war nur leithweise verfiigbar und wurde fiir diese Zeit in Reihe in

die Messanlage integriert, und zwar direkt hinter den DAD.

Das Auswertsystem LCtalk mit computergestiitzter Integration und damit verbunden die zent-
rale Anlagensteuerung standen erst ab August 2001 zur Verfligung. Bis dahin erfolgte die

Auswertung manuell tiber die Schreiber-Protokolle der beiden Integratoren, die an zwei ver-



40 Material und Methoden

schiedene Kanile (Kanal A, Kanal B) des DAD angeschlossen waren (entweder verschiedene
Wellenlédngen oder Messbereiche). Der Start der Anlage erfolgte durch gleichzeitiges Starten
der programmgebenden Pumpe und der Integratoren. Die Integratoren dienten, als die zentrale
Anlagensteuerung zur Verfiigung stand, nur noch zu Kontrollzwecken oder zur Erfassung der

Signale des Fluoreszenz-Detektors (Kanal A, Abb. 2.1).

2.9.3 Parameter der zu analysierenden Mykotoxine

Die analytisch erfassten Mykotoxine sind DON, ADON, NIV, ANIV und ZON, die fiir Fusa-
rium graminearum als die bedeutendsten angesehen werden kénnen. 3ADON und 15SADON
konnten nicht getrennt werden. Die Messergebnisse fiir ADON stellen also die Summe aus
3ADON und mdoglicherweise auch vorhandenem 15ADON dar. Als Standard wurde 3ADON

verwendet.

Die Trichothecene vom B-Typ verfiigen iiber ein Absorptionsmaximum im niedrigen UV-
Bereich, zeigen aber keine Fluoreszenz. ZON hingegen hat mehrere Absorptionsmaxima im

UV-Bereich und fluoresziert (siche Tab. 2.9).

Tabelle 2.9: Parameter der zu analysierenden Mykotoxine (nach COLE UND COXx 1981).

g/Mol | hax | Losungsmittel | g (I-cm™-Mol™)
DON 296 218 Ethanol 4500
3ADON | 338 219 Ethanol 5900
NIV 312 218 Methanol 7500
ANIV 354 220 Methanol 6500
ZON 318 236 Methanol 29700
274 13909
316 6020
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2.9.4 Verwendete HPLC-Methoden

Fiir beide Matrizes wurden prinzipiell d4hnliche Methoden (Wasser/Methanol-Gradient) und

Saulenmaterialien (C;s-Sdule) verwendet (Tab. 2.10, 2.11), die sich jedoch im Detail vonein-

ander unterschieden und nach umfangreichen Vorarbeiten in der hier vorliegenden Form ver-

wendet wurden. Die Gemeinsamkeiten bestehen in einer Cig-Sdule und einem Was-

ser/Methanol-Gradienten.

Tabelle 2.10: Gradientenverlauf und typische Geriiteparameter der Methode M1 (Ah-

ren-Matrix). *Vor- und Nachlauf zum Spiilen der Séule.

Zeit (Min.) 0 5 13 17 25 26 28 32 32,1 bis 40
% Wasser 95 |80 75 60 55 0 0 0 95
% Methanol 5 20 25 40 45 100 [100 |100 |5
Flussrate (ml/min) | 1,2 1,0 1,2
Vorgang Trennung Spiilen Aquilibrieren
DAD: Kanal A Kanal B
Wellenlénge (A in nm) 220 220
range (DAD) 0,02-0,04 0,005-0,12
Integrator:
minimum area 10000 10000
Abschwichungsfaktor (attenuation-value) | 11 11
allgemein:
Saulentemperatur (°C) Umgebungstemperatur:

19-23 (an einem Messtag max. um 3 °C schwankend)
Druck (psi) (100 % MeOH, 1,5 ml/min)* | 1850
Druck (psi) (5 % MeOH, 1,2 ml/min) 2900




42 Material und Methoden

2.9.4.1 Methode fiir die Ahren-Matrix (M1)

Fiir die Ahren-Matrix wurde eine Spherisorb-Siule (Bischoff MC (250 mm x 4,6 mm, Wa-
ters Spherisorb ODS 2; 5,0 um) verwendet. Der Wasser/Methanol-Gradient startete mit 95/5
und endete liber mehrere Stufen nach 25 Min. bei 55/45, woran sich ein siebenminiitiges Spii-

len der Séule bei hochster Elution (0/100) anschloss (Tab. 2.10).

Bis zur niachsten Probe wurde die Saule etwa fiir 8 Min. dquilibriert (Tab. 2.10). Diese Me-
thode ermoglichte bei dieser Matrix eine bessere Trennung bei DON als die vorher verwende-
te Methode M1a, die mit der Merck-Saule arbeitete (oder die noch dltere Methode M1b, beide
sieche). Da diese Methode am Anfang der Analysen verwendet wurde, wurde diese Methode
ausschlieBlich mit der Auswertung iiber die Integrator-Protokolle genutzt, wobei die Integra-
toren fiir verschiedenen Messbereiche verwendet wurden. Tab. 2.10 zeigt den genauen

Gradientenverlauf und typische Geriteparameter.

Mit dieser Methode M1 wurde der Ahren-Versuch 2 gemessen. Der Ahren-Versuch 1 wurde
noch mit der schon erwdhnten Methode M1a gemessen, Versuche 3 und 4 mit der unter
2.9.4.2 fiir Reis beschriebenen Methode M2. Obwohl diese Methode nicht fiir Ahrenproben

optimiert war, war sie voll geeignet und ermoéglichte pro Probe eine Zeitersparnis von 5 Min..

2.9.4.2 Methode fiir die Reis-Matrix (M2)

Fiir die Reis-Matrix wurde eine LiChrospher-Sédule (Merck, LiChroCart 250 mm x 4 mm,
LiChrospher 100 RP-18; 5 um) verwendet. Der Wasser/Methanol-Gradient startete mit 95/5
und endete {iber mehrere Stufen nach 19 Min. bei 60/40, woran sich ein achtminiitiges Spiilen
der Sdule bei hochster Elution (0/100) anschloss. Bis zur ndchsten Probe wurde die Séule et-
wa fiir 7 Min. dquilibriert (Tab. 2.11). Von der 20. bis zur 27. Minute wurde der Fluoreszenz-
Detektor zur Analyse von ZON fiir 7 Min. dazugeschaltet, um die gepulste Xenon-Lampe zu
schonen. Diese Sdule wurde temperiert (20 °C). Diese Methode wurde sowohl mit der Aus-
wertung liber die Integrator-Protokolle genutzt, als auch mit einer Auswertung iiber die com-
putergestiitzte Integration ab August 2001. Die Integrator-Protokolle wurden auch weiterhin
zu internen Kontrollzwecken verwendet, allerdings im Gegensatz zu 2.9.4.1 mit verschiede-

nen Wellenldngen. Tab. 2.11 zeigt den Gradientenverlauf und typische Gerdteparameter.
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Tabelle 2.11: Gradientenverlauf und typische Geriteparameter der Methode M2 (Reis-
Matrix). *Vor- und Nachlauf zum Spiilen der Siule.

Zeit (Min.) 0 |7 12,6 |13 |19 (21 |27 |28 |28bis35

% Wasser 95180 |76,5 |50 |60 (O 0 95 195

% Methanol 5 120 23,5 |50 (40 (100 |100 |5 5

Flussrate (ml/min) | 1,5

Vorgang Trennung Spiilen Aquilibrieren
ohne Fluoreszenz-Detektor mit Fluoreszenz-Detektor
mit LCtalk (ohne LCtalk)

DAD: Kanal A Kanal B Kanal A Kanal B

Detektor DAD DAD FL 3000 DAD

Wellenlédnge (A in nm) 236 (220) 220 274/470 220

range (DAD) 0,08/0,15 0,02/0,04 (vari- |10 oder 20 |0,06
(0,02/0,04) abel)

Integrator:

minimum area 100, 1000 | 100, 1000|500 1000-10000
(1000, 10000) |[(10000)

Abschwichungsfaktor (attenuation- | 11 11 10 11

value)

allgemein:

Saulentemperatur (°C) auf 20 °C temperiert

Druck (psi) (100 % MeOH, 1,5 ml/min)* | 1400-1500

Druck (psi) (5 % MeOH, 1,5 ml/min) 2600-3000

LCtalk: Kanal 1 |Kanal 2 Kanal 1 Kanal 2

Wellenldnge (A in nm) 220 236 220 236
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2.9.5 Herstellung und Chromatogramme der Standards

Grundsétzlich wurde mit Misch-Standards aus allen fiinf Mykotoxinen gearbeitet (Abb. 2.2
und 2.3). Die Toxine wurden einzeln eingewogen (Mikrowaagen Sartorius MC 210 P und MC
5) oder bei kleineren Mengen, bei denen nur 1 mg Substanz zur Verfiigung stand, wurde diese

Substanz im gelieferten Glasgefdll quantitativ gelost (nominell 1 mg).

Nach Hersteller-Angaben (Sigma) konnte hierbei ein Fehler von 10 % auftreten (wobei eher
zuviel als zu wenig Substanz geliefert wiirde). Je Toxin wurde eine 2000 ppm (£ pg/ml)
Stammlosung in Methanol hergestellt. Je 440 pl der fiinf Stammldsungen wurden vereinigt,
so dass nun von jedem Toxin 400 ppm hierin vorlagen. Da in der Losung auch nach ldngerem
Schiitteln Schwebteilchen vorlagen, wurde die Losung mit einem Spritzenvorsatzfilter (Sarto-
rius SRP 15) filtriert. Das Filtrat wurde nun mit Wasser auf 12,5 % Methanol verdiinnt, so
dass in diesem Ausgangs-Standard 50 ppm eines jeden Toxins vorlagen. Aus diesem Standard
wurden nun sequentiell alle anderen Standards pipettiert (25 ppm, 12,5 ppm, 5 ppm, 1 ppm,
0,5 ppm, 0,1 ppm, 0,05 ppm, 0,01 ppm). Die Standards wurden in HPLC-Ampullen pipettiert
(je etwa 700 pl) und die Bordelkappen zusitzlich mit zwei Lagen Laborfilm (Parafilm) ver-

schlossen.

Die Lagerung der Standards erfolgte bei -20 °C bzw. -70°C. Nach etwa einem Jahr wurden

neue Standards angesetzt.

In Abb. 2.2 ist die chromatographische Trennung der vier Trichothecene NIV, DON, ANIV
und ADON dargestellt. Die Mykotoxine eluieren in strenger Abhéngigkeit von ihren Polari-
tatseigenschaften, wobei NIV das polarste und ADON das apolarste ist (siche Strukturformeln

in der Einleitung).
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Abbildung 2.2: HPLC-Chromatogramm eines 25 ppm-Misch-Standards (Trichothecene
bei 220 nm, Methode M2). NIV bei 7,25, DON bei 10,52, ANIV bei 15,57, ADON bei
17,45. Die uniibliche Skalierung der Koordinate dieses und aller iibrigen HPLC-

Chromatogramme hat ihre Ursache in der verwendeten Software.

Uber lingere Zeit veridnderten sich in den Standards die Verhltnisse der Peak-Hohen fiir die
Trichothecene zueinander (Anhang A.11). Die Peaks der acetylierten Derivate (ADON und
ANIV) nahmen an Grof3e und Flache ab, wihrend die von DON und NIV zunahmen (Deace-
tylierung als mogliche Erklirung). In den Ahren-Versuchen 3 und 4 und im Reis-Versuch 2
wurde flir die Trichothecene daher mit von der LCtalk-Einheit gespeicherten Standarddaten

gearbeitet.

In Abb. 2.3 ist ein Chromatogramm des ZON-Standards dargestellt. Im mittleren Bild lag ein
Mischpeak aus ZON und einem undefinierten Stérpeak vor. Ein Beispiel eines solchen Stor-
peaks zeigt die rechte Abbildung. Die Hohe dieses Peaks war variabel. Bei der Fluoreszenz-
Detektion (linkes Bild) war dieser Storpeak bedeutungslos. Daher wurde die Fluoreszenz-

Detektion bevorzugt.
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Abbildung 2.3: Ausschnitte aus HPLC-Chromatogrammen zur Messung von ZON (Me-
thode M2). links: 25 ppm-Misch-Standard, Fluoreszenz-Detektion von ZON bei 23,94 (An-
regung bei 274 nm, Emission bei 470 nm). Mitte: 25 ppm-Misch-Standard, UV-Detektion von
ZON bei 23,77 (236 nm). rechts: Gradient ohne Injektion, UV-Detektion (236 nm), Storpeak
bei 23,94 zu Beginn des Messtags.

Bei ZON konnte mit Hilfe des Fluoreszenzdetektors zwar die Spezifitdt erhoht werden (Abb.
2.3), aber dies ging zulasten der Nachweisgrenze, da die Quantenausbeute offenbar relativ
gering ist. Hinzu kommt, dass der Extinktionskoeffizient fiir das Absorptionsmaximum bei
274 nm deutlich geringer ist als bei 236 nm (siche Tab. 2.9). Eine Fluoreszenzmessung bei
einer Anregungswellenldnge von 236 nm wurde getestet, scheiterte aber an der sehr starken
Baseline-Drift in diesem Bereich, wodurch eine zuverlédssige Berechnung des Peaks erschwert

worden wire. Die Messung der Kalibrierkurve von ZON zeigte deutlich, dass schon beim 5
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ppm-Standard eine zuverldssige Detektion des ZON-Peaks nicht immer gelang, und der Wert
deutlich zu niedrig eingeschétzt werden konnte. Daher wurde bei der ZON-Messung mit Flu-
oreszenz-Detektion bei allen Proben, bei denen zwar ein ZON-Peak erkennbar war, dieser
aber nicht gut getrennt und der Wert geringer als 5 ppm war, im Ergebnis-Teil der Vermerk

“weniger als 5 ppm” gemacht (3.3.2, Abb. 3.20).

Da die ZON-Standards von Messtag zu Messtag Schwankungen aufwiesen (steigende Ten-
denz), wurde zur Berechnung der ZON-Konzentration in den Proben der Standard des jewei-

ligen Messtags mit dem Mittelwert aller anderen Messtage korrigiert (Gewichtung 1 zu 1).

Die Ergebnisse der Kalibrierkurven (3.1.2.1) zeigten, dass im vermessenen Bereich bis 50
ppm fiir alle Mykotoxine von einem linearen Zusammenhang zwischen Konzentration und
Detektorsignal ausgegangen werden konnte, wie es das LAMBERT-BEER 'sche Gesetz vermu-

ten liel (Formel 2.4).

E = gn-c-d Formel 2.4
E = Extinktion [dimensionslos]
¢ = Konzentration des gelosten Stoffes [Mol/1]

d = Schichtdicke [cm]
emoi= molarer Extinktionskoeffizient des gelosten Stoffes [1 - cm’ - Mol'l]

(abhingig von Wellenldnge und Losungsmittel)

Fiir die Fluoreszenzintensitét gilt folgende Beziehung (Formel 2.5, verdndert nach SCHWEDT
1981):

]
|

23-k-Dp-Ip-emo-c-d Formel 2.5

Fluoreszenzintensitit

1
I

®r = Quantenausbeute [dimensionslos]
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Iy Intensitédt der Anregungsstrahlung

—
|

= geritespezifische Konstante

Es bestand kein nennenswerter Unterschied zwischen der Zuverlédssigkeit der Kalibrierkurven
bei Verwendung der Hohe oder der Flache der Peaks (Tab. 3.6). Ebensowenig gab es Unter-
schiede zwischen der Zuverlédssigkeit der ZON-Kalibrierkurven mit UV- oder Fluoreszenz-

Detektion.

2.9.6 Integration der Rohdaten

Der DAD lieferte Rohdaten (maximal 10 Werte pro Sekunde iiber das gesamte Spektrum von
190 nm - 360 nm) als eine Folge von Spannungssignalen proportional zur momentanen Ex-
tinktion in der Messzelle, die durch eine charakteristische Folge von Minima und Maxima
(Peaks) gekennzeichnet waren. Zur Integration dieser Daten dienten zum einen die an die
analogen Ausgédnge Kanal A und B angeschlossenen Integratoren, zum anderen spiter die
LCtalk-Software der computergestiitzten Steuerungseinheit (typische Parameter Tab. 2.12).

Einige Prinzipien dieser Berechnung sollen hier kurz erldutert werden.
Peak-Erkennung:

Drei der zur Peak-Erkennung wichtigen Parameter sind die minimale Flache (min. area), der

Schwellenwert (threshold) und die Steigungs-Empfindlichkeit (slope sensitivity).

min. area: Dies ist die minimale Flache, die vom Beginn bis zum Ende eines Peaks
zwischen Detektorsignal und Basislinie eingeschlossen werden muss. Kleinere Peaks
werden nicht beriicksichtigt. Die Hohe eines Peaks spielt bei diesem Parameter keine

Rolle.

threshold: Solange dieser Schwellenwert vom Detektorsignal unterschritten wird, wird

das Signal nicht als Peak, sondern als driftende Basislinie erkannt

slope sensitivity: Dieser Wert steht fiir den Steigungswert des Detektorsignals, ab dem
ein Ansteigen (oder Abfallen) der Baseline als Peak-Beginn (oder -ende) interpretiert

wird.



Material und Methoden 49

Bestimmen der Basislinie:

Die Basislinie wurde ausschlieBlich nach der Tal-zu-Tal-Methode (valley to valley) festge-
legt, wobei die Basislinie nicht auf dem Niveau des Startwerts verbleibt, sondern die Linie der

Peak-Anfange nachzeichnet.
Hoéhenberechnung:

Die Hohe eines Peaks wurde durch Fillen des Lots im Maximum des Peaks auf die Basislinie

bestimmt. Daher war es von gro3er Bedeutung, auf welche Art die Basislinie bestimmt wurde

(s.0).

Tabelle 2.12: Typische Integrationsparameter fiir die Integratoren und die LCtalk-

Software. - nicht vorhanden.

Integratoren CI-10 |LCtalk-Software

min. area 100 bis 100.000 meist 1000

threshold 500 500

slope sensitivity 75

2.9.7 Auswertung der Chromatogramme
2.9.7.1 Qualitative Auswertung der Chromatogramme

Es wurden verschiedene Kriterien verwendet, um die Identitit einer Substanz in der Probe mit

der Standardsubstanz sicherzustellen.

Das erste und mit Abstand wichtigste Kriterium war die Retentionszeit. Hierbei wurden Ab-
weichungen von etwa + 1/10 Minute fraglos akzeptiert, da Parameter wie Umgebungstempe-
ratur (trotz temperierter Sdule!) und Konzentration der Substanz einen leichten Einfluss auf

die Retentionszeit hatten.
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Ein weiteres Kriterium war der Chemotyp eines Isolats. So war in einer Probe, in der ein
deutlicher DON-Peak vorlag, auch ein ADON-Peak zu erwarten (dhnliches galt fiir NIV und
ANIV).

Auch die Form eines Peaks konnte Aufschluss dariiber geben, ob es sich um einen Substanz-
Peak (schmal), oder aber um einen Stérpeak (breit) handelte. Besonders im Bereich von NIV,
wo mehrere breite Storpeaks mit dhnlicher Retentionszeit wie NIV auftraten, wurde dieses

Kriterium herangezogen.

Ebenso wurde das Peak-Muster eines Chromatogramms mit in die Auswertung einbezogen.
Bei gleicher Matrix und gleicher Fusarium-Art lag generell ein dhnliches Peak-Muster vor.
So konnte beispielsweise mit einiger Sicherheit gesagt werden, dass ANIV, wenn es in einer

Probe enthalten war, als der sechste Peak vor ADON auftrat.

Ein weiteres Kriterium stellte das UV-Spektrum eines Peaks dar, das durch die Verwendung
des DAD zur Verfiigung stand. So konnte das Spektrum des Standards mit dem des fraglichen
Peaks verglichen werden. Dieses Instrument erwies sich jedoch als wenig schlagkréftig fiir
kleinere und daher gerade fragliche Peaks. In diesem Fall wurde das Spektrum namlich stark
von dem Losungsmittel und evtl. auch von Nebenpeaks beeinflusst, so dass eine klare Aussa-
ge nicht moglich war. Lediglich die Absicherung deutlicher Peaks, die die anderen Kriterien
ohnehin erfiillten, wire auf diese Art moglich. Ebenso die Entlarvung falsch positiver Peaks,
wie in einem Fall von Isolat 51. Dieses Isolat zeigte auf Reis in vitro nach 21 Tagen einen
sehr hohen, deutlichen Peak bei der Retentionszeit von ANIV. Fast alle anderen Kriterien
sprachen dafiir, dass es sich tatsdchlich um ANIV handelte. Allerdings war kein eindeutiger
NIV-Peak vorhanden. Das Spektrum dieses Peaks zeigte ein deutlich anderes Bild als das
vom ANIV-Standard, so dass eine Identitdt eindeutig ausgeschlossen werden konnte (Abb.

2.4).

In Versuchen, in denen mit bekannten Isolaten bekannten Chemotyps gearbeitet wurde (alle
Ahren-Versuche und der Versuch zum Verlauf der Toxinbildung auf Reis), wurde ein Peak
anhand der Retentionszeit (Standard + 1/10 Minute) als mit dem Standard identisch akzep-
tiert, sobald er die Hohe (oder Fldche) eines etwaigen Storpeaks in der Kontrolle iiberschritten
hatte. Kleine Peaks vermeintlicher Toxine des anderen Chemotyps wurden ignoriert. Die an-

deren oben genannten Kriterien spielten hier eine nur untergeordnete Rolle.
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Abbildung 2.4: UV-Spektren bei einer Retentionszeit von 15,54 Min. nach chroma-
tographischer Trennung (HPLC, Methode M2). links: von Isolat 51 fermentierte Reis-
Probe. rechts: ANIV-Standard (25 ppm).

Im Screening-Versuch zur Toxinbildung vieler verschiedener, unbekannter Fusarium-Isolate
wurden hingegen die oben genannten Kriterien bei Bedarf angewendet. Trotzdem blieben
viele Peaks bei der Retentionszeit von NIV bzw. ANIV fraglich, da es sich um relativ kleine
Peaks handelte, deren Spektrum nicht eindeutig war, da die Peaks trotz anderen Chemotyps
auftraten oder da dieser Peak nur in einer der drei Parallelen vorhanden war (beispielsweise

im Zusatz-Ansatz). Solche Peaks wurden im Ergebnisteil nicht beriicksichtigt.

Im Gegensatz zur Reis-Matrix konnte in den Ahren-Versuchen nur DON sicher nachgewiesen
werden, ADON wenigstens qualitativ (3.7.9). Der Grund dafiir lag zum einen im Chemotyp
der in den Ahren-Inokulationen verwendeten Fusarium-Isolate (nur DON-Chemotyp), zum
anderen in einer nicht optimalen Trennung fiir ANIV, ADON und ZON. In Versuchen zur
Wiederfindungsrate (3.1.2.3) waren die Peaks bei ADON, ANIV und ZON wenigstens quali-
tativ eindeutig ansprechbar. NIV war in der Ahren-Matrix generell durch einen deutlichen

Storpeak maskiert (Abb. 3.8, 3.58).
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2.9.7.2 Quantitative Auswertung der Chromatogramme

Die hinreichend identifizierten Peaks wurden nun quantitativ ausgewertet. In einem ersten
Schritt der Auswertung wurde die Konzentration in der vorliegenden Messlosung der Probe
bestimmt. Generell lief diese Auswertung mit Hilfe der externen Standards bekannter Kon-
zentration ab. Im zweiten Schritt (2.9.7.2.3) wurde die Konzentration des Toxins in der Tro-
ckenmasse der Probe (ppm; mg/kg Trockenmasse) berechnet unter Berlicksichtigung aller
wihrend der Aufarbeitung aufgetretener Verdiinnungsfaktoren (siehe 2.8). Fiir den ersten

Schritt wurden unterschiedliche Methoden verwendet (2.9.7.2.1 bzw. 2.9.7.2.2):

2.9.7.2.1 Auswertung nach den Schreiberprotokollen

Bevor die computergestiitzte Auswertung mit der LCtalk-Software zur Verfiigung stand, wur-
den die Schreiberprotokolle verwendet, die die von den Integratoren berechneten Daten aus-
gaben. Hier wurde fiir jeden Peak ein Wert fiir seine Hohe und seine Flidche ausgegeben (in
gerdtespezifischen relativen Einheiten). In aller Regel wurde hier die Peak-Hohe als Bezugs-
grofle verwendet, und die Konzentration in der Messlosung der Probe nach folgender Formel

2.6 unter Beriicksichtigung eines etwaigen Storpeaks im Kontroll-Ansatz berechnet:

CMm ((hp-hg)/hg) - cs Formel 2.6
cm = Konzentration in der Messlosung [ppm £ pg/ml]
cs = Konzentration im Standard [ppm £ pg/ml]

hy = Hohe des Detektorsignals fiir die Messlosung [dimensionslos]

hr = Hohe des Detektorsignals eines etwaigen Storpeaks im Kontroll-Ansatz
[dimensionslos]
hs = Hohe des Detektorsignals fiir den Standard [dimensionslos]

Als Hohe des Standards wurde hierbei der Mittelwert aus mindestens zwei Standard-
Messungen vom selben Messtag verwendet. Zur Berechnung diente das Programm Excel 97
(Microsoft). Nach diesem Verfahren wurden die Ahren-Versuche 1 und 2 und der Versuch

zum Toxinbildungs-Verlauf auf Reis ausgewertet.
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AuBlerdem wurden die ZON-Messungen im Screening-Test zur Toxinbildung auf Reis (iiber
den Fluoreszenzdetektor) nach diesem Verfahren ausgewertet, da eine direkte Verbindung des
Detektors mit dem Personal-Computer nicht moglich war. Der einzige Unterschied bestand
darin, dass vom Fluoreszenz-Signal die flichenbezogenen Daten als Rechen-Grundlage he-
rangezogen wurden, da durch den Verlauf der Basislinie in diesem Bereich eine Berechnung

nach der Hohe eine grofere Ungenauigkeit vermuten lief3.

2.9.7.2.2 Auswertung mit Hilfe der Software LCtalk

Hiezu wurden die Daten des DAD fiber eine serielle Schnittstelle direkt an den Personal-
Computer gesendet. Die LCtalk-Software konnte tiber eine entsprechend programmierte Datei
(method-file) diese Rohdaten erstens zu Peak-bezogenen Daten integrieren und zweitens bei
voriger Eingabe entsprechender Parameter (Retentionszeiten und Response-Faktoren) aus der
Hohe oder Fliache eines Peaks die Konzentration der entsprechenden Substanz berechnen. Der
Response-Faktor einer Substanz ist fiir eine lineare Beziehung wie folgt festgelegt (Formel

2.7; hier bezogen auf die Fliche):

Rf = (cs/Fs) - Vm Formel 2.7

Hieraus ergibt sich fiir die gesuchte Konzentration (Formel 2.8):

cm = (Fm-Rp)/Vum Formel 2.8

Rf = Response-Faktor [ppm - pul]

cs = Konzentration im Standard [ppm £ pg/ml]

cm = Konzentration in der Messlosung [ppm £ pg/ml]

Fs

Flache des Detektorsignals fiir den Standard [dimensionslos]
Fum = Flédche des Detektorsignals fiir die Messlosung [dimensionslos]

VM= Volumen der injizierten Messlosung [ul]
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Da die Gehalte der Trichothecen-Standards sich wie schon erwéhnt (2.9.5) iiber ldngere Zeit-
rdume dnderten (vermutlich durch Deacetylierung), wurde bei den Versuchen, die mit Hilfe
der Software berechnet wurden, nicht mit den am jeweiligen Messtag gemessenen Standards
als BezugsgroBe gearbeitet. Vielmehr wurden die zuverldssigeren Mittelwerte mehrerer Stan-
dards verwendet, die kurze Zeit (ca. 8 Wochen ) nach dem Ansetzen der Standards gemessen
worden waren. In diesem Fall wurde mit der Flache als Bezugsgrofle gearbeitet, da auf zwei
verschiedenen Exemplaren der gleichen Siule gearbeitet worden war und die Flache die bes-
sere Ubertragbarkeit zeigte. Die daraus errechneten Response-Faktoren und die zugehdrigen
Retentionszeiten (zur Erkennung der Peaks durch die Software) wurden, wie schon die Integ-
rationsparameter (siche Tab. 2.12) in den entsprechenden method-file eingebunden (Tab.

2.13).

Tabelle 2.13: Kalibrierungsparameter in method-file m2calz.mth.

DON [ADON [NIV |ANIV [ZON

Retentionszeit [Min.] (Toleranz + 2 %) (10,45 17,40 |7,25 |15,45 [23,90

Response-Faktor [ppm - ul - 107] 1,25 1,16 1,18 |1,24 -

Die so von der Software ermittelten Peaks wurden nach den oben genannten Kriterien auf
Identitédt gepriift und die Konzentrationen um etwaige Storpeaks im Kontroll-Ansatz korri-

giert (Excel).

Auf diese Weise wurden die Ahren-Versuche 3 und 4 und der Screening-Test zur Toxinbil-

dung auf Reis (auller den ZON-Messungen in diesem Versuch, siehe 2.9.7.2.1) ausgewertet.

2.9.7.2.3 Berechnung der Toxinkonzentration in den Proben unter Beriicksichtigung
der Verdiinnungsfaktoren

Unabhéngig davon, wie die Konzentration in der Messlosung berechnet wurde, wurden nun

alle Daten auf dem selben Weg weiter verrechnet.
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Unter Beriicksichtigung der wéhrend der Aufarbeitung des Probenmaterials aufgetretenen
Verdiinnungs- bzw. Konzentrierungsschritte lieferte folgende Formel 2.9 (Excel) das Ergeb-

nis fiir die Toxinkonzentration direkt im Probenmaterial (mg Toxin pro kg Trockenmasse).

cp = ((em- Vw)/VE) - Vix Formel 2.9

cp = Konzentration im Probenmaterial [ppm £ pg/g]

cm = Konzentration in der Messlosung [ppm £ pg/ml]

Vw= Volumen, in das der Riickstand nach dem Einengen wieder aufgenommen wurde [ml]
Vg= Probenvolumen, das zur Aufreinigung auf die Sdule aufgetragen wurde [ml]

V= Gesamtextraktionsvolumen pro Gramm Trockenmasse [ml/g]

In den Ahren-Inokulationen wurde dieser Wert fiir DON als ”DON 17 bezeichnet.

2.9.7.2.4 Berechnung weiterer Grofien (DON 2, DON 3)

In diesem Abschnitt soll in Kiirze die Berechnung weiterer Grof3en zur Quantifizierung der
Toxinbelastung erldutert werden, wobei jeweils andere Bezugsgroflen fiir den Toxingehalt
verwendet wurden. Diese Gréf3en wurden nur fiir den DON-Gehalt in Getreidedhren berech-

net.

Eine solche GroBe war die DON-Menge pro Gramm befallener Ahrenmasse (DON 2,
Formel 2.10), wobei in die Berechnung nicht die Masse der Gesamtédhre einging, sondern nur
der Anteil der Masse, der der prozentualen Befallshiufigkeit der Ahrchen der jeweiligen Ahre
entsprach. Die Befallshiufigkeit der Ahrchen fiir jede Ahre stand durch die simultane indivi-

duelle Bonitur aller Ahren uneingeschriinkt zur Verfiigung (siche 2.7).

cvi = cp/ (BH/100) Formel 2.10

cbi = Konzentration in der befallenen Ahrenmasse [ppm 2 pg/g befalleneTM] (= DON 2)
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cp = Konzentration im Probenmaterial [ppm £ pg/gTM]

BH= Befallshiufigkeit der Ahrchen der jeweiligen Ahre [%]

Eine weitere verwendete Grofe ist die Gesamt-DON-Menge pro Ahre (DON 3, Formel
2.11):

mri = cp - TMx Formel 2.11
mry = Gesamttoxinmasse pro Ahre [pg] (= DON 3)

Cp = Konzentration im Probenmaterial [ppm £ pg/gTM]
™ = Trockenmasse der jeweiligen Ahre [g]

2.10 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Ergebnisse wurde mit MS-Office 97, SAS (Version 8.02) und
SigmaStat (Version 1.01) durchgefiihrt.

Office 97 diente hierbei lediglich zur Berechnung von Regressionen, des Bestimmtheitsmaf3es
oder beschreibender Parameter wie Mittelwert und Standardabweichung (c,.1). Gelegentlich

wurde Office 97 auch zur Berechnung der Korrelation nach Pearson genutzt.

Mit SAS wurden Varianzanalysen (GLM-Procedure), multiple Vergleiche (Tukey-Test) und
der t-Test durchgefiihrt.

SigmaStat diente zur Berechnung der Korrelationen nach Pearson.

Wo nicht anders erwéhnt, stellen Ergebnisse grundsédtzlich die Mittelwerte aus n Wiederho-
lungen + Standardabweichung dar. Mit gleichen Buchstaben gekennzeichnete Mittelwerte
unterscheiden sich nicht signifikant voneinander (o = 0,05). Bei der Verwendung anderer

Signifikanz-Niveaus wird dies ausdriicklich erwéhnt.
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3. Ergebnisse
3.1 Methodische Ergebnisse

In diesem Kapitel werden diejenigen methodischen Ergebnisse vorgestellt, die allgemeiner

Natur sind und daher keinem der nachfolgenden Kapitel zugeordnet werden kénnen.

3.1.1 Ergebnisse zur Probenbearbeitung fiir die Mykotoxinanalysen
3.1.1.1 Anzahl der Extraktionsschritte

In einem Vorversuch wurde geklart, wieviele aufeinander folgende Extraktionsschritte fiir
eine moglichst verlustfreie Aufarbeitung des Probenmaterials notwendig waren. Der grofBte
Anteil der Deoxynivalenol-Menge (DON) wurde im ersten (77,8 %) und zweiten (16,5 %)
Schritt extrahiert. Im dritten Schritt wurden 4,5 % des Toxins extrahiert und im vierten 1,2 %
(Tab. 3.1). In den Routinearbeiten wurden drei Extraktionsschritte durchgefiihrt (insgesamt

98,8 %). Auf die vierte Extraktion wurde verzichtet.

Tabelle 3.1: DON-Menge in vier sequentiellen Extraktionsschritten (jeweils 8 ml/g TM)
bei Extraktion einer stark befallenen Weizen-Ahre (Picolo, BH = 68 %). Die Summe aller

vier Extraktionsschritte wurde = 100 % gesetzt. ES = Extraktionsschritt.

1.ES |2.ES [3.ES [4.ES |Summe

absolut (ppm) 154,7 (32,8 8,9 2,5 198.8

prozentual 77,8 16,5 |4.,5 1,2 100

3.1.1.2 Anzahl der Elutionsschritte

Wie schon fiir die Extraktion sollte auch fiir die Elution getestet werden, wie effektiv die
einzelnen nacheinander an derselben Siule ausgefiihrten Elutionsschritte waren (Tab. 3.2).
Hierzu wurde ein auf einer Séule gebundener Reis-Extrakt fiinfmal nacheinander mit je 5 ml

Elutionsmittel eluiert. In diesem Versuch wurde auf die Extrelut NT 3-Sdule 3 ml Probe
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aufgetragen im Gegensatz zu den spéter routineméfig verwendeten 2,5 ml. Die ersten drei

Eluate wurden vereinigt, ebenso die letzten beiden Eluate (4 und 5).

Tabelle 3.2: Effektivitit der Elutionsschritte 1 bis 3 und 4 bis 5 (DON). Die Summe der
DON-Gehalte beider Eluate wurde = 100 % gesetzt.

1. bis 3. Elution |4. bis 5. Elution

absolut (ppm) | 8,93 1,24

prozentual 87,8 12,2

In den ersten drei Elutionsschritten wurden 87,8 % des gesamten Toxins extrahiert. In den

Routine-Analysen wurde auf eine vierte und fiinfte Elution verzichtet.

3.1.1.3 Reproduzierbarkeit der Elution

Um die Reproduzierbarkeit der Elution zu testen, wurde ein wéssriger Extrakt (Gemisch aus
den Restextrakten des 2. Ahrenversuchs 28 dpi) in siebenfacher Wiederholung auf sieben
verschiedene Extrelut NT 3-Fertigsdulen aufgetragen und die Eluate dann wie beschrieben

getrennt weiter bearbeitet.

Die Ergebnisse in Abb. 3.1 zeigen, dass vereinzelt relativ groBe Abweichungen vom
Mittelwert auftraten (max. -15,5 %), die meisten Messwerte aber relativ eng beieinander
lagen (Mittelwert der absoluten Abweichung 7 %). Eine mogliche Ursache fiir diese
Schwankungen konnte in unterschiedlicher Packung der Sadulen und damit verbundener

unterschiedlicher Sdulen-Laufzeit liegen.
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Abbildung 3.1: Reproduzierbarkeit der Elution an Extrelut NT 3-Fertigsiulen am
Beispiel einer siebenfach wiederholten Elution eines Ahrenextraktes (DON-Werte, nach

der Hohe mit externem Standard tiber Integrator-Protokoll berechnet).

3.1.1.4 Reproduzierbarkeit der Bearbeitungsschritte nach der Elution

Nach der Elution wurden die Eluate am Rotationsverdampfer eingeengt, in Losungsmittel
wiederaufgenommen und dann an der HPLC analysiert. Die Reproduzierbarkeit dieser
Schritte wurde gemeinsam getestet, indem ein Eluat (Gemisch aus den Rest-Eluaten des 2.

Ahrenversuchs 35 dpi) nach siebenfacher Aliquotierung getrennt weiter bearbeitet wurde

(Abb. 3.2).

Ahnlich wie schon bei der Elution (Abb.3.1) lagen die meisten Messwerte relativ nahe am

gemeinsamen Mittelwert. Aber hier trat ein stirker abweichender Messwert auf (Abb. 3.2,

WDH 5).
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Abbildung 3.2: Reproduzierbarkeit der auf die Elution folgenden Aufarbeitungsschritte
am Beispiel einer siebenfach wiederholten Probe eines Ahrenextraktes (DON-Werte,

nach der Hohe mit externem Standard iiber Integrator-Protokoll berechnet).

3.1.1.5 Lagerung der Proben

In einem ersten Versuch wurde getestet, wie sich eine Lagertemperatur auf die Standards
auswirkt. Hierzu wurden Standard-Ampullen bei -20 °C und 4 °C fiir acht bzw. neun Tage
gelagert und vorher zusétzlich mit Laborfilm verschlossen, da die Bordelkappen alleine keine
ausreichende Dichtigkeit gewihrleisteten. Es wurden 12,5 ppm-Standards und 25 ppm-

Standards untersucht.

Bei den 12,5 ppm Standards wurden zwei bei -20 °C gelagerte Ampullen gemessen (dreifach
bzw. einfach) sowie eine bei 4 °C gelagerte Ampulle (dreifach). Bei den 25 ppm Standards
wurden drei bei -20 °C gelagerte Ampullen gemessen (zwei dreifach und eine einfach) sowie
eine bei 4 °C gelagerte Ampulle (Tab. 3.3). Die Berechnung erfolgte nach der Flache der
Peaks tiber die LCtalk-Software.
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Tabelle 3.3: Vergleich der Auswirkung einer Lagertemperatur von 4 °C mit einer
Lagertemperatur von -20 °C auf die Mykotoxinstandards nach 8 Tagen (12,5 ppm) bzw. 9
Tagen (25 ppm). Relativer Toxingehalt in %. Werte von -20 °C = 100 % gesetzt. - nicht

analysiert.
DON |[ADON NIV ANIV ZON
12,5 ppm |128,4 |70,1 114,3 89,7 -
25 ppm 124,2 79,0 111,4 93,4 101,6

Fiir beide Konzentrationen zeigt sich bei den Trichothecenen ein vergleichbares Ergebnis. Die
Konzentration von ADON und ANIV ist in den bei 4 °C gelagerten Standards geringer, aber
die von DON und NIV hoher. Dieser Effekt ist bei den 12,5 ppm-Standards stirker

ausgepragt. Fiir ZON ist keine Verdnderung erkennbar.

Die Hauptursache hierfiir ist vermutlich eine saure Hydrolyse der acetylierten Trichothecen-

Derivate (siehe 2.9.5).

In einem weiteren Versuch wurde getestet, inwieweit eine Reproduzierbarkeit einer Messung
von HPLC-Proben (Reis-Versuch 2) nach ca. acht Wochen Lagerung bei -70 °C gegeben war
(Ampullen mit Laborfilm verschlossen, Tab. 3.4).

Die Abweichungen der zweiten von der ersten Messung bewegten sich bis auf wenige
Ausnahmen bei den Einzelwerten zwischen 0 und 5 Prozent. Erwartungsgemdfl waren die
absoluten Abweichungen hoher als die relativen, da sowohl positive als auch negative
Abweichungen auftraten. Insgesamt war eine gute Reproduzierbarkeit gewihrleistet, die sich
im Rahmen der Reproduzierbarkeit der HPLC-Messungen bewegte (Tab. 3.9). Die absolute
Abweichung bei ADON war insgesamt tendenziell hoher als die bei DON. Allerdings war bei
keiner der beiden Chargen ein einheitlicher Trend zu mehr DON und weniger ADON zu
erkennen. Eine Verdnderung der Proben, z. B. durch Deacetylierung wie fiir Tab. 3.3
angenommen, konnte wihrend einer 55- bzw. 61tdgigen Lagerung bei - 70 °C also nicht

nachgewiesen werden.
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Tabelle 3.4: Daten zur Reproduzierbarkeit der Messung von Toxin-Gehalten in Reis-
Proben. Erneute HPLC-Analyse zweier Chargen (A nach 61 Tagen (n = 6) bzw. B nach
55 Tagen (n = 6), Lagerung bei -70 °C). Jeder der sechs Einzelwerte ist der Mittelwert aus
zwei Parallelansédtzen.Als Datengrundlage dienen jeweils die prozentualen Abweichungen der
zweiten Messung von der ersten Messung (= 100 % gesetzt). Charge A (Charge B in

Klammern), prozentuale Abweichung.

DON ADON

Mittelwert der absoluten Abweichung von der ersten Messung | 1,8 (1,7) 2,3(2,2)

Mittelwert der relativen Abweichung von der ersten Messung |0,5 (-1,6) [-1,9 (1,8)

maximale positive Abweichung 5,3(0,4) 1,0 (2,8)

maximale negative Abweichung -2,1(-2,9) [-6,5(-1,2)

3.1.2 Ergebnisse zur Analytik der Mykotoxine (HPLC)
3.1.2.1 Kalibrierkurven

Hier sollen exemplarisch einige Kalibrierkurven gezeigt werden (Abb. 3.3, 3.4, 3.5). Die
Geraden stellen die lineare Regression der jeweiligen Datenpunkte dar (Office 97). Alle
Kalibrierkurven wurden mit der Methode M2 gemessen. Kalibrierkurven fiir die {ibrigen

Toxine befinden sich im Anhang (A.11).

Fir den getesteten Bereich konnte fiir alle Toxine von einem linearen Zusammenhang
zwischen Konzentration und Detektorsignal ausgegangen werden, wie es das Lambert-
Beer’sche Gesetz erwarten lie3 (Tab. 3.5, Formel 2.4). Eine Kontrollmessung fiir DON und
ADON zeigte, dass ein linearer Zusammenhang auch fiir eine Konzentration von 125 ppm
noch uneingeschrinkt gegeben ist. Hohere Konzentrationen in den Proben wurden durch

lineare Extrapolation berechnet.
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Abbildung 3.3: Kalibrierkurve fiir DON (Alter des Standards ca. 8 Wochen, Methode M2,
220 nm). Relative Einheiten von LC-Talk-Software. A = flichenbezogene Daten (—); ll =

hohenbezogene Daten (- - -).
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Abbildung 3.4: Kalibrierkurve fiir ZON, UV-Detektion (Alter des Standards ca. 8
Wochen; Methode M2; UV-Detektion, 236 nm). Relative Einheiten von LC-Talk-Software.

A = flichenbezogene Daten (—); ll = hohenbezogene Daten (- - -).
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Kalibrierkurve ZON (Fluoreszenz-Detektion)
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Abbildung 3.5: Kalibrierkurve fiir ZON, Fluoreszenz-Detektion (Alter des Standards ca.

4 Monate; Methode M2; Anregung bei 274 nm, Emission bei 470 nm). Relative Einheiten

direkt vom Integrator. A = flichenbezogene Daten (—); l = hohenbezogene Daten (- - -).

Tabelle 3.5: Bestimmtheitsmaf} (Rz) fiir die Kalibrierkurven der einzelnen Toxine. n.d. =

nicht sicher detektierbar.

DON 3ADON |NIV ANIV ZON (UV) | ZON (FL)
Flache des Peaks [0-50 ppm |0,9963 0,9961 0,9995 0,9993 10,9124 0,9591
Flache des Peaks [0-5 ppm |0,9973 0,9638 0,9986 0,9882 10,9936 n.d.
Hohe des Peaks [ 0-50 ppm |0,9962 0,9957 0,9993 0,9988 0,9699 09717
Hohe des Peaks | 0-5 ppm  [0,9977 0,9651 0,9983 0,9926 1 n.d.

3.1.2.2 Nachweisgrenze

Die Nachweisgrenze fiir DON lag bei etwa 0,1 ppm fiir Standard-Substanz (bei 20 pl
Injektion entspricht das 2 ng; Abb. 3.6, Tab. 3.6).
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Tabelle 3.6: Injizierte Toxinmengen (20 nl Probenschleife).

Konzentration im Standard (ppm) | 0,1 | 0,5 1 5 12,5 | 25 50

Toxinmenge (ng) 2 10 20 | 100 | 250 | 500 | 1000
mAU

2

10,55

1,5

1 -

0,5 t (min)
8 9 10 11 12 13 14

Abbildung 3.6: Ausschnitt aus einem HPLC-Chromatogramm eines 0,1 ppm-Misch-
Standards (bei 220 nm, Methode M2). DON bei 10,55. Skalierung beachten!

Da durch die Extraktion ein Verdiinnungseffekt auftrat (Tab. 2.8), lag die Nachweisgrenze fiir
die Ahrenproben bei etwa 0,54 ppm (bei Gesamtextraktionsvolumen von 27 ml/g TM) und fiir

Reisproben bei etwa 0,14 ppm (bei Gesamtextraktionsvolumen von 7 ml/g TM).

3.1.2.3 Wiederfindungsrate

Bei den Tests zur Wiederfindungsrate wurde die auch in den Versuchen vorliegende Matrix
mit einer definierten Menge an Mykotoxin-Standard-Substanz versetzt. In einem ersten
Versuch wurde die Reis-Matrix mit verschiedenen Extraktionsmethoden untersucht, bei

einem weiteren Versuch die Ahren-Matrix bei zwei verschiedenen Konzentrationen (Tab. 3.7

und Tab. 3.8).
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3.1.2.3.1 Reis-Matrix

Zu 2 g geschrotetem Reis wurde soviel Volumen eines hoch konzentrierten Mykotoxin-
Standard-Gemischs gegeben, dass in jeder der Proben je 39 ppm DON, 3ADON, NIV, ANIV
und ZON vorlagen. Dies entsprach 30 ppm in der spdteren HPLC-Probe (Messlosung). Es
wurden acht Parallelansitze angelegt, von denen jeweils 4 mit 10 % Methanol in Wasser bzw.
85% Methanol in Wasser extrahiert wurden. Die beiden Kontrollen wurden nicht mit Toxin
versetzt sondern mit dem reinen Losungsmittel. Ansonsten folgte die Extraktion und die
weitere Bearbeitung der oben beschriebenen Methode, jedoch mit 6,5 ml (3,5/1,5/1,5)
Extraktionsmittel pro Gramm Trockenmasse (Tab. 2.8). Jede der beiden Varianten (10% bzw.
85%) wurde erneut gesplittet und ab der Elution doppelt weiter verarbeitet. Die eine Hélfte
der Proben wurde nach dem Einengen am Rotationsverdampfer in 12,5 % Methanol wieder

aufgenommen, die andere Hilfte in 100 % Methanol.

Die Berechnung der Wiederfindung erfolgte mit Hilfe eines parallel zu den Proben aus
derselben Stammlosung angesetzten 30 ppm-Standards (£ 39 ppm im Probenmaterial). Als
Berechnungs-Grundlage dienten die Integrator-Protokolle mit Storpeak-Korrektur nach der
Hohe der Peaks. Abb. 3.7 zeigt ein mit der LCtalk-Software ausgewertetes Chromatogramm

fiir die Trichothecene.

Die HPLC-Messungen wurden nach der unter 2.9.4.2 beschriebenen Standard-Methode fiir
Reis-Matrix durchgefiihrt. Die Detektion erfolgte fiir alle Toxine im UV-Bereich bei 220 nm
und fiir ZON auflerdem gesondert mittels Fluoreszenzdetektion (Exc. 274 nm, Em. 470 nm).
Da diese Fluoreszenzmessung erst rund 7 Monate spéter durchgefithrt wurde (Leihgerit),
wurde die Messung des Standards mit dem von der ersten Messung (UV-Signal) abgeglichen.
Die Berechnung erfolgte mit dem Integrator-Protokoll mit Storpeak-Korrektur nach der Peak-
Flache.

In Abhéngigkeit vom Extraktionsmittel traten deutliche Unterschiede in der Wiederfindung
auf. Bei 10 % Methanol war die Wiederfindung fir DON, ADON und ANIV signifikant
besser als bei 85 % Methanol (z. B. DON 82 % gegentiber 61 %).
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Tabelle 3.7: Wiederfindungsrate verschiedener Mykotoxine (je 39 ppm) in der Reis-

Matrix mit unterschiedlichen Extraktionsmethoden

Parallelansitzen =+

in Prozent.

Mittelwert aus vier

Standardabweichung. Mit denselben Buchstaben gekennzeichnete

Mittelwerte unterscheiden sich nicht signifikant voneinander (o = 0,05, statistischer

Vergleich innerhalb der Spalten). ' Mittelwert aus nur zwei Parallelen. - nicht analysiert.

Extraktion | Wiederauf- DON 3ADON NIV ANIV ZON (UV) | ZON (FL)
(% MeOH) | nahme in
(% MeOH)
10 12,5 78,4+1,8a| 78,0+1,8a | 31,8409b | 86,5+49a | 7,5+1,8'b 6,3t1,4b
10 100 82,1452 a | 80,4+3,0a [ 352+1,3b | 84,7433 a| 12,1+1,4 "D -
85 12,5 64,7£5,5b| 64,179b | 57,8+3,5a | 69,446,7b | 69,1123 'a | 69,2423 a
85 100 61,1£7,3b| 64,1£59b | 52,5+6,2a | 59,3+4,0b | 84,0+14,2 a -
mAU
59

t (min)

20

Abbildung 3.7: HPLC-Chromatogramm Wiederfindung in Reis-Matrix
(Trichothecene bei 220 nm, Methode M2). NIV bei 7,23; DON bei 10,50; ANIV bei 15,46;
ADON bei 17,42. (—) = Reis-Matrix + Mykotoxine; (- - -) = Misch-Standard der Mykotoxine

(um +0,5 Min. versetzt aufgetragen). Die Standard-Konzentration von 30 ppm entspricht

ur

unter Beriicksichtigung aller Verdiinnungsschritte einer Wiederfindung von 100 % der 39

ppm Toxin im Probenmaterial.
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NIV und ZON wurden bei 85 % Methanol signifikant effektiver extrahiert (z.B. ZON 84 %
gegeniiber 12 % Wiederfindung).

Der Einfluss der Zusammensetzung des Losungsmittels zur Wiederaufnahme nach dem

Einengen am Rotations-Verdampfer war in keinem Fall signifikant.
Fiir ZON traten keine Unterschiede zwischen einer Messung mit UV-Detektion (236 nm)

oder Fluoreszenz-Detektion (Exc. 274 nm, Em. 470 nm) auf.

Obwohl die Wiederfindung von ZON bei 10 % Methanol mit 6 % bis 12 % (je nach Variante)
sehr niedrig lag und der Wert fiir NIV mit 32 % bzw. 35 % auch noch deutlich unter 50 %

war, wurde routineméfig mit 10 % Methanol extrahiert.

Die bei den verwendeten Fusarium-Isolaten vorherrschenden Trichothecene DON und
ADON zeigten hier eine bessere Wiederfindung als NIV. Aullerdem war ein groBer Einfluss
von ZON als Aggressivititsfaktor mangels akuter Toxizitdt nicht zu erwarten, so dass dieser
Metabolit verglichen mit den Trichothecenen fiir die Fragestellung der Gesamtarbeit

voraussichtlich nur von untergeordneter Bedeutung war.
Die Wiederaufnahme der Probe erfolgte in 12,5 % Methanol.

Eine Korrektur nach der Wiederfindung wurde fiir keines der Mykotoxine vorgenommen. Die
Ergebnisse fiir ZON und NIV werden in der Diskussion aber im Licht ihrer niedrigen

Wiederfindung bewertet.

3.1.2.3.2 Ahren-Matrix

Zu 0,8 g gemahlenem unbefallenem, jungem Ahrenmaterial (Sorte Picolo, Stadium EC61 bis
EC69) wurde soviel Volumen eines hochkonzentrierten Mykotoxin-Misch-Standards
gegeben, dass in fiinf der 10 Proben je 8,1 ppm DON, 3ADON, NIV, ANIV und ZON
vorlagen, in fiinf weiteren Proben je 81 ppm derselben Toxine. Dies entsprach 1,5 ppm bzw.
15 ppm in der HPLC-Probe (Messlosung). Die beiden Kontrollen wurden nicht mit Toxin
versetzt sondern mit dem reinen Losungsmittel. Ansonsten folgte die Extraktion und die
weitere Bearbeitung der oben beschriebenen Methode mit 27 ml Extraktionsmittel pro

Gramm Trockenmasse (Tab. 2.8).

Die Berechnung der Wiederfindung erfolgte mit Hilfe eines parallel zu den Proben aus
derselben Stammlosung angesetzten 1,5 ppm- bzw. 15 ppm-Standards (£ 8,1 ppm bzw. 81

ppm jeden Toxins im Ahren-Material). Als Berechnungsgrundlage dienten hier die
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Ergebnisse der computergestiitzten Integration mit Storpeak-Korrektur nach der Hohe der

Peaks.

Tabelle 3.8: Wiederfindungsrate unterschiedlicher Mykotoxine ( jeweils 8,1 ppm bzw.
81 ppm) in der Ahren-Matrix in Prozent. Mittelwert aus 5 Parallelansitzen =+
Standardabweichung. Mit denselben Buchstaben gekennzeichnete Mittelwerte unterscheiden
sich nicht signifikant voneinander (o = 0,05, statistischer Vergleich innerhalb der Spalten).

n.d. = nicht detektierbar.

DON 3ADON NIV |ANIV ZON

8,1 ppm [102,1469a |54,949,6b |nd. [91,1#39a |n.d.

8l ppm |104,9453a [77,946,4a |nd. [82,9158b [4,6%1,0

mAU

59 7 (7,11)

49 17,38

t (min)

0 5 10 15 20

Abbildung 3.8: HPLC-Chromatogramm zur Wiederfindung in Ahren-Matrix
(Trichothecene bei 220 nm, Methode M2). NIV bei 7,21 (Sollwert; von Storpeak bei 7,11
tiberlagert), DON bei 10,44, ANIV bei 15,48, ADON bei 17,38. (—) = Ahren-Matrix +
Mykotoxine; (- - -) = Misch-Standard der Mykotoxine (um +0,5 Min. versetzt aufgetragen).
Die Standard-Konzentration von 15 ppm entspricht unter Beriicksichtigung aller
Verdiinnungsschritte einer Wiederfindung von 100 % der 81 ppm Toxin im Probenmaterial.
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Die HPLC-Messungen wurden ebenfalls nach der unter 2.9.4.2 beschriebenen Standard-
Methode fiir Reis-Matrix durchgefiihrt. Die Detektion erfolgte fur alle Toxine im UV-
Bereich, da der nur leihweise vorhandene Fluoreszenz-Detektor nicht mehr zur Verfligung

stand.

Bei DON traten keine signifikanten Unterschiede in der Wiederfindung zwischen 8,1 ppm
und 81 ppm auf (102 % gegeniiber 105 %, Tab. 3.8).

ADON zeigte hingegen bei 81 ppm eine signifikant hohere Wiederfindung als bei 8,1 ppm
(78 % gegeniiber 55 %).

Fiir ANIV ist die Wiederfindung bei 8,1 ppm mit 91 % nur um 8 % besser als bei 81 ppm,

aber dieser Unterschied war signifikant.

Fiir ZON war die Wiederfindung auch in der Ahren-Matrix mit knapp 5 % vergleichsweise

niedrig. Ein Nachweis der 8,1 ppm-Variante war nicht moglich.

NIV konnte in der Ahren-Matrix aufgrund eines Storpeaks nicht detektiert werden (Abb. 3.8
und 3.58).

3.1.2.4 Reproduzierbarkeit der HPLC

Zum Test der Reproduzierbarkeit der HPLC-Messungen wurde ein Standard (DON, 50 ppm)
an zwel Messtagen im Abstand von zwei Tagen an einem Tag dreimal, am anderen viermal
gemessen. In Tab. 3.9 ist dargestellt, wie sehr die Messungen am zweiten Messtag vom
gemeinsamen Mittelwert dieses Messtags abweichen und wie sehr die Messungen des zweiten

Messtags vom Mittelwert des ersten Messtags abweichen.

Bei der Messung der Standards ist eine hohe Reproduzierbarkeit zu erreichen, was sowohl fiir
denselben Messtag als auch fiir den Vergleich mit einem anderen Messtag gilt. Bei einem
Vergleich von Ahrenproben an diesen beiden verschiedenen Messtagen fiel das Ergebnis
schlechter aus. Die verwendete dltere Methode M1a (siche Anhang A.11) konnte den DON-
Peak nicht von einem relativ groB3en Storpeak trennen, was vermutlich die Haupt-Ursache fiir
diese schlechte Reproduzierbarkeit war. Dies galt vor allem fiir die flichenbezogenen Daten,
weniger fiir die hohenbezogenen Werte. Der Ahren-Versuch 1, der mit der Methode Mla
gemessen worden war, wurde nach Hohe ausgewertet. Die schlechte Trennung um den DON-
Peak in der Ahren-Matrix war der Grund fiir die Entwicklung der Methode M1 (siehe Tab.
2.10).
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Tabelle 3.9: Reproduzierbarkeit der HPLC-Messungen: Prozentuale Abweichungen
(relativ und absolut) der DON Standard-Messungen vom Mittelwert desselben Messtags und

vom Mittelwert eines anderen Messtags.

... der vier Messungen des 2. ... der Messungen des 2. Messtags
Messtags vom gemeinsamen vom Mittelwert des 1. Messtags in
Mittelwert in % %

Hohe Flache Hohe Flache

rel. Abweichung ... |0 (-4,0 bis +3,0) [0 (-1,9 bis +2,5) | 0 (-4,0 bis +3,0) | -0,8 (-2,7 bis +1,7)

abs. Abweichung ... 2,2 1,3 2,2 1,2

3.2 Taxonomische Einordnung mittels PCR

Alle Isolate auBer den Isolaten 44, 45 und 46 (allgemeine Einordnung in die Sektion
Discolor) waren von den Bezugsquellen als F. graminearum deklariert. Zur Absicherung der
taxonomischen Einordnung wurde am Ende der experimentellen Arbeiten eine
molekularbiologische Charakterisierung der verwendeten Fusarium-Isolate durchgefiihrt.
Hierzu wurden in einer PCR pathogenspezifische Primer verwendet. Auf diese Weise wurden
50 der 54 verwendeten Isolate charakterisiert. Die vier nicht charakterisierten Isolate 30, 31,
32 und 33 stellten die Isolate 34, 35, 36 und 37 vor der Wirtspassage dar. Da durch die
Wirtspassage keine molekularbiologische Verdnderung zu erwarten war, wurde auf die

Analyse dieser vier Ausgangs-Isolate verzichtet.

3.2.1 Ergebnisse zur Isolierung genomischer DNA
Die DNA wurde wie unter 2.4.2 erwdhnt mit zwei verschiedenen Fertig-Systemen isoliert.

Fiir alle untersuchten Isolate verlief die DNA-Isolierung positiv (Abb. 3.9), auch wenn der

Ertrag bei den einzelnen Isolaten unterschiedlich ausfiel.

Da kein RNAse-Verdau durchgefiithrt wurde, ist am unteren Rand der Gel-Bahnen eine

deutliche RNA-Bande erkennbar. AuBlerdem kann man deutliche Unterschiede in der
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Produktqualitit der beiden verwendeten Kits erkennen (Isolate 1-5 und 37 bis 54 Qiagen;
Isolate 6-29 und 34-36 peQLab).

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

d | Al ) A A A dakad el ]

18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 34 35 36 37 38

'r-"-r'--il—-' .

39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54

l

-

Abbildung 3.9: Agarose-Gel der DNA aller untersuchten Fusarium-Isolate (1 %
Agarose, 10 pl Isolationsprodukt, S0 ng A-DNA als Standard).

3.2.2 Ergebnisse zur PCR mit pathogenspezifischen Primern

Alle 50 untersuchten Isolate wurden auf F. graminearum und F. culmorum getestet. Isolate,
die neben den Makrokonidien auch andere Sporenformen zeigten, wurde zusitzlich auf F.

avenaceum und F. poae getestet.
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In Abb. 3.10 und 3.11 sind die Ergebnisse der PCR mit dem fiir F. graminearum bzw. fiir F.
culmorum spezifischen Primerpaar Fg-11 bzw. Fc-35 (siche Anhang A.7) dargestellt.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 34 35 36

37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54

Abbildung 3.10: Agarose-Gel der PCR-Produkte aller 50 Fusarium-Isolate mit dem
pathogenspezifischen Primerpaar fiir F. graminearum (Fg-11; 1,5 % Agarose, 20 ul PCR-
Produkt). K = Kontroll-Isolat G2.1, M = GroBBen-Marker (416 ng DNA; von 100 - 3000 bp).
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Abbildung 3.11: Agarose-Gel der PCR-Produkte aller 50 Fusarium-Isolate mit dem
pathogenspezifischen Primerpaar fiir F. culmorum (Fc-35; 1,5 % Agarose, 20 pl PCR-
Produkt). K = Kontroll-Isolat L5/97, M = GroBBen-Marker (416 ng DNA; von 100 - 3000 bp).

Fiir die Isolate 34 und 37 wurde fiir die PCR mit dem Fg-11-Primerpaar DNA aus einer
erneuten DNA-Isolation verwendet (Abb. 3.10), da die DNA aus der ersten Isolation trotz
sicherer taxonomischer Einordnung dieser beiden bekannten Isolate in der PCR fiir F.

graminearum kein Signal zeigte.
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Bei den meisten Fusarium-Isolaten zeigte sich eine deutliche Bande auf der Hohe des F.
graminearum Kontroll-Isolats (Abb. 3.10). Diese Bande fehlte nur bei Isolat 44 vollstindig.
Bei Isolat 51 war sie relativ schwach. Noch schwiécher war das Signal bei Isolat 46. Isolat 45
zeigte ein sehr schwaches Signal (siche Anhang A.7). Die Banden der Isolate 36, 40, 49 und

50 sind etwas weiter gelaufen, was fiir ein kiirzeres PCR-Fragment spricht.

Nur bei wenigen Isolaten war auf dem Gel eine Bande auf Hohe des F. culmorum Kontroll-
Isolats vorhanden (Abb. 3.11). Die Isolate 44, 45 und 46 zeigten sehr starke Banden.
Schwichere Banden waren bei den Isolaten 43, 6 und 7 ausgeprigt. Ein noch schwécheres

Signal war bei den Isolaten 41, 42 und 38 zu erkennen.

1 7 17 23 28 51 M

Abbildung 3.12: Agarose-Gel der PCR-Produkte der Fusarium-Isolate 1, 7, 17, 23, 28
und 51 mit dem pathogenspezifischen Primerpaar fiir F. avenaceum (Fa; 1,5 % Agarose,
20 pl PCR-Produkt). K = Kontroll-Isolat G3.1, M = Grofen-Marker (416 ng DNA; von 100 -
3000 bp).

In Abb. 3.12 ist das Ergebnis der PCR mit dem fiir F. avenaceum spezifischen Primerpaar Fa
(siche Anhang A.7) dargestellt.
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Von den sechs untersuchten Isolaten zeigt nur Isolat 51 eine Bande auf der Hohe des F.

avenaceum Kontroll-Isolats (Abb. 3.12).

Fiir die Isolate 1, 7, 17, 23, 28 und 51 wurde auch eine PCR mit einem fiir F. poae
spezifischen Primerpaar durchgefiihrt. Allerdings war der Nachweis von F. poae bei allen

sechs untersuchten Isolaten negativ.

Die Zusammenfassung dieser Ergebnisse ist in Tab. 3.10 dargestellt. Die meisten Isolate
lagen als reine F. graminearum-Isolate vor. Einige der F. graminearum-Isolate zeigten eine
Verunreinigung mit F. culmorum (Isolate 6, 7, 38, 41, 42, 43). Dieses Signal war bei den

Isolaten 38, 41 und 42 vergleichsweise schwach.

Es trat auch ein reines F. culmorum-Isolat auf (Isolat 44). Auflerdem gab es zwei mit F.

graminearum verunreinigte F. culmorum-Isolate (45 und 46).

Eine Sonderstellung nahm das Isolat 51 ein, bei dem es sich um ein F. avenaceum-Isolat
handelte, das mit F. graminearum verunreinigt war. AuBerdem legten mikroskopische
Untersuchungen (viele Sporen, die fiir F. avenaceum-Mikrokonidien atypisch klein und
zitronenférmig waren) die Vermutung nahe, dass hier eine dritte nicht ndher bestimmte

Fusarium-Art oder aber eine gattungsfremde Kontaminante auftrat.

Bei den Isolaten 7, 23 und 28 traten in einigen oder allen Kulturen Aspergillus-artige
Strukturen auf. Solche Kontaminanten konnten durch die beschriebene PCR nicht erfasst

werden, da keine Aspergillus-spezifischen Primer eingesetzt wurden.

Um eine mogliche Kreuzreaktion der Primer mit anderen Fusarium-Arten zu testen, wurden
fir die Primer von F. graminearum und F. culmorum zur Kontrolle die in Tab. 2.4
aufgefiihrten Isolate mitgetestet. Bei dem Primer-Paar fir F. culmorum (Fc-35) war ein
vergleichsweise schwaches Signal bei dem F. poae-Isolat zu erkennen, das von der Intensitit

etwa in der Grofenordnung von Isolat 38 lag.

Die Ergebnisse zur Toxinproduktion in vitro und zur Aggressivitit von den Isolaten 7, 23 und
28 (Fettdruck) werden wegen der pilzlichen Kontaminanten im folgenden nicht

beriicksichtigt. Nur die Werte fiir die 51 {ibrigen Isolate werden dargestellt.



Ergebnisse 77

Tabelle 3.10: Taxonomische Zuordnung der Fusarium-Isolate nach einer PCR mit
pathogenspezifischen Primern. Bei Misch-Isolaten wird die dominierende Art zuerst
genannt. Wenn nur undeutlich erkennbare Banden auftraten, dann ist die Art eingeklammert.

K = mit vermutlich gattungsfremder Kontaminante kontaminiert. F = mit anderer Fusarium-

Art kontaminiert.
Fusarium-Art Fusarium-Art
1 F. graminearum 26 F. graminearum
2 F. graminearum 27 F. graminearum
3 F. graminearum 28 F. graminearum; K
4 F. graminearum 29 F. graminearum
5 F. graminearum 34/30 | F. graminearum
6 F. graminearum, F. culmorum 35/31 | F. graminearum
7 F. graminearum, F. culmorum; K 36/32 | F. graminearum
8 F. graminearum 37/33 | F. graminearum
9 F. graminearum 38 F. graminearum, (F. culmorum)
10 F. graminearum 39 F. graminearum
11 F. graminearum 40 F. graminearum
12 F. graminearum 41 F. graminearum, (F. culmorum)
13 F. graminearum 42 F. graminearum, (F. culmorum)
14 F. graminearum 43 F. graminearum, F. culmorum
15 F. graminearum 44 F. culmorum
16 F. graminearum 45 F. culmorum, (F. graminearum)
17 F. graminearum 46 F. culmorum, F. graminearum
18 F. graminearum 47 F. graminearum
19 F. graminearum 48 F. graminearum
20 F. graminearum 49 F. graminearum
21 F. graminearum 50 F. graminearum
22 F. graminearum 51 F. avenaceum, F. graminearum; K/F
23 F. graminearum; K 52 F. graminearum
24 F. graminearum 53 F. graminearum
25 F. graminearum 54 F. graminearum
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3.3 Ergebnisse zur Toxinproduktion in vitro
3.3.1 Ergebnisse zum Verlauf der Trichothecenbildung

Bei keinem der hier untersuchten Fusarium graminearum-Isolate (Isolate 34, 35, 36 und 37)
konnte NIV oder ANIV nachgewiesen werden. Substanzen mit dhnlicher Retentionszeit wie
NIV oder ANIV waren nur in so geringer Konzentration vorhanden, dass eine Absicherung

tiber die UV-Spektren nicht durchfiihrbar war.

In Abb. 3.13 bis 3.14 sind die Verldufe der ADON- und DON-Bildung der vier untersuchten

Isolate dargestellt.
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Abbildung 3.13: Verlauf der ADON-Bildung verschiedener F. graminearum-Isolate auf
Reis in vitro von 0 bis 56 Tagen. Mittelwerte aus drei Einzelwerten. Regression: Polynom 4.

Grades (Isolat 35: Polynom 5. Grades).

Die ADON-Bildung zeigte bei drei der vier Isolate einen charakterischen Verlauf, der aber
deutliche Unterschiede im Niveau aufwies. ADON konnte nach drei Tagen nachgewiesen
werden. Nach einem kurzen nahezu linearen Anstieg erreichten die Verldufe bei den Isolaten
34, 37, und 35 schon nach etwa 12, 13 oder 21 Tagen einen Hochstwert, um dann allméhlich

abzunehmen. Isolat 35 lag mit fast 140 ppm deutlich hoher als die Isolate 37 (ca. 35 ppm)
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oder 34 (etwa 20 ppm) in ihrem Hochstwert. Eine Sonderstellung nahm Isolat 36 ein, das
insgesamt nur sehr geringe Mengen ADON bildete (4 ppm bei 35 Tagen als Hochstwert).

Isolat 35 unterschied sich von mindestens einem der anderen Isolate signifikant (auller 27 und
56 dpi), zu 3 dpi, 21 dpi, 35 dpi und 44 dpi sogar von allen drei anderen Isolaten. Zwischen
den Isolaten 34, 36 und 37 bestanden hinsichtlich der ADON-Bildung nur vereinzelt

signifikante Unterschiede.
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Abbildung 3.14: Verlauf der DON-Bildung verschiedener F. graminearum-lIsolate auf
Reis in vitro von 0 bis 56 Tagen. Mittelwerte aus drei Einzelwerten. Regression:

Polynom 3. Grades.

Auch die DON-Bildung zeigte bei allen Isolaten deutliche Niveau-Unterschiede. Erste
quantifizierbare DON-Mengen traten ab 6 dpi auf. Nach einem nahezu linearen Anstieg
wurde bei den Isolaten 34 und 35 nach ca. 40 Tagen bzw. zwischen 45 und 50 Tagen ein
Hochstwert erreicht, wobei Isolat 34 weniger DON bildete (etwa 35 ppm gegeniiber 400
ppm). Dann nahmen die DON-Werte bei beiden Isolaten wieder ab. Die Isolate 36 und 37
zeigten einen Anstieg, der 56 Tage nach Inkubationsbeginn noch andauerte. Die DON-
Bildung bei Isolat 36 setzte verzogert ab 21 Tagen ein, unterschied sich vom Niveau aber bei

56 Tagen nicht mehr von Isolat 37 (339 bzw. 332 ppm).
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Bei der DON-Bildung gab es insgesamt weniger signifikante Unterschiede zwischen den
Isolaten als bei der Bildung von ADON. So gab es zu 3 dpi, 14 dpi, 27 dpi und 44 dpi keine
signifikanten Unterschiede. An drei Terminen unterschied sich Isolat 35 von allen anderen
Isolaten signifikant (6 dpi, 21 dpi, 35 dpi). Zwischen den drei tibrigen Isolaten 34, 36 und 37

trat nur zu 10 dpi ein signifikanter Unterschied auf.

Die zeitliche Verdnderung in der Dominanz in der Toxinbildung von ADON zu DON
wiéhrend der Fermentierung des Reis kann durch den Quotienten aus ADON- und DON-
Gehalt verdeutlicht werden (Abb. 3.15).
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Abbildung 3.15: Quotient aus ADON- und DON-Bildung dreier F. graminearum-Isolate

auf Reis in vitro von 0 bis 56. Regression: Potentiell.

Wihrend ADON nach 6 Tagen noch deutlich dominierte (fiinf- bis 13fache Konzentration
von DON), wurde nach 21 Tagen bei zwei der drei Isolate mehr DON als ADON produziert
(Quotient < 1). Nach 44 Tagen wurde bei alle Isolaten mindestens um den Faktor 10 weniger
ADON als DON gebildet. Auf eine Darstellung von Isolat 36 wurde wegen der zu geringen

Absolutwerte beider Toxine zu Beginn des Versuchs verzichtet.
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3.3.2 Ergebnisse zum Screening-Test der Toxinbildung

Die Ergebnisse fiir die Toxinbildung der 47 Fusarium-Isolate (siche Tab. 3.10) sind in Abb.
3.16 bis Abb. 3.20 dargestellt. Die kontaminierten Isolate 7, 23 und 28 wurden nicht
beriicksichtigt. Ebenso wurden die Isolate 34, 35, 36 und 37 nicht dargestellt (auBer in der
Gesamtdarstellung Abb. 3.21), da mit diesen Isolaten im Gegensatz zu allen {ibrigen eine
Wirtspassage durchgefiihrt worden war. Ergebnisse zur Auswirkung einer Wirtspassage

werden unter 3.6 vorgestellt.

In den Abbildungen sind die Isolate nach der taxonomischen Einordnung gruppiert dargestellt
(die 38 reinen F. graminearum im unteren Teil, dariiber die acht Misch-Isolate und oben das
einzige reine F. culmorum-Isolat (Isolat 44)). Die statistische Verrechnung erfolgte ebenfalls

nur innerhalb dieser Gruppen.

3.3.2.1 Bildung von DON (Abb. 3.16)

Die DON-Produktion reichte von 0,11 (Isolat 32) bis 1975 ppm (Isolat 54). Die maximale
DON-Bildung der Misch-Isolate liegt mit 192 ppm unter dem Durchschnitt (Isolat 42).

Nur bei fiinf der 47 Isolate konnte kein DON nachgewiesen werden (Isolate 41, 44, 45, 49,
51). Hiervon sind drei Misch-Isolate und das F. culmorum-Isolat betroffen. Acht der 42
verbleibenden Isolate bildeten weniger als 100 ppm DON (sieben davon F. graminearum), 19
Isolate zwischen 100 und 250 ppm (vier davon sind Misch-Isolate). Sieben weitere Isolate
produzierten zwischen 250 und 500 ppm DON. Von den verbleibenden acht Isolaten bildeten
sechs zwischen 500 und 1000 ppm DON, wéhrend zwei Isolate tiber 1000 ppm DON
produzierten (Isolat 54 und Isolat 40). Der Mittelwert der DON-Bildung tiber alle DON
bildenden Isolate betrug 321 ppm.

Isolat 54 unterschied sich hinsichtlich der DON-Bildung signifikant von allen anderen F.
graminearum-Isolaten, Isolat 40 von allen auBer Isolat 9, das mit 832 ppm ebenfalls

betrachtliche Mengen DON produzierte.
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Abbildung 3.16: DON-Bildung der 47 Fusarium-Isolate nach 21 Tagen auf Reis in vitro.
Mittelwert aus drei WDH (schwarzer Balken) und Standardabweichung (wei3er Balken). Bei
Isolat 16 nur zwei WDH. F. graminearum im unteren, Misch-Isolate im mittleren, F.
culmorum im oberen Teil des Diagramms. Ergebnisse mit gleichem Buchstaben
unterscheiden sich nicht signifikant voneinander (a=0,05, LSD=438,8, LSD‘=104,9).
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Bei den Misch-Isolaten zeigte abgesehen von den nicht DON bildenden Isolaten 41 und 45
nur Isolat 46 signifikante Unterschiede, und zwar zu den Isolaten 6, 38, 42 und 43, die

stirkere DON-Bildner waren.

3.3.2.2 Bildung von ADON (Abb. 3.17)

Die ADON-Produktion reichte von 1,2 (Isolat 32) bis 1139 ppm (Misch-Isolat 42). Fiir die F.

graminearum-1solate war 845 ppm der Hochstwert (Isolat 50).

Bei vier der 47 Isolate konnte kein ADON nachgewiesen werden (Isolate 41, 44, 45, 51). Bei
allen F. graminearum-Isolaten ist ADON vorhanden. EIf der 43 verbleibenden Isolate
bildeten weniger als 100 ppm ADON (hierunter kein Misch-Isolat), 15 Isolate zwischen 100
und 250 ppm, davon drei Misch-Isolate. Zehn weitere Isolate (alles F. graminearum)
produzierten zwischen 250 und 500 ppm ADON. Von den verbleibenden sieben Isolaten
bildeten sechs zwischen 500 und 1000 ppm ADON (davon ein Misch-Isolat), wéhrend Isolat
42 als einziges iiber 1000 ppm ADON produzierte. Die beiden Hochstwerte werden von
Misch-Isolaten reprisentiert. Der Mittelwert der ADON-Bildung tiber alle ADON bildenden
Isolate betrug 269 ppm und lag somit unter dem Level der DON-Bildung.

Aufgrund groBer Standardabweichungen traten bei den F. graminearum-lIsolaten relativ
wenige signifikante Unterschiede auf. Auch Isolat 50 (mit dem Maximalwert) unterschied
sich nur von 25 der 38 iibrigen F. graminearum-Isolate signifikant. Die Misch-Isolate zeigen
eine sehr grofle Spannbreite hinsichtlich der ADON-Produktion. Die Isolate 42 (1139 ppm)

und 43 (952 ppm) unterschieden sich signifikant von allen anderen sechs Misch-Isolaten.

3.3.2.3 Bildung von NIV (Abb. 3.18)

Bei den F. graminearum-Isolaten war keine NIV-Bildung nachweisbar. Nur bei drei Isolaten
konnte NIV nachgewiesen werden. Isolat 41 bildete 3,4 ppm, Isolat 45 17,0 ppm und Isolat 44
13,7 ppm (F. culmorum) NIV, was einem Mittelwert von 11,4 ppm fiir die NIV-Bildner
entsprach. Das Niveau der NIV-Bildung lag somit sehr deutlich unter dem von DON und
ADON. Die beiden NIV bildenden Misch-Isolate unterschieden sich in Threr NIV-Bildung
signifikant. Zu beachten ist die fiir NIV relativ niedrige Wiederfindungsrate (3.1.2.3.1).
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Abbildung 3.17: ADON-Bildung der 47 Fusarium-Isolate nach 21 Tagen auf Reis in
vitro. Mittelwert aus drei WDH (schwarzer Balken) und Standardabweichung (weiller
Balken). Bei Isolat 16 nur zwei WDH. F. graminearum im unteren, Misch-Isolate im
mittleren, F. culmorum im oberen Teil des Diagramms. Ergebnisse mit gleichem Buchstaben
unterscheiden sich nicht signifikant voneinander (a=0,05, LSD=535,5, LSD‘=281,3).
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Abbildung 3.18: NIV-Bildung nach 21 Tagen auf Reis in vitro. Mittelwert aus dret WDH
(schwarzer Balken) und Standardabweichung (weiller Balken). Misch-Isolate im unteren, F.
culmorum 1im oberen Teil des Diagramms. Ergebnisse mit gleichem Buchstaben
unterscheiden sich nicht signifikant voneinander (a=0,05, LSD=1,76).

3.3.2.4 Bildung von ANIV (Abb. 3.19)

Bei den F. graminearum-Isolaten war auch keine ANIV-Bildung nachweisbar. ANIV wurde
in den drei Isolaten nachgewiesen, die auch NIV bildeten. Isolat 41 bildete 47,9 ppm, Isolat
45 11,5 ppm und Isolat 44 13,1 ppm (F. culmorum) ANIV, was einem Mittelwert von 24,2
ppm fiir die ANIV-Bildner entsprach. Das Niveau der ANIV-Bildung lag somit wie auch
schon das der NIV-Bildung unter dem von DON und ADON. Die beiden ANIV bildenden
Misch-Isolate unterschieden sich in IThrer ANIV-Bildung signifikant.

3.3.2.5 Bildung von ZON (Abb. 3.20)

Die ZON-Produktion reichte von 0,69 (Isolat 11) bis 103 ppm (Isolat 16). Zu beachten ist bei
den ZON-Werten die niedrige Wiederfindungsrate (3.1.2.3.1).

Nur bei einem Isolat konnte kein ZON nachgewiesen werden (Isolat 40). EIf der 46
verbleibenden Isolate bildeten weniger als 5 ppm ZON (darunter das F. culmorum-Isolat und

ein Misch-Isolat), 17 Isolate zwischen 5 und 20 ppm (davon vier Misch-Isolate). Hier liegt
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der Schwerpunkt in der ZON-Bildungs-Quantitédt. Zehn weitere Isolate produzierten zwischen
20 und 40 ppm ZON (davon zwei Misch-Isolate). Von den verbleibenden acht Isolaten
bildeten sechs zwischen 40 und 80 ppm ZON (davon ein Misch-Isolat (Isolat 41; mit 63,5
ppm der Maximalwert der Misch-Isolate)), wihrend zwei Isolate iiber 80 ppm ZON
produzierten (Isolat 53 84,8 ppm und Isolat 16 103 ppm). Der Mittelwert der ZON-Bildung
iiber alle ZON bildenden Isolate betrug 22,9 ppm.
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Abbildung 3.19: ANIV-Bildung nach 21 Tagen auf Reis in vitro. Mittelwert aus drei WDH
(schwarzer Balken) und Standardabweichung (weiller Balken). Misch-Isolate im unteren, F.
culmorum 1im oberen Teil des Diagramms. Ergebnisse mit gleichem Buchstaben
unterscheiden sich nicht signifikant voneinander (a=0,05, LSD=23,6).

Fiir die F. graminearum-Isolate traten relativ wenige signifikante Unterschiede fiir die ZON-
Bildung auf. Isolat 16, das am meisten ZON bildete, unterschied sich von allen anderen F.
graminearum-Isolaten aufler den Isolaten 19, 20, 48 und 53 signifikant. Bei den Misch-

Isolaten unterschied sich Isolat 41 signifikant von allen tibrigen.
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Abbildung 3.20: ZON-Bildung der 47 Fusarium-Isolate nach 21 Tagen auf Reis in vitro.
Mittelwert aus drei WDH (schwarzer Balken) und Standardabweichung (wei3er Balken). Bei
Isolat 16 nur zwei WDH. F. graminearum im unteren, Misch-Isolate im mittleren, F.
culmorum 1im oberen Teil des Diagramms. Ergebnisse mit gleichem Buchstaben
unterscheiden sich nicht signifikant voneinander (a=0,05, LSD=49.,4, LSD‘=29,7).
Mittelwerte als weiller Balken = weniger als 5 ppm (sieche 2.9.5).
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3.3.2.6 Zusammenfassende Darstellung aller untersuchten Toxine (Abb. 3.21)

Abb. 3.21 bietet einen Uberblick iiber die Toxin-Profile der verschiedenen Isolate. Die Isolate
sind auch in dieser Abbildung nach taxonomischer Einordnung getrennt dargestellt. Innerhalb

der Gruppen wurde nach aufsteigender DON-Bildung geordnet.

Grundsitzlich bildeten alle Isolate, die DON bildeten, auch ADON. Auller den Isolaten 36
und 49 bildeten alle Isolate, die ADON bildeten, andersherum auch DON. Bei den Isolaten 36
und 49 handelte es sich zudem um dasselbe Ursprungs-Isolat, das aber von zwei
verschiedenen Quellen zur Verfiigung gestellt wurde (siche Anhang A.6). Also bestand eine

enge qualitative Korrelation zwischen der Bildung von DON und ADON. Andrerseits waren

NIV oder ANIV bei Isolaten, die DON oder ADON bildeten, nicht eindeutig nachweisbar.

Bei allen Isolaten, die DON oder ADON bildeten, handelte es sich um Fusarium
graminearum-Isolate, oder aber um Misch-Isolate mit vorherrschendem F. graminearum-
Anteil. Nur eines dieser Isolate hat einen dominierenden F. culmorum-Anteil (Isolat 46, siche
3.2.2). Auffillig ist die relativ hohe ADON-Bildung der Isolate 42 und 43, bei denen es sich

um Misch-Isolate mit dominierendem F. graminearum-Anteil handelt.

Bei allen Isolaten, bei denen NIV nachgewiesen werden konnte (Isolate 41, 44, 45) konnte
auch ANIV nachgewiesen werden. Ein Nachweis von DON oder ADON war hier allerdings
nicht moglich. Also scheint zumindest fiir diese drei Isolate eine enge qualitative Korrelation
zwischen der Bildung von NIV und ANIV zu bestehen. Kein reines F. graminearum-Isolat

konnte als NIV-Bildner identifiziert werden.

Bei Isolat 41 handelte es sich um ein mit F. culmorum verunreinigtes F. graminearum-Isolat,
bei Isolat 44 um ein reines F. culmorum-Isolat und bei Isolat 45 um ein mit F. graminearum

verunreinigtes F. culmorum-Isolat (3.2.2).

Relativ schwache Detektor-Signale mit derselben Retentions-Zeit wie NIV oder ANIV waren
bei DON-Bildnern weit verbreitet, konnten aber nach den vorhandenen Kriterien (2.9.7.1)
nicht eindeutig identifiziert werden. Als Beispiele hierfiir ist ein potentielles ANIV-Signal fiir

die Isolate 40, 50 und 54 zu nennen (sieche Diskussion).
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ZON war bei allen Isolaten aufer Isolat 40 nachweisbar. Es bestand keine Beziehung zur Bil-

dung von DON, ADON, NIV oder ANIV.

Eine Ausnahme bildete Isolat 51, das keine Trichothecene, wohl aber ZON produzierte. Bei
diesem Isolat handelte es sich um ein Fusarium avenaceum-Isolat mit Verunreinigungen von

Fusarium graminearum und vermutlich einer weiteren Fusarium-Art.

Als stirkste Toxinbildner konnen die Isolate 42, 43 und 50 (ADON dominiert) und die Isolate
10, 9, 40 und 54 (DON dominiert) genannt werden.

3.3.2.7 Korrelation zwischen DON und ADON

Auch auf quantitativer Ebene war eine Korrelation zwischen DON und ADON erkennbar, wie
die lineare Regression fiir die 38 F. graminearum-Isolate in Abb. 3.22 zeigt. Die Berechnung
der Pearson-Korrelation zeigte, dass es sich hier um eine hochst signifikante Abhéngigkeit
handelte (R = 0,66). Besonders hervorzuheben sind hier die Isolate 5 und 27, die diese Ten-
denz durch eine relativ starke ADON-Bildung durchbrachen (Abb. 3.21).
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Abbildung 3.22: Korrelation zwischen der DON- und ADON-Produktion der 38 unter-

suchten F. graminearum-Isolate auf Reis in vitro nach 21 Tagen.
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Ohne die Werte-Paare dieser zwei Isolate ergab sich fiir den Korrelationskoeffizienten ein

Wert von R = 0,73.

Fiir die acht Misch-Isolate ist keine signifikante Korrelation zwischen DON und ADON-
Produktion zu erkennen (Irrtumswahrscheinlichkeit p = 0,069). Besonders die Isolate 42 und
43 bilden tiberdurchschnittlich viel ADON. Ohne die Wertepaare dieser beiden Isolate ist eine
signifikante Abhingigkeit zwischen DON- und ADON-Bildung vorhanden (R = 0,84, p =
0,035).

Auf eine quantitative Korrelierung der Daten zur Bildung von NIV und ANIV wurde auf-

grund der geringen Anzahl NIV bildender Isolate verzichtet.

Die ZON-Bildung zeigte keine signifikante Korrelation zur Bildung von DON oder ADON (p
= 0,092 bis p = 0,908).

3.3.3 Chromatogramme zur Toxinbildung in vitro

Hier werden einige charakteristische Chromatogramme der beobachteten Chemotypen bei-
spielhaft dargestellt. Abb. 3.23 zeigt neben der nicht fermentierten Kontrolle (Nr. 7) und dem
Standard-Gemisch (Nr. 8) die Chromatogramme eines relativ schwachen DON-Bildners (Iso-
lat 34, F. graminearum, Nr. 1), eines relativ starken DON-Bildners (Isolat 9, F. graminearum,
Nr. 2), zweier NIV-Bildner (Isolat 41, F. graminearum mit vergleichsweise schwacher Ver-
unreinigung von F. culmorum (Nr. 4) und Isolat 44, F. culmorum, Nr. 5) und zweier Isolate,
bei denen keine oder nur relativ geringe Mengen der analysierten Trichothecene nachgewie-
sen werden konnten (Isolat 36, F. graminearum (Nr. 3) und Isolat 51, F. avenaceum (Nr. 6)

mit Verunreinigung durch F. graminearum).

Trotz der Chemotypenbildung war bei allen Isolaten ein einheitliches Grundmuster der
Chromatogramme zu erkennen. Besonders deutlich wurde dies an Peaks, die in allen Chroma-
togrammen auftraten, wenn auch in unterschiedlicher Quantitit. Exemplarisch soll hier der
Peak erwihnt werden, der in der Kontrolle (Nr. 7) bei 8.87 eluiert und in allen Chroma-
togrammen der Abb. 3.23 mit einem Kreuz markiert ist. Die Konzentration war in allen Isola-
ten hoher als in der Kontrolle. Der Peak x hingegen konnte nur in den fermentierten Proben
sicher nachgewiesen werden. Diese Substanz war beispielsweise bei Isolat 34 regelmaBig

anzutreffen, fehlte aber vollstindig in anderen (z. B. Isolat 36, Nr. 3).
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1. DON-Chemotyp
- schwache Toxinbildung
- F. graminearum
- Isolat 34
-"+" bei 8,85
-"x" bei 16,19

mAU

2. DON-Chemotyp
- starke Toxinbildung
- F. graminearum
- Isolat 9

mAU

3. DON-Chemotyp
- kein DON nachweisbar
- Spuren von ADON
- F. graminearum
- Isolat 36

mAU

4. NIV-Chemotyp
- F. graminearum
(leichte Verunreinigung mit

mAU

F. culmorum)
- Isolat 41

5. NIV-Chemotyp
- F. culmorum
- Isolat 44

mAU

6. Ohne analysierte Trichothecene

- F. avenaceum (Verunreinigung mit
F. graminearum)

- Isolat 51

-DON, NIV, ADON oder ANIV
nicht nachweisbar

mAU

59 7. Kontrolle

- nicht fermentierter Reis
39 4

E: )

19 \

+
-1
59 - T, 8. Trichothecen-Standard (25 ppm)
4 ADON
DON 4ANIV- 3 3ADO SNIV bei 7,19

39 4 -DON bei 10,42
2 - 4ANIV bei 15,50

19 - -3ADON bei 17,40

t (min)

Abbildung 3.23: HPLC-Chromatogramme von Reisproben, die von Fusarium-Isolaten
verschiedener Chemotypen fermentiert wurden (21 Tage). HPLC-Methode M2 (siehe
2.9.4.2), UV-Detektion bei A = 220 nm. Die Peaks 1-4 stellen die benannten Trichothecene
dar, der mit ”+” bezeichnete Peak einen Storpeak und das mit ”x” markierte Signal eine un-
bekannte Substanz. Die Konzentration der Mykotoxine im Standard (Nr. 8) betrug 25 ppm.
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3.4 Ergebnisse des Aggressivititstests
3.4.1 Einfluss der Sporendichte

Da nicht bei allen Isolaten die gewiinschte Sporendichte von 5 x 10° Sporen/ml erreicht wer-
den konnte, wurde getestet, wie gro3 der Einfluss einer verdnderten Sporendichte auf die Er-
gebnisse des Aggressivititstests ist. Hierzu wurde der Aggressivititstest wie beschrieben in
zweimaliger Wiederholung mit Isolat 29 (Fusarium graminearum) mit vier verschiedenen
Sporenkonzentrationen (1 x 10*, 1 x 10°, 2,5 x 10°, 5 x 10° Sporen/ml) und einer Kontrolle (0
Sporen/ml) durchgefiihrt, also insgesamt fiinf Varianten. Die Mittelwerte verschiedener Pa-

rameter sind in Abb. 3.24 und Abb. 3.25 dargestellt.
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Abbildung 3.24: Linge der Verbriunung in mm (H) und Grad der Verbriunung (A) in
Klassen von 0-4 an der Sprossbasis von Weizenkeimlingen (SW Picolo) nach kiinstlicher
Inokulation mit Isolat 29 (F. graminearum) mit vier verschiedenen Sporendichten im
Inokulum nach sieben Tagen in mm. Mittelwerte aus zwei zu verschiedenen Zeitpunkten
durchgefiihrten Versuchen. Ergebnisse mit gleichem Buchstaben unterscheiden sich nicht

signifikant voneinander (a=0,05, LSD=2,50 bzw. LSD=0,42).

Da zwischen den beiden Wiederholungen dieses Versuchs fiir alle gemessenen Parameter

auBler der Befallshdufigkeit (BH) ein Niveau-Unterschied auftrat (signifikante Unterschiede
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zwischen den beiden Versuchs-Wiederholungen fiir vier der fiinf Varianten), wurde dieser

Einfluss in der statistischen Verrechnung als Blockfaktor beriicksichtigt.

Nach sieben Tagen traten fiir die Verbraunungsldnge signifikante Unterschiede zwischen al-
len getesteten Varianten auf (Abb. 3.24). Die Stingelumfassung unterschied sich fiir alle Va-
rianten auBer die beiden hdchsten Sporendichten 5 x 10° und 2,5 x 10° Sporen/ml signifikant
voneinander. Der hochste Wert mit 19,8 mm Verbraunungslidnge bei einer Sténgelumfassung
von 3,65 trat erwartungsgemiB bei der hochsten Sporendichte von 5 x 10> Sporen/ml auf. Der
niedrigste Wert (3,7 mm; 1,15) war bei der geringsten Sporendichte von 1 x 10" Sporen/ml
vertreten. Die vergleichsweise schwache Symptomauspragung bei der nur mit Wasser behan-
delten Kontrolle (0,3 mm; 0,08) war auf nur vier vermutlich durch Saprophyten oder sekundér

durch Fusarium infizierte Einzelpflanzen zuriickzufiihren.
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Abbildung 3.25: Befallshiiufigkeit (BH) (SW Picolo) nach kiinstlicher Inokulation mit
Isolat 29 (F. graminearum) mit vier verschiedenen Sporendichten im Inokulum nach
sieben Tagen. Mittelwerte aus zwei zu verschiedenen Zeitpunkten durchgefiithrten Versuchen
(schwarze Balken, n=8) und Standardabweichung (weile Balken). Ergebnisse mit gleichem

Buchstaben unterscheiden sich nicht signifikant voneinander (a=0,05, LSD=6,03).
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Ab einer Sporendichte von 1 x 10* Sporen/ml verlief bei signifikant weniger inokulierten
Pflanzen die Inokulation erfolgreich (Abb. 3.25). Im Vergleich zu den drei hochsten Sporen-
dichten, die sich nicht signifikant voneinander unterschieden (97 % bis 100 %), lag die Be-
fallshaufigkeit hier nur bei 69,5 %.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass bei dem Bonitur-Parameter Verbrdunungsldnge nach
sieben Tagen schon ab einer Sporendichte von 2,5 x 10° Sporen/ml signifikante Unterschiede
zur Soll-Konzentration von 5 x 10° Sporen/ml auftraten. Bei den Parametern Stiingelumfas-
sung nach sieben Tagen und Befallshiufigkeit war dies erst ab einer Sporendichte von 1 x 10°

bzw. 1 x 10* Sporen/ml der Fall.

3.4.2 Symptomausprigung nach sieben Tagen

Wie schon bei den Versuchen zur Toxinbildung in vitro wurden bei der Darstellung dieser
Ergebnisse die kontaminierten Isolate 7, 23 und 28 nicht berticksichtigt. Ebenso wurden die
Isolate 34, 35, 36 und 37 aus einer gemeinsamen Darstellung ausgelassen, da mit ithnen im
Gegensatz zu den iibrigen Isolaten eine Wirtspassage durchgefiihrt worden war. Die Auswir-
kung einer Wirtspassage auf die Aggressivitit dieser Isolate wird getrennt betrachtet (3.6).
Die {iibrigen Isolate wurden nach taxonomischer Einordnung getrennt dargestellt und auch
getrennt statistisch verrechnet. Ergebnisse von Isolaten, bei denen der Aggressivitétstest man-
gels ausreichender Sporulation mit zu geringer Sporendichte durchgefiihrt worden war, wur-
den zwar dargestellt (mit ”+” markiert), aber nicht in die statistische Auswertung einbezogen.

Statistisch verrechnet wurden also 31 F. graminearum-Isolate und 8 Misch-Isolate.

Im folgenden werden also insgesamt 40 Fusarium-Isolate (31 F. graminearum-, acht Misch-
Isolate und ein F. culmorum-Isolat) betrachtet, auBerdem die sieben nicht statistisch verrech-

neten F. graminearum-Isolate mit zu geringer Sporulation.

Da zwischen den einzelnen Versuchen dieses Experiments Niveau-Unterschiede auftraten,
wurde vorerst untersucht, bei welchen der Isolate zwischen der ersten und zweiten Wiederho-
lung dieses Versuchs signifikante Unterschiede auftraten. Dies war fiir die F. graminearum-
Isolate bei der Verbraunungslinge fiir acht von 31, bei der Stdngelumfassung fiir sechs von 31
und bei der Befallshédufigkeit fiir drei von 31 Isolaten der Fall. Keines der Misch-Isolate war
von dieser Tendenz betroffen. Das F. culmorum-Isolat zeigte einen signifikanten Einfluss der

Wiederholung nur bei der Befallshiufigkeit.
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Bei den F. graminearum-Isolaten und der Verbraunungslédnge war fiir fiinf der acht betroffe-
nen Isolate Signifikanz fiir diesen Zusammenhang allerdings nicht besonders ausgeprigt (p

lag zwischen 0,024 und 0,046).

Eine Varianzanalyse, bei der in einer gemeinsamen Betrachtung aller Isolate (getrennt nach
den 31 F. graminearum-Isolaten und den acht Misch-Isolaten) die zweifache Wiederholung
der einzelnen Isolate als Block definiert wurde, zeigte, dass dieser Wiederholungsfaktor kei-
nen signifikanten Einfluss auf die gemessenen Aggressivitdtsparameter hatte. Dies galt so-
wohl fiir die 31 F. graminearum-Isolate als auch fiir die acht Misch-Isolate. Der deutlichste,
aber ebenfalls nicht signifikante Einfluss trat bei der Befallshdufigkeit fir die 31 F. grami-
nearum-Isolate auf (p = 0,079). Die iibrigen p-Werte lagen zwischen 0,48 und 0,76.

Daher konnte der Faktor "Wiederholung des Versuchs” in der statistischen Verrechnung igno-
riert werden und die insgesamt acht Wiederholungen aus beiden Versuchen fiir ein Isolat
konnten unabhingig davon, welcher Wiederholung sie entstammten, gemeinsam verrechnet

werden.

3.4.2.1 Verbriunungslinge

In Abb. 3.26 sind die Werte zur Verbraunungslédnge nach sieben Tagen dargestellt. Die Werte

variieren von 4,1 (Isolat 51, Misch-Isolat) bis 22,0 mm (Isolat 10, F. graminearum).

Nur eines der 40 Isolate lag unter 5 mm (ein Misch-Isolat). Zwei der verbleibenden 39 Isolate
lagen zwischen 5 und 10 mm. Neun der weiteren 37 Isolate zeigten eine Verbrdunungslédnge
zwischen 10 und 15 mm. Von diesen waren zwei Misch-Isolate. Von den verbleibenden 28
Isolaten lagen 22 zwischen 15 und 20 mm. Davon waren vier Misch-Isolate. Auch das einzige
F. culmorum-Isolat (Isolat 44, 16,2 mm) fiel in diese Gruppe. Die restlichen sechs Isolate

verursachten eine Verbraunung mit iiber 20 mm Lénge, davon ein Misch-Isolat.

Der quantitative Schwerpunkt in der Symptomauspriagung lag zwischen 15 und 20 mm. Dies
zeigte sich auch am gemeinsamen Mittelwert fiir alle Isolate, der bei 15,8 mm lag. Die Misch-
Isolate lagen mit 14,4 mm knapp unter diesem Ergebnis, die F. graminearum-Isolate mit 16,5

mm dariiber.
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Abbildung 3.26: Linge der Verbriunung an der Sprossbasis von Weizenkeimlingen
(SW Picolo) nach kiinstlicher Inokulation mit verschiedenen Fusarium-Isolaten nach
sieben Tagen in mm. Mittelwert aus acht WDH (schwarzer Balken) und Standardabwei-
chung (weifler Balken). Pflanzen ohne Symptome gehen als Nullwerte in den Mittelwert mit
ein. F. graminearum im unteren, Misch-Isolate im mittleren, F. culmorum im oberen Teil des
Diagramms. Ergebnisse mit gleichem Buchstaben unterscheiden sich nicht signifikant von-
einander (a=0,05, LSD=6,89, LSD‘=4,19). + Isolate, die aufgrund zu geringer Sporendichte
im Inokulum nicht statistisch mit verrechnet wurden.
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Aufgrund der groen Streuung der Einzelwerte traten nur relativ wenige signifikante Unter-
schiede auf. Bei den F. graminearum-Isolaten unterschieden sich die Isolate 32 und 33 signi-

fikant von allen anderen, bei den Misch-Isolaten Isolat 51 (4,1 mm).

Die sieben F. graminearum-Isolate mit zu geringer Sporulation zeigten insgesamt ein nur
relativ niedriges Schddigungsniveau (Mittelwert 9,6 mm). Vier der Isolate lagen unter 10 mm,

nur zwei dartiber.

3.4.2.2 Stiingelumfassung der Verbriunung

In Abbildung 3.27 sind die Werte zur Stingelumfassung der Verbrdunung nach sieben Tagen
dargestellt. Die Werte variierten von 1,5 (Isolat 33, F. graminearum) bis 3,9 (Isolat 52, F.

graminearum).

Drei der 40 Isolate lagen unter 2,0 (Isolate 32 und 33 als F. graminearum, Isolat 51 als
Misch-Isolat), ein Misch-Isolat lag zwischen 2,0 und 2,5 (Isolat 43). Zehn der verbleibenden
36 Isolate lagen zwischen 2,5 und 3, davon zwei Misch-Isolate. 16 der weiteren 26 Isolate
zeigten eine Stdngelumfassung der Verbrdunung zwischen 3,0 und 3,5. Von diesen waren
zwei Misch-Isolate. Auch das F. culmorum Isolat (Isolat 44) war hier mit 3,3 vertreten. Die

restlichen zehn Isolate lagen iiber einem Wert von 3,5, davon zwei Misch-Isolate.

Der quantitative Schwerpunkt in der Symptomauspragung lag bei F. graminearum zwischen
3,0 und 3,5, bei den Misch-Isolaten eher zwischen 2,5 und 3,5. Dies zeigte sich auch am ge-
meinsamen Mittelwert fiir alle Isolate, der bei 3,1 lag. Wiederum lagen die Misch-Isolate mit
2,9 unter diesem Ergebnis, die F. graminearum-Isolate hingegen lagen mit 3,1 im Bereich des

Mittelwerts.

Aufgrund der relativ groflen Streuung der Einzelwerte traten wie auch schon fiir die Verbréu-
nungsldnge nur relativ wenige signifikante Unterschiede auf. Bei den F. graminearum-
Isolaten unterschieden sich wiederum nur die Isolate 32 und 33 signifikant von allen anderen,

bei den Misch-Isolaten Isolat 51.

Die sieben F. graminearum-Isolate mit zu geringer Sporulation zeigten insgesamt ein niedri-

geres Schiadigungsniveau (Mittelwert 2,3). Vier der Isolate lagen unter 2,5, eines tiber 3,0.
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Abbildung 3.27: Stingelumfassung der Verbriunung an der Sprossbasis von Weizen-
keimlingen (SW Picolo) nach kiinstlicher Inokulation mit verschiedenen Fusarium-
Isolaten nach sieben Tagen in Klassen von 0 - 4. Mittelwert aus acht WDH (schwarzer Bal-
ken) und Standardabweichung (weiler Balken). Pflanzen ohne Symptome gehen als Nullwer-
te in den Mittelwert mit ein. F. graminearum im unteren, Misch-Isolate im mittleren, F.
culmorum im oberen Teil des Diagramms. Ergebnisse mit gleichem Buchstaben
unterscheiden sich nicht signifikant voneinander (0=0,05, LSD=0,76, LSD‘=0,61). + =
Isolate, die aufgrund zu geringer Sporendichte im Inokulum nicht statistisch mit verrechnet
wurden.
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3.4.2.3 Befallshiufigkeit

Bei der Befallshaufigkeit bietet sich ein anderes Bild als bei den beiden vorigen Gréfen. Die

Mittelwerte lagen alle enger zusammen (Abb. 3.28).

Die Werte variierten von 77,2 (Isolat 33, F. graminearum) bis 100 % (Isolate 10, 11, 52, F.

graminearum).

Zwei der 40 Isolate lagen unter 80 % (Isolate 33 als F. graminearum, Isolat 43 als Misch-
Isolat). Nur ein F. graminearum-Isolat lag zwischen 80 und 90 % (Isolat 48). Zehn der
verbleibenden 37 Isolate lagen zwischen 90 und 95 %, davon drei Misch-Isolate. Dreizehn
der weiteren 27 Isolate zeigten eine Befallshiufigkeit zwischen 95 und 97,5 %. Von diesen
waren zwei Misch-Isolate. Auch das F. culmorum Isolat (Isolat 44) war hier mit 97,4 % ver-
treten. Die restlichen 14 Isolate lagen {iber einem Wert von 97,5 %, davon zwei Misch-

Isolate.

Der quantitative Schwerpunkt in der Symptomausprigung lag generell iiber 95 %. Dies zeigte
sich auch am gemeinsamen Mittelwert fiir alle Isolate, der bei 95,7 % lag. Wiederum lagen
die Misch-Isolate mit 94,2 % unter diesem Ergebnis, die F. graminearum-Isolate hingegen

lagen mit 96,4 % tiber dem gemeinsamen Mittelwert.

Aufgrund der relativ groBen Streuung der Einzelwerte bei vergleichsweise eng liegenden Mit-
telwerten traten bei der Befallshdufigkeit weniger signifikante Unterschiede auf als bei der
Verbrdunungsldange oder der Stingelumfassung der Verbraunung. Bei den F. graminearum-
Isolaten unterschied sich Isolat 33 signifikant von allen Isolaten auBler Isolat 48. Zwischen
Isolat 48 und allen anderen Isolaten auBler Isolat 32 und 33 bestanden signifikante Unter-

schiede. Bei den Misch-Isolaten unterschied sich nur Isolat 43 signifikant von allen anderen.

Die sieben F. graminearum-Isolate mit zu geringer Sporulation zeigten nicht notwendiger-
weise eine geringe Befallshdufigkeit. Ein Isolat lag unter 80 %, eines zwischen 80 und 90 %,
zwei weitere zwischen 90 und 95 %, ein weiteres zwischen 95 und 97,5 %. Zwei der Isolate
verursachten eine Befallshdufigkeit von tiber 99 % (Isolate 13 und 40). Der Mittelwert lag mit

88,1 % vergleichsweise niedrig.
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Abbildung 3.28: Befallshiufigkeit von Weizenkeimlingen (SW Picolo) nach Kkiinstlicher
Inokulation mit verschiedenen Fusarium-Isolaten nach sieben Tagen in Prozent. Mittel-
wert aus acht WDH (schwarzer Balken) und Standardabweichung (weiBer Balken). F. grami-
nearum im unteren, Misch-Isolate im mittleren, F. culmorum im oberen Teil des Diagramms.
Ergebnisse mit gleichem Buchstaben unterscheiden sich nicht signifikant voneinander
(a=0,05, LSD=10,7, LSD*=11,1). + = Isolate, die aufgrund zu geringer Sporendichte im Ino-
kulum nicht statistisch mit verrechnet wurden.
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3.4.2.4 Zusammenfassende Betrachtung der Schidigung nach sieben Tagen

Insgesamt zeigten die untersuchten Isolate hinsichtlich der Symptome nach sieben Tagen ein
relativ homogenes Bild. Nur relativ wenige Isolate ragten durch eine besonders niedrige oder

hohe Aggressivitit heraus.

Bei F. graminearum zeigten die Isolate 32, 33, 48, 30 und 31 die niedrigsten Symptom-
Auspriagungen. Da in dieser Darstellung die Pflanzen ohne Symptome als Nullwerte in den
Mittelwert eingehen, kann dieser Eindruck durch die relativ geringe Befallshidufigkeit bei den
Isolaten 48 und 33 relativiert werden, nicht aber bei den Isolaten 30, 31 und 32, die sich von
den meisten anderen Isolaten in ihrer Befallshdufigkeit nicht signifikant unterscheiden. Zur
Verdeutlichung sind die Ergebnisse fiir die Verbrdunungsldnge im Anhang (A.9) in anderer
Form dargestellt. Dort wurden bei der Bildung des Mittelwertes nur die Weizenpflanzen be-
riicksichtigt, die eine Symptomauspragung zeigten. Die Nullwerte (Pflanzen ohne Symptome)
wurden dort bei der Mittelwertbildung nicht beriicksichtigt. Die deutlichsten Symptome zeig-
ten die Isolate 10, 27 und 52 mit relativ hohen Befallshdufigkeiten.

Bei den Misch-Isolaten zeigte Isolat 51 die signifikant geringsten Symptome fiir beide Boni-
tur-Parameter. Die Befallshdufigkeit dieses Isolats lag mit 94,9 % aber nur um 0,8 % niedri-
ger als der Mittelwert. Bei Isolat 51 lagen im Inokulum fast keine F. graminearum-Sporen
vor. Die signifikant geringste Befallshdufigkeit zeigte Isolat 43, das seinerseits die zweit-
schwiéchsten Symptome verursacht. Isolat 38 war am aggressivsten, aber hier bestanden nur

zu relativ wenigen Isolaten signifikante Unterschiede.

Im Mittelwert waren die F. graminearum-Isolate etwas aggressiver und zeigten eine hohere
Befallshaufigkeit als die Misch-Isolate. Das F. culmorum-Isolat war von der Aggressivitit

und Befallshiufigkeit her etwas tiberdurchschnittlich.

3.4.2.5 Korrelation zwischen den Befallsparametern

Die Ergebnisse zeigen, dass ein enger Zusammenhang zwischen diesen drei erhobenen Ag-

gressivitits-Parametern sieben Tage nach Inokulation besteht.

Die lineare Regression fiir die 31 F. graminearum-Isolate in Abb. 3.29 zeigt den engen Zu-
sammenhang zwischen der Verbraunungsldnge an der Sprossbasis und dem Ausmal der Stén-

gelumfassung dieses Symptoms.
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Abbildung 3.29: Korrelation zwischen der Verbriaunungslinge und der Stingelumfas-
sung der Verbriunung an Weizenkeimlingen (SW Picolo) nach kiinstlicher Inokulation mit
31 F. graminearum-Isolaten nach sieben Tagen (lineare Regression). Pflanzen ohne Sympto-

me gehen als Nullwerte in den Mittelwert mit ein.

Der Korrelations-Test nach Pearson macht deutlich, dass dieser Zusammenhang hochst signi-
fikant ist (R = 0,96, p < 0,001). AuBBerdem bestehen hochst signifikante Zusammenhénge zwi-
schen Verbraunungsldnge und Befallshaufigkeit und Stangelumfassung und Befallshdufigkeit

eines [solats.

Bei den acht untersuchten Misch-Isolaten sind diese Zusammenhinge auch zu erkennen, aber
nicht so deutlich wie bei den 31 F. graminearum-Isolaten. Der Zusammenhang zwischen Ver-
braunungsldnge und Stdngelumfassung war hier hoch signifikant. Auch zwischen der Stangel-
umfassung und der Befallshdufigkeit bestand eine signifikante Beziehung. Nur die
Korrelation zwischen Verbraunungslange und Befallshdufigkeit bewegte sich mit einer Irr-

tumswahrscheinlichkeit von 7,8 % relativ knapp unter dem schwéchsten Signifikanz-Niveau.

In dieser Berechnung wurden fiir die Verbraunungslange und die Stingelumfassung die Null-
werte (Pflanzen ohne Symptome) bei der Mittelwertbildung nicht beriicksichtigt, da mit die-
sen Nullwerten zugleich eine Information iiber die Befallshdufigkeit in den Mittelwert fiir die

anderen Parameter einflieBen wiirde. Da hier aber ein moglicher Zusammenhang zwischen
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diesen beiden Parametern und der Befallshiufigkeit gerade erst untersucht werden sollte, war
es notwendig, durch ein Auslassen der Nullwerte dieser Vermischung der zu korrelierenden

GroBen vorzubeugen.

3.5 Korrelation zwischen Toxinbildung und Aggressivitiit

Eine der grundlegenden Fragestellungen dieser Arbeit war, ob ein Zusammenhang zwischen
der Aggressvitdt und dem Toxinbildungs-Vermégen eines Fusarium graminearum-lsolats
besteht. In Tab. 3.11 sind die Korrelationen zwischen den Daten zur Toxinbildung und der

Aggressivitét fiir 31 F. graminearum und acht Misch-Isolate dargestellt.

Tabelle 3.11: Pearson-Korrelationskoeffizient (R) fiir die Zusammenhinge zwischen
zehn Parametern von 31 F. graminearum-lIsolaten bzw. acht Misch-Isolaten. Die Mes-
sung der Toxinbildung erfolgte stets auf Reis in vitro nach 21 Tagen, die der Aggressivitéts-
parameter an Weizenkeimlingen nach kiinstlicher Infektion nach sieben Tagen. Wegen der
niedrigen Wiederfindungsrate (Tab. 3.8) wurden bei Summen-Werten die Werte fiir NIV mit
Faktor 3, die fir ZON mit Faktor 10 multipliziert. Signifikante Beziehungen sind gekenn-
zeichnet mit * (p < 0,05), ** (p <0,01) oder *** (p <0,001).

F. graminearum-Isolate (n=31):

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1 [DON |0,75% |.022 [0,95%%* [0,70%** 022 |021 |0,11 |0,23 |0,24

2 | ADON -0,14 [ 0,92%** 10,73%** 10,17 0,12 -0,04 0,21 0,17

3 |ZON -0,20 |0,48** |-0,14 |-0,12 |-0,12 [-0,13 |-0,11

4 | DON+ADON(+3xNIV+ANIV) 0,76*** 10,21 0,18 0,04 0,24 0,22

5 | DON+ADON(+3xNIV+ANIV)+10xZON 0,09 0,08 -0,04 10,13 0,13

6 | Verbrdunungslinge 0,97%%% | (,73%%* | (,09%** | () 97k
7 | Sténgelumfassung 0,82%** | 0,94%%* | 0,08%**
8 | Befallshdufigkeit 0,64%%% | (), 70%**
9 | Verbridunungslinge (ohne Nullwerte) 0,96%#*

10 | Stangelumfassung (ohne Nullwerte)
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Misch-Isolate (n=8):

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 |DON [0,67 -0,32 |0,74* [0,57 0,10 -0,04 [-0,19 (0,14 0,01
2 | ADON 0,05 0,99%** 10,94%** 10,29 1-0,37 |[-0,52 [-0,22 |-0,27
3 |ZON 0,02 0,38 0,06 0,08 -0,14 0,09 0,13
4 | ADON+DON+3xNIV+ANIV 0,94***+ 1.0,23 1-0,32 |-0,49 |-0,16 |[-0,22
5 DON+ADON+3xNIV+ANIV+10xZON -0,19 -0,27 -0,51 -0,12 -0,16
6 | Verbraunungslénge 0,97*%** 0,44 0,99%%%* [ (0,99%**
7 | Stingelumfassung 0,58 0,94*** | 0,97***
8 Befallshaufigkeit 0,31 0,38
9 | Verbraunungslénge (ohne Nullwerte) 0,98%*
10 [ Sténgelumfassung (ohne Nullwerte)

Die sieben weiteren bei der Toxinbildung (3.3.2) betrachteten F. graminearum-Isolate konn-
ten in dieser gemeinsamen Tabelle nicht beriicksichtigt werden, da wegen mangelnder Sporu-
lation die Ergebnisse dieser Isolate nicht mit denen der anderen vergleichbar waren. Auf eine
Korrelation mit den Parametern NIV- und ANIV-Bildung wurde verzichtet, da diese Toxine
nur von zwei der acht Misch-Isolate gebildet wurden. NIV und ANIV flieen nur in die Sum-

menwerte 4 und 5 mit ein.

Die Parameter 1 bis 5 charakterisieren Eigenschaften zur Toxinbildung, die Parameter 6-10
sind Aggressivitits-Parameter. Der Parameter 4 ist der Summenwert aller Trichothecene. Pa-
rameter 5 stellt die Summe aller Mykotoxine (Trichothecene und ZON) dar. Eine solche Be-
trachtung erschien sinnvoll, da im biologischen System mehrere Faktoren gemeinsam auftre-
ten und eine gemeinsame Wirkung entfalten konnen. Fiir NIV und ZON wurden die Werte
wegen der niedrigen Wiederfindungsrate (Tab. 3.7) mit einem Faktor so korrigiert (Faktor 3

bzw. Faktor 10), dass eine direkte Vergleichbarkeit mit den anderen Toxinen gegeben ist.

Bei den 31 F. graminearum-Isolaten bestehen, wie schon unter 3.3.2.7 beschrieben, signifi-
kante Beziehungen zwischen der Produktion von DON und ADON sowie den daraus gebilde-

ten Summenwerten 4 und 5. Ebenso korreliert ZON mit dem Summenwert 5, in den es selbst
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als Summand eingeht. Auch zwischen den Aggressivitdtsparametern bestehen die schon be-
schriebenen signifikanten Beziehungen (3.4.2.5). Die Korrelation zwischen Verbraunungs-

lange und Stingelumfassung ist stirker als die beider Parameter zur Befallshaufigkeit.

Allerdings konnen keine Signifikanzen zwischen den Parametern zur Toxinbildung und Ag-
gressivitit festgestellt werden. Die engste Korrelation besteht hier mit R = 0,24 zwischen
DON-Bildung (1) und Stingelumfassung ohne Nullwerte (10) und ebenfalls DON+ADON-
Bildung (4) und Verbrdunungsldnge ohne Nullwerte (9) (jeweils p = 0,20). Die Korrelation
zwischen (1) und (10) ist in Abb. 3.30 mit einer linearen Regression graphisch dargestellt. Bei
den Trichothecenen und deren Summenwerten gilt fiir die F. graminearum-Isolate generell,
dass die Korrelationen zu den Aggressivitits-Parametern ohne Nullwerte enger und die Irr-

tumswahrscheinlichkeiten kleiner werden als zu den Aggressivitidts-Parametern mit Nullwer-

ten.
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Abbildung 3.30: Korrelation zwischen der DON-Produktion auf Reis in vitro nach 21
Tagen in ppm und der Stingelumfassung des Symptoms an der Sprossbasis in Klassen
von 0-4 (ohne Nullwerte) nach kiinstlicher Inokulation von Weizenkeimlingen nach sieben

Tagen von 31 F. graminearum-Isolaten (lineare Regression).
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Bei den acht Misch-Isolaten zeigt sich ein vergleichbares Ergebnis. Wenn signifikante Zu-
sammenhédnge bestehen, dann nur zwischen Toxinbildungs-Parametern oder Aggressivitits-
Parametern untereinander, aber niemals zwischen Toxinbildungs- und Aggressivitits-
Parametern. Innerhalb der Toxinbildungs-Parameter treten weniger signifikante Beziehungen
auf als bei den F. graminearum-Isolaten. So tritt hier beispielsweise keine Signifikanz zwi-
schen DON- und ADON-Bildung auf (siche 3.4.2.5), was vermutlich auf den Einfluss mehre-
rer Isolate mit abnormal hoher ADON-Bildung beruht.

3.6 Vergleich der vier Fusarium graminearum-Isolate vor und nach der Wirtspasage

Mit den vier F. graminearum-Isolaten 30, 31, 32 und 33 wurde eine Wirtspassage durchge-

fithrt. Die Isolate nach der Wirtspassage wurden mit 34, 35, 36 und 37 bezeichnet.

3.6.1 Einfluss einer Wirtspassage auf die Mykotoxinproduktion

In Abb. 3.31 ist ein Vergleich der Mykotoxinbildung dieser vier Isolate vor und nach der
Wirtspassage dargestellt. Zur statistischen Verrechnung wurden die Isolate vor und nach der

Wirtspassage jeweils paarweise verglichen (t-Test).

Fiir alle drei auftretenden Toxine trat bei mindestens einem Isolat ein signifikanter Einfluss

der Wirtspassage auf.

Isolatepaar 30/34 bildete nach der WP signifikant weniger DON als vor der WP (Abb. 3.31,
oben), Isolatepaar 31/35 signifikant mehr. Beim schwachen Toxin-Bildner 32/36 sowie bei
Isolatepaar 33/37 waren keine signifikanten Unterschiede in der DON-Bildung vor und nach

der WP zu erkennen.

Bei der Bildung von ADON (Abb. 3.31, Mitte) zeigte nur Isolatepaar 31/35 einen signifikan-
ten Effekt. Nach der WP wurde mehr ADON gebildet als vorher. Die Isolatepaare 30/34 und
33/37 zeigten keine signifikanten Unterschiede. Isolatepaar 32/36 bildete auch hier in beiden

Féllen keine nennenswerten Toxin-Mengen.

Unterschiede in der ZON-Bildung zeigten die Isolatepaare 31/35 mit signifikant weniger und
33/37 mit signifikant mehr ZON nach der WP (Abb. 3.31, unten). Bei den anderen Isolatepaa-
ren traten keine signifikanten Unterschiede auf. Das Isolatepaar 32/36 bildete nbur relativ

wenig ZON.



108 Ergebnisse
37 r‘: a'"
33 a"
36 T all
ZT' 32 Joater020 a"
K ]
8 35 T:: b'
31 a'
34 | b
30 ;: a
0 100 200 300 400 500 600
DON (ppm)
37 N
33
36 P1,49+-106 a"
. 32 [[1.21+-029 Q"
z
8 35 b’
(2]
= 31
34
30
0 50 100 150 200 250 300 350
ADON (ppm)
37 w b
33 ‘ a"‘
36 E a"
szl—' 32 | a"
= ]
8 35 :E H'
31 m| a'
34 | a
30 a
0 10 20 30 40 50 60 70 80
ZON (ppm)
H Mittelwert mit WP [OStandardabweichung m Mittelwert ohne WP

Abbildung 3.31: Vergleich der Mykotoxinbildung der vier F. graminearum-Isolate 30
(34), 31 (35), 32 (36), 33 (37) vor bzw. nach (Isolat-Bezeichnung in Klammern) einer
Wirtspassage nach 21 Tagen auf Reis in vitro. Mittelwert aus drei WDH und Standardab-

weichung. ZON im unteren, ADON im mittleren, DON im oberen Diagramm. Ergebnisse mit

gleichem Buchstaben unterscheiden sich nicht signifikant voneinander (paarweiser Vergleich
vor und nach der WP mit t-Test, p=0,05).
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Zusammenfassend ist zu sagen, dass fiir keines der Mykotoxine fiir alle untersuchten Isolate
ein einheitlicher Trend zu mehr oder weniger Toxin nach der Wirtspassage festzustellen war.
Die Isolate verhalten sich heterogen. Das Isolatepaar 32/36 als insgesamt schwacher Toxin-
Bildner zeigte nirgends signifikante Unterschiede, das Isolatepaar 31/35 zeigte fir DON,
ADON und ZON signifikante Unterschiede. DON und ADON wurden nach der WP von die-
sem Isolatepaar verstirkt gebildet, ZON weniger. Isolatepaar 30/34 bildete nach der Wirts-
passage signifikant weniger DON. Isolatepaar 33/37 produzierte nach der WP signifikant
mehr ZON.

Auffillig war, dass fiir die einzelnen Isolate die Trichothecenbildung (DON und ADON) je-

weils dieselbe Tendenz zeigte, wihrend ZON sich unabhingig davon verhielt.

3.6.2 Einfluss einer Wirtspassage auf die Aggressivitit

In Abbildung 3.32 ist ein Vergleich der Aggressivitdt der vier Isolate vor und nach der Wirts-
passage dargestellt. Als Parameter diente die Symptomauspriagung nach sieben Tagen im Ag-
gressivititstest (3.4.). Auch hier wurden zur statistischen Verrechnung die Isolate vor und

nach der Wirtspassage jeweils paarweise verglichen (t-Test).

Fiir die Verbraunungslénge traten bei den Isolaten vor der Wirtspassage bei drei von vier Iso-
laten signifikante Niveau-Unterschiede zwischen in den beiden Versuchs-Ansédtzen auf
(WDH 1-4 und WDH 5-8). Da diese Unterschiede aber weder fiir alle Isolate noch fiir alle
Parameter auftraten, wurde der Mittelwert {iber alle acht WDH gebildet (fiihrt zu einem kon-

servativeren Ergebnis).

Bei allen drei Aggressivitidtsparametern traten signifikante Unterschiede vor und nach der WP

fiir mindestens ein Isolatepaar auf.

Bei der Verbraunungsldange (Abb. 3.32, oben) war der Wert bei den Isolatepaaren 32/36 und
33/37 nach der WP signifikant hoher als vorher. Bei den Isolatepaaren 30/34 und 31/35 war

dieser Unterschied nicht signifikant.

Das Ausmall der Stingelumfassung zeigt ein dhnliches Bild (Abb. 3.32, Mitte). Nur fiir die
Isolatepaare 32/36 und 33/37 sind die Symptome nach der WP signifikant hoher.

Die Befallshaufigkeit (Abb. 3.32, unten) war nach der WP nur fiir Isolatepaar 33/37 signifi-

kant hoher. Die drei tibrigen Paare zeigten keine signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 3.32: Vergleich der Aggressivitiit der vier F. graminearum-Isolate 30 (34), 31
(35), 32 (36), 33 (37) vor bzw. nach (Isolat-Bezeichnung in Klammern) einer Wirtspassa-
ge an Weizenkeimlingen (SW Picolo) nach kiinstlicher Inokulation. Mittelwert aus acht
WDH und Standardabweichung. Isolat 35 mit nur siecben WDH. Befallshiufigkeit im unteren,
Stangelumfassung im mittleren, Verbraunungsldnge im oberen Diagramm. Pflanzen ohne
Symptome gehen als Nullwerte in den Mittelwert mit ein. Ergebnisse mit gleichem Buchsta-
ben unterscheiden sich nicht signifikant voneinander (paarweiser Vergleich vor und nach der
WP mit t-Test, p = 0,05).
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Auch wenn die nicht befallenen Pflanzen (Nullwerte) nicht in den Mittelwert mit einbezogen
werden, blieb diese Tendenz zu hoherer Aggressivitdt nach der Wirtspassage erhalten. Nur
der Unterschied bei der Verbraunungsldnge fiir Isolatepaar 33/37 war nicht mehr statistisch
absicherbar. Also konnen die Unterschiede bei den Parametern Verbraunungsldnge und Stén-

gelumfassung nicht ausschlieBlich mit der unterschiedlichen Befallshdufigkeit erklirt werden.

Zusammenfassend gilt, dass alle drei Aggressivititsparameter fiir alle Isolatepaare nach der
Wirtspassage hoher lagen. Deutlicher waren diese Unterschiede fiir die Isolatepaare 32/36

und 33/37.

Eine Wirtspassage hatte also generell eine positive, teils signifikante Auswirkung auf die Ag-
gressivitit eines F. graminearum-Isolats. Dieser Einfluss des Faktors Wirtspassage wurde
iiber alle Isolatepaare berechnet (Varianz-Analyse mittels GLM-Procedure) und wird so auch
in Tab. 3.12 deutlich. Hier zeigt sich aulerdem fiir die Verbrdunungslidnge, dass eine Signifi-
kanz dann vorliegt, wenn die nicht befallenen Pflanzen (Nullwerte) mit in die Berechnung der
Mittelwerte eingehen, da auf diese Weise der Parameter Befallshdufigkeit mit représentiert
wird. Bei der Stangelumfassung wirkte sich die Beriicksichtigung der Nullwerte auf den p-

Wert aus.

Tabelle 3.12: Irrtumswahrscheinlichkeiten p fiir die Hypothese, dass der Faktor Wirts-
passage einen Einfluss auf die jeweils abhéingige Variable hat (nyor der wp = 32, Npach der wp
= 31). Signifikante Beziehungen sind gekennzeichnet mit * (p < 0,05), ** (p < 0,01) oder
**% (p <0,001). 0. N. = ohne Nullwerte.

Mittelwert vor WP | Mittelwert nach WP | LSD p

Verbraunungslédnge 9,71 * 12,21 2,40 | 0,0422
Stangelumfassung 2,14 ** 2,62 0,29 | 0,0015
Befallshédufigkeit 89,2 * 95,6 4,89 | 0,0120
Verbraunungslédnge o. N. 10,73 12,76 2,39 | 0,0949

Stangelumfassung o. N. 2,37 ** 2,74 0,26 | 0,0054
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3.7 Ergebnisse zu den Ahren-Inokulationen

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse zu den insgesamt vier Ahren-Inokulationen (Tab.
2.6) wiedergegeben. In den Unterkapiteln werden vorerst Ergebnisse zur Entwicklung des
Befalls und des Deoxynivalenol-Gehalts (DON) in vivo vorgestellt. Hierauf folgend werden
Korrelationen zwischen den einzelnen Groflen wiedergegeben, und zwar erst auf Ebene der

Einzeldhren, dann auf Ebene der vier untersuchten Fusarium graminearum-Isolate.

3.7.1 Vorversuch zur Sporendichte im Inokulum

Die Ahren in diesem Versuch wurden mit verschiedenen Sporendichten eines Misch-
Inokulums aus verschiedenen F. graminearum-Isolaten (siche Anhang A.10) infiziert und bis

28 dpi bonitiert (Abb. 3.33), um eine geignete Sporendichte zu ermitteln (2.7).
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Abbildung 3.33: Verlauf der mittleren Befallshiufigkeit der Ahrchen (Sommerweizen
Picolo) nach einer kiinstlichen Ahren-Inokulation von 0 dpi bis 28 dpi in %. Vergleich
verschiedener Sporendichten des Misch-Inokulums (18 Fusarium-Isolate, sieche Anhang
A.10). Die Werte in der Legende geben die Sporendichte in Sporen/ml an. Pro Variante wur-
den 5 Ahren bonitiert. Regression: Polynom 3. Grades.
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Ab einer Sporendichte von 5 x 10* Sporen/ml traten nach sieben Tagen Symptome auf. Wah-
rend sich bei den Sporendichten 1 x 10°, 5 x 10° und 1 x 10° Sporen/ml bis 16 dpi ein einheit-
licher starker Anstieg der Befallshaufigkeit der Ahrchen auf etwa 16 % abzeichnete, verlief
der Befall von 5 x 10" Sporen/ml wesentlich flacher und erreichte mit abnehmender Steigung
zum Versuchsende (28 dpi) einen Wert von 11 %. Ab 16 dpi stieg der Befall bei den Sporen-
dichten 5 x 10° und 1 x 10° Sporen/ml sprunghaft an und endete nach 28 dpi fiir beide Varian-
ten bei etwa 54 %. Der Befall fiir die Sporendichte 1 x 10° Sporen/ml hingegen entwickelte
sich kontinuierlich mit gleichméBiger Steigung bis zum Versuchsende weiter (26 %). Sporen-
dichten von 1 x 10", 1 x 10% 1 x 10° und 1 x 10* Sporen/ml zeigten wihrend des gesamten
Versuchs keinen nennenswerten Befall (< 1 %) und wurden in der Abb. 3.33 nicht mit darge-

stellt.

Fiir die weiteren Ahren-Inokulationen wurde die Dichte 1 x 10° Sporen/ml ausgewihlt, die in

der Lage war, einen deutlichen, aber nicht zu starken Befall zu verursachen.

3.7.2 Erste Ahren-Inokulation (Isolate 34 und 37)
3.7.2.1 Entwicklung des Befalls und des DON-Gehalts

Abb. 3.34 zeigt den Verlauf der Befallshidufigkeit von der Inokulation bis zum Versuchsende
nach 63 Tagen. An den nicht inokulierten Kontroll-Ahren konnte abgelesen werden, dass ab

etwa 25 dpi verstiarkt Sekundér-Infektionen auftraten.

Der Befall zeigte einen sigmoiden Verlauf. Die ersten Symptome traten bei beiden Isolaten
nach 4 Tagen auf. Die Befallshidufigkeit stieg in den ersten Tagen sehr stark an (Isolat 37: von
2 auf 25 % von 4 bis 6 dpi). Dieser nahezu exponentielle Anstieg ging ab etwa 7 dpi in einen
eher linearen Anstieg tiber. Dieser setzte sich bis etwa 28 dpi fort. Isolat 34 hatte nun eine
Befallshdufigkeit von 77 %, Isolat 37 von 80 % erreicht. Der Befallsverlauf ndherte sich nun
allmédhlich und mit abnehmender Steigung einem Hochstwert an, der fiir beide Isolate bei 100
% lag (63 dpi). Da die zur Verfiigung stehenden Regressionen diesen Verlauf nicht deutlich
wiedergegeben hitten, wurde auf eine Regression verzichtet. Isolat 37 zeigte fast ausnahmslos

die hohere Befallshiufigkeit, dieser Unterschied war aber zu keinem Zeitpunkt signifikant.

Der Wassergehalt der Ahren nahm mit fortschreitender Zeit sowohl fiir die Kontrolle als auch

fir die inokulierten Ahren ab (Abb. 3.35).
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Abbildung 3.34: Verlauf der mittleren Befallshiufigkeit der Ahrchen (Sommerweizen
Picolo) nach einer kiinstlichen Ahren-Inokulation von 0 dpi bis 63 dpi in Prozent. Ver-
gleich der beiden F. graminearum-Isolate 34 und 37. Die Zahl der untersuchten Einzelédh-
ren pro Isolat nahm von n = 33 (0 dpi) bedingt durch die Probenahme auf n = 6 (63 dpi) ab.

Zu keinem Zeitpunkt traten signifikante Unterschiede auf (o = 0,05).

Der Verlauf des Wassergehalts der Kontrolle zeigte einen leicht sigmoiden Verlauf. In den
ersten 14 Tagen war die Abnahme (Startwert etwa 70 % gering (um etwa 5 %). Dem folgte
bis 49 dpi eine etwa lineare Phase, der eine wiederum langsamere Abnahme folgte. Zur Ernte

63 dpi wurde ein Tiefstwert zwischen 5 und 10 % erreicht.

Prinzipiell dhnelte die Entwicklung des Wassergehalts bei den inokulierten Ahren dem der
Kontrolle. Der Verlauf war ebenfalls sigmoid, aber mit einer sehr viel stirkeren negativen
Steigung. Die Abnahme des Wassergehalts begann frither (ab 7 dpi; Kontrolle: ab 14 dpi) und
vollzog sich sehr viel schneller. Schon nach 35 Tagen waren fiir die Isolate 34 und 37 schon
weniger als 15 % Wassergehalt erreicht (Kontrolle: 35 bis 40 %). Der Endwert war fiir die
Isolate 34 und 37 mit dem der Kontrolle vergleichbar. Der Wassergehalt fiir beide Isolate un-

terschied sich zu keinem Zeitpunkt signifikant.
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Abbildung 3.35: Entwicklung des Wasser-Gehalts ganzer Ahren (Sommerweizen Picolo)
nach einer kiinstlichen Ahren-Inokulation von 0 dpi bis 63 dpi in Prozent. Vergleich der
beiden F. graminearum-Isolate 34 und 37 (n=3) mit nicht inokulierten Kontrolldhren (n=1).
Regression: Polynom 3. Grades (Kontrolle), 5. Grades (Isolat 37), 6. Grades (Isolat34). Helle
Linie: Isolat 37. Zu keinem Zeitpunkt traten signifikante Unterschiede zwischen den Isolaten

auf (o = 0,05).

Auch der Verlauf des DON-Gehalts ganzer Weizendhren zeigte von der Tendenz ein sigmoi-
des Bild (Abb. 3.36). Als Bezugsgrole diente hier ”Gramm Trockenmasse” (DON 1). Die
sigmoide Kinetik zu Beginn der Infektion blieb allerdings fraglich, da die Datenaufnahme erst
bei 7 dpi begann und eine frithe exponentielle Phase so nicht ausreichend erfasst werden
konnte. Von 7 bis 21 dpi konnte man von einer sehr starken fast linearen Zunahme des DON-

Gehalts sprechen.

Nach 28 Tagen erreichte Isolat 37 mit etwa 200 ppm einen Hochstwert, um dann bis zum
Versuchsende (63 dpi) eine tendenzielle Abnahme des DON-Gehalts zu zeigen (auf etwa 150
ppm). Betrachtet man die Einzelwerte, so war aber beispielsweise die Abnahme vom Wert bei
21 dpi auf den Wert bei 63 dpi nicht signifikant. Die Werte schwankten vielmehr um einen
Hochstwert.
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Abbildung 3.36: Entwicklung des DON-Gehalts (ppm 2 mg/kg TM (DON 1)) ganzer
Ahren (Sommerweizen Picolo) nach einer kiinstlichen Ahren-Inokulation von 0 dpi bis
63 dpi. Vergleich der beiden F. graminearum-Isolate 34 und 37 (n=3). Regression: Poly-

nom 3. Grades. Helle Linie: Isolat 37. Zu keinem Zeitpunkt traten signifikante Unterschiede

auf (o = 0,05).

Isolat 34 hatte bei 28 dpi mit etwa 170 ppm ebenfalls schon den gréBten Teil der DON-
Menge gebildet, die zur Ernte in den Ahren zu finden war (etwa 205 ppm). Die Regression
fiir Isolat 34 zeigte bis Versuchsende einen leichten Ansteig des DON-Gehalts. Wertet man
den sehr niedrigen Wert bei 28 dpi (112 ppm) als Ausreiler, dann wird trotz groBBerer
Schwankungen der Einzelwerte ebenfalls ein Hochstwert angestrebt. Die beiden Isolate zeig-

ten zu keinem Zeitpunkt signifikante Unterschiede hinsichtlich des DON-Gehalts ganzer

Weizenihren.

3.7.2.2 Korrelationen zwischen DON-Gehalt und Befallsparametern
auf Ebene der Einzelidhren

Um die Bedeutung des Mykotoxins DON fiir das Wirt/Parasit-System Weizen/F. graminea-
rum einschitzen zu konnen, wurde fiir beide Isolate eine Korrelationstabelle erstellt, in der

der DON-Gehalt der Weizenidhren mit verschiedenen weiteren relevanten Groflen korreliert
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wurde. Der DON-Gehalt wurde hierzu in dreifacher Form verwendet. Erstens wurde die
DON-Menge auf die Trockenmasse bezogen (DON 1), zweitens diente nur die befallene Ah-
renmasse als BezugsgroBe (DON 2) und drittens wurde die DON-Menge pro Ahre berechnet
(DON 3), wie unter 2.9.7.2.3 ausfiihrlich beschrieben.

Tabelle 3.13: Pearson-Korrelationskoeffizient (R) fiir die Zusammenhinge zwischen
dem DON-Gehalt (drei Parameter) von Weizenihren (Sommerweizen Picolo) und fiinf
weiteren Parametern nach einer kiinstlichen Ahren-Inokulation mit Isolat 34 (7 dpi bis
63 dpi). Insgesamt gehen die Werte von 27 Einzeldhren in die Berechnung ein (n = 27). Signi-
fikante Beziehungen sind gekennzeichnet mit * (p < 0,05), ** (p <0,01) oder *** (p < 0,001).
DON 1 = DON-Gehalt (mg/kg TM), DON 2 = DON-Gehalt (mg/kg befallene TM), DON 3 =
DON-Menge (ug/Ahre).

1 2 3 4 5 6 7 8

DON1 | DON2 | DON 3 FM ™ WG BH FUBK
DON 1 [0,83*** 10,92%** |-0,49%* |-0,25 -0,43* |0,50%* |0,49%*
DON 2 0,75*** 1-0,09 -0,29 0,11 -0,05 0,02
DON 3 -0,28 0,10 -0,42* |0,50** |0,48*
Frischmasse (FM) 0,57** ]0,77%** |-0,72%*% | -0,63%**
Trockenmasse (TM) -0,04 0,09 -0,07
Wassergehalt (WG) -0,97%%* | -0,77%**
Befallshiufigkeit der Ahrchen (BH) 0,83 %%

8 | Flache unter der Befallskurve (FUBK)

Die verwendeten acht Parameter konnen in drei Gruppen gegliedert werden: erstens die drei
GroBen zum DON-Gehalt (Parameter 1-3), zweitens die drei eher physikalischen Parameter
Frischmasse (FM), Trockenmasse (TM) und Wassergehalt (WG) der Ahren sowie drittens die
beiden Befallsparameter Befallshiufigkeit der Ahrchen (BH) und die Fliche unter der Be-
fallskurve (FUBK). Die Parameter innerhalb jeder dieser Gruppen stehen in teilweise enger

Beziehung zueinander, weil sie entweder rechnerisch miteinander verkniipft sind, oder aber
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dieselbe Datengrundlage besitzen. Korrelationen, die innerhalb dieser Gruppen auftreten, soll-
ten daher nicht {iberbewertet werden und werden in den folgenden Besprechungen nicht be-

rlicksichtigt. AuBBerdem werden nur die signifikanten Korrelationen besprochen.

Insgesamt zeigte DON 1 bei Isolat 34 viele signifikante Korrelationen (Tab. 3.13). DON 1
korrelierte mit der Frischmasse und dem Wassergehalt (hoch) signifikant, auBerdem mit bei-
den Befallsparametern. Die engste Korrelation bestand zur Befallshiufigkeit der Ahrchen mit
R =0,50. DON 2 korrelliert mit keiner der {ibrigen GréBen signifikant. DON 3 zeigte ein dhn-

liches Muster wie DON 1, auler dass die Beziehung zur Frischmasse nicht signifikant war.

Tabelle 3.14: Pearson-Korrelationskoeffizient (R) fiir die Zusammenhinge zwischen
dem DON-Gehalt (3 Parameter) von Weizenihren (Sommerweizen Picolo) und fiinf wei-
teren Parametern nach einer Kiinstlichen Ahren-Inokulation mit Isolat 37 (7 dpi bis 63
dpi). Insgesamt gehen die Werte von 27 Einzeldhren in die Berechnung ein (n = 27). Signifi-
kante Beziehungen sind gekennzeichnet mit * (p < 0,05), ** (p < 0,01) oder *** (p < 0,001).
DON 1 = DON-Gehalt (mg/kg TM), DON 2 = DON-Gehalt (mg/kg befallene TM), DON 3 =
DON-Menge (ug/Ahre).

1 2 3 4 5 6 7 8

DON1 | DON2 | DON 3 FM ™ WG BH FUBK
DON 1 [0,89*** |0,85%** |-0,65%** -0,48* [-0,36 0,41* 0,27
DON 2 0,70*** 1-0,39* |-0,57** |0,04 0,01 -0,11
DON 3 -0,43* |-0,02 -0,45* 10,52** 10,30
Frischmasse (FM) 0,52** 10,74*** |-0,66*** |-0,58%*
Trockenmasse (TM) -0,16 0,20 0,05
Wassergehalt (WQG) -0,96%** | -0,78%***
Befallshiufigkeit der Ahrchen (BH) 0,82%**
Flache unter der Befallskurve (FUBK)

Ferner zeigte die Frischmasse eine hochst signifikante negative Korrelation zu beiden Be-

fallsparametern (Tab. 3.13). Die Trockenmasse korrelierte mit keiner der iibrigen Grofen in




Ergebnisse 119

signifikanter Weise. Der Wassergehalt zeigte eine sehr starke und hochst signifikante Korre-

lation zu den Befallsparametern.

Fiir die Zusammenhénge bei [solat 37 (Tab. 3.14) ergab sich ein dhnliches Bild wie fiir Isolat
34, da schon im Infektionsverlauf nur geringe Unterschiede auftraten (Abb. 3.34 bis Abb.
3.36).

DON 1 zeigte zur Frischmasse und zur Trockenmasse eine (hochst) signifikante negative
Korrelation, nicht aber zum Wassergehalt oder zur Flache unter der Befallskurve. Die signifi-
kante Korrelation zur Befallshaufigkeit war mit R = 0,41 nicht ganz so eng wie fiir Isolat 34
und auf einem niedrigeren Signifikanzniveau angesiedelt. DON 2 stand im Gegensatz zu Iso-
lat 34 in einer (hoch) signifikanten Beziehung zur Frisch- und zur Trockenmasse. DON 3 kor-
relierte signifikant bzw. hoch signifikant mit den Parametern Frischmasse, Wassergehalt und

Befallshaufigkeit.

Ferner stand die Frischmasse zu beiden Befallsparametern in hoch oder hochst signifikanter
Beziehung. Die Trockenmasse zeigte auch bei diesem Isolat keine signifikante Korrelation zu
den Befallsparametern. Der Wassergehalt hingegen korrelierte entsprechend den Ergebnissen
von Isolat 34 wieder hochst signifikant sowohl mit der Befallshdufigkeit als auch mit der Flai-

che unter der Befallskurve.

Eine zusammenfassende gemeinsame Betrachtung der Isolate 34 und 37 zeigt, dass sehr viele
Gemeinsamkeiten auftraten, und auch eine gemeinsame Korrelationstabelle zeigte keine
grundlegenden neuen Erkenntnisse (siche Anhang A.10). Die deutlichste Korrelation der
DON-Parameter trat zwischen DON 1 und der Frischmasse auf (R = -0,57), gefolgt von der
Beziehung zwischen DON 3 und Befallshaufigkeit (R = 0,51) bzw. DON 1 und Befallshiu-
figkeit (R = 0,46). Alle diese Beziehungen waren hochst signifikant.

In Abb. 3.37 ist die Befallshaufigkeit der Ahrchen in Abhingigkeit von DON 1 aufgetragen.
Die Datenpunkte der beiden Isolate sind zur Unterscheidung verschieden dargestellt. Die bei-
den Datenwolken der Isolate 34 und 37 zeigten keinen nennenswerten Unterschied in ihrer
Lage oder Grofe. Auch die logarithmischen Regressionen waren sehr dhnlich. Die logarith-
mische Darstellung lieferte eine bessere Anndherung als eine lineare. Auffillig ist, dass die

Variation im DON-Gehalt bei hohen Befallswerten (nahe 100 %) relativ grof3 war.
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Abbildung 3.37: Korrelation zwischen dem DON-Gehalt (ppm £ mg/kg TM (DON 1))
von Weizeniihren (Sommerweizen Picolo) und der Befallshiiufigkeit der Ahrchen nach
einer kiinstlichen Ahren-Inokulation mit Isolat 34 oder Isolat 37 (7 dpi bis 63 dpi). Insge-
samt gehen die Werte von 54 Einzeldhren in die Darstellung ein (n = 54). Logarithmische

Regression. Helle Linie = Isolat 37.

3.7.3 Zweite Ahren-Inokulation (Isolate 35 und 36)
3.7.3.1 Entwicklung des Befalls und des DON-Gehalts

Abb. 3.38 zeigt den Verlauf der Befallshdufigkeit von der Inokulation bis zum Versuchsende
nach 42 Tagen. Die nicht inokulierten Kontrolldhren zeigten, dass in diesem Versuch keine
nennenswerten Sekundir-Infektionen auftraten (BH immer unter 2 %, Maximalwert bei 31
dpi).

Der Verlauf der Befallshdufigkeit zeigte fiir beide Isolate ein dhnliches Bild, aber auf unter-
schiedlichem Niveau. Eine sigmoide Kinetik (siche Abb. 3.34) trat hier nicht auf. Nach 4 Ta-
gen traten die ersten Symptome auf und bei 10 dpi war eine Befallshdufigkeit von ca. 15 %
(Isolat 35) bzw. ca. 9 % (Isolat 36) erreicht. Der weitere nahezu lineare Befallsverlauf wurde
von einem charakteristischen Muster der Einzelwerte unterlagert: Der Verlauf ging in einem

Wechsel von Phasen stirkeren und schwiécheren Anstiegs vonstatten.



Ergebnisse 121

(o]
o

i

\l
o
]
\--\
g

\
N

\
N

[ | *
. /K{ m35

A 36

w b
S o

Befallshaufigkeit (%)

20

25 30 35 40 45
dpi

Abbildung 3.38: Verlauf der mittleren Befallshiufigkeit der Ahrchen (Sommerweizen
Picolo) nach einer kiinstlichen Ahren-Inokulation von 0 dpi bis 42 dpi in Prozent. Ver-
gleich der beiden F. graminearum-Isolate 35 und 36. Die Zahl der untersuchten Einzelédh-
ren pro Isolat nahm von n = 38 (0 dpi) bedingt durch die Probennahme auf n = 7 (Isolat 35)
oder n = 5 (Isolat 36) ab (42 dpi). Regression: Polynom 3. Grades; helle Linie: Isolat 36. Sig-
nifikante Unterschiede sind gekennzeichnet mit * (p < 0,05), ** (p < 0,01) oder *** (p <
0,001).

Etwas ausgeprigter war dieses Muster bei Isolat 35. Beispielsweise stieg die Befallshaufigkeit
von 28 bis 31 dpi um 16 % an, von 31 bis 33 dpi nur um 5 %. Nach 42 Tagen wurde der Ver-
such beendet, da nicht mehr genug auswertbare Ahren zur Verfiigung standen. Wihrend des
Versuchs mussten mehrere Ahren aus der Wertung genommen werden, die einen sehr starken
anstieg atypischer Symptome zeigten (sieche 2.7.1.4). Der Endwert betrug fur Isolat 35 82 %
und fiir Isolat 36 70 %.

Stets war die Befallshdufigkeit von Isolat 35 hoher als die von Isolat 36. Fiir 13 der 20 Boni-
tur-Tage mit Symptomen war dieser Unterschied signifikant, teils hoch oder sogar hochst

signifikant.

Im Vergleich zu Versuch 1 (Abb. 3.34) verlief die Befallskurve eher flach und die Phase, in

der ein Hochstwert fiir die Befallshdufigkeit angestrebt wurde, wurde offenbar wegen des
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frithen Versuchsendes nicht erreicht. Aber auch insgesamt war die Befallshdufigkeit nach 40

Tagen eher niedrig. Bei Versuch 1 wurden die 90 % zu diesem Zeitpunkt schon iiberschritten.

Im Gegensatz zu Versuch 1 zeigten sich hier signifikante Unterschiede zwischen den beiden

verwendeten Isolaten.

In Abb. 3.39 sind die Ergebnisse einer anderen Boniturmethode dargestellt, bei der der Befall
der einzelnen Ahrchen in einer Skala von 1 bis 9 bonitiert und dann als prozentuale Befalls-

stirke der Ahrchen dargestellt wurde (siehe 2.7.1.4).
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Abbildung 3.39: Verlauf der mittleren Befallsstirke der Ahrchen (Sommerweizen Pico-
lo) nach einer kiinstlichen Ahren-Inokulation von 0 dpi bis 42 dpi in Prozent. Vergleich
der beiden F. graminearum-Isolate 35 und 36. Die Zahl der untersuchten Einzeldhren pro
Isolat nahm von n = 38 (0 dpi) bedingt durch die Probennahme auf n = 7 (Isolat 35) oder n =
5 (Isolat 36) ab (42 dpi). Regression: Polynom 3. Grades; helle Linie: Isolat 36. Signifikante
Unterschiede sind gekennzeichnet mit * (p < 0,05), ** (p <0,01) oder *** (p <0,001).

Das Ergebnis ist mit dem fiir die Befallshdufigkeit in Abb. 3.38 vergleichbar. Auch hier lag
ein fast linearer Anstieg der Befallsstirke fiir beide Isolate auf einem unterschiedlichen Ni-
veau vor. Isolat 35 zeigte stets eine hohere Befallsstirke als Isolat 36. Insgesamt lag die Be-

fallsstiarke etwas niedriger als die Befallshiufigkeit, da bei diesem Bonitur-Parameter eine
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wesentlich hohere Auflosung vorliegt. Nach 42 Tagen erreichte Isolat 35 eine Befallsstirke

von 73 %, Isolat 36 von 61 %.

Die Unterschiede zwischen den Isolaten sind immer mindestens signifikant, mit Ausnahme
von 42 dpi. Auch bei 28 dpi, als bei der Befallshdufigkeit noch kein signifikanter Unterschied
auftrat (p = 0,13), zeigte sich bei der Befallsstdrke ein leicht signifikanter Unterschied (p =

0,042), was wiederum auf der starkeren Auflésung dieses Bonitur-Parameters beruhen diirfte.
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Abbildung 3.40: Entwicklung des Wasser-Gehalts ganzer Ahren (Sommerweizen Picolo)
nach einer kiinstlichen Ahren-Inokulation von 0 dpi bis 42 dpi in Prozent. Vergleich der
beiden F. graminearum-Isolate 35 und 36 (n=3) mit nicht inokulierten Kontrolldhren (n=1).
Signifikante Unterschiede sind gekennzeichnet mit * (p < 0,05), ** (p < 0,01) oder *** (p <
0,001).

Der Wassergehalt der Ahren (Abb. 3.40) nahm in den inokulierten Ahren und den Kontrollih-
ren stetig ab. Bis 21 dpi traten im Wassergehalt kaum Unterschiede zwischen den inokulierten
Ahren und den Kontrollihren auf (Isolat 35: 56 %, Isolat 36: 59 %, Kontrolle: 61 %). Dann
erfolgte eine stirkere Austrocknung der inokulierten Ahren, besonders bei Isolat 35. Wihrend

Isolat 35 von 28 dpi bis 35 dpi eine Abnahme im Wassergehalt um 37 % zeigte (auf 14 %),
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nahm der Wassergehalt bei Isolat 36 nur um 11 % ab (auf 43 %). Nach 42 Tagen endeten bei-
de Isolate auf einem dhnlichen Niveau (Isolat 35: 12 %, Isolat 36: 16 %).

Isolat 35 zeigte ab 21 dpi kontinuierlich einen niedrigeren Wassergehalt als Isolat 36. Fiir 35

dpi waren dieser Unterschied hochst signifikant.

Verglichen mit Versuch 1 (Abb. 3.35) vollzog sich die Abnahme des Wassergehalts verzo-
gert, aber dann umso schneller. Nach 28 Tagen lag in diesem Versuch ein Wassergehalt in der
GroBenordnung von 50 % vor, bei Versuch 1 von etwa 20 %. Erst ab 21 dpi setzte iiberhaupt
eine merkliche Austrocknung ein, in Versuch 1 schon ab 7 dpi. Dieser verzogerte Verlauf
wurde auch schon beim Befall beobachtet. Nach 42 Tagen war allerdings in beiden Versu-

chen ein einheitlicher Wassergehalt zwischen 10 und 15 % erreicht.
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Abbildung 3.41: Entwicklung des DON-Gehalts (ppm 2 mg/kg TM (DON 1)) ganzer
Ahren (Sommerweizen Picolo) nach einer kiinstlichen Ahren-Inokulation von 0 dpi bis
42 dpi. Vergleich der beiden F. graminearum-Isolate 35 und 36 (n = 3). Regression: Poly-
nom 3. Grades (Isolat 35) bzw. 4. Grades (Isolat 36). Signifikante Unterschiede sind gekenn-
zeichnet mit * (p < 0,05), ** (p <0,01) oder *** (p <0,001).

Der DON-Gehalt (DON 1) der Weizendhren zeigte ein nur leicht sigmoides Bild (Abb. 3.41).

Auch bei diesen beiden Isolaten konnte schon nach sieben Tagen DON nachgewiesen werden.
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Nach einem linearen Anstieg schien sich der DON-Gehalt bei 150 ppm (Isolat 35) oder 18

ppm (Isolat 36) zu stabilisieren bzw. leicht abzunehmen.

Der prinzipielle Verlauf war fiir beide Isolate gleich, aber es traten betrdchtliche Unterschiede
im Niveau auf. Zeitweilig war der DON Gehalt bei Isolat 35 um etwa den Faktor zehn hoher
als bei Isolat 35 (14 dpi, 21 dpi, 42 dpi). Fiir 14 dpi und 35 dpi war dieser Unterschied signi-
fikant.

Im Vergleich zu Versuch 1 (Abb. 3.36) zeigten sich hier deutliche Unterschiede zwischen den
Isolaten hinsichtlich des DON-Gehalts. Vom Niveau der Toxinbildung her lagen die Isolate
35 und 36 beide niedriger als die Isolate 34 und 37 aus Versuch 1.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass fiir das aggressivere Isolat (Isolat 35), das die stirkeren
Symptome verursachte, auch der DON-Gehalt der befallenen Ahren deutlich hoher war. Auf-
fallig ist, dass der Unterschied im DON-Gehalt sehr viel deutlicher ausfiel als fiir die Befalls-
haufigkeit (Abb. 3.41).

3.7.3.2 Korrelationen zwischen DON-Gehalt und Befallsparametern
auf Ebene der Einzeléihren

Auch fiir die in diesem Versuch untersuchten Isolate 35 und 36 wurden Korrelationstabellen

erstellt (siehe 3.7.2.2).

Fiir Isolat 35 traten viele signifikante Korrelationen auf (Tab. 3.15). DON 1 und DON 3 kor-
relierten mit allen Parametern auler der Trockenmasse hoch bzw. sogar hochst signifikant.
DON 2 hingegen zeigte keinerlei signifikante Korrelation aufler innerhalb der eigenen Para-
meter-Gruppe. Die engste Korrelation von DON 1 bestand mit R = 0,75 zur Flache unter der
Befallskurve. Die Frischmasse und der Wassergehalt der Ahren korrelierten hochst signifikant
mit beiden Befallsparametern, die Trockenmasse zeigte keinerlei signifikante Zusammenhén-
ge. Fiir Isolat 35 stand DON 1 wiederum zu allen Parametern auBler der Trockenmasse in ei-

ner engen Beziehung.
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Tabelle 3.15: Pearson-Korrelationskoeffizient (R) fiir die Zusammenhinge zwischen
dem DON-Gehalt (3 Parameter) von Weizenéihren (Sommerweizen Picolo) und fiinf wei-
teren Parametern nach einer kiinstlichen Ahren-Inokulation mit Isolat 35 (7 dpi bis 42
dpi). Insgesamt gehen die Werte von 18 Einzeldhren in die Berechnung ein (n = 18). Signifi-
kante Beziehungen sind gekennzeichnet mit * (p < 0,05), ** (p < 0,01) oder *** (p < 0,001).
DON 1 = DON-Gehalt (mg/kg TM), DON 2 = DON-Gehalt (mg/kg befallene TM), DON 3 =
DON-Menge (pg/Ahre).

1 2 3 4 5 6 7 8
DON1 | DON2 | DON 3 FM ™ WG BH FUBK
DON1 ]0,66** |0,96%** [-0,73%** |-0,26 -0,65%* 10,70%* | 0,75%**
DON 2 0,62** 1-0,26 -0,36 -0,05 0,11 0,14
DON 3 -0,62** |-0,04 -0,63%* | 0,74%** |0,75%**
Frischmasse (FM) 0,40 0,86%** | -0,74%** | -(,83*%%*
5 | Trockenmasse (TM) -0,09 0,26 0,009
6 | Wassergehalt (WG) -0,94%** | -(,92%**
7 | Befallshiufigkeit der Ahrchen (BH) (0,94 %
8 | Flache unter der Befallskurve (FUBK)

Fiir Isolat 36 ergaben sich von der Tendenz her dhnliche Korrelationen (Tab. 3.16).

DON 1 stand hier zum Wassergehalt in signifikanter, zu den beiden Befallsparametern in
hochst signifikanter Beziehung, nicht aber zur Frischmasse. Der deutlichste Bezug bestand
mit R = 0,71 jeweils zur Befallshdufigkeit und der Flache unter der Befallskurve. DON 2
zeigte eine signifikante Korrelation zur Trockenmasse, DON 3 korrelierte mit allen Parame-

tern auller der Frischmasse.

Die Frischmasse zeigte keinerlei weitere signifikante Korrelation, wihrend der Wassergehalt
wiederum zu beiden Befallsparametern mindestens signifikant korrelierte, ebenso wie die

Trockenmasse.

Auffillig ist, dass die Korrelationen bei Isolat 36 im Gegensatz zu Isolat 35 eher zur Tro-

ckenmasse als zur Frischmasse bestand. Zwischen DON 1 und dem DON-Gehalt pro befalle-
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ner Ahrenmasse (DON 2) gab es anders als bei den drei anderen Isolaten gar keinen erkenn-
baren Zusammenhang. Eine mogliche Ursache hierfiir wire die verschieden grofle Varianz

der einzelnen Parameter (siche Abb. 3.42).

Tabelle 3.16: Pearson-Korrelationskoeffizient (R) fiir die Zusammenhinge zwischen
dem DON-Gehalt (3 Parameter) von Weizenéihren (Sommerweizen Picolo) und fiinf wei-
teren Parametern nach einer kiinstlichen Ahren-Inokulation mit Isolat 36 (7 dpi bis 42
dpi1). Insgesamt gehen die Werte von 18 Einzeldhren in die Berechnung ein (n = 18). Signifi-
kante Beziehungen sind gekennzeichnet mit * (p < 0,05), ** (p < 0,01) oder *** (p < 0,001).
DON 1 = DON-Gehalt (mg/kg TM), DON 2 = DON-Gehalt (mg/kg befallene TM), DON 3 =
DON-Menge (pg/Ahre).

1 2 3 4 5 6 7 8
DON1 | DON2 | DON 3 FM ™ WG BH FUBK
DON 1 [-0,02 0,96*** 1-0,20 0,39 -0,51* | 0,71%%* |0,71%**
DON 2 -0,14 -0,22 -0,57* 10,44 -0,46 -0,40
DON 3 -0,09 0,60%* |-0,61%* |[0,79%** |(,78%**
4 | Frischmasse (FM) 0,50%* 0,46 -0,34 -0,41
5 | Trockenmasse (TM) -0,52*  10,59** |0,55*
6 | Wassergehalt (WG) -0,94%** | -(,95%**
7 |Befallshiufigkeit der Ahrchen (BH) 0,98%**

8 | Flache unter der Befallskurve (FUBK)

Eine Korrelationstabelle, die die Werte von den beiden Isolaten 35 und 36 gemeinsam be-
riicksichtigt (n = 36) befindet sich im Anhang (A. 10). Die deutlichsten Korrelationen zu den
DON-Parametern traten zwischen DON 3 und der Befallshdufigkeit (R = 0,59) und der Fldche
unter der Befallskurve auf (R = 0,58), ferner zwischen DON 1 und der Fliche unter der Be-
fallskurve (R = 0,57), der Frischmasse (R = -0,56) und der Befallshiaufigkeit (R = 0,54). Alle

diese Beziehungen waren hochst signifikant. Letztere Beziehung ist analog zu Versuch 1
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(Abb. 3.37) graphisch dargestellt, wobei wiederum die Datenpunkte der beiden Isolate ver-
schieden markiert sind (Abb. 3.42).

100
90
80
70
60
50
40
30
20 A
10

m 35
A 36

Befallshaufigkeit (%)

0 50 100 150 200 250 300
DON (ppm)

Abbildung 3.42: Korrelation zwischen dem DON-Gehalt (ppm £ mg/kg TM (DON 1))
von Weizeniihren (Sommerweizen Picolo) und der Befallshiiufigkeit der Ahrchen nach
einer kiinstlichen Ahren-Inokulation mit Isolat 35 oder Isolat 36 (7 dpi bis 42 dpi). Insge-
samt gehen die Werte von 36 Einzeldhren in die Darstellung ein (n = 36). Logarithmische

Regression (Isolat 35) bzw. lineare Regression (Isolat 36).

Es ist sehr deutlich zu erkennen, dass sich die Punktwolken der Wertepaare beider Isolate in
threr Lage und Grof3e stark voneinander unterscheiden. Wie schon erwihnt, war die Varianz
fiir den DON-Gehalt bei Isolat 36 im Vergleich zu Isolat 35 nur gering. Bei Isolat 36 ndmlich
war der DON-Gehalt tiber die ganze Infektionsperiode relativ konstant (max. 18 ppm). Fiir
Isolat 35 variierte der Parameter DON 1 hingegen von 3 bis 228 ppm. Die Befallshdufigkeit

hingegen deckte fiir beide Isolate einen vergleichbaren Bereich ab.

In diesem Versuch wurde wochentlich neben der Befallshiufigkeit der Ahrchen auch die Be-
fallsstirke der Ahrchen bonitiert (sieche Abb. 3.39). In Tab. 3.17 wird verglichen, ob die Be-
fallshaufigkeit, die Befallsstirke oder die Fldche unter der Befallskurve die engere Korrelati-
on zu DON 1 liefert.
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Tabelle 3.17: Pearson-Korrelationskoeffizient (R) fiir die Zusammenhinge zwischen der
Befallshiufigkeit (BH), der Befallsstirke (BS), oder der Fliche unter der Befallskurve
(FUBK) und dem DON-Gehalt (DON 1) von Weizenihren (Sommerweizen Picolo) nach
einer kiinstlichen Ahren-Inokulation mit Isolat 35 oder 36 jeweils einzeln (n = 18) oder
gemeinsam (n = 36) (7 dpi bis 42 dpi). Signifikante Beziechungen sind gekennzeichnet mit *
(p < 0,05), ** (p < 0,01) oder *** (p < 0,001). Fettgedruckte Werte: engste Korrelation in

jeder Spalte.
DON 1
Isolat 35 (n =18) |Isolat 36 (n=18) [Isolat 35 und 36 (n=36)
BH 0,70%* 0,71%%* 0,55%%*
BS 0,72%%* 0,66%* 0,58%**
FUBK [0,75%%%* 0,71%** 0,57%***

Zwischen der Befallshdufigkeit, der Befallsstidrke und der Flache unter der Befallskurve be-
standen nur geringe Unterschiede, was die Enge der Korrelation zum Parameter DON 1 be-
trifft. Fir Isolat 35 war die Beziehung von DON 1 zur Fliache unter der Befallskurve am engs-
ten, fiir Isolat 36 waren die Beziehung zur Flache unter der Befallskurve und die Befallshéu-
figkeit gleichwertig. In einer gemeinsamen Betrachtung beider Isolate war die Korrelation zur
Befallsstiarke am deutlichsten. Aber auch die anderen Korrelationen waren jeweils nur unwe-
sentlich schlechter. Jedenfalls kann nicht generell davon ausgegangen werden, dass die Be-
fallsstirke, die ja eine hohere Auflosung fiir der Quantifizierung der Symptomauspragung
ermoglichte, auch die eindeutigere Korrelation liefert. Welcher Boniturparameter die engere
Korrelation liefert, hingt also auch vom Isolat selbst ab. Moglicherweise spielt auch hier eine
Rolle, ob die jeweils korrelierten Parameter fiir ein Isolat etwa gleich stark (Isolat 35) oder

verschieden stark variieren (Isolat 36).
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3.7.4 Zusammenfassende Betrachtung der ersten und zweiten Ahren-Inokulation
und Korrelation zwischen DON-Gehalt und Befall auf Isolat-Ebene

In Versuch 1 wurden die beiden F. graminearum-Isolate 34 und 37 mit etwa gleicher Aggres-
sivitdit und DON-Bildung verwendet, in Versuch 2 die Isolate 35 und 36, die in beiden Para-

metern deutliche Unterschiede aufwiesen.

Trotz der unterschiedlichen Dauer der Versuche von 63 Tagen (Versuch 1) und 42 Tagen

(Versuch 2) waren viele Gemeinsamkeiten zu erkennen.

Der Verlauf der Befallshdufigkeit (Abb. 3.34 und 3.38) war in beiden Versuchen vergleich-
bar. Allerdings wurden in Versuch 1 wegen der ldngeren Versuchsdauer Werte von 100 %
erreicht, wihrend in Versuch 2 Isolat 35 nach 42 Tagen einen Maximalwert von 82 %. Der
Befall der Ahren im zweiten Versuch entwickelte sich im Vergleich zu Versuch 1 auBerdem
zeitlich verzogert. In Versuch 1 waren nach 42 Tagen ndamlich bei beiden Isolaten schon {iber
90 % der Ahrchen befallen. Bei Versuch 2 traten zwischen den beiden Isolaten signifikante

Unterschiede auf. Isolat 36 zeigte einen deutlich niedrigeren Befall.

Beim Wassergehalt lag ein vergleichbares Bild vor (Abb. 3.35 und 3.40). In Versuch 2 nahm
der Wassergehalt der Ahren im Vergleich zu Versuch 1 analog zum Befallsverlauf leicht ver-
zogert ab. Dann erfolgte eine Abnahme zumindest fiir Isolat 35 umso abrupter, so dass nach
42 Tagen fiir alle 4 Isolate der beiden Versuche ein entsprechendes Niveau von 10 bis 15 %

Wasser erreicht wurde.

Die Entwicklung des DON-Gehalts (Abb. 3.36 und 3.41) verlief bei Versuch 1 auf einem ho-
heren Level als bei Versuch 2, und auch der Anstieg in den ersten 21 Tagen war deutlich
schneller. Der Maximalwert fiir beide Isolate wurde hier schon nach 21 Tagen erreicht, bei
Versuch 2 erst nach 35 Tagen. Bei Versuch 2 trat zwischen den beiden F. graminearum-
Isolaten 35 und 36 ein deutlicher, teils signifikanter Unterschied auf. Isolat 36 bildete sehr
viel weniger DON.

Fiir alle Isolate in beiden Versuchen bestand eine signifikante Korrelation zwischen DON 1
und der Befallshédufigkeit (Tab. 3.13 - 3.16). Interessanterweise lieferte die Frischmasse bei
Isolat 35 die besseren Korrelationen, wie auch schon bei den Isolaten 34 und 37 aus Versuch
1. Bei Isolat 36 lieferte die Trockenmasse die deutlicheren Zusammenhénge. Moglicherweise

spielt die Art und Weise, in der der Befall und die Entwicklung des DON-Gehalts verliefen,
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hier eine wichtige Rolle. Denn in dieser Hinsicht dhnelt Isolat 35 den Isolaten 34 und 37 sehr

viel mehr, als Isolat 36 ihnen dhnelt.

Diese Unterschiede werden in der exemplarisch graphisch dargestellten Korrelation zwischen
DON 1 und der Befallshaufigkeit deutlich (Abb. 3.37 und 3.42). Die Punktwolken der Daten-
punkte von Isolat 34 und 37 sind nahezu identisch, die von Isolat 35 und 36 hingegen unter-

scheiden sich deutlich.

In Tab. 3.18 wurde dargestellt, welche Korrelationen auf Isolat-Ebene bestehen. Als Daten-
grundlage dienten die Mittelwerte der vier F. graminearum-Isolate 34, 35, 36 und 37 fiir die
jeweiligen Parameter (n = 4). Jeder dieser Mittelwerte beruht auf den Einzelwerten der je-

weils 18 Einzeldhren, die von 7 bis 42 dpi fiir jedes der Isolate untersucht wurden.

Tabelle 3.18: Pearson-Korrelationskoeffizient (R) fiir die Zusammenhiinge zwischen
dem DON-Gehalt (3 Parameter) von Weizenéihren (Sommerweizen Picolo) und fiinf wei-
teren Parametern nach einer kiinstlichen Ahren-Inokulation (7 dpi bis 42 dpi) auf Iso-
lat-Ebene. Die Ergebnisse (Mittelwerte) der vier Isolate 34, 35, 36 und 37 (n = 4) werden
miteinander korreliert. Jeder der Mittelwerte basiert auf 18 Einzelwerten. Signifikante Bezie-
hungen sind gekennzeichnet mit * (p < 0,05), ** (p < 0,01) oder *** (p < 0,001). DON 1 =
DON-Gehalt (mg/kg TM), DON 2 = DON-Gehalt (mg/kg befallene TM), DON 3 = DON-
Menge (ug/Ahre).

1 2 3 4 5 6 7 8

DON1 | DON2 | DON 3 FM ™ WG BH FUBK
DON 1 ]0,96* 0,9997*** 1.0,99* |-0,95* |-0,98* |0,98* 0,97*
DON 2 0,97* -0,94 -0,99* |-0,90 0,89 0,87
DON 3 -0,99* |-0,96* [-0,98* |0,97* 0,96*
Frischmasse (FM) 0,94 0,99** 1-0,99* [-0,97*
Trockenmasse (TM) 0,90 -0,89 -0,85
Wassergehalt (WG) -0,9998*** | _() 99
Befallshaufigkeit der Ahrchen (BH) 0,99%*
Flache unter der Befallskurve (FUBK)
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DON 1 zeigte zu allen getesteten Parametern einen signifikanten Zusammenhang, ebenso wie
DON 3. DON 2 korrelierte nur mit der Trockenmasse signifikant. Den deutlichsten Bezug
hatte DON 1 zum Parameter Frischmasse (R = 0,99), dicht gefolgt vom Wassergehalt und der
Befallshéaufigkeit (R = 0,98).

Die Frischmasse stand zu beiden Befallsparametern in signifikanter Beziehung, ebenso der
Wassergehalt (hoch bzw. hochst signifikant). Nur die Trockenmasse zeigte keine weitere sig-

nifikante Korrelation.

In Abb. 3.43 ist die Korrelation zwischen dem Parameter DON 1 und der Befallshiufigkeit
fiir die F. graminearum-Isolate 34, 35, 36 und 37 auf Isolat-Ebene graphisch dargestellt.
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Abbildung 3.43: Darstellung des Zusammenhangs zwischen den Parametern DON 1
(ppm 2 mg/kg TM) und Befallshiufigkeit der Ahrchen auf Isolat-Ebene. Jeder Daten-
punkt reprisentiert ein F. graminearum-Isolat (Datenbeschriftung). Die Wertepaare sind Mit-
telwerte aus jeweils 18 Einzelwerten (7 dpi bis 42 dpi). Lineare Regression. Signifikante Be-

ziehungen sind gekennzeichnet mit * (p < 0,05).

Es ergab sich eine deutliche signifikante Abhingigkeit der beiden Variablen voneinander (R =

0,975). Ein F. graminearum-Isolat, das einen hoheren DON-Gehalt bewirkte, verursachte
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auch eine hohere Befallshdufigkeit. Es handelt sich bei der linearen Regression um keine Ur-

sprungsgerade, sondern die y-Achse wiirde bei einem Wert von 31,3 % geschnitten.

Um die Frage zu kldren, zu welchem Zeitpunkt der Pathogenese der Zusammenhang zwi-
schen DON-Gehalt und Symptomauspriagung am deutlichsten war, wurde die Korrelation
zwischen den Parametern DON 1 und Befallshdufigkeit fiir die verschiedenen Probenahme-
Zeitpunkte getrennt betrachtet. Hierzu wurden die Mittelwerte aus jeweils 3 Einzeldhren fiir

jedes der vier Isolate verwendet (Tab. 3.19).

Tabelle 3.19: Pearson-Korrelationskoeffizient (R) fiir den Zusammenhang zwischen
dem DON-Gehalt (Parameter DON 1) von Weizenihren (Sommerweizen Picolo) und
der Befallshiiufigkeit der Ahrchen auf Isolat-Ebene. Die Ergebnisse (Mittelwerte) der vier
Isolate 34, 35, 36 und 37 (n = 4) werden fiir die Zeitpunkte 7 dpi bis 42 dpi getrennt mitein-
ander korreliert. Jeder der Mittelwerte basiert auf 3 Einzelwerten. Signifikante Beziehungen

sind gekennzeichnet mit * (p <0,05), ** (p <0,01) oder *** (p <0,001).

7 dpi 14dpi [21dpi |28 dpi |35dpi |42 dpi

R 10,953* 10,962* (0,996** |0,861 |0,980* |0,985*

Fiir mehrere Zeitpunkte ergab sich eine enge Korrelation zwischen den Parametern DON 1
und Befallshiufigkeit der Ahrchen. Die engste und hochst signifikante Korrelation lag bei 21
dpi mit R = 0,996 (p = 0,00411) vor. Auch fiir die Parameter-Kombinationen DON
2/Befallshaufigkeit, DON 2/Fldache unter der Befallskurve und DON 1/Fldche unter der Be-
fallskurve war unter den gegebenen Versuchsbedingungen nach 21 Tagen die engste Korrela-

tion zu verzeichnen (siche Anhang A.10).

3.7.5 Dritte Ahren-Inokulation (Isolate 34 - 37)
3.7.5.1 Entwicklung des Befalls und des DON-Gehalts

In Abb. 3.44 ist der Befallsverlauf anhand der mittleren Befallshiufigkeit der Ahrchen bis
zum Versuchsende nach 63 Tagen dargestellt. Die nicht inokulierten Kontrolldhren zeigten,

dass in diesem Versuch ab 35 dpi verstirkt Sekundar-Infektionen auftraten.



134 Ergebnisse

100

90 —_ *

80
g 70 / !/./ ——34
T 60 35

-

% 50 / ’/ /
E 40 'z/./ ././ 26
O
s 30 W —e—37

20

10

0 ] ] ] ] ] ] ] ] ) ) ) )

Abbildung 3.44: Verlauf der mittleren Befallshiufigkeit der Ahrchen (Sommerweizen
Picolo) nach einer kiinstlichen Ahren-Inokulation von 0 dpi bis 63 dpi in %. Vergleich
der vier F. graminearum-Isolate 34, 35, 36 und 37. Die Zahl der untersuchten Einzeldhren
pro Isolat nahm von n = 50 (0 dpi) bedingt durch die Probennahme auf n = 13 (Isolate 35 und
36), n = 10 (Isolat 34) oder n =9 (Isolat 37) ab (63 dpi).

Die Befallshiufigkeit zeigte fiir alle vier Isolate eine sigmoide Entwicklung (Abb. 3.44). Die
Isolate 34, 35 und 37 dhnelten sich untereinander stérker, wihrend Isolat 36 einen verzogerten

und verringerten Befall zeigte.

Schon zum ersten Bonitur-Termin nach 3 Tagen traten bei allen Isolaten Symptome auf. Fiir
die drei Isolate 34, 35 und 37 stieg der Befall bis etwa 10 dpi sehr stark an, fiir Isolat 37 bei-
spielsweise von 7 % (3 dpi) auf 45 % (10 dpi). Isolat 36 fehlte dieser fast exponentielle An-
stieg zu Beginn der Symptomauspragung. Fiir Isolat 36 stieg die Befallshidufigkeit in dieser

Zeit nur von 2 auf 16 % an.

Ab etwa 7 dpi ging der Befallsverlauf fiir Isolat 35 in eine fast lineare Phase tiber (bis etwa 35
dpi), fiir Isolat 37 von 10 bis 24 dpi. Fiir Isolat 34 war diese Phase kiirzer (etwa 10 bis 24
dpi), aber der Anstieg war umso steiler. Isolat 36 hingegen zeigte einen fast strikt linearen

Befallsanstieg bis 35 dpi, um dann einen Hochstwert von etwa 70 % anzustreben (63 dpi).
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Nach der eben beschriebenen linearen Anstiegs-Phase gingen alle Isolate in einen Bereich
geringerer Steigung tiber. Isolat 35 erreichte nach 63 Tagen einen Wert von ca. 80 %, Isolat
34 von etwa 90 %. Eine Ausnahme machte Isolat 37, das eine erneute Phase linearen Anstiegs

zeigte, wenn auch mit verminderter Steigung. Hier wurde ein Wert von 100 % angestrebt.

Auffillig war, dass fast iber den gesamten Befallsverlauf die Rangfolge der einzelnen Isolate
konstant war. Isolat 36 war eindeutig am wenigsten aggressiv. Die drei Isolate 34, 35 und 37
lagen insgesamt enger beieinander, aber von diesen drei Isolaten war eindeutig Isolat 35 am
schwiéchsten. Die Isolate 34 und 36 lagen wiederum ndher beieinander, aber auch hier ist Iso-

lat 37 stets am aggressivsten.

Tabelle 3.20: Signifikante Unterschiede zum Verlauf der mittleren Befallshiiufigkeit der
Ahrchen (Sommerweizen Picolo) nach einer kiinstlichen Ahren-Inokulation von 3 dpi
bis 63 dpi. Vergleich der vier F. graminearum-Isolate 34, 35, 36 und 37. Die Zahl der un-
tersuchten Einzeldhren pro Isolat nahm von n = 50 (3 dpi) bedingt durch die Probennahme auf
n = 13 (Isolate 35 und 36), n = 10 (Isolat 34) oder n = 9 (Isolat 37) ab (63 dpi). Mit denselben
Buchstaben gekennzeichnete Isolate unterscheiden sich nicht signifikant voneinander (o =

0,05).

34| b|ablab| b|a|b|ablabla|a|la|a|ala|la|al|a]|a]ab

35| b|lbc|b|bla|b|b|b|b|bfla|a]|]al|al|abl|ab|ab|ab]|ab

36| blclc|c|bflclc|lc|lc|lc|b|b|b|[b|b|b|b|b]|b

37 a a a a a a a a a a a a a a a a a a a

Diese Unterschiede sind auch statistisch absicherbar (Tab. 3.20). So unterschied sich Isolat 36
immer signifikant von Isolat 37, und auBer zu 3 dpi und 63 dpi noch von mindestens einem
weiteren Isolat. An zwolf der 19 Termine unterschied sich Isolat 36 signifikant von allen drei
Isolaten. Die signifikanten Unterschiede zwischen den Isolaten 34, 35 und 37 waren seltener.
So unterschieden sich die Isolate 34 und 37 beispielsweise nur zu drei Zeitpunkten signifikant
voneinander. Isolat 35 zeigte immerhin zu 9 Terminen signifikante Unterschiede zu Isolat 37

und an zwei Terminen zu Isolat 34.
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Zum Vergleich ist hier der Verlauf der mittleren Befallsstirke dargestellt (Abb. 3.45). Diese
Bonitur-Methode erzeugte eine etwas hohere Auflosung, konnte aber aufgrund einsetzender

Abreife nur bis 35 dpi durchgefiihrt werden.
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Abbildung 3.45: Verlauf der mittleren Befallsstiirke der Ahrchen (Sommerweizen Pico-
lo) nach einer kiinstlichen Ahren-Inokulation von 0 dpi bis 35 dpi in %. Vergleich der
vier F. graminearum-Isolate 34, 35, 36 und 37. Die Zahl der untersuchten Einzeldhren pro
Isolat nahm von n = 50 (0 dpi) bedingt durch die Probennahme auf n = 28 (Isolat 36), n = 26
(Isolate 34 und 35) oder n = 24 (Isolat 37) ab (35 dpi). Regression: Polynom 3. Grades (Isolat
36) oder Polynom 4. Grades (Isolate 34, 35, 37); helle Linie: Isolat 37.

Die Befallsstirke zeigte insgesamt einen dhnlichen Verlauf wie die Befallshdufigkeit. Das
Niveau lag allerdings boniturbedingt stets 10 bis 20 % unter dem der Befallshdufigkeit. Der
Verlauf war abgesehen von Isolat 36 fiir alle Isolate sigmoid. Der Beginn des Abflachens der
Kurve schien bei den Isolaten 34, 35 und 37 schon nach 28 dpi erreicht zu sein, also etwas
frither als bei der Befallshdufigkeit. Da die Bonitur aber schon bei 35 dpi endete, konnte es
sich auch um ein schwankungsbedingtes Abflachen der Kurven handeln. Isolat 36 zeigte im

bonitierten Zeitraum keine Abnahme des Befallsanstiegs.
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Auch hier war Isolat 37 iiber weite Strecken am aggressivsten, gefolgt von Isolat 34 und 37.

Isolat 36 war eindeutig am wenigsten aggressiv.

Tabelle 3.21: Signifikante Unterschiede zum Verlauf der mittleren Befallsstirke der
Ahrchen (Sommerweizen Picolo) nach einer kiinstlichen Ahren-Inokulation von 7 dpi
bis 35 dpi. Vergleich der vier F. graminearum-Isolate 34, 35, 36 und 37. Die Zahl der un-
tersuchten Einzeldhren pro Isolat nahm von n =44 (7 dpi) bedingt durch die Probennahme auf
n = 28 (Isolat 36), n = 26 (Isolate 34 und 35) oder n = 24 (Isolat 37) ab (35 dpi). Mit densel-
ben Buchstaben gekennzeichnete Isolate unterscheiden sich nicht signifikant voneinander (o

= 0,05).

7dpi | 10dpi | 14dpi | 21 dpi | 28 dpi | 35 dpi
34 b ab ab ab a a
35 b b b b a a
36 C c c c b b
37 a a a a a a

Diese Unterschiede waren fiir Isolat 36 gegeniiber allen anderen Isolaten zu allen Terminen
signifikant (Tab. 3.21). Isolat 37 unterschied sich an vier der sechs Termine von mindestens

einem der Isolate 34 und 35 signifikant.

Zu 7 dpi zeigte der Parameter Befallsstirke deutlichere signifikante Unterschiede zwischen
den einzelnen Isolaten als der Parameter Befallshdufigkeit (Tab. 3.20), zu 21 dpi lieferte die
Befallshiufigkeit die eindeutigeren Unterschiede. Von einer Uberlegenheit des Parameters

Befallsstarke kann zumindest in dieser Hinsicht nicht gesprochen werden.

Auf eine Darstellung der Entwicklung des Wassergehalts wurde verzichtet, da sich daraus im
Vergleich zu den Ahren-Inokulationen 1 und 2 keine neuen Erkenntnisse ergaben (Abb. 3.35

und Abb. 3.40).
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Abbildung 3.46: Entwicklung des DON-Gehalts (ppm 2 mg/kg TM (DON 1)) ganzer
Ahren (Sommerweizen Picolo) nach einer kiinstlichen Ahren-Inokulation von 0 dpi bis
63 dpi in ppm. Vergleich der vier F. graminearum-Isolate 34, 35, 36 und 37 (n=3). Bei 63
dpi wurden statt 3 Einzeldhren pro Isolat 3 Mischproben verwendet, die ihrerseits aus 3 bis 5
Einzeldhren bestanden. Regression (teilweise beschriftet): Polynom 2. Grades (Isolat 35),
Polynom 3. Grades (Isolate 36 und 37) bzw. Polynom 4. Grades (Isolat 34); helle Linie: Isolat
35.

Die Entwicklung des DON-Gehalts (DON 1, Abb. 3.46) der Weizendhren zeigte ein ver-
gleichbares Bild wie der Befallsverlauf (Abb. 3.44), was aber durch die starke Steigung einer
polynomischen Regression in frithen Stadien hinsichtlich einer Anlaufphase nicht gut ange-
ndhert werden konnte. Schon nach 6 Tagen konnte bei allen Isolaten DON nachgewiesen wer-
den. Der Nachweis von DON war qualitativ sogar schon nach 3 Tagen moglich (fehlende
Werte durch Verlust von Proben). Bis 21 dpi stieg der DON-Gehalt fiir alle vier Isolate linear
an. Fiir Isolat 36 lag aber mit 15 ppm ein sehr viel niedrigeres Niveau vor als fur die drei tib-
rigen Isolate (ca. 125 bis 150 ppm). Insgesamt zeichnete sich aber trotz relativ starker
Schwankungen ein Abflachen der Kurven ab. Der DON-Gehalt erreichte nach 63 Tagen
schlieBlich Endwerte von etwa 200 ppm (Isolat 37), 170 ppm (Isolat 34), 150 ppm (Isolat 35)
und 19 ppm (Isolat 36).
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Isolat 36 bildete eindeutig am wenigsten DON. Klare Unterschiede zwischen den Isolaten 34,
35 und 37 lagen tiiber weite Strecken nicht vor. Eine durch die Regressionen angedeutete Ten-
denz zeigte, dass Isolat 37 am meisten DON bildete, gefolgt von den Isolaten 35 und 34. Aber

dieser Unterschied zwischen den Isolaten 35 und 34 war iiber die Zeit nicht konsistent.

Tabelle 3.22: Signifikante Unterschiede im DON-Gehalt (DON 1) der Ahrchen (Som-
merweizen Picolo) nach einer kiinstlichen Ahren-Inokulation von 6 dpi bis 56 dpi. Ver-
gleich der vier F. graminearum-Isolate 34, 35, 36 und 37 (n = 3). Mit denselben Buchsta-

ben gekennzeichnete Isolate unterscheiden sich nicht signifikant voneinander (o = 0,05).

6 | 10| 14 |21 |28 35|43 49| 56

34 a|ab|lab| a |ab| a | a | a | a

35 |ab| a|la|a|la|a|a]|al]|a

36 b|{b|b|b|b|la|a]|b]|a

37 a a a a a a a a a

Auch Tab. 3.22 zeigt, dass die teils groBen Unterschiede in den Mittelwerte nicht immer not-
wendigerweise auch in signifikanten Unterschieden resultieren (35 dpi, 43 dpi, 56 dpi). Isolat
36 unterschied sich aber doch in sechs von neun Fillen von mindestens einem der Isolate (I-
solat 37) signifikant. Zwischen den drei F. graminearum-Isolaten 34, 35 und 37 traten hinge-

gen zu keinem Zeitpunkt signifikante Unterschiede auf.

Zusammenfassend ist wiederum zu sagen, dass hinsichtlich der Aggressivitidt und der DON-
Bildung zwischen Isolat 36 (geringe Aggressivitit, schwacher DON-Bildner) und den drei
Isolaten 34, 35 und 36 deutliche und zum grofen Teil signifikante Unterschiede auftraten. Der
Unterschied im DON-Gehalt der Ahren ist aber groBer (Mittelwerte) als in der Befallshufig-
keit, wenn auch seltener signifikant. Die Unterschiede zwischen den Isolaten 34, 35 und 37
untereinander sind beim Befall teils signifikant (Isolat 37 am aggressivsten), aber sonst nur

tendenzieller Natur (DON-Gehalt).
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3.7.5.2 Korrelationen zwischen DON-Gehalt und Befallsparametern
auf Ebene der Einzelihren

In diesem Abschnitt sollen nun die Zusammenhinge zwischen den verschiedenen Parametern
des DON-Gehalts, den eher physikalischen Parametern (FM, TM, Wassergehalt) und den
Befallsparametern verdeutlicht werden. Da die Korrelationen fiir die Isolate 34 bis 37 einzeln
betrachtet vergleichbare Ergebnisse wie in Versuch 1 und 2 (Tab. 3.14-3.17) lieferten, wird
hier nur eine Korrelationstabelle fiir die Einzeldhren aller Isolate gemeinsam weiter unten

gezeigt (Tab. 3.23) und die Ergebnisse fiir die einzelnen Isolate in Kiirze zusammengefasst.

Wie schon in Versuch 1 und 2 zeigte sich bei den Isolaten 34 bis 37 einzeln betrachtet eine
signifikante Beziehung zwischen DON 1 und DON 3 auf der einen Seite und der Befallshiu-
figkeit bzw. der Fliche unter der Befallskurve auf der anderen Seite. DON 2 zeigte bei kei-
nem der Isolate eine signifikante Beziehung zu einem der Befallsparameter. Insgesamt be-
trachtet sind die Korrelationen zwischen DON und Befallsparametern in diesem dritten Ver-
such enger als in Versuch 1 oder 2, vor allem bei Isolat 37. Isolat 37 zeigt in diesem Versuch
3 deutlichere Ahnlichkeit zu den Isolaten 34 und 35 als in den Versuchen 1 und 2. Auch hier
gilt wieder, dass sich die Isolate 34, 35 und 37 in ihren Korrelationen dhnlicher sind als Isolat
36. Deutlich wird das daran, dass die Isolate 34, 35 und 37 signifikante Korrelationen zwi-
schen der Frischmasse der Ahren und den Befallsparametern aufweisen, in keinem Fall fiir die
Trockenmasse. Diese Signifikanzen sind bei Isolat 36 fiir die Trockenmasse und die Frisch-
masse vorhanden, aber fiir die Trockenmasse z. T. (gegeniiber BH) auf einem hoheren Signi-
fikanz-Niveau. In Versuch 1 und 2 waren bei Isolat 36 diese Korrelationen nur fiir die Tro-

ckenmasse signifikant.
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Tabelle 3.23: Pearson-Korrelationskoeffizient (R) fiir die Zusammenhinge zwischen
dem DON-Gehalt (3 Parameter) von Weizenéihren (Sommerweizen Picolo) und fiinf wei-
teren Parametern nach einer Kiinstlichen Ahren-Inokulation mit Isolat 34, 35, 36 oder
37 (6 dpi bis 56 dpi). Insgesamt gehen die Werte von 107 Einzeldhren in die Berechnung ein
(n = 107). Signifikante Beziehungen sind gekennzeichnet mit * (p < 0,05), ** (p < 0,01) oder
*#% (p<0,001). DON 1 = DON-Gehalt (mg/kg TM), DON 2 = DON-Gehalt (mg/kg befallene
TM), DON 3 = DON-Menge (pg/Ahre).

1 2 3 4 5 6 7 8
DON1 | DON2 | DON3 FM ™ WG BH FUBK
DON1 [0,91%** |0,87*** |-0,67%** |-0,36%%* |-0,49%** | 0,61*** |0,60%**
DON 2 0,81%** |-0,48%%* | -0,41%** -0,22% | 0,35%** |(,33*%**
DON 3 -0,43%** -0,02 -0,48%** 0,60%** |(,52%%*
Frischmasse (FM) 0,50%** 10,67*** |-0,69%** |-(0,73%**
Trockenmasse (TM) -0,26** 10,10 0,03
Wassergehalt (WG) -0,84%%* | -0,89%**
7 |Befallshaufigkeit der Ahrchen (BH) 0,85%*
8 | Fliache unter der Befallskurve (FUBK)

Diese Korrelationstabelle (Tab. 3.22), die die Einzelwerte aller vier Isolate berticksichtigt,
zeigt fast ausschlieBlich signifikante Beziehungen und liefert eine gute Zusammenfassung der

bisherigen Einzelergebnisse.

Die engste Korrelationen fiir DON 1 bestand zur Frischmasse (R = -0,67), der Befallshdufig-
keit (R = 0,61) und der Fldache unter der Befallskurve (R = 0,60) (jeweils hochst signifikant).

Auch DON 2 zeigte hochst signifikante Beziehungen, aber mit deutlich schwécherem Korre-

lationskoeffizienten (R = -0,48 fiir Frischmasse).

DON 3 hingegen lag mit R = 0,60 bei der Befallshdufigkeit auf einem dhnlichen Niveau wie
DON 1.

Die Frischmasse korrelierte hochst signifikant mit beiden Befallsparametern, mit einem Ma-

ximum von R = -0,73 bei der Flache unter der Befallskurve.
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Auch der Wassergehalt wies hier hochst signifikante Beziehungen auf (R = -0,89 bei der Fla-

che unter der Befallskurve).
Die Trockenmasse zeigte zu den Befallsparametern keine signifikante Beziehung.

Auffillig ist, dass die Korrelation zwischen DON 1 und FUBK fiir alle Isolate einzeln be-
trachtet enger war als zwischen DON 1 und BH, aber dass in der gemeinsamen Betrachtung

(Tab. 3.23) die Beziehung zwischen DON 1 und BH die engere war.

Die zusammenfassenden Ergebnisse in Tab. 3.23 werden stark geprédgt von den Isolaten 34,
35 und 37, die starke Beziehungen zwischen den Parametern DON 1 und DON 3 einerseits
und andererseits BH, FUBK, FM und WG aufwiesen. Ebenso gab es starke Korrelationen
zwischen den Parametern FM und WG mit den Befallsparametern. Nur Isolat 36 wies viele
Korrelationen mit dem Parameter TM auf, nicht so die anderen Isolate. Auch das spiegelte
sich in wenigen Korrelationen fiir den Parameter TM in dieser zusammenfassenden Tabelle

wieder.

Die wichtigen Beziehungen zwischen DON 1 und der Befallshiufigkeit bzw. der Flache unter
der Befallskurve sind in Abb. 3.47 und Abb 3.48 graphisch dargestellt. Die Datenpunkte der

vier Isolate sind zur Unterscheidung verschieden markiert.

Auch hier (Abb. 3.47) wird der Unterschied zwischen den Isolaten 34, 35 und 37 auf der ei-
nen und dem Isolat 36 auf der anderen Seite deutlich. Die Bereiche, die von den Datenpunk-
ten der Isolate 34, 35 und 37 abgedeckt werden, unterschieden sich in Groe und Lage kaum
voneinander. Eine logarithmische Regression lieferte eine gute Anndherung an diese Punkt-
wolken. Wihrend die Befallshdufigkeit hier einem Hochstwert entgegenstrebte, schwankte
der DON-Gehalt iiber einen Bereich von 100 ppm bis 350 ppm. Fiir Isolat 36 variierte der
Faktor DON 1 nur von 0 bis maximal 36 ppm, wobei die Befallshdufigkeit eine dhnlich grof3e
Spannbreite hatte wie fiir die drei {ibrigen Isolate (max. 86 %). Hieraus ergab sich eine andere
GroBe und Lage der Punktewolke fiir Isolat 36. Die Punkte liegen in einem schmalen Bereich

dicht an der y-Achse. Als Regression wurde hier eine exponentielle Funktion gewihlt.
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Abbildung 3.47: Korrelation zwischen dem DON-Gehalt (ppm £ mg/kg TM (DON 1))
von Weizeniihren (Sommerweizen Picolo) und der Befallshiiufigkeit der Ahrchen nach
einer kiinstlichen Ahren-Inokulation mit Isolat 34, 35, 36 oder 37 (6 dpi bis 56 dpi). Ins-
gesamt gehen die Werte von 107 Einzeldhren in die Darstellung ein (n = 107). Logarithmi-
sche (Isolate 34, 35 und 37) bzw. exponentielle Regression (Isolat 36). Regressionen teilweise

beschriftet. Helle Linie = Isolat 37.

Auch fiir eine Darstellung der Parameter DON 1 und Fldche unter der Befallskurve unter-
schieden sich die Punktwolken der Wertepaare fiir die Isolate 34, 35 und 37 weder in der La-
ge noch in der GroBe (Abb. 3.48). Die Wertepaare fiir Isolat 36 lagen wiederum in einem
schmalen Bereich entlang der y-Achse. Denn auch fiir den Parameter Fliche unter der Be-
fallskurve variieren die Werte von Isolat 36 verglichen mit den Werten fiir DON 1 iiberpro-
portional stark. Als Regression wurde hier fiir alle Isolate eine exponentielle Funktion ge-

wihlt.

Tab. 3.24 stellt die Korrelation von DON 1 mit Befallshdufigkeit, Befallsstirke oder Flache

unter der Befallskurve gegeniiber.
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Abbildung 3.48: Korrelation zwischen dem DON-Gehalt (ppm 2 mg/kg TM (DON 1))
von Weizenihren (Sommerweizen Picolo) und der Fliche unter der Befallskurve nach
einer kiinstlichen Ahren-Inokulation mit Isolat 34, 35, 36 oder 37 (6 dpi bis 56 dpi). Ins-
gesamt gehen die Werte von 107 Einzeldhren in die Darstellung ein (n = 107). Exponentielle
Regression. Regressionen z. T. beschriftet. Helle Linie = Isolat 37.

Tabelle 3.24: Pearson-Korrelationskoeffizient (R) fiir die Zusammenhénge zwischen der
Befallshiufigkeit (BH), der Befallsstirke (BS) oder der Fliche unter der Befallskurve
(FUBK) und dem DON-Gehalt (DON 1) von Weizenihren (Sommerweizen Picolo) nach
einer kiinstlichen Ahren-Inokulation mit Isolat 34, 35, 36 oder 37 jeweils einzeln (n=15)
oder gemeinsam (n = 60) (10 dpi bis 35 dpi). Signifikante Beziehungen sind gekennzeichnet
mit * (p <0,05), ** (p <0,01) oder *** (p <0,001).

DON 1

Isolat 34 35 36 37 34, 35,36, 37

n 15 15 15 15 60

BH 0,32 | 0,56* | 0,51* | 0,44 0,62%**

BS 0,65** | 0,60* | 0,61* | 0,75%%* 0,75%**

FUBK | 0,54* | 0,62* |0,69*%* | 0,65** 0,57
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Was die Enge der Korrelation zum Parameter DON 1 betrifft, bestanden zwischen den drei
Befallsparametern BH, BS und FUBK teils betrdchtliche Unterschiede. In der Tabelle wurde
nur der Bereich von 10 dpi bis 35 dpi betrachtet, da nur in diesem Zeitraum die Befallsstirke
bonitiert wurde. Fiir zwei der Isolate lieferte die Befallsstiarke die engste Korrelation (Isolate
34 und 37, fir die Isolate 35 und 36 korrelierte die Fldche unter der Befallskurve am besten
mit DON 1. Insgesamt lieferte die Befallsstiarke die beste Korrelation. Die Korrelation zwi-
schen der Befallshdufigkeit und DON 1 war immer die schlechteste und nur in zwei Fillen

signifikant.

3.7.5.3 Korrelationen zwischen DON-Gehalt und Befall auf Isolat-Ebene

In Tab. 3.25 wurde dargestellt, welche Korrelationen auf Isolat-Ebene bestehen. Als Daten-
grundlage dienten die Mittelwerte der vier F. graminearum-Isolate 34, 35, 36 und 37 fiir die
jeweiligen Parameter (n = 4). Jeder dieser Mittelwerte beruht auf den Einzelwerten der je-
weils 26 (Isolat 35) oder 27 (Isolate 34, 36, 37) Einzeldhren, die von 6 bis 56 dpi fiir jedes der

Isolate untersucht wurden.

Der Parameter DON 1 korrelierte signifikant bzw. hoch signifikant mit der Frischmasse, der
Trockenmasse und dem Wassergehalt. DON 2 zeigte nur nur zu FM und TM eine hoch signi-
fikante Beziehung, wihrend DON 3 zu FM, TM und der Befallshdufigkeit eine signifikante
Beziehung aufwies. Auffilligerweise zeigte weder DON 1 noch DON 2 zu einem der Befalls-
parameter eine signifikante Beziehung, wenn {iber den gesamten Befallszeitraum gemittelt

wurde wie in Tab. 3.25 geschehen.

Frischmasse, Trockenmasse und Wassergehalt korrelierten mit keinem weiteren Parameter

signifikant.

In Abb. 3.49 ist die Korrelation zwischen dem Parameter DON 1 und der Befallshidufigkeit
bzw. der Flache unter der Befallskurve fiir die F. graminearum-Isolate 34, 35, 36 und 37 auf

Isolat-Ebene graphisch dargestellt.

Die beiden Parameter DON 1 und BH zeigten einen klaren Zusammenhang (R = 0,93), der
aber relativ knapp nicht signifikant war (p = 0,066). Auch in diesem Versuch ist offenbar ein

Isolat, das einen hoheren DON-Gehalt verursacht, auch aggressiver.
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Tabelle 3.25: Pearson-Korrelationskoeffizient (R) fiir die Zusammenhinge zwischen
dem DON-Gehalt (3 Parameter) von Weizenéihren (Sommerweizen Picolo) und fiinf wei-
teren Parametern nach einer kiinstlichen Ahren-Inokulation (6 dpi bis 56 dpi) auf Iso-
lat-Ebene. Die Ergebnisse (Mittelwerte) der vier Isolate 34, 35, 36 und 37 (n = 4) werden
miteinander korreliert. Jeder der Mittelwerte basiert auf 26 (Isolat 35) oder 27 (Isolate 34, 36,
37) Einzelwerten. Signifikante Beziehungen sind gekennzeichnet mit * (p < 0,05), ** (p <
0,01) oder *** (p < 0,001). DON 1 = DON-Gehalt (mg/kg TM), DON 2 = DON-Gehalt
(mg/kg befallene TM), DON 3 = DON-Menge (ug/Ahre).

1 2 3 4 5 6 7 8
DON1 | DON2 | DON 3 FM ™ WG BH FUBK
1 |DON1 [0,99* 0,996** (-0,99** |-0,98* |-0,95% 0,93 0,90
2 |DON 2 0,98%* -0,99** |-0,99** (-0,93 0,88 0,83
3 |DON3 -0,99*  [-0,97* |-0,94 0,96* 0,93
4 | Frischmasse (FM) 0,99** 10,92 -0,91 -0,87
5 |Trockenmasse (TM) 0,88 -0,87 -0,82
6 | Wassergehalt (WG) -0,89 -0,89
7 | Befallshiufigkeit der Ahrchen (BH) 0,99%*

8 | Flache unter der Befallskurve (FUBK)

Dasselbe galt fiir den Parameter Fliche unter der Befallskurve (Sekundér-Achse), was am
nahezu parallelen Verlauf der beiden Regressionen zu erkennen ist. Diese Korrelation war
relativ deutlich nicht signikant (R = 0,098). Die beiden Regressionen waren wiederum keine
Ursprungsgeraden, sondern wiirden die y-Achse bei 43,5 % (BH) bzw. bei 843 (FUBK)
schneiden, was fiir eine Rest-Aggressivitit auch eines solchen Isolats spricht, das kein Toxin

bildet.
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Abbildung 3.49: Darstellung des Zusammenhangs zwischen den Parametern DON 1 und
Befallshiiufigkeit bzw. Fliche unter der Befallskurve der Ahrchen auf Isolat-Ebene. Je-
der Datenpunkt repréisentiert ein F. graminearum-Isolat (Datenbeschriftung). Die Wertepaare
sind Mittelwerte aus jeweils 26 (Isolat 35) oder 27 (Isolate 34, 36, 37) Einzelwerten (6 dpi
bis 56 dpi). Lineare Regression. Signifikante Beziehungen sind gekennzeichnet mit * (p <

0,05). Helle Linie: Parameter Flache unter der Befallskurve.

Ein entsprechender Test (Tab. 3.25) von DON 1 gegen BH, FUBK und die Befallsstédrke (alle
drei Mittelwerte nur auf den Einzelwerten von 10 bis 35 dpi basierend) zeigte fiir BS und
DON 1 einen signifikanten Zusammenhang (p = 0,047), nicht aber fiir BH und DON 1 (p =
0,056) oder FUBK und DON 1 (p =0,111) (Tab. 3.26).

Auch fiir diesen Ahrenversuch wurde die Korrelation zwischen den Parametern DON 1 und
BH, BS, oder FUBK fiir die verschiedenen Probenahme-Zeitpunkte getrennt betrachtet, um
die Frage zu kldren, zu welchem Zeitpunkt der Pathogenese der Zusammenhang zwischen
DON-Gehalt und Symptomausprigung am deutlichsten war. Hierzu wurden die Mittelwerte

aus jeweils 3 Einzeldhren fiir jedes der vier Isolate verwendet (Tab. 3.27).
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Tabelle 3.26: Pearson-Korrelationskoeffizient (R) fiir die Zusammenhinge zwischen
dem DON-Gehalt (DON 1) von Weizenihren (Sommerweizen Picolo) und drei Befalls-
parametern (BH, BS, FUBK) nach einer kiinstlichen Ahren-Inokulation (10 dpi bis 35
dpi) auf Isolat-Ebene. Die Ergebnisse (Mittelwerte) der vier Isolate 34, 35, 36 und 37 (n =4)
werden miteinander korreliert. Jeder der Mittelwerte basiert auf 15 Einzelwerten. Signifikante

Beziehungen sind gekennzeichnet mit * (p < 0,05), ** (p <0,01) oder *** (p <0,001).

BH [BS FUBK

DON1 |0,94 |0,95* |0,89

Tabelle 3.27: Pearson-Korrelationskoeffizient (R) fiir den Zusammenhang zwischen
dem DON-Gehalt (Parameter DON 1) von Weizenihren (Sommerweizen Picolo) und
der Befallshiiufigkeit, der Befallsstirke und der Fliche unter der Befallskurve der Ahr-
chen auf Isolat-Ebene. Die Ergebnisse (Mittelwerte) der vier Isolate 34, 35, 36 und 37 (n =
4) werden fiir die Zeitpunkte 6 dpi bis 56 dpi getrennt miteinander korreliert. Jeder der Mit-
telwerte basiert auf 3 Einzelwerten (Isolat 35, 43 dpi: 2 Einzelwerte). Signifikante Beziehun-
gen sind gekennzeichnet mit * (p < 0,05), ** (p < 0,01) oder *** (p < 0,001). - = Wert nicht

vorhanden. Fettgedruckte Werte: engste Korrelation in jeder Zeile.

DON 1
dpi 6 10 14 21 28 35 43 49 56
BH 0,989* | 0,788 | 0,895 | 0,942 | 0,887 | 0,985* | 0,874 | 0,877 | 0,822
BS - 0,931 | 0,874 | 0,95* | 0,891 | 0,964* - - -
FUBK | 0,987* | 0,852 | 0,988* | 0,846 | 0,854 | 0,859 | 0,931 | 0,972* | 0,959*

Die Korrelation zwischen DON 1 und der Befallshdufigkeit war nach 6 Tagen und nach 35
Tagen signifikant. Fiir DON 1 und die Befallsstdrke ergab sich nach 21 und 35 Tagen eine
signifikante Beziehung. Die meisten Signifikanzen wies eine Korrelation von DON 1 mit der

Fldche unter der Befallskurve auf (zu 6 dpi, 14 dpi, 49 dpi, 56 dpi).

Zu welchem Zeitpunkt eine Korrelation zwischen dem DON-Gehalt und der Symptomauspra-

gung am zuverldssigsten ist, hing in diesem Versuch stark von der Wahl der verwendeten
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Parameter ab. Dieser Eindruck wird durch eine Korrelation der Parameter DON 2 und DON 3
jeweils mit BH, BS und FUBK bestitigt (siche Anhang A.10). Hier war ebenfalls kein klarer

Trend zu einem bestimmten Zeitpunkt zu beobachten.

Insgesamt lagen die jeweils engsten Korrelationen fiir die verschiedenen Kombinationsmog-

lichkeiten unter den gegebenen Versuchsbedingungen vor allem bei 35 dpi und 21 dpi.
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3.7.6 Vergleich von Ahren-Inokulation 1 und 2 mit Ahren-Inokulation 3

Da in den drei Versuchen mit denselben F. graminearum-Isolaten gearbeitet wurde, erscheint
es angemessen, die Versuche miteinander zu vergleichen. In der ersten Ahren-Inokulation
wurden die Isolate 34 und 37 verwendet, in der zweiten die Isolate 35 und 36 und in der drit-
ten alle vier Isolate gemeinsam. Im Anhang (A.10) sind die Verldufe der Befallshdufigkeit
und des DON-Gehalts (DON 1) der Versuche 1 und 2 zur besseren Ubersichtlichkeit noch-

mals gemeinsam in zwei Diagrammen dargestellt.

Der Verlauf der Befallshiufigkeit wies in allen Versuchen Ahnlichkeiten auf (Abb. 3.34,
Abb. 3.38 und Abb. 3.44). Der Verlauf war in Versuch 1 und Versuch 3 leicht sigmoid und
strebte einem Hochstwert auf unterschiedlichem Niveau entgegen. Versuch zwei zeigte eine
andere Form des Verlaufs. Die Isolate 34, 35 und 37 dhnelten sich vom Befalls-Niveau her in
starkem Malle, wéhrend der Befall fiir Isolat 36 sowohl verzogert verlief als auch schwicher
blieb. Auch fiir die iibrigen drei Isolate war die Rangfolge in der Befallshdufigkeit reprodu-

zierbar. Isolat 37 war am aggressivsten, gefolgt von den Isolaten 34 und 35.

Die Befallsstirke (Abb. 3.39 und Abb. 3.45) wurde nur in Versuch 2 und 3 bonitiert. Auch
hier war Isolat 36 in beiden Féllen das Isolat mit der geringsten Aggressivitdt. Der Verlauf
selbst unterschied sich leicht. Wéhrend der Verlauf in Versuch 3 schon nach 21 Tagen einen
Hochstwert anstrebte, war in Versuch 2 (Isolate 35 und 36) auch nach 42 Tagen immer noch

ein linearer Anstieg zu verzeichnen.

Der Wassergehalt der Ahren im Verlauf der Pathogenese wurde nur fiir Versuch 1 und 2 wie-
dergegeben (Abb. 3.35 und Abb. 3.40), da die Ahnlichkeit zu Versuch 3 sehr groB war. Ver-
glichen mit der Kontrolle nahm der Wassergehalt der infizierten Ahren frither und schneller
ab. Zwischen den einzelnen Isolaten waren tendenzielle Unterschiede zu erkennen, wobei das

weniger aggressive Isolat 36 auch eine verzogerte Wasserabnahme zeigte.

Auch der Verlauf des DON-Gehalts (DON 1) wies generelle Gemeinsamkeiten auf (Abb.
3.36, Abb. 3.41 und Abb. 3.46). Hier war eine Kinetik mit angestrebtem Hochstwert bis leich-
ter tendenzieller Abnahme zum Ende des Versuchs zu erkennen. Nach einer kurzen Anlauf-
phase, die mangels geeigneter Regression oder fehlender frither Messpunkte nur in Abb. 3.44
deutlich wurde, und einem linearen Anstieg bis etwa 21 dpi traten mehrfach (Versuch 1 und
3) Schwankungen zwischen den Versuchstagen auf. Auch hier setzte sich Isolat 36 als ver-
gleichsweise schwacher DON-Bildner reproduzierbar von den {ibrigen drei F. graminearum-

Isolaten ab. Die Rangfolge innerhalb der iibrigen drei Isolate war in keinem der Versuche
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iiber den gesamten Zeitraum konsistent. Tendenziell lie3 sich jedoch erkennen, dass Isolat 37

offenbar in beiden Fillen den stirksten DON-Gehalt verursachte.

Auch fiir die Korrelationstabellen zeigte sich fiir beide Versuchs-Durchfithrungen ein ver-
gleichbares Ergebnis (Tab. 3.13 - 3.16, 3.18, 3.23). Stets war eine enge und meist signifikante
Korrelation zwischen DON 1 und / oder DON 3 auf der einen und BH und / oder FUBK auf
der anderen Seite festzustellen. Isolat 36 zeichnete sich durch weniger enge Korrelationen
insgesamt, aber durch eine engere Korrelation einiger Parameter (BH, FUBK) zur Trocken-

masse als zur Frischmasse aus.

Dass die Befallsstirke generell der geeignetere Parameter ist (verglichen mit BH), wenn es
um eine Korrelation zwischen DON-Gehalt und dem Befall geht (Ergebnis aus Versuch 3,
Tab. 3.24), konnte durch Versuch 2 nicht bestétigt werden (Tab. 3.18). Ein méglicher Grund
hierfiir ist, dass durch die Bonitur bedingt in Versuch 3 der Zeitraum von 10 bis 35 dpi, in
Versuch 2 der Zeitraum von 7 bis 42 dpi untersucht wurde. Die Verrechnung der Daten auf
Isolat-Ebene (Tab. 3.19 und Tab. 3.27) konnte ndmlich zeigen, dass die Qualitit einer Korre-
lation vom Zeitpunkt der Probennahme abhédngen kann. Allerdings war der Befund, dass der
Zusammenhang zwischen DON-Gehalt und Befall nach 21 Tagen am deutlichsten ist, in Ver-
such 3 nicht absicherbar, moglicherweise durch versuchsbedingte Einfliisse. Lediglich die
deutlichsten Korrelationen zwischen diesen beiden Parameter-Gruppen lagen in Versuch 3 bei

21 oder 35 dpi.

Die Korrelierung des DON-Gehalts mit dem Befall auf Isolat-Ebene zeigte leichte Unter-
schiede. Fiir Versuch 1 und 2 zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen DON 1
und DON 3 auf der einen und BH bzw. FUBK auf der anderen Seite (Tab. 3.18). Offensicht-
lich produzierte ein aggressiveres Isolat auch mehr DON, was sich dann auch in der graphi-
schen Darstellung zeigte (Abb. 3.43). Fiir Versuch 3 war nur der Zusammenhang zwischen
DON 3 und BH signifikant (Tab.3.25). Auch die lineare Regression (Abb. 3.49) war daher
weniger deutlich als fiir die Daten aus Versuch 1 und 2. Auffillig war, dass es sich um keine
Ursprungsgerade handelte, sondern die y-Achse bei einem Wert von 31 bzw. 44 % BH (je

nach Versuch) geschnitten wurde.
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3.7.7 Auswertung der Proben 63 dpi der 3. Ahren-Inokulation

Zu Versuchsende wurden die Ahren des dritten Ahrenversuchs wie unter 2.7.2.3 beschrieben
einzeln untersucht. Die Ahren wurden in die Fraktionen Spindeln, Spelzen und Korner aufge-
teilt. Fiir jede Ahre wurden die Frischmasse, Trockenmasse (auch separat fiir Kérner, Spel-
zen, Spindel), Gesamtzahl der Korner, der prozentuale Anteil ausgebildeter Korner, der An-
teil unbefallener, schwach befallener und stark befallener Koérner und die KorngréBenvertei-
lung bestimmt. Am Ende wurden jeweils drei bis fiinf Ahren vereinigt und getrennt nach
Kornern, Spelzen und Spindeln auf den DON-Gehalt untersucht. Zum Vergleich wurden nicht

inokulierte Kontroll-Ahren analysiert.

3.7.7.1 Ertrag und Befall

Die Gesamtzahl der Kérner pro Ahre (Tab. 3.28), also die Summe aus nicht ausgebildeten

und ausgebildeten Kornern, war fiir alle Isolate nahezu identisch.

Tabelle 3.28: Gesamtzahl der Kérner pro Ahre, Kornmasse pro Ahre (TM in g) und
Tausendkornmasse (TM in g) (Sommerweizen Picolo) nach einer kiinstlichen Ahren-
Inokulation (Ernte 63 dpi). Vergleich der vier F. graminearum-Isolate 34, 35, 36 und 37
mit der nicht inokulierten Kontrolle. Die Daten beruhen auf allen Kérnern, unabhidngig vom
Grad der Ausbildung. Mittelwerte + Standardabweichung gefolgt vom gleichen Buchstaben
unterscheiden sich nicht signifikant (o = 0,05, LSD' = 10,4, LSD? = 0,55, LSD’ =9,3).

Kontrolle 34 35 36 37

n 17 10 13 13 9

1 |Kornzahl / Ahre 50,7+7,8a|46,8 £9,7a|46,2+8,6a|49,5+£99a|48,1£9,2a

2 |Kornmasse / Ahre | 1,79+0,66a | 0,74+028b | 0,80+0,40b | 1,45+0,51a | 0,49+0,21b

3 |Tausendkornmasse |34,7+9,5a|158+5,5b(17,0+£7,9b(29,9+9,3a(10,3+4,7b

Fiir die Kornmasse pro Ahre und die Tausendkornmasse wurden ebenfalls die nicht ausgebil-
deten und die ausgebildeten Kérner miteinbezogen. Bei der Kornmasse pro Ahre traten deut-

liche signifikante Unterschiede auf, und zwar war die Kornmasse pro Ahre bei der Kontrolle
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und Isolat 36 (1,45 g) hoher als bei den Isolaten 34, 35 und 37. Ebenso war die Tausend-
kornmasse der Kontrolle und von Isolat 36 (29,9 g) signifikant groBer als die der tibrigen Iso-

late.

Tabelle 3.29: Anteil der ausgebildeten Korner an der Gesamtzahl der Kérner pro Ahre
(Sommerweizen Picolo) nach einer kiinstlichen Ahren-Inokulation in Prozent (Ernte 63
dpi). Vergleich der vier F. graminearum-Isolate 34, 35, 36 und 37 mit der nicht inokulier-
ten Kontrolle. Mittelwerte + Standardabweichung gefolgt vom gleichen Buchstaben unter-

scheiden sich nicht signifikant (o = 0,05, LSD = 21,4).

Kontrolle 34 35 36 37

n 17 10 13 13 9

Mittelwert £ 6 .1 [99,0+2,2a|64,6 +24,3bc|76,4+19,3bc|84,3+159ab|557+28,6c

Bei einem Vergleich des Anteils ausgebildeter Korner an der Gesamtzahl Korner pro Ahre
(Tab. 3.29) traten zwischen den Isolaten deutliche Unterschiede auf. Der Anteil an ausgebil-
deten Kornern war bei Isolat 36 am hochsten (84 %), gefolgt von den Isolaten 35, 34 und 37.
Isolat 36 unterschied sich signifikant von Isolat 37. Die nicht inokulierte Kontrolle (99 %)

unterschied sich signifikant von allen Isolaten auf3er von Isolat 36.

Der prozentuale Anteil unbefallener, leicht befallener und stark befallener Koérner wurde fiir
die einzelnen Isolate berechnet und mit der Kontrolle verglichen (Abb. 3.50). Als leicht befal-
len galt ein Korn, sobald es Dellen aufwies und es dadurch von der normalen Form eines ge-
sunden Korns abwich. Als stark befallen galt ein Korn, wenn es eine weillliche oder rétliche

Féarbung bzw. Myzelwachstum aufwies.
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Abbildung 3.50: Prozentualer Anteil unbefallener (unbef), leicht befallener (lei-bef) und
stark befallener (st-bef) Korner in Weizenihren (Sommerweizen Picolo) nach einer
kiinstlichen Ahren-Inokulation. Vergleich der vier F. graminearum-Isolate 34 (n = 10),
35 (n=13),36 (n =13) und 37 (n = 9). Ernte 63 dpi. Mittelwerte + Standardabweichung. Es
wurde nicht innerhalb der Sdulengruppen statistisch verrechnet, sondern die gleichen Rubri-
ken verschiedener Sdulengruppen wurden miteinander verglichen. Sdulen mit gleichen Buch-
staben unterscheiden sich nicht signifikant (o = 0,05, LSD = 26,2, LSD* = 27,7, LSD** =
24.5).

Es traten signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen F. graminearum-Isolaten auf.
Isolat 36 hatte die meisten gesunden Korner (44 %) und unterschied sich signifikant von allen
anderen Isolaten. Isolat 37 wies mit nur etwa 1 % gesunden Kornern den geringsten Wert auf.
Die Kontrolle lag mit 44 % gleich auf mit Isolat 37. Bei den leicht befallenen Kornern traten
zwischen keiner der Varianten signifikante Unterschiede auf. Isolat 34 hatte mit 25 % die
wenigsten, die Kontrolle mit 49 % die meisten leicht befallenen Ko6rner. Bei den stark befal-
lenen Kornern traten die deutlichsten Unterschiede auf. Isolat 37 zeigte hier mit 67 % knapp
vor Isolat 34 (65 %) den hochsten Wert und unterschied sich von Isolat 36 und der nicht
inokulierten Kontrolle signifikant. Isolat 36 zeigte signifikante Unterschiede zu Isolat 37 und
34. Die Kontrolle unterschied sich mit 6 % stark befallenen Kornern von allen Isolaten aul3er

von Isolat 36. Der relativ leichte Befall der nicht inokulierten Kontrolle diirfte auf
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Isolat 36. Der relativ leichte Befall der nicht inokulierten Kontrolle diirfte auf Sekundirinfek-

tionen zuriickzufiithren sein (fiir diesen Versuch ab 35 dpi beobachtet).

In Abb. 3.51 ist dargestellt, wie sich die Trockenmasse der Ahren auf die einzelnen Fraktio-
nen (Spindel, Spelzen. Korner) verteilte. AuBerdem wurden die Korner wie oben beschrieben

noch nach ihrem Befallsgrad aufgeteilt.
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Abbildung 3.51: Absoluter Trockenmasse-Anteil (g) der verschiedenen Ahren-
Fraktionen (Sommerweizen Picolo) Spindel (Spin), Spelzen (Spel), gesunde Kérner (gK),
leicht befallene Korner (IbK), stark befallene Korner (stbK) nach einer kiinstlichen Ah-
ren-Inokulation. Vergleich der vier F. graminearum-Isolate 34 (n = 10), 35 (n = 13), 36 (n
=13) und 37 (n =9). Ernte 63 dpi. Auf eine Darstellung der Standardabweichung wurde aus
Griinden der Ubersichtlichkeit verzichtet. Signifikante Unterschiede siehe Tab. 3.30.

Auch hier traten zwischen den Isolaten Unterschiede sowohl in der Gesamttrockenmasse als
auch in der Masse der einzelnen Fraktionen auf. Die Kontrolle und Isolat 36 bildeten insge-
samt die groBte Trockenmasse pro Ahre aus. Der Anteil der Spindel an der Gesamttrocken-
masse mit etwa 0,1 g und der Spelzen mit etwa 0,4 g war fiir alle Isolate und die nicht inoku-

lierte Kontrolle etwa gleich.
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Tabelle 3.30: Signifikante Unterschiede zum Trockenmasse-Anteil der verschiedenen
Ahren-Fraktionen (Sommerweizen Picolo) Spindel (Spin), Spelzen (Spel), gesunde Kor-
ner (gK), leicht befallene Korner (IbK), stark befallene Korner (stbK) nach einer kiinst-
lichen Ahren-Inokulation. Vergleich der vier F. graminearum-Isolate 34 (n = 10), 35 (n =
13), 36 (n = 13) und 37 (n = 9). Ernte 63 dpi. Siche Abb. 3.51. Kombinationen mit densel-

ben Buchstaben unterscheiden sich nicht signifikant voneinander (o = 0,05).

Spin | Spel gk IbK | stbK
Kontrolle a a a a b
34 a a b b a
35 a a b ab a
36 a a a ab ab
37 a a b b ab
LSD 0,026 | 0,103 | 0,665 | 0,360 | 0,189

Hier traten keine signifikanten Unterschiede auf (Tab. 3.30). Der Anteil gesunder Korner un-
terschied sich aber erheblich. Offensichtlich machte die Trockenmasse gesunder Korner den
Grofteil der Trockenmasse und den Hauptunterschied zu den iibrigen Isolaten bei Isolat 36
und der Kontrolle aus. Dieser Unterschied war fiir die gesunden Korner signifikant. Isolat 37
besall mit 9 mg fast gar keine gesunden Korner, die Isolate 34 und 35 eine relativ geringe auf
gesunde Korner zuriickgehende Trockenmasse. Der Anteil leicht befallener Korner an der
Gesamttrockenmasse war fiir alle Varianten wieder relativ einheitlich. Die stark befallenen

Korner machten bei allen Isolaten eine vergleichbare Trockenmasse aus (etwa 0,2 bis 0,3 g).

In Abb. 3.52 ist die KorngréBenverteilung fiir die mit den vier F. graminearum-Isolaten ino-

kulierten Ahren dargestellt. Jedes Isolat und die Kontrolle bilden jeweils eine Siulengruppe.

Die Saulengruppen der Kontrolle und von Isolat 36 und andererseits die von Isolat 34 und 35
dhneln sich jeweils. Isolat 37 zeigte ein anderes Muster. So wiesen die Kontrolle und Isolat 36
von den grofen KorngréBen zu den kleinen generell eine abnehmende Tendenz auf. Die meis-

ten Korner (knapp 40 %) waren gréBer als 2,8 mm.
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Abbildung 3.52: Korngrioflenverteilung in Weizenihren (Sommerweizen Picolo) nach
einer kiinstlichen Ahren-Inokulation. Vergleich der vier F. graminearum-Isolate 34 (n =
10), 35 (n = 13), 36 (n = 13) und 37 (n = 9). Ernte 63 dpi. Mittelwerte + Standardabwei-
chung. Es wurde nicht innerhalb der Sdulengruppen statistisch verrechnet, sondern die glei-
chen Rubriken verschiedener Sdulengruppen wurden miteinander verglichen (siehe Index der
Signifikanz-Kiirzel). Sdulen mit gleichen Buchstaben unterscheiden sich nicht signifikant (o

=0,05, LSD =25,2, LSD' = 17,5, LSD* = 18,2, LSD’ = 12,5, LSD"* = 8,0, LSD’ = 16,1).

Die Isolate 34 und 35 wiesen bei der GréBenklasse > 2,2 mm” ein Maximum (25 bis 30 %)
auf, wihrend fiir Isolat 37 die meisten Korner kleiner als 1,8 mm waren. Bei Isolat 37 traten

keine Korner grofer als 2,8 mm auf.

Zwischen den einzelnen Isolaten traten signifikante Unterschiede auf. Zusammengehorende
Signifikanz-Kiirzel (kleine Buchstaben) sind in Abb. 3.52 zur besseren Ubersicht mit demsel-
ben Index versehen. Die groBte KorngroBenklasse (> 2,8 mm) war in den nicht inokulierten
Kontrolldhren und Isolat 36 signifikant hiufiger als in den iibrigen F. graminearum-Isolaten.
Fiir die Gruppe 7> 2,5 mm” unterschied sich nur Isolat 37 signifikant von der Kontrolle. In
der Klasse 7> 2,2 mm” traten gar keine signifikanten Unterschiede auf. Die Kontrolle wies
signifikant weniger Korner gréfer als 2,0 mm auf als Isolat 34 und 35, Isolat 36 nur signifi-

kant weniger als Isolat 34. In der zweitkleinsten KorngroBenklasse (> 1,8 mm) waren fiir Iso-




158 Ergebnisse

lat 37 und 35 signifikant mehr Korner vertreten als fiir Isolat 36 oder die Kontrolle. Fiir die
kleinste Grofle (< 1,8 mm) hatte Isolat 37 signifikant mehr Korner als alle anderen aufzuwei-

s€n.

Zusammenfassend fiir Tab. 3.28 bis Tab. 3.30 und Abb. 3.50 bis 3.52 ldsst sich sagen, dass
hinsichtlich der untersuchten Ernte-Parameter signifikante Unterschiede zwischen den Isola-
ten auftraten. Isolat 36 wies stets die geringste Schadigung bzw. den hochsten Ertrag auf und
zeigte die hochste Ahnlichkeit zur Kontrolle. Die Isolate 34, 35 und 37 unterschieden sich
relativ selten signifikant voneinander. Meist wies dann Isolat 37 die stirkste Schidigung bzw.

den geringsten Ertrag auf.

3.7.7.2 Korrelationen von Ertrag und Befall auf Ebene der 45 Einzeldhren
In Tabelle 3.31 wurden einige Parameter der geernteten Ahren miteinander korreliert.

Die zehn dargestellten Parameter konnen in zwei Hauptgruppen unterteilt werden. Zum einen
sind die Ertragsparameter zu nennen. Hierunter fallen Frischmasse (FM), Trockenmasse
(TM), Kornzahl pro Ahre (KA), Tausendkornmasse (TKM) und die Anteile an den Korngro-
Benklassen 7> 2,8 mm” (>2,8) und ’< 1,8 mm” (<1,8). Aullerem gibt es noch die Befallspa-
rameter. Dazu gehoren der Anteil gesunder Korner (gK), der Anteil stark befallener Korner

(stbK), die Befallshaufigkeit (BH) und die Flache unter der Befallskurve (FUBK).

Die Parameter innerhalb jeder dieser Gruppen stehen wie schon erwéhnt in Beziehung zuein-
ander, weil sie entweder rechnerisch miteinander verkniipft sind, oder aber dieselbe Daten-
grundlage besitzen. Korrelationen, die innerhalb dieser Gruppen auftraten, sollten daher nicht
iiberbewertet werden und werden in den folgenden Besprechungen nur teilweise beriicksich-

tigt.

Zwischen fast allen Parametern bestanden hochst signifikante Korrelationen. Die Frischmasse
korrelierte zu allen Parametern hochst signifikant, die Trockenmasse ebenfalls (Ausnahme:
Kornzahl pro Ahre: hoch signifikant). Die Kornzahl pro Ahre zeigte keine weiteren signifi-
kanten Beziehungen, und zwar als einziger Parameter. Offensichtlich besteht eine relativ hohe
Unabhéngigkeit von den anderen Groflen. Die Tausendkornmasse korrelierte wiederum mit
allen GroBlen hochst signifikant. Diese Grofle wurde offensichtlich von vielen anderen Fakto-
ren beeinflusst. Hier bestand eine vergleichsweise starke Abhéngigkeit zu den Befallsparame-

tern (zu gK: R = 0,87). Dies galt auch fiir die KorngroBenklasse >2,8, nicht aber in diesem
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AusmalB fiir <1,8. Aber auch die Parameter der KorngréBenklassen korrelierten signifikant
mit den anderen Parametern. Der Anteil gesunder Korner ebenso wie der Anteil stark befalle-
ner Korner und die Befallshdufigkeit korrelierten hochst signifikant mit den jeweils anderen

Befallsparametern.

Die deutlichste Korrelation des Parameters BH bestand zu der Korngrofenklasse grofer 2,8
mm, die deutlichste Signifikanz fir FUBK ergab sich mit TKM. Ertraglich gesehen wirkte
sich der Befall mit F. graminearum also am ehesten tiiber eine verringerte Tausendkornmasse

und den geringeren Anteil grofer Korner aus.

Tabelle 3.31: Pearson-Korrelationskoeffizient (R) fiir die Zusammenhinge zwischen
Ertragsparametern (sechs Parameter) von Weizenihren (Sommerweizen Picolo) und
vier Befallsparametern nach einer kiinstlichen Ahren-Inokulation mit Isolat 34, 35, 36
oder 37 (Ernte 63 dpi). Insgesamt gehen die Werte von 45 Einzeldhren in die Berechnung
ein (n = 45; Isolat 34: 10 Ahren, Isolate 35 und 36: je 13 Ahren, Isolat 37: 9 Ahren). Signifi-
kante Beziehungen sind gekennzeichnet mit * (p < 0,05), ** (p <0,01) oder *** (p < 0,001).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
™ KA | TKM | >28 | <1,8 gK stbK BH | FUBK

1 FM 1’00*** 0,48*** 0,85*** 0,73*** _0’63*** 0’78*** _0’55*** _0’57*** _0,63***

2 |T™ 0,47% | 0,85%%% |0,74%%% | -0,63%%% | 0,79%#% | 0,56%%* | -0,58%%* | -0,64%%*

3 |Kornzahl / Ahre (KA) [-0.003 [-007 |-005 [005 [018 [0,02 [0,09

4 | Tausendkornmasse (TKM) 0,90%* | -0,72%%% | 0,87%** | -0,72%%* | -0,66%** | -0,78***

5 | Anteil Korngrofienklasse 2,8 mm” (>2,8) [-0,39%* | 0,88%** | -0,57*** | -0,70%** | -0,68**

6 | Anteil Korngroflenklasse ”<1,8 mm” (<1,8) -0,44%% | 0,59%** |0,35% | 0,57%%=
7 | Anteil gesunder Korner (gK) -0,64%%% 1-0,67*** | -0,73%*x
8 | Anteil stark befallener Kérner (stbK) 0,55%# 10,82%*
9 |BH 0,847k

10 [FUBK
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3.7.7.3 Ergebnisse zum DON-Gehalt

Aus den geernteten Ahren, deren Einzelergebnisse zu Befall und Ertrag unter 3.7.7.1 be-
schrieben werden, wurden nun pro Isolat 3 Mischproben hergestellt und diese auf ihren DON-
Gehalt untersucht. In Abb. 3.53 ist die DON-Verteilung zur Ernte auf die drei Ahrenbereiche
Spindel, Spelzen, Korner dargestellt. In diesem Fall wurden wegen zu geringer Menge an
Probenmaterial keine Einzeldhren verarbeitet, sondern Mischproben aus drei bis fiinf Einzel-
dhren hergestellt. In dieser Abbildung erfolgte die statistische Verrechnung nur innerhalb der

Saulengruppen.
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Abbildung 3.53: DON-Gehalt der einzelnen Ahrenbereiche Spindel, Spelzen und Kérner
(Sommerweizen Picolo) nach einer kiinstlichen Ahren-Inokulation mit Isolat 34, 35, 36
oder 37 (Ernte 63 dpi). Die Mittelwerte basieren auf je drei Mischproben (n = 3), Isolat
34/Spelzen: n = 2), die wiederum aus 3 bis 5 Einzelihren bestanden. Die Kontroll-Ahren
wurden nicht inokuliert (n = 1). Statistischer Vergleich der Ahrenbereiche innerhalb der ein-
zelnen Isolate. Sdulen mit gleichen Buchstaben unterscheiden sich nicht signifikant vonein-

ander (OL = 0,05, LSD34 = 127,1, LSD35 = 123,1, LSD36 = 47,3, LSD37 = 198,1)

Zwischen den einzelnen Bereichen der Ahren traten signifikante Unterschiede im DON-

Gehalt auf. Die Korner enthielten stets weniger DON als die Spindel oder Spelzen. Fiir die
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Isolate 34 und 35 war dieser Unterschied teilweise signifikant. Die Spindeln und Spelzen &h-
nelten sich im DON-Gehalt. Ein signifikanter Unterschied trat hier bei keinem der Isolate auf.
Der minimale DON-Gehalt in der Kontroll-Mischprobe diirfte wiederum auf spate Sekundér-

Infektionen zuriickzufiihren sein.

Isolat 36 bildete in den Bereichen Spindel (LSD = 195,8), Spelzen (LSD = 134,5) und Koérner
(LSD = 56,3) signifikant weniger DON als die {ibrigen Isolate, die sich nicht signifikant von-

einander unterschieden.

Tabelle 3.32: Prozentuale Verteilung der DON-Menge pro Ahre auf die einzelnen Ah-
renbereiche Spindel, Spelzen und Koérner (Sommerweizen Picolo) nach einer Kkiinstli-
chen Ahren-Inokulation mit Isolat 34, 35, 36 oder 37 (Ernte 63 dpi). Die Mittelwerte ba-
sieren auf je drei Mischproben (n = 3, Isolat 34/Spelzen: n = 2), die wiederum aus 3 bis 5 Ein-
zeldhren bestanden. Ein statistischer Vergleich zwischen den einzelnen Isolaten ergab keine

signifikanten Unterschiede (a0 = 0,05, LSDspindet = 16,5, LSDspelzen = 24,7, LSDkomer = 14,1).

Spindeln | Spelzen Korner

34 [145+£1,2 |49,5+42 [36,0£3,0

35 [149+6,3 |43,0+11,4 [42,1£5,6

36 {10,6+£7,3 |53,9+9,1 [355+6,4

37 (13,7+£4,7 |52,1+6,1 |[342+427

Die prozentuale Verteilung von DON auf die einzelnen Ahrenbereiche (Tab. 3.32) ist aller-
dings zwischen den einzelnen Isolaten wiederum vergleichbar, vermutlich aufgrund des ver-
schieden grolen Anteils der Trockenmasse der Korner an der Gesamttrockenmasse (Abb.
3.51). Es gab keine signifikanten Unterschiede zwischen den Isolaten. In den Spindeln waren
11 bis 15 % des DON enthalten, in den Spelzen 43 bis 54 % und in den Kornern 34 bis 42 %.
Dieser relativ hohe Anteil in den Koérnern trotz des vergleichsweise geringen DON-Gehalts
(Abb. 3.53) in diesem Ahren-Bereich diirfte auf den generell hohen Anteil der Korner an der

Gesamttrockenmasse zuriickzufiihren sein.
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3.7.7.4 Korrelationen zwischen DON-Gehalt, Befall und Ertrag auf Ebene
der 12 Mischproben

In Tabelle 3.33a wurden einige Parameter mit dem DON-Gehalt (DON 1) der verschiedenen
Ahren-Bereiche korreliert. Dazu gehorten die Befallsparameter BH, FUBK, der Anteil gesun-
der, stark befallener und ausgebildeter Korner. Ebenso wurden die Ertragsparameter Kornzahl
pro Ahre, Tausendkornmasse, Kornmasse pro Ahre und Anteil der Korner > 2,8mm bzw. <
1,8 mm untersucht. Da es sich um Mischproben aus jeweils drei bis fiinf Einzeldhren handel-
te, wurden die Werte fiir die Mischproben nicht als einfacher Mittelwert berechnet, sondern
es erfolgte eine Gewichtung der Einzeldhren nach dem Trockenmasse-Anteil, den sie jeweils
zur Gesamt-Trockenmasse der Mischprobe beitrugen. Die Werte jeder Einzeldhre gingen also

entsprechend ihrem Gewicht in den gemeinsamen Wert der Mischprobe ein.

Der einzige Parameter ohne hochst signifikante Beziehungen zum DON-Gehalt ist die Korn-
zahl pro Ahre. Die Kategorie <1,8 wies die am wenigsten enge, aber dennoch in zwei Fllen
hoch signifikante Korrelation zum DON-Gehalt auf. Der DON-Gehalt der Gesamtidhren zeig-
te fiir alle Félle die deutlichste und fast immer hochst signifikante Korrelation. Der DON-
Gehalt in den Kornern lieferte bis auf zwei Félle die zweitbeste Korrelation zu den 9 Parame-
tern. Nur fiir zwei Parameter (BH und <1,8) war die Beziehung zum DON-Gehalt der Spelzen
enger. Der Zusammenhang zwischen dem DON-Gehalt der Spindel und den neun Parametern

war in allen neun Fillen der schwiichste.

Die engste signifikante Korrelation zwischen DON-Gehalt und den Befallsparametern be-
stand fiir alle Ahrenbereiche zu dem Anteil stark befallener Korner (max. 0,97). Die Bezie-

hung zur Befallshiaufigkeit war insgesamt vergleichsweise schwach (max. 0,91).



Ergebnisse 163

Tabelle 3.33: Pearson-Korrelationskoeffizient (R) fiir die Zusammenhinge verschiede-
ner Parameter nach einer Kkiinstlichen Ahren-Inokulation mit den Isolaten 34, 35, 36
oder 37 (Ernte 63 dpi). Die Mittelwerte basieren auf je zwolf (elf) Mischproben (n = 12 bzw.
n=11 (DON 1 gesamt und DON 1 Spelzen), die wiederum aus 3 bis 5 Einzeldhren bestan-
den. Da es sich um Mischproben handelte, wurden die Werte fiir Parameter 1-10 nach dem
jeweiligen TM-Anteil der 3-5 Einzeldhren an der Gesamt-TM der Mischprobe korrigiert. Sig-
nifikante Beziehungen sind gekennzeichnet mit * (p < 0,05), ** (p < 0,01) oder *** (p <
0,001). DON 1 = DON-Gehalt (mg/kg TM). % K = Anteil ausgebildeter Koérner an der Ge-

samtzahl der Kérner, KmA = Kornmasse pro Ahre.

In Tabelle a) sind die Zusammenhénge zwischen dem DON-Gehalt (DON 1, gesamt und fiir
Spindel, Spelzen und Koérner) von Weizendhren (Sommerweizen Picolo) und zehn weiteren

Parametern dargestellt.

BH FUBK gk stbK %K KA TKM KmA >2.8 <1,8
DON 1 0,91*** [0,95%** [-0,93%** |0,97*** |.0,93*%*%* 1.0,06 |-0,96%** |-0,95%** |.0,89*** [0,8]1**
gesamt
DON 1 0,71%* [ 0,80%* -0,85%** | 0,89%** | -0,75%* -0,15 [-0,81** -0,82%* -0,78** 0,55
Spindel
DON 1 0,90*** [0,90*** [-0,90%** |0,91*** |-0,84** -0,05 |[-0,93*** [-0,93%** |.0,85%** |0,77**
Spelzen
DON 1 0,87*** [0,93*** [-0,93%** |0,95%** |-0,85%** |-0,05 |-0,94%** |-0,93%** |.0,88*** [(,73%*
Korner

In Tabelle b) sind die Zusammenhinge zwischen Ertrags- und Befallsparametern darge-

stellt (n=11).

% K TKM KmA >2,8 <1,8
BH  [-0,93%%* |0 93%%* | 95%** | (),85%%* | (,0]%%**
FUBK |[-0,94%** |_0,93%%* | (0 93%** | (,83%* |(,03%%**
gK 0,79%%  [0,96%** |0,97*%* |(0,93%** |.0 72%
StbK [ -0,94%%% | .0,00%** |.0,90%** |0 81%* |(0,75%*
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Abbildung 3.54: Korrelation zwischen dem DON-Gehalt (ppm 2 mg/kg TM (DON 1))
der Korner (Sommerweizen Picolo) und dem Anteil stark befallener Korner nach einer
kiinstlichen Ahren-Inokulation mit Isolat 34, 35, 36 oder 37 (Ernte 63 dpi). Pro Isolat 3
Mischproben (n = 3), die wiederum aus 3 bis 5 Einzeldhren bestanden. € = Isolat 34; Bl =
Isolat 35; A =Isolat 36; @ = Isolat 37. Datenpunkte der einzelnen Isolate beschriftet. Lineare

Regression. Helle Linie = gemeinsame lineare Regression fiir alle Isolate.

Auch der DON-Gehalt der Korner korrelierte am stdrksten mit dem Anteil an Koérnern, die
starke Befallssymptome zeigten (siche Abb. 3.54). Als Parameter mit der zweitbesten Korre-
lation konnte hier die Fldche unter der Befallskurve angesehen werden (R = 0,93). Die Lage
der Datenpunkte der Isolate 34, 35 und 37 in Abb. 3.54 unterschied sich wenig voneinander.
Auch die Regressionen wiesen einen vergleichbaren Verlauf auf. Die Datenpunkte von Isolat
36 lagen in einem anderen Bereich des Diagramms. Die lineare Regression war nicht mit der
der anderen Isolaten zu vergleichen und zeigte liberdies eine negative Steigung. Obwohl die
gemeinsame Regression fiir die Werte aller Isolate relativ eng war (R = 0,95), ist ein nach-
vollziehbarer Zusammenhang zwischen DON-Gehalt der Korner und dem Anteil stark befal-

lener Korner bei dem vergleichsweise schwachen DON-Bildner Isolat 36 nicht gegeben.

In ertraglicher Hinsicht stand der DON-Gehalt am stdrksten mit der Tausendkornmasse und

der Kornmasse pro Ahre in Beziehung.
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In Tab. 3.33b sind diese Zusammenhinge zwischen Befall mit F. graminearum und Ertrag
dargestellt. Obwohl die meisten Beziehungen hochst signifikant sind, sind die Korrelationen
einiger Parameter deutlich enger als die anderer. Ein Befall schien sich so am ehesten tiber die
Kornmasse pro Ahre (Parameter BH und gK) und den Anteil ausgebildeter Kérner auf den
Betrag auszuwirken (Parameter FUBK und stbK). Auch die Tausendkornmasse stand in rela-
tiv enger Beziehung zu allen Befallsparametern. Ein Ertragsverlust durch die Korngroe (Pa-
rameter >2,8 und <1,8) wurde durch die verwendeten Befallsparameter hingegen deutlich
schlechter erfasst oder aber von F. graminearum nicht so stark beeinflusst. Neben den schon
in Tab. 3.31 erwdhnten Groen TKM und >2,8 wirkte sich ein F. graminearum-Befall offen-

sichtlich auch durch Abnahme der Kornmasse pro Ahre aus.

Uber einen moglichen Ertragsverlust gab der Parameter Anteil gesunder Kérner die zuverlds-
sigste Auskunft (engste Korrelation zu den Parametern TKM, KmA und >2,8). Insgesamt

liegen die Korrelationen fiir die verschiedenen Befallsparameter aber alle eng beieinander.

3.7.7.5 Korrelationen zwischen DON-Gehalt, Befall und Ertrag auf Isolat-Ebene

Die Zusammenhinge zwischen dem DON-Gehalt zur Ernte in den Gesamtihren oder den
Kornern und den Befalls- und Ertragsparametern zur Ernte werden in Tab. 3.34 auf Isolat-
Ebene dargestellt. Dem liegt die Frage zugrunde, welche Eigenschaften starke DON-Bildner

zum Ernte-Zeitpunkt sonst noch auszeichnen.

Auller zu den Parametern Anteil ausgebildeter Kérner und Anteil der Korner kleiner 1,8 mm
korrelierten beide DON-Gr6Ben mit allen anderen Parametern signifikant bis hochst signifi-
kant. Bei den Befalls-Parametern bestand der engste Zusammenhang zum Anteil stark befal-
lener Korner (DON 1 gesamt) bzw. zum Anteil gesunder Korner und der Flache unter der
Befallskurve. Die Isolate, die bezogen auf die Gesamtéhre nach 63 Tagen mehr DON gebildet
hatten, wiesen also auch einen hoheren Anteil stark befallener Koérner auf. Andererseits galt,
je hoher die Fliache unter der Befallskurve oder je geringer der Anteil gesunder Korner war,
umso hoher war der DON-Gehalt der Korner. Aber auch zu den anderen Parametern bestand

eine relativ enge Korrelation.
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Tabelle 3.34: Pearson-Korrelationskoeffizient (R) fiir die Zusammenhinge zwischen
dem DON-Gehalt der Gesamtihren oder der Kérner und anderen Parametern nach
einer kiinstlichen Ahren-Inokulation mit den Isolaten 34, 35, 36 oder 37 (Ernte 63 dpi)
auf Isolat-Ebene. Die Mittelwerte fiir jedes der vier Isolate (n = 4) basieren auf je drei
Mischproben, die wiederum aus 3 bis 5 Einzeldhren bestanden. Signifikante Beziehungen
sind gekennzeichnet mit * (p < 0,05), ** (p < 0,01) oder *** (p < 0,001). DON 1 = DON-
Gehalt (mg/kg TM). % K = Anteil ausgebildeter Korner an der Gesamtzahl der Korner, KmA

= Kornmasse pro Ahre.

BH FUBK |gK stbK %K | TKM KmA >2,8 <1,8

DON 1 gesamt [0,97* [0,97* |-0,97* |0,99** |-0,93 [-0,99* -0,99%** -0,98* 10,80

DON 1 Koérner [0,96* [0,98* |-0,98* |0,96* |-0,93 [-0,9998*** [-0,9998*** |-0,99* |0,85

Bei den Ertragsparametern bestand zwischen den Groflen zum DON-Gehalt und der Tausend-
kornmasse oder der Kornmasse pro Ahre die engste Beziehung. Wenn die Gesamtihre oder
die Korner zur Ernte stark mit DON belastet waren, dann wiesen sie auch eine stark verrin-

gerte Tausendkornmasse und Kornmasse pro Ahre auf.

3.7.7.6 Zusammenfassung zu den Ernte-Ergebnissen der 3. Ahren-Inokulation

Zusammenfassend kann man zu den Ergebnissen zur Ernte (63 dpi) sagen, dass ein signifi-
kanter Zusammenhang zwischen DON-Gehalt, Befalls- und Ertragsparametern bestand. Dies
galt sowohl auf der Ebene der einzelnen Ahren oder Mischproben (Tab. 3.31 und 3.33) als
auch auf Isolat-Ebene (Abb. 3.54, Tab. 3.34). Isolat 36, das insgesamt relativ niedrige Befalls-
und DON-Werte aufwies, zeigte Abweichungen von dieser allgemeinen Aussage (Abb. 3.54).
Besonders enge Korrelationen bestanden je nach untersuchtem Ahrenbereich zwischen dem
DON-Gehalt und dem Anteil stark befallener Koérner und der Fliche unter der Befallskurve.
Ein Befall mit F. graminearum schien sich am deutlichsten iiber die Kornmasse pro Ahre,
aber auch iiber die Tausendkornmasse und den Anteil groler Korner auszuwirken (Tab. 3.31,

Tab. 3.33b).

Die Korner wiesen teils signifikant weniger DON auf als die Bereiche Spindel und Spelzen
(Abb. 3.53). AuBBerdem war die KorngréBenverteilung bei Befall mit F. graminearum zu klei-

neren Kornern verschoben (Abb. 3.52). Der hauptsdchliche Unterschied im Trockenmasse-
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Anteil der verschiedenen Ahrenbereiche an der Gesamtihre bestand zwischen aggressiveren
und weniger aggressiven Isolaten darin, dass bei den weniger aggressiven die gesunden Kor-
ner einen groBen Teil der Trockenmasse einnahmen. Der Anteil von Spindeln und Spelzen
war nahezu konstant (Abb. 3.51, Tab. 3.30). Isolat 36 dhnelte bei all diesen Parametern am
stiarksten der Kontrolle. Dies galt auch fiir den Anteil ausgebildeter Korner (Tab. 3.28), die
Kornmasse pro Ahre und die Tausendkornmasse (Tab. 3.29) oder die prozentualen Anteile

von gesunden, schwach oder stark befallenen Kornern (Abb. 3.50).

3.7.8 Vierte Ahren-Inokulation

Diese Ahren-Inokulation unterschied sich von den drei vorherigen darin, dass nur ein F. gra-
minearum-Isolat, aber verschiedene Weizen-Sorten getestet wurden. Als Pathogen wurde das
F. graminearum-Isolat Nr. 35 verwendet. Als Sommerweizensorten wurden die Sorten Picolo
(wie in den vorherigen Versuchen) mit mittlerer Anfilligkeit gegen Ahrenfusariosen ausge-
wihlt und die begrannte siidamerikanische Sorte Frontana, die als resistent gilt (MILLER UND

ARNISON 1986).

Ein weiterer Unterschied zwischen den beiden Sorten ist die verschiedene Halmlénge, die fiir
die Infektionswahrscheinlichkeit eine Rolle spielen kann. Die Halme der inokulierten Fronta-
na-Pflanzen (n = 44) waren mit durchschnittlich 72,7 cm hochst signifikant ldnger als die der

Sorte Picolo (n =35) mit 51,3 cm.

3.7.8.1 Entwicklung des Befalls und des DON-Gehalts

In diesem Versuch wurde nur die Befallshaufigkeit der Ahrchen erhoben und nur wihrend der
ersten 14 Tage mehrmals wochentlich bonitiert. An drei Terminen (7 dpi, 21 dpi, 63 dpi) wur-
den pro Isolat jeweils vier Mischproben (aus zwei oder drei (63 dpi) Einzeldhren) fiir die
DON-Analysen entnommen. Die nicht inokulierten Kontrolldhren zeigten, dass ab 14 dpi (Pi-
colo) oder 28 dpi (Frontana) Sekundérinfektionen auftraten. Bei Frontana setzten die Sekun-
déarinfektionen erst spéter ein, waren aber sehr viel intensiver als bei Picolo. In Abb. 3.55 ist

der Befallsverlauf dargestellt.
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Abbildung 3.54: Verlauf der mittleren Befallshiufigkeit der Ahrchen (Sommerweizen
Picolo) nach einer kiinstlichen Ahren-Inokulation mit dem F. graminearum-Isolat 35
von 0 dpi bis 63 dpi in Prozent. Vergleich der beiden Sommerweizensorten Picolo und
Frontana. Die Zahl der untersuchten Einzeldhren pro Isolat nahm von 0 dpi bis 63 dpi be-
dingt durch die Probennahme von n = 38 (Picolo) bzw. n = 44 (Frontana) auf n = 13 (Picolo)
oder n = 18 (Frontana) ab. Regression: Polynom 3. Grades (Picolo) bzw. 4. Grades (Fronta-
na). Signifikante Unterschiede sind gekennzeichnet mit * (p < 0,05), ** (p <0,01) oder *** (p
<0,001).

Der Verlauf der Befallshiufigkeit der Ahrchen zeigte auch in diesem Versuch das schon vor-
mals beschriebene sigmoide Bild (Abb. 3.34, 3.38, 3.44). Einer kurzen Anlaufphase zu Be-
ginn folgte eine nahezu lineare Phase, die bei der Sorte Picolo ab 35 dpi, bei Frontana erst ab
49 dpi einen Hochstwert anstrebte. Die Kurve fiir Frontana verlief mit insgesamt schwicherer
Steigung, der Befall von Picolo stieg zu Beginn deutlich schneller an. Fiir beide Sorten wurde
ein vergleichbarer Endwert erreicht (Picolo: 83 %, Frontana: 87 %), obwohl die Sorte 7 dpi
bis 42 dpi geringer befallen war als Picolo. Fiir 7 dpi war dieser Unterschied signifikant, fiir

11 dpi hoch signifikant und fiir 14 und 21 dpi sogar hochst signifikant.

Auch im Verlauf des DON-Gehalts bestanden zwischen den beiden Sorten deutliche Unter-
schiede (Abb. 3.56). Neben dem Parameter DON 1 (gefiillte Symbole) wird der Parameter
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DON 2 (offene Symbole) dargestellt, der den DON-Gehalt nur auf die befallene Trockenmas-
se der Ahren bezieht.
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Abbildung 3.56: Entwicklung des DON-Gehalts (DON 1 und DON 2) ganzer Ahren nach
einer kiinstlichen Ahren-Inokulation mit dem F. graminearum-Isolat 35 von 0 dpi bis 63
dpi in ppm. Vergleich der beiden Sommerweizensorten Picolo und Frontana. Mittelwerte
aus jeweils 4 Einzelwerten (n = 4). Die Einzelwerte basieren auf Mischproben aus zwei (7
dpi, 21 dpi) oder drei (63 dpi) Einzeldhren. Gefiillte Symbole: DON 1, offene Symbole: DON
2. Signifikante Unterschiede sind gekennzeichnet mit * (p < 0,05), ** (p < 0,01) oder *** (p
<0,001).

Der DON-Gehalt (DON 1) bei Picolo zeigte auch wieder einen sigmoiden Verlauf, der fiir
Frontana aufgrund des niedrigen Niveaus und einer zeitlichen Verzogerung nicht zu erkennen
war, sondern hier einer linearen Kinetik wich. Bei Picolo stieg der DON-Gehalt bis 21 dpi
stark an (88 ppm), um dann mit geringerer Steigung den Endwert von 117 ppm (63 dpi) zu
erreichen. Fiir Frontana war der DON-Gehalt stets niedriger als bei Picolo, besonders ab 21
dpi, und stieg von einem Startwert von 6 ppm (7 dpi) auf den Endwert von 41 ppm. Dieser
Unterschied im DON-Gehalt zwischen den beiden Sorten war fiir 21 dpi und 63 dpi signifi-
kant bzw. hoch signifikant. Der Parameter DON 2 war mit DON 1 vergleichbar, was durch
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die enge mathematische Verkniipfung der beiden Faktoren bedingt war (Formel 2.10). Da die
Befallshiufigkeit der Ahrchen noch als Divisor (kleiner als 1) in die Berechnung miteingeht,
lag der Wert fiir DON 2 definitionsgemif hoher als der fir DON 1, weil der DON-Gehalt
eben nur auf die befallene Ahrenmasse bezogen wurde. Da der DON-Gehalt bei Frontana von
7 dpi bis 63 dpi einen relativ geringeren Anstieg zeigte, die zugehorige Befallshaufigkeit
aber relativ stark zunahm, blieb der Parameter DON 2 ab 7 dpi auf demselben Level bzw.
nahm bis 63 dpi sogar wieder leicht ab. Der Unterschied zwischen Picolo und Frontana war

fiir DON 2 nur bei 63 dpi signifikant.

Zusammenfassend ist an dieser Stelle zu sagen, dass die Sorte mit der schnelleren und {iber
weite Strecken stdrkeren Symptomauspragung (Picolo) auch den héheren DON-Gehalt auf-
wies. Auffillig ist, dass die Befallshdufigkeit beider Sorten zur Ernte ausgeglichen war, aber

der DON-Level in der Sorte Frontana auf einem niedrigeren Niveau verblieb.

Die Unterschiede zwischen den beiden Sorten beziiglich des Befallsverlaufs und des DON-
Gehalts entsprachen von ihrer Charakteristik dem Unterschied zwischen F. graminearum-

Isolaten verschiedener Aggressivitit und DON-Bildung.

3.7.8.2 Korrelationen zwischen DON-Gehalt und Befallsparametern auf Ebene
der Einzeldhren

In Tab. 3.35 und 3.36 werden wie auch schon in den Versuchen 1, 2 und 3 die drei DON-
Parameter mit 5 weiteren Parametern korreliert, und zwar getrennt nach Weizensorten. Da-
durch soll gekliart werden, ob hinsichtlich dieser Korrelationen zwischen den beiden verwen-

deten Sorten Unterschiede bestanden.

Fiir die Sorte Picolo bot sich in Bezug auf die Korrelationen im allgemeinen das schon aus
den vorigen Versuchen bekannte Bild (Tab. 3.15). Es bestanden signifikante Korrelationen
zwischen DON 1 und der Frischmasse, dem Wassergehalt und vor allem den beiden Befalls-
parametern BH und FUBK. Vergleichbare Beziehungen bestanden fiir DON 3, wihrend DON
2 weniger enge Korrelationen aufwies. Insgesamt bestanden mehr Korrelationen zur Frisch-

masse als zur Trockenmasse einer Ahre.

Fiir die Sorte Frontana sahen die Verhéltnisse anders aus (Tab. 3.36).
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Tabelle 3.35: Pearson-Korrelationskoeffizient (R) fiir die Zusammenhinge zwischen
dem DON-Gehalt (3 Parameter) von Weizenédhren (Sommerweizen Picolo) und fiinf wei-
teren Parametern nach einer kiinstlichen Ahren-Inokulation mit Isolat 35 (7 dpi, 21 dpi
und 63 dpi). Insgesamt gehen die Werte von 12 Mischproben in die Berechnung ein (n = 12).
Jede Mischprobe setzt sich aus zwei oder drei (63 dpi) Einzeldhren zusammen. Signifikante
Beziehungen sind gekennzeichnet mit * (p < 0,05), ** (p < 0,01) oder *** (p < 0,001). DON
1 = DON-Gehalt (mg/kg TM), DON 2 = DON-Gehalt (mg/kg befallene TM), DON 3 = DON-
Menge (ug/Ahre).

1 2 3 4 5 6 7 8
DON1 | DON2 | DON 3 FM ™ WG BH FUBK

DON1 |0,92*** 10,81** |-0,68* (0,10 -0,81%* (0,79** |0,71%
DON 2 0,66* -0,72%* |-0,12 -0,60% |0,58* 0,50
DON 3 -0,28 0,62* -0,83%** | 0,88*** |0,64*
Frischmasse (FM) 0,50 0,54 -0,36 -0,66*

5 |Trockenmasse (TM) -0,41 0,53 0,16

6 | Wassergehalt (WG) -0,91%%% | -0,91***

7 |Befallshaufigkeit der Ahrchen (BH) 0,77**

8 | Flache unter der Befallskurve (FUBK)

Die Korrelationen zwischen DON 1 bzw. DON 3 und den Befallsparametern und dem Was-
sergehalt waren sehr eng und alle hochst signifikant (Tab. 3.36). DON 2 zeigte zu keinem der
Parameter eine signifikante Beziehung, nicht einmal zu DON 1 oder DON 3. Vermutlich lag
der Grund dafiir in der tiberproportionalen Zunahme der Befallshdufigkeit verglichen mit dem
DON-Gehalt gegen Ende der Vegetation. Es bestanden relativ viele signifikante Korrelatio-

nen zur Trockenmasse, nicht aber zur Frischmasse.

Auch in dieser Hinsicht war die Sorte Frontana vergleichbar einem F. graminearum-Isolat
vergleichsweise schwacher Aggressivitdt und DON-Bildung (Tab. 3.16). Auch fiir Isolat 36
war das Fehlen einer Beziehung zwischen DON 1 und DON 2 und eine hohere Anzahl Korre-

lationen zur Trockenmasse als zur Frischmasse charakteristisch.
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Tabelle 3.36: Pearson-Korrelationskoeffizient (R) fiir die Zusammenhinge zwischen
dem DON-Gehalt (3 Parameter) von Weizenéihren (Sommerweizen Frontana) und fiinf
weiteren Parametern nach einer kiinstlichen Ahren-Inokulation mit Isolat 35 (7 dpi, 21
dpi und 63 dpi). Insgesamt gehen die Werte von 12 Mischproben in die Berechnung ein (n =
12). Jede Mischprobe setzt sich aus zwei oder drei (63 dpi) Einzeldhren zusammen. Signifi-
kante Beziehungen sind gekennzeichnet mit * (p < 0,05), ** (p < 0,01) oder *** (p < 0,001).
DON 1 = DON-Gehalt (mg/kg TM), DON 2 = DON-Gehalt (mg/kg befallene TM), DON 3 =
DON-Menge (pg/Ahre).

1 2 3 4 5 6 7 8

DON1 | DON2 | DON3 FM ™ WG BH FUBK
1 |DON1 [0,24 0,94*** 1-0,28 0,61* -0,90%** 0,90%** |(,95%**
2 |DON 2 0,07 -0,16 -0,19 0,08 -0,07 0,01
3 |DON 3 -0,17 0,79** |-0,96%** | 0,96%** |(,92%**
4 | Frischmasse (FM) 0,38 0,25 -0,20 -0,40
5 |Trockenmasse (TM) -0,77** 10,79** 10,57
6 | Wassergehalt (WG) -0,99%%%* | -(,94%**
7 |Befallshaufigkeit der Ahrchen (BH) 0,93 %
8 | Flache unter der Befallskurve (FUBK)

Auf eine Korrelation der Parameter auf Sorten-Ebene (analog der Korrelation auf Isolat-
Ebene in Tab. 3.18 und 3.25) wird wegen der zu geringen Anzahl untersuchter Sorten ver-

zichtet.

In Abb. 3.57 ist die Korrelation zwischen den Parametern DON 1 und der Befallshdufigkeit

graphisch dargestellt. Die Datenpunkte beider Sorten sind verschieden markiert.
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Abbildung 3.57: Korrelation zwischen dem DON-Gehalt (ppm 2 mg/kg TM (DON 1))
von Weizenihren (Sommerweizen Picolo oder Frontana) und der Befallshiufigkeit der
Ahrchen nach einer Kiinstlichen Ahren-Inokulation mit Isolat 35 (7 dpi, 21 dpi und 63
dpi). Insgesamt gehen die Werte von 12 Mischproben in die Berechnung ein (n = 12). Jede
Mischprobe setzt sich aus zwei oder drei (63 dpi) Einzeldhren zusammen. Regression: Poly-

nom 2. Grades (Frontana) oder logarithmisch (Picolo).

Die Datenpunktwolken fiir Picolo und Frontana unterscheiden sich in Lage und GréfBe. Die
Datenpunkte von Frontana liegen - vergleichbar dem schwach aggressiven Isolat 36 - in ei-
nem relativ schmalen Bereich entlang der y-Achse (Abb. 3.42). Denn auch hier variierte die
Befallshéufigkeit wesentlich stirker als der DON-Gehalt. Fiir Picolo variierte der DON-
Gehalt wesentlich stdrker als flir Frontana. Hier war eine logarithmische Reggression geeig-

net.

Zusammenfassend bleibt zu sagen, dass die Sorte, die tiber lange Zeit die stidrkeren Symptome
zeigte, auch den hoheren DON-Gehalt aufwies. Hinsichtlich des Befallsverlaufs, des Verlaufs
des DON-Gehalts und der Korrelationen zwischen dem DON-Gehalt und anderen Parametern
verhielt sich die schwiécher anfillige Sorte (Frontana) vergleichbar dem F. graminearum-

Isolat schwiéchster Aggressivitidt und DON-Bildung (Isolat 36).
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3.7.9 Chromatogramme zur Ahren-Inokulation

Da zwischen der Matrix der Reisproben und der Ahren-Proben Unterschiede auftraten, wer-
den hier auch beispielhaft einige Chromatogramme zur Ahren-Inokulation vorgestellt (Abb.

3.58).
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Abbildung 3.58: HPLC-Chromatogramme aus der 3. Ahren-Inokulation. HPLC-
Methode M2 siehe 2.9.4.2), UV-Detektion bei A = 220 nm. Oberes Bild: inokulierte Ahre
(Isolat 35, 21 dpi), mittleres Bild: nicht inokulierte Kontrolldhre (21 dpi), unteres Bild: Myko-
toxin-Standard (25 ppm). Die Peaks 1-4 stellen die benannten Trichothecene dar, der mit ”+”

bezeichnete Peak einen Storpeak.



Ergebnisse 175

Die Chromatogramme entstammen der dritten Ahren-Inokulation (21 dpi, Isolat 35). Zum
Vergleich wurde neben der Probe einer inokulierten Ahre die Probe der nicht inokulierten

Kontrolle und ein am selben Tag gemessener Mykotoxin-Standard (25 ppm) dargestellt.

Neben deutlichen Mengen an DON und wenig ADON enthielt die inokulierte Ahre (oberes
Bild) eine Vielzahl anderer Substanzen, woraus sich das charakteristische Peak-Muster ergab.
Dieses Muster war prinzipiell auch in der Kontrolle wiederzufinden (mittleres Bild). Typisch
fiir alle Ahren-Proben war der Peak bei 7.09 (mit + markiert), der eine Detektion von NIV
verhinderte. Der relativ kleine ADON-Peak in der inokulierten Ahre (oberes Bild) wurde ver-
gleichsweise schlecht vom folgenden Peak getrennt. Aulerdem befand sich in der Kontrolle
in der Ndhe von ADON ein relativ kleiner Stérpeak, der zum Teil auch in den Leerproben
auftrat. Auf eine weitere Optimierung der Methode (z. B. Storpeak bei NIV) wurde verzichtet,
da eine Analyse der Mykotoxine in der Ahre sich auf DON beschrinkte, wobei fiir die Ahren-

Inokulationen auch nur F. graminearum-Isolate vom DON-Typ verwendet wurden (2.9.7.1).
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4. Diskussion

Das Auftreten von Fusarium-Arten im Weizen-Anbau und die damit verbundene Ertragsmin-
derung oder Kontamination mit Mykotoxinen ist nach wie vor weltweit ein ungeldstes Prob-
lem (SCHAAFSMA et al. 1999, PIRGOZLIEV et al. 2002). Fusarium graminearum und den Tri-

chothecenen vom B-Typ kommt hier besondere Bedeutung zu (siche 1.).

Obwohl die intensive Fusarien-Forschung auf eine mittlerweile weit tiber dreiligjdhrige Tra-

dition zuriickblicken kann, sind nach wie vor viele Fragen offen.

4.1 Probenaufarbeitung und Analytik der Mykotoxine

Das methodische Spektrum der Probenaufarbeitung und Analytik der Mykotoxine ist ausge-
sprochen vielschichtig (KRSKA UND JOSEPHS 2001, KRSKA et al. 2001, LLORENS et al. 2002).
In diesem Licht werden die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit nun diskutiert werden. Vor-
erst werden nur die Trichothecene und insbesondere Deoxynivalenol (DON) diskutiert wer-

den, anschlieend Zearalenon (ZON).

4.1.1 Probenaufarbeitung

Das Probenmaterial wurde wie unter 2.8 ausfiihrlich beschrieben aufgearbeitet. Die grob ge-
schroteten aber durch die Fermentierung verfestigten Reisproben wurden manuell und mit
einem Mixer etwas aufgelockert. Die Ahrenproben lagen als fein gemahlenes Pulver vor. Nun
wurden die Proben dreimal nacheinander auf einem Uberkopfschiittler fiir jeweils 30 Min.
extrahiert (Wasser/Methanol 90/10), jeweils abzentrifugiert und die Uberstéinde der drei Ex-

traktionen vereinigt.

Auch ALTPETER UND POSSELT (1994) verwenden eine dreifache Extraktion, um moglichst
grofle Mengen an ADON zu gewinnen. In anderen Arbeiten wird nur eine einmalige Extrakti-
on bei langerer Extraktionszeit durchgefithrt (HOMDORK 1996: 120 Min., WEINGARTNER et al.
1997: 80 Min.). In beiden Fillen wurde als Extraktionsmittel Acetonitril/Wasser verwendet
(84/16). Es ist jedoch bekannt, dass sich ein losungsmittelabhéngiges Verteilungsgleichge-
wicht zwischen dem Probenmaterial und dem Extraktionsmittel einstellt (nach NERNST), das
sich auch bei einer Verliangerung der Extraktionszeit nicht mehr zugunsten einer hoheren Ex-
traktionsausbeute dndert. Eine mehrmalige auch kiirzere Extraktion desselben Probenmateri-

als hingegen ermoglicht hohere Ausbeuten. Fiir das hier verwendete Gemisch aus Was-
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ser/Methanol (90/10) konnte DON bei dreimaliger Extraktion mit fast 99 % sehr effektiv ext-
rahiert werden (3.1.1.1, Tab. 3.1). Gegegeniiber einer einmaligen Extraktion wurde eine Stei-

gerung um 21 % erreicht.

Auffillig war, dass das Volumen des Uberstandes in den einzelnen Extraktionsschritten eine
Abhéngigkeit von der Quellfidhigkeit und der Kérnung des Probenmaterials zeigte. Die eher
grobkornigen Reisproben boten ein wesentlich groBeres Porenvolumen als die Ahrenproben.
AuBlerdem war bei beiden Materialien nach der dritten Extraktion relativ zum eingesetzten
Extraktionsmittel gesehen mehr pipettierbarer Uberstand vorhanden als in der ersten Extrak-
tion, da das Probenmaterial schon vor Beginn der dritten Extraktion vollstindig gequollen
war. Um einen moglichen Fehler zu vermeiden, wurde der Uberstand so vollstindig wie mog-
lich abpipettiert. Die groBten Unterschiede traten zwischen den Ahren- und Reisproben auf,

die Unterschiede innerhalb der einzelnen Versuche waren vergleichsweise gering.

In den meisten Veroffentlichungen wurde als Extraktionsmittel bei der Analyse auf DON o-
der Trichothecene allgemein ein Gemisch aus Acetonitril/Wasser verwendet (KRSKA ef al.
2001), gefolgt von Methanol/Wasser (z. B. ALTPETER UND POSSELT 1994). Relativ selten
wurde die Extraktion mit Polyethylenglykol/Wasser oder Acetonitril/Methanol durchgefiihrt.
Auch wenn nach KRSKA et al. (2001) die Extraktion mit Acetonitril/Wasser der mit Metha-
nol/Wasser hinsichtlich der Reinheit der Extrakte tiberlegen ist, wurde in der vorliegenden
Arbeit aufgrund der hoheren Toxizitdt von Acetonitril eine Verwendung von Was-

ser/Methanol bevorzugt.

Zur Aufreinigung der Extrakte wurden Extrelut NT 3-Sdulen verwendet (in Anlehnung an
LAUBER 1999). 2,5 ml des Extrakts wurden aufgereinigt und dreimal mit je 5 ml Ethylace-
tat/Methanol (97/3) eluiert. Das Verfahren folgt dem Prinzip einer festphasengebundenen
flissig/flussig-Extraktion. Die wéssrige Probe lagert sich an die Kieselgur-Matrix. Mit dem

apolaren Elutionsmittel konnen lipophile Substanzen aus der wissrigen Phase eluiert werden.

Die Aufreinigung der Extrakte ist ein sehr wichtiger Schritt in der Aufarbeitung der Tri-
chothecen-Analytik, da die UV-Absorption aller B-Typ Trichothecene nicht stark ist (Extink-
tionskoeffizienten von 4500 bis 7500 l-cm™-Mol, Tab. 2.9). AuBerdem liegt das Maximum
der UV-Absorption bei etwa A = 220 nm in einem sehr niedrigen Bereich, in dem viele andere
Stoffe ebenfalls absorbieren. Je besser die Aufreinigung ist, desto weniger Stérpeaks von mat-

rixinternen oder fermentativ gebildeten Substanzen behindern die Analyse.
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Als mogliche Verfahren sind hier die Fliissig/Fliissig-Verteilung, Sdulen-Chromatographie,
Festphasenextraktion und die Verwendung von Gelpermeations-, Immunoaffinitéts- oder
Multifunktionssdulen (KRSKA et al. 2001) zu erwidhnen. Die Nachteile der konventionellen
Fliissig/Flussig-Verteilung (”Ausschiitteln™) liegen in hohem Losungsmittelverbrauch und
Schaumbildung an der Phasengrenze. Beim Extrelut-System, einer Kombination aus Fliis-
sig/Flissig- und Festphasen-Extraktion, treten durch die Bindung der einen fliissigen Phase an
eine Festphase beide Probleme nicht auf. Die Festphasen-Extraktion ist ein Verfahren, das als
”Einweg-Variante” der Sdulen-Chromatographie bezeichnet werden kann. Als Sdulenmateria-
lien werden Silica-Gel, Aluminiumoxid, Florisil, Aktivkohle und Cg- oder C;s-Materialien
verwendet, fiir Trichothecene meist eine Mischung aus Aktivkohle, Aluminiumoxid und Celi-
te (HOMDORK 1996). Eine relativ neue Methode ist die Verwendung der Multifunktionssidulen
Mycosep 225. Die Sdulen enthalten ein Gemisch aus verschiedenen Materialien (Aktivkohle,
Celit, Ionenaustauscher-Harz und andere). Diese Reinigung ist verglichen mit den meisten
anderen heute géngigen Verfahren sehr einfach von der Handhabung und zugleich sehr effek-
tiv, was Parameter wie Nachweisgrenze und Wiederfindung betrifft (WEINGARTNER ef al.
1997). Ein Nachteil ist jedoch der im Vergleich zu Extrelut NT 3-Sdulen hohe Preis (etwa 2,5

bis dreimal so teuer) und die routineméfige Verwendung von Acetonitril.

Eine dreifache Elution (je 5 ml 3 % Methanol in Ethylacetat) einer an der Extrelut NT 3-Saule
gebundenen Probe erbrachte mit 88 % (8,9 ppm) des DON, das maximal mit fiinf Eluti-
onsschritten eluierbar wire (3.1.1.2, Tab. 3.2), ein durchaus befriedigendes Ergebnis bei ver-
tretbarem Losungsmittelverbrauch. VUDATHALA et al. (1994) fiihrten die Aufreinigung von
Milchproben an Extrelut durch, wobei siebenfach mit je 3 ml (6 % Methanol in Ethylacetat)
eluiert wurde. WEINGARTNER et al. (1997) verwenden Extrelut-Sdulen als erste Stufe einer

dreistufigen Aufreinigung.

Die Aufreinigung an Extrelut NT 3 war aulerdem gut reproduzierbar (3.1.1.3, Abb. 3.4), was
die mehrmalige Elution desselben Extraktes zeigte. Es traten geringe Schwankungen auf.
Obwohl von den Extrelut-Sdulen dieselbe Charge verwendet wurde, ist nicht auszuschlief3en,
dass die Kieselgur-Matrix verschieden dicht oder fest gepackt war oder transportbedingte
Schwankungen aufwies. Die Saulenlaufzeit wies jedenfalls teilweise deutliche Unterschiede
auf, was durchaus zu einer unterschiedlichen FElutionswirkung fithren konnte. AUCH
WEINGARTNER ef al. (1997) beobachten bei einer Aufreinigung mit Mycosep 225-Sdulen
(achtfache Wiederholung), dass die Werte fiir einige Séulen deutlicher vom gemeinsamen

Mittelwert abweichen als andere.
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Da die Elution nicht ohne die folgenden Schritte der Aufarbeitung untersucht werden konnte,

konnten die Schwankungen aber auch auf spétere Schritte zuriickzufiihren sein.

Nach der Elution wurden die Proben am Rotationsverdampfer eingeengt, in Wasser/Methanol

(87,5/12,5) aufgenommen und bis zur Messung an der HPLC tiefgefroren gelagert.

Diese Schritte zeigten eine dhnlich hohe Reproduzierbarkeit wie die Elution (3.1.14, Abb.
3.2). Der 5. Parallelansatz, der um -36 % vom gemeinsamen Mittelwert abweicht, diirfte ein
Ausreiller-Wert sein. Die kleinen Schwankungen der {ibrigen Proben konnen verschiedene
Ursachen haben. Denkbar ist, dass die Probe beim Einengen nicht nur in der Spitze des Spitz-
kolbens, sondern auch auf hoheren Bereichen der inneren Oberfliche verteilt wurde. Ein wei-
terer kritischer Punkt ist, dass der Riickstand in der Regel nicht ganz trocken war, sondern
eine stark viskose bis sirupartige Konsistenz aufwies, vermutlich wegen des stark negativen
Wasserpotentials des Riickstands oder aufgrund olartiger Bestandteile. Beim Wiederaufneh-
men des Riickstands wurde der Methanol-Anteil (62,5 pl) vor dem Wasser-Anteil auf die
Probe gegeben. Auch in einem Pipettierfehler dieser kleinen Menge einer so wenig viskosen
Fliissigkeit wie Methanol konnte eine Fehlerquelle liegen. Unter Beriicksichtigung all dieser
Faktoren ist ein Variationskoeffizient von 2,9 % (ohne Ausreiler) fiir die Aufarbeitungs-

Schritte nach der Elution durchaus akzeptabel.

4.1.2 Wiederfindungsraten

Die Wiederfindungsrate zeigte fiir die Trichothecene DON, 3ADON, NIV und ANIV eine
signifikante Abhingigkeit vom Losungsmittelgemisch (untersucht fiir Reis-Matrix, 3.1.2.3.1,
Tab. 3.7) und fiir 3ADON und ANIV auch von der Toxin-Konzentration (untersucht fiir Ah-
ren-Matrix, 3.1.2.3.2, Tab. 3.8). In welches Losungsmittelgemisch der eingeengte Riickstand
wieder aufgenommen wurde, hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Wiederfindungsrate
Wasser/Methanol 87,5/12,5 oder 0/100). Fiir die verwendete Methode (Extraktion mit Was-
ser/Methanol = 90/10, Wiederaufnahme in Wasser/Methanol = 87,5/12,5) gab es in der Reis-
Matrix fiir DON eine Wiederfindungsrate von 78 %, fiir 3ADON ebenfalls von 78 %, fiir NIV
von 32 % und fiir ANIV von 87 % (bei 39 ppm pro Toxin in der Probe). DON, 3ADON und
ANIV zeigten bei 10 % Methanol signifikant hohere Werte als bei 85 % Methanol. Bei NIV
war es umgekehrt, aber auch bei 85 % Methanol lag der Wert fiir die Wiederfindung mit 58 %
duBerst niedrig. Mit der verwendeten Methode in der Ahren-Matrix lag die Wiederfindung bei
81 ppm fiir DON bei 105 %, fiir 3ADON bei 78 % und fiir ANIV bei 83 %. NIV konnte in der
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Ahren-Matrix wegen eines starken Storpeaks nicht detektiert werden (Abb. 3.8). Bei einer
Konzentration von 8,1 ppm war die Wiederfindungsrate fiir 3ADON signifikant niedriger, fiir
ANIV signifikant hoher. Zwischen Reis- und Ahren-Matrix traten auch Unterschiede auf,
aber es ldsst sich kein allgemeingiiltiger Trend erkennen, aufler dass die Wiederfindung fiir

DON in Ahren-Matrix deutlich hoher war.

Diese Ergebnisse decken sich recht gut mit den aus der Literatur bekannten Werten und Beo-
bachtungen. Die in der Literatur beschriebenen Methoden unterscheiden sich jedoch mehr
oder weniger stark von der in dieser Arbeit verwendeten Extraktion und/oder Probenaufreini-
gung, so dass ein direkter Vergleich der Wiederfindungsraten nicht moglich ist. Daher wird
die Wiederfindungsrate hinsichtlich der GroBenordnung und der Tendenz der verschiedenen

Effekte (Losungsmittel, Konzentration, Matrix) diskutiert werden.

Die Werte fiir die Wiederfindung der Trichothecene vom B-Typ reichen von etwa 60 bis 105
% mit Extremwerten von 48 oder 128 % (KRSKA et al. 2001). RADOVA et al. (1998) erreich-
ten fir DON nur eine Wiederfindung von 38 % bei Verwendung Acetonitril/Wasser als Ex-
traktionsmittel und einer zweistufigen Festphasen-Aufreinigung an Florisil und einer Cis-
Saule (Weizen versetzt mit 0,5 ppm je Toxin). Fiir NIV betrug der Wert 20 % und fiir ANIV
27 %. Einen &hnlichen negativen Effekt einer Aufreinigung an C;g-Materialien beschreiben
auch WEINGARTNER et. al. (1997) und fiihren dies auf eine Anlagerung der Trichothecene an
aktive Bindungsstellen des Sdulenmaterials zuriick, da dieser Effekt mit einer zunehmenden
Anzahl an Aufreinigungen an derselben Sdule abnahm. Mit einer Aufreinigung mittels Gel-
permeations-Chromatographie (Bio-Beads S-X3) bei Extraktion mit Acetonitril/Methanol
konnte in Weizen, der mit 2 ppm jedes Toxins versetzt war, eine Wiederfindungsrate von 89
% (DON), 87 % (NIV) oder 78 % (ANIV) festgestellt werden. Aber auch schon in den 80er
Jahren konnten mit 97 % (DON) und 89 % (NIV) sehr gute Ergebnisse fiir die Wiederfindung
von Trichothecenen erzielt werden. Dies gelang SANO ef al. (1987) bei einer Extraktion mit
Acetonitril/Wasser von mit Toxin (1 ppm) versetztem Weizen und einer zweistufigen Auf-
reinigung mit einer Florisil- und einer Sep-Pak CN-Séule. Der einzige Unterschied zur Me-
thode von RADOVA et al. (1998) bestand in der Sep-Pak CN-Saule statt der Cg-Séule, so dass
die wesentlich schlechtere Wiederfindung dort tatsdchlich auf die C;g-Sdule zuriickzufiihren

sein konnte.

Ein sehr gutes Ergebnis bei einfacher Handhabung liefert die Verwendung der Mycosep 225-
Sdulen (Acetonitril/Wasser-Extraktion, mit Toxinen versetzter Weizen von 0,1 bis 2 ppm).

WEINGARTNER ef al. (1997) erreichen fiir DON, 3ADON und ANIV Wiederfindungsraten von
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103 %, 96 % bzw. 97 %. Der Wert fiir NIV liegt mit 66 % niedriger. RADOVA et al. (1998)
erreichen mit Mycosep 225 immerhin 76 % und 81 % fiir DON und ANIV und sogar 85 % fiir
NIV. Eine dreistufige Aufreinigung bei WEINGARTNER ef al. (1997) mit Extrelut-, Silica-Gel-
und C,g-Sédule fiihrt mit 86 % (DON), 82 % (3ADON), 83 % (ANIV) und 60 % (NIV) zu
deutlich niedrigeren Werten als fiir Mycosep 225. Die Autoren fiithren dies wie oben erwéhnt
zum einen auf die sorbierende Wirkung der C;g-Sdule zuriick, zum andern aber darauf, dass
mit Mycosep 225 nur ein Aufreinigungsschritt vorgenommen wird und so weitere mogliche
Fehlerquellen ausgeschlossen werden. Dies zeigt sich auch an einer deutlich geringeren Streu-

ung der Ergebnisse der Aufarbeitung mit Mycosep-225 (WEINGARTNER ef al. 1997).

Fiir Arbeiten, die eine Extraktion mit wéssrigem Methanol vornehmen, ist eine Wiederfin-
dungsrate fiir Trichothecene vom B-Typ von etwa 70 bis 120 % angegeben (KRSKA ef al.
2001).

Bei der Aufreinigung ist es offenbar wichtig, unerwiinschte Interaktionen der Toxine mit dem
Sadulenmaterial zu vermeiden und andererseits moglichst wenige Schritte zu verwenden. Dies
scheint in der vorliegenden Arbeit gelungen zu sein (3.1.2.3.2, Tab. 3.8), denn mit der Extrak-
tion in wissrigem Methanol und der einstufigen Aufreinigung an Extrelut konnte fiir DON
eine Wiederfindungsrate von 105 % erzielt werden (Weizen mit 81 ppm DON versetzt), was
durchaus den Werten von WEINGARTNER ef al. (1997) mit einer Aufreinigung an Mycosep
225 gleichwertig ist (103 %). Die Werte fiir 3ADON und ANIV lagen mit 80 % bzw. 83 %

ebenfalls im selben Bereich.

Allerdings wurden die Weizen-Proben in der vorliegenden Arbeit mit einer wesentlich hohe-
ren Toxinmenge versetzt (81 ppm verglichen mit 0,1 bis 2 ppm). Die Wiederfindungsraten fiir
mit 8,1 ppm versetzte Weizenproben waren fiir ADON mit 55 % signifikant niedriger. Aber
weder bei WEINGARTNER et al. (1997), STRATTON et al. (1993) noch in der hier diskutierten
Arbeit (Tab. 3.8) konnte ein eindeutiger Trend zwischen der Toxin-Konzentration in den
kiinstlich mit Toxin kontaminierten Proben und der Wiederfindung gefunden werden, der fiir
alle Toxine gelten wiirde. MATEO et al. (2001) allerdings konnten zeigen, dass mit steigender
Toxinkonzentration in kiinstlich mit Toxin versetzten Getreideproben die Wiederfindungsrate
stetig abnahm. Dies galt bei einer Extraktion mit Acetonitril/Wasser (Aufreinigung an Myco-

sep) fiir DON, NIV und 3ADON in allen untersuchten Produkten (Weizen, Mais, Reis).

Der Einfluss des Extraktionsmittels auf die Wiederfindungsrate (3.1.2.3.1, Tab. 3.7) findet

sich auch in der Literatur. Allerdings kann der signifikante Unterschied, dass bei hoherem
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Methanol-Anteil (85 statt 10 %) die Trichothecene DON und 3ADON eine schlechtere Wie-
derfindungsrate zeigen, nicht bestitigt werden (STRATTON ef al. 1993, MATEO et al. 2001).
Bei STRATTON et al. (1993) zeigte DON bei 85 % Methanol in Wasser sogar mit 90 % eine
deutlich hohere Wiederfindungsrate als in 50 % Methanol (<5 %). In der vorliegenden Arbeit
lag der Wert bei 85 % Methanol nur bei 61 % (Tab. 3.7).

Offensichtlich hat das Losungsmittel einen teils sehr starken Einfluss auf den Extraktionser-
folg, in Abhingigkeit von beispielsweise der Polaritdt der jeweiligen Mykotoxine. Die pola-
ren Trichothecene zeigten in stirker wéssrigem Losungsmittel eine signifikant hohere Wie-
derfindungsrate, wihrend das apolare Zearalenon (ZON) in stirker methanolischer Losung
signifikant besser extrahiert wurde. Moglicherweise spielt ebenfalls das Quellungsverhalten
der Matrix an dieser Stelle eine Rolle, denn die Extraktion wurde mit trockenem oder zumin-
dest noch quellfdhigem Probenmaterial (in diesem Fall Reis-Matrix) durchgefiihrt. Wenn nun
nur 15 % Wasser in dem Extraktionsmittel enthalten sind, dann wird vermutlich ein grofer
Teil des Wassers von der Matrix durch Quellung aufgenommen. Die eher polaren Typ B-
Trichothecene werden mit dem Wasser von der Matrix aufgenommen und stehen der Extrak-
tion nicht in dem Ausmaf zur Verfiigung, da das die Matrix umgebende Losungsmittel apola-
rer ist als das von der Matrix sorbierte. Durch diesen Effekt konnte sich bei niedrigem Was-
seranteil im Losungsmittel ein Verteilungsgleichgewicht einstellen, durch das die Wiederfin-
dungsrate fiir Trichothecene geringer als fiir hohere Wasseranteile ist. Allerdings miisste die-
ser Effekt bei STRATTON ef al. (1993) ebenso auftreten. Die Unterschiede zwischen den Er-
gebnissen fiir 85 % Methanol aus Tab. 3.7 und STRATTON ef al. (1993) konnten ihre Ursache
jedenfalls in der verschiedenen weiteren Aufreinigung haben, denn STRATTON et al. (1993)

verwenden statt der Extrelut NT 3-Siule eine Aktivkohle-Aluminiumoxid-Siule.

Ein Vergleich von Tab. 3.7 und Tab. 3.8 zeigt, dass die Wiederfindung von DON in der Ah-
ren-Matrix deutlich hoher ist als in der Reis-Matrix (102 % bis 105 % gegeniiber 78 %). Ei-
nen klaren Effekt der Matrix auf die Wiederfindung bestitigen RADOVA et al. (1998). Aller-
dings ist die Wiederfindung fiir DON und ANIV in Reis hoher als in Gerste, Roggen, Hafer,
Mais und Weizen-Mehl. STRATTON et al. (1993) und MATEO et al. (2001) kénnen keinen kla-
ren Unterschied zwischen Weizen und Gerste bzw. Weizen, Reis und Mais zeigen. Die beo-
bachteten Unterschiede konnten moglicherweise auf einen Unterschied in der GroBe der Kor-
nung des Probenmaterials zuriickzufiihren sein. Die Ahren-Proben waren fein gemahlen, die
Reis-Proben nur geschrotet. Dies wirkt sich sowohl auf die Pipettierbarkeit der Uberstinde

bei der Extraktion (s.0.) als auch auf die sorbierende Oberfldache der Probe aus.



Diskussion 183

Auffillig war weiterhin, dass die Wiederfindung von NIV sehr niedrig war (32 bis 58 % je
nach Methode) und sich hinsichtlich der Losungsmittel-Effekte anders als die drei tibrigen
Typ B-Trichothecene verhielt (Tab. 3.7). Auch dieses Phdnomen lésst sich bei vielen , aber
nicht bei allen anderen Arbeiten wiederfinden. Keine Unterschiede zwischen NIV und den
anderen untersuchten Trichothecenen oder Unterschiede ohne eindeutigen Trend konnten
SANO et al. (1987) und KOTAL et al. (1999) feststellen. Bet WEINGARTNER et al. (1993) fin-
den sich fiir NIV Werte von 50 bis 70 % gegeniiber 74 bis 106 % fiir die tibrigen Trichothe-
cene vom B-Typ (DON, 3ADON, 15ADON, ANIV). Die Aufarbeitung erfolgte ebenso wie
bei RADOVA ef al. (1998) mit Acetonitril/Wasser und Mycosep 225. Letztere Arbeitsgruppe
erhielt aber keine eindeutigen Unterschiede zwischen der Wiederfindungsrate von DON und
NIV. So war die Wiederfindung von DON in Reis, Hafer und Gerste tendenziell besser, in
Weizen, Roggen und Mais aber die von NIV. Bei MATEO et al. (2001) war die Wiederfindung
von NIV sowohl in Weizen als auch in Mais und Reis teils deutlich schlechter als die von

DON oder 3ADON (z. B. fiir Mais bei 0,025 ppm: 96,8 % (DON) gegeniiber 72,2 % (NIV).

Ein von dem der anderen B-Typ-Trichothecene abweichendes Verhalten von NIV hinsichtlich
des Extraktionsverhaltens und der Wiederfindung koénnte seine Erkldrung in den Eigenschaf-
ten des NIV-Molekiils haben. NIV ist von den hier untersuchten Typ B-Trichothecenen ein-
deutig das polarste. Hierdurch treten moglicherweise Wechselwirkungen mit Sédulenmateria-
lien oder anderen Oberfldchen (z. B. von Glasgeriten) auf, die bei den weniger polaren Mole-
kiilen unterbleiben. Auch ein Verlust an NIV beim Wiederaufnehmen des Riickstandes nach
dem Eindampfen durch Losungsmittel-Effekte wére denkbar. Bei der hier verwendeten Me-
thode, bei der die Extrelut-Séulen mit dem sehr apolaren Ethylacetat (mit 3 % Methanol) elu-
iert werden (2.8.3) ist vermutlich viel NIV wegen seiner hohen Polaritit an die polare Phase

der Extrelut-Séule gebunden geblieben (WALKER UND MEIER 1998).

4.1.3 Analytik

Die Mykotoxine (Trichothecene vom B Typ einschlieBlich ZON) wurden mit RP-HPLC und
UV-Detektion analysiert (2.9). Es wurden eine Merck LiChrospher- oder Waters Spherisorb-
Saule (C;g) mit einem mehrstufigen Wasser/Methanol-Gradienten verwendet (Start bei 95/5).
Je nach Matrix wurde der Endwert von 55 % Wasser (Ahre) bzw. 60 % Wasser (Reis) nach
25 Min. bzw. 19 Min. erreicht. Auch von WALKER UND MEIER (1998) wurde ein mehrstufiger

Gradient verwendet. Die Trichothecene wurden bei A = 220 nm (Dioden-Array-Detektor)
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gemessen. Durch die Dioden Array-Detektion war es moglich, die falsch positive Identifikati-
on einiger Trichothecen-Peaks tiber die zugehorigen Spektren qualitativ zu negieren (Abb.

2.4).

Zur Analytik der Trichothecene sind aus der Literatur neben der HPLC die Gaschroma-
tographie (GC), die Diinnschichtchromatographie (DC) und ELISA (enzyme-linked immuno-
sorbent assay) bekannt (RADOVA et al. 1998).

In der GC werden die Trichothecene in derivatisierter Form (meist als Trimethylsilyl-
Derivate) getrennt und mittels ECD (electron-capture detection), Massenspektrometrie (MS)
oder Tandem-Massenspektrometrie (MS-MS) quantifiziert. In der GC kénnen je nach Deriva-
tisierung und Detektion sehr gute Nachweisgrenzen von 0,005 bis 0,05 ppm erreicht werden.
Ein Nachteil der GC liegt im hohen Wartungsbedarf der Gerdte und den hohen Anschaf-
fungskosten (KRSKA et al. 2001). Die DC ist eines der dltesten Verfahren fiir die Trichothe-
cen-Analytik, das zur Visualisierung der Substanzen verschiedene Spriih-Reagenzien ver-
wendet (z. B. AlCl3). Mit einer Nachweisgrenze von 0,02 bis 0,3 ppm ist das vergleichsweise
kostengiinstige und einfach zu handhabende Verfahren nicht nur im Screening, sondern auch
in der quantitativen Analytik durchaus eine zu erwédgende Alternative (KRSKA et al. 2001).
ELISA-Tests zeigten in zwei Studien signifikant hohere Messwerte als HPLC- oder GC-
Methoden (WEINGARTNER et al. 1997, JOSEPHS et al. 2001). Die Nachweisgrenze ist flir die
empfindlichsten Tests sehr niedrig (0,0003 bis 0,001 ppm). In diesen Tests wurden die Anti-
korper allerdings gegen 3,7,15-Triacetyl-DON gewonnen, so dass der Test nicht zwischen
DON und seinen Acetyl-Derivaten 3ADON, 15ADON und 3,15-Diacetyl-DON unterscheidet.
Andere ELISA-Tests haben mit immerhin 0,02 bis 0,3 ppm eine etwas schlechtere Nachweis-
grenze. ELISA-Tests ebenso wie andere immunologische Verfahren (RIA, radio immuno as-
say, WEINGARTNER et al. 1997) sind fiir Screening-Test mit groBen Probenmengen gut geeig-
net, aber in der Quantifizierung von DON nur begrenzt einsetzbar. Als weiteres spezielles
Verfahren zur Trichothecene-Analyse wére die SFC (supercritical fluid chromatography) zu
nennen, bei der sehr diinne Sdulen (50 oder 100 pm innerer Durchmesser) mit stark vernetz-

tem Silica-Gel als stationédrer Phase verwendet werden kénnen (YOUNG UND GAMES 1992).

Fiir die HPLC gibt es neben der reinen UV-Detektion bei etwa 220 nm und neben der hier
verwendeten Detektion mit DAD noch mehrere Moglichkeiten zur Derivatisierung vor oder
nach der Trennung auf der Sdule, die die Nachweisgrenze wesentlich verbessern. Eine Detek-
tion erfolgt in diesem Fall mittels Fluoreszenz-Detektor oder im ldngerwelligen UV-Bereich

(A = 254 nm). Letzteres ist beit MAYCOCK UND UTLEY (1985) der Fall, die eine Methode zur
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Vorsédulen-Derivatisierung anwenden, bei der durch eine chemische Reaktion die Trichothe-
cen-p-nitrobenzoate entstehen. In den letzten Jahren hat eine Nachsdulenderivatisierung an
Bedeutung gewonnen, bei der die Trichothecene in einer zweistufigen Reaktionseinheit durch
Abspaltung von Formaldehyd nach einer Hantzschen Reaktion in ein fluoreszierendes Pro-
dukt umgewandelt werden (SANO ef al. 1987, HOMDORK 1996, LEPSCHY 2000). Die Nach-
weisgrenze fiir diese quantitative Methode liegt bei etwa 0,02 ppm, fiir eine Kopplung aus
HPLC und MS bei 0,001 bis 0,04 ppm (KRSKA ef al. 2001). Fiir die quantitative Analytik mit-
tels HPLC und UV-Detektion wird hier eine Nachweisgrenze von 0,05 bis 1,6 ppm fiir B-
Typ-Trichothecene angegeben.

Mit 0,1 ppm als Nachweisgrenze liegt die hier vorliegende Arbeit also voll im erwarteten Be-
reich, wobei das Verhiltnis von Peak-Hohe zum Rauschen der Basislinie sogar mindestens
5:1 betrug (3.1.2.2, Abb. 3.9). Durch die Verdiinnungseffekte wéhrend der Extraktion ent-
spricht dies im schlechtesten Fall 0,54 ppm fiir die DON-Menge in der Ahrenmatrix. In der
Literatur wird zurecht darauf hingewiesen, dass die Nachweisgrenze durch matrixbedingte
Storpeaks wesentlich verschlechtert werden kann (Faktor 5-20). Dies gilt vor allem fiir die

storanfillige Messung im niedrigen UV-Bereich (ANONYMOUS 1986).

In der Ahren-Matrix war eine chromatographische Trennung von NIV von einem begleiten-
den Storpeak unter den gegebenen Bedingungen nicht moglich. Diese Problematik ist aus der
Literatur bekannt, da NIV aufgrund seiner starken Polaritdt eine meist nur geringe Retenti-
onszeit aufweist und gemeinsam mit vielen Matrix-Inhaltsstoffen eluiert. Eine Trennung geht
in aller Regel zulasten einer langeren Analysenzeit (LEPSCHY 2000). Probleme in dieser Hin-
sicht treten auch bei GC-ECD auf (KOTAL et al. 1999). Eine Trennung der Acetyl-Derivate
von DON (3ADON und 15ADON) ist generell auch mit einem Wasser/Methanol-Gradienten
moglich, wiirde die Retentionszeit aufgrund &hnlicher Polarititseigenschaften aber sehr ver-
langern. Da in einer Messung neben den Trichothecenen auch noch das wesentlich apolarere
ZON bestimmt werden sollte (Retentionszeit bei etwa 24 Min.), konnte eine weitere Verlin-
gerung der Messzeit aufgrund der hohen Probenzahl nicht in Kauf genommen werden.
WALKER UND MEIER (1998) gelingt eine Trennung von 3ADON und 15ADON mit HPLC
(UV-Detektion mit einem Gemisch aus Acetonitril und Wasser). Auch mit Was-
ser/Tetrahydrofuran ist eine Trennung moéglich (LANIN ez al. 1990). In beiden Fillen wurde

ZON nicht analysiert.

Auch die Genauigkeit der Kalibrierkurven fiir die Trichothecene stimmt gut mit denen aus der

Literatur tiberein (3.1.2.1, Tab. 3.5). VISCONTI UND BOTTALICO (1983) trennen NIV, DON,



186 Diskussion

ANIV und 3ADON ebenfalls mit einem Wasser/Methanol-Gemisch und messen die Tri-
chothecene mittels UV-Detektion. Fiir einen Bereich von 5 ng bis 410 ng liegen alle Werte
fir R* deutlich iiber 0,99. Fiir den Bereich von 0 ng bis 1000 ng (Tab. 3.5) liegt das Be-

stimmtheitsmal} fiir alle Toxine ebenfalls in diesem Bereich.

Uber die Stabilitit und Zuverlissigkeit von Trichothecen-Standards ist aus der Literatur we-
nig bekannt. Dies gilt insbesondere fiir die Acetyl-Derivate. In der vorliegenden Arbeit wurde
die Auswirkung verschiedener Lagertemperaturen auf einen Mykotoxin-Mischstandard
(DON, 3ADON, NIV, ANIV, ZON) untersucht (3.1.1.5, Tab. 3.3). Bei einer Lagerung bei 4
°C ist verglichen mit einer Lagerung bei -20 °C schon nach acht bis neun Tagen eine deutli-
che Verdnderung festzustellen. Die Toxin-Konzentrationen haben sich im Verhiltnis zuein-
ander verdndert, und zwar zeigen die nicht-acetylierten Formen (DON, NIV) eine deutliche
Zunahme, die acetylierten Formen eine deutliche Abnahme (3ADON, ANIV) der Konzentra-
tion. ZON zeigte keinen klaren Effekt. Bei den Trichothecenen ist eine saure Hydrolyse der
acetylietren Formen zu vermuten, die auch beim Verlauf der Trichothecenbildung in vitro

(4.2) eine Rolle spielt (LEPSCHY 1999).

Unklar ist, inwieweit sich die Standards acetylierter Trichothecene bei niedrigeren Lagertem-
peraturen verdndern. Aus der Literatur sind hierzu keine Daten bekannt. Wahrscheinlich
spielt hier auBBer der Temperatur noch die Dichtigkeit der Gefdl3e eine Rolle, da das CO, der
Atmosphire zu einer verstirkten Ansduerung und somit verstiarkter Hydrolyse fiihren konnte.
Eine Test-Messung eines 13 Monate alten Standards zeigte eine betridchtliche Abweichung
vom typischen Muster, wobei wiederum die Signale der acetylierten Trichothecene zu niedrig
lagen (2.9.5, Anhang A.11). Ein Kontrollversuch zeigte, dass der Trend zur Abnahme der
acetylierten und zur Zunahme der nicht acetylierten Formen nach einer etwa zweimonatigen
Lagerung bei -70 °C nicht nachzuweisen war (3.1.1.5, Tab. 3.4). Denkbar wire auch, dass
eine Verdnderung in den Standards schneller als in den Proben vonstatten geht, da eine Puffe-
rung des pH-Werts in dem reinen Losungsmittel verglichen zu den trotz der Aufreinigung
deutlich komplexeren Proben nicht moglich ist. Die Proben des Ahren-Versuchs 3 und 4 und
des Reis-Versuchs 2 wurden zur Sicherheit bei -70 °C statt bei -20 °C gelagert und mit ge-

speicherten Daten frischer Standards (Alter ca. eine Woche) quantifiziert.

DON, NIV selbst werden in der Literatur als sehr stabil beschrieben. SHEPHERD UND GILBERT
(1988) fanden heraus, dass eine Lagerung eines DON-Standards (100 ppm) bei -18 °C (2. bis
18. Monat bei -36 °C) fiir bis zu 27 Monate in Ethylacetat, Acetonitril oder Metha-

nol/Chloroform (5/95) keine signifikante Verdnderung mit sich brachte. Diese Ergebnisse
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konnten von WIDESTRAND UND PETTERSSON (2001) fiir DON und NIV bestétigt werden. In
diesr Studie wurden DON und NIV (10,5 ppm) fiir 24 Monate bei -18 °C gelagert und kein
Abbau konnte nachgewiesen werden, weder in Acetonitril, Ethylacetat noch als eingedampf-
ter Riickstand. Im Gegensatz zu SHEPHERD UND GILBERT (1988) zeigte hier bei hoheren

Temperaturen ein Losen in Acetonitril (statt Ethylacetat) die besseren Stabilitdtswerte.

Diese vom analytischen Standpunkt her erfreulich hohe Stabilitét fiithrt allerdings dazu, dass
auch durch gingige Bearbeitungsprozesse pflanzlicher Rohstoffe bei der Nahrungszuberei-
tung nicht notwendigerweise ein relevanter Abbau der Substanzen zu erwarten ist.
KAMIMURA (1989) berichtet, dass bei haushaltsiiblichen Kochvorgéngen (120 °C, 45 Min.)
weder bei Trichothecenen vom NIV-Typ, vom T2-Typ noch bei ZON ein Abbau zu verzeich-
nen ist. Bei 150 °C (45 Min.) findet ein tendenzieller Abbau der Trichothecene , nicht aber
von ZON statt. Nach WOLF UND BULLERMANN (1998) ist diese Stabilitdit von DON pH-
abhéngig. Anders als die acetylierten Formen ist DON in wissrigem Milieu bei pH = 4 oder 7
am stabilsten und zeigt auch hier bei 120 °C nach 60 Min. keine Abnahme der Konzentration.
Bei pH = 10 war bereits nach 30 Min. ein fast vollstdndiger Abbau zu verzeichnen (120 °C).
Bei 170 °C war bei allen getesteten pH-Werten schon nach 15 Min. eine signifikante Abnah-

me zu beobachten.

4.1.4 Zearalenon (ZON)

ZON wurde in dieser Arbeit im Reis-Versuch 2 gemessen. Sowohl die Extraktion als auch die
Probenaufreinigung waren fiir die Trichothecene, nicht aber fiir ZON optimiert worden. Dies
resultierte in einer fiir ZON nur sehr niedrigen Wiederfindungsrate von 6 % (3.1.2.3.1, Tab.
3.7). Da ZON sehr viel apolarer als die Trichothecene ist (Abb. 1.1), war eine gemeinsame
Aufarbeitung, die fiir beide Toxingruppen befriedigende Ergebnisse liefert, nicht zu erwarten.
Eine getrennte Probenaufarbeitung war generell aus Zeitmangel und teilweise aus Mangel an
Probenmaterial nicht moglich, so dass ein Kompromiss gefunden werden musste. Da ZON
tiber keine akute Toxizitdt verfiigt (KRSKA UND JOSEPHS 2001), wurde angenommen, dass
dieses Toxin auch fiir die der Arbeit zugrundeliegende Fragestellung eine untergeordnete Rol-
le spielen wiirde, obwohl die Toxizitét fiir Kallus-Gewebe von Weizen prinzipiell nachgewie-
sen ist (MORARU ef al. 1997) und ZON auch als Entkoppler an pflanzlichen Mitochondrien
wirken (MACRI ef al. 1996) kann. Es wurde eine Aufarbeitungsmethode gewéhlt, die in erster

Linie gute Ergebnisse fiir die Trichothecene lieferte. Durch die Wahl eines geeigneten HPLC-
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Gradienten (2.9.4.2, Tab. 2.11) war eine nicht nur qualitative, sondern auch quantitative Ana-
lyse von ZON moglich. Trotz der niedrigen Wiederfindungsrate traten in der Untersuchung
der ZON-Bildung der Fusarium-Isolate deutliche und teilweise signifikante Unterschiede auf
(Abb. 3.20). Dennoch sind die Ergebnisse fiir ZON im Licht der niedrigen Wiederfindungsra-
te zu betrachten, dhnlich den Ergebnissen halb-quantitativer Methoden. So wurden beispiels-
weise einige der Messwerte geringerer Konzentration unter Angabe des errechneten Wertes in

die Gruppe ’< 5 ppm” eingeordnet (2.9.5).

Zur Analyse wurde die Detektion mittels RP-HPLC und Fluoreszenz-Detektion (Agx= 274
nm, Agm= 470 nm) verwendet. Da es sich bei dem Fluoreszenz-Detektor um ein Leihgerit
handelte, wurden vereinzelt auch Messungen mit dem DAD im UV-Bereich durchgefiihrt (A
= 236). Die Messung mit dem Fluoreszenz-Detektor erbrachte eine deutlich hohere Spezifitit
als eine Messung im UV-Bereich, aber die Intensitit des Signals war verglichen mit dem UV-
Signal vergleichsweise niedrig (2.9.5, Abb. 2.3), vermutlich aufgrund einer relativ geringen
Quantenausbeute und eines geringeren Extinktionskoeffizienten von ZON bei A = 274 vergli-
chen mit A = 236 nm (Formel 2.5, Tab. 2.9). TRENHOLM et al. (1984) jedoch berichten, dass
die Fluoreszenz-Methode die empfindlichere ist. Hier fand allerdings auch eine Anregung bei
A = 236 nm statt, was aufgrund einer starken Baseline-Drift im Bereich von ZON in der vor-
liegenden Arbeit nicht moglich war (2.9.5). Bei der Wiederfindungsrate zeigte sich hinsicht-
lich einer Detektion iiber Fluoreszenz oder UV-Detektion (DAD) in Reis-Proben kein klarer
Unterschied (Tab. 3.7), was in der Literatur fiir Reis-Proben bestétigt wird (LLORENZ et al.
2002).

Auch in der Literatur gilt die Analyse von ZON mit HPLC und Fluoreszenz-Detektion als die
gingigste Methode (KRSKA UND JOSEPHS 2001), die in einer Vergleichsstudie von 18 von
insgesamt 28 Labors gewdhlt wurde, gefolgt von ELISA-Test-Verfahren (5 Labors, JOSEPHS
et al. 2001). Als Extraktion wurde von den meisten Labors ein Gemisch aus Aceto-
nitril/Wasser (z. B. 72/25, SCHUHMACHER et al. 1998) gewihlt. Bei der Aufreinigung gilt eine
mehrstufige Flussig/Fliissig-Verteilung (”Ausschiitteln”) als konventionelle Methode, bei der
allerdings groBle Erfahrung und Routine notwendig sind, um eine Zersetzung von ZON wih-
rend einem der Extraktionsschritte in stark alkalischem Milieu zu verhindern. Viele Labors
haben sich daher auf eine einfachere, aber auch kostenintensivere Anwendung von Immuno-

affinititssdulen umgestellt (SCHUHMACHER ef al. 1998, KRSKA UND JOSEPHS 2001).
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4.1.5 Zusammenfassung

Zusammenfassend ist zu sagen, dass trotz jahrelanger intensiver Forschung im Bereich der
Analytik der Fusarium-Mykotoxine noch kein befriedigender Zustand erreicht ist (KRSKA ef
al. 2001). Dies wird am deutlichsten daran, dass in einer 1998 durchgefiihrten internationalen
Vergleichsstudie von insgesamt 28 Labors auch nach Eliminierung der Ausreifler-Werte noch
groBe Unterschiede zwischen den Ergebnissen der Labors fiir eine Messung von Mais- und
Weizen-Proben auftraten, die natiirlich oder kiinstlich mit ZON und DON kontaminiert wor-
den waren. Auch die Varianz zwischen zwei unabhédngig voneinander durchgefiihrten Analy-
sen desselben Labors war zum Teil sehr gro3. Fiir ZON schwankte der Variationskoeffizient
von 28 bis 41 %, fiir DON von 32 bis 38 % (JOSEPHS et al. 2001). In dieser Studie arbeiteten
im Gegensatz zu einem vergleichbaren Versuch (SCHUHMACHER ef al. 1997), bei dem die
Variation geringer war, alle Labors mit ihren eigenen Standards, was eine mogliche Fehler-
quelle ist. AuBBerdem wurde eine Abhingigkeit der Ergebnisse von der verwendeten Methode
festgestellt, wobei die Ergebnisse der ELISA-Verfahren fiir DON signifikant hoher lagen
(JOSEPHS et al. 2001). Eine bessere Vergleichbarkeit und grofere Zuverlédssigkeit der Ergeb-
nisse wire wiinschenswert und konnte durch eine stirkere Standardisierung (Wellenlénge,
Extinktionskoeffizient) und Versorgung mit zertifiziertem Referenzmaterial erreicht werden

(JOSEPHS et al. 2001, KRSKA et al. 2001).

4.2 Taxonomische Einordnung mittels PCR

In der Fusarium-Taxonomie gibt es weitverbreitete Standard-Werke, die Kriterien fiir eine
mikroskopische Bestimmung aufgrund morphologischer Strukturen oder Kultur-
Charakteristika liefern (BOOTH 1971, GERLACH UND NIRENBERG 1982, NELSON et al. 1983,
BURGESS ef al. 1994). Die verwendeten Merkmale beinhalten die Farbung der Kulturen oder
die Auspragung des Myzels, die Wachstumsgeschwindigkeit, die Art, Form und Grofe gebil-
deter Sporen oder sogar den Geruch auf speziellen Medien. Da all diese Merkmale sehr varia-
bel sind und die Beurteilung einiger Kriterien (z.B. Farbe, Geruch) objektiv nur schwer mog-
lich ist, ist die taxonomische Einordnung alleine aufgrund solcher Merkmale mit Unsicherhei-
ten behaftet. Selbst erfahrenen Wissenschaftlern konnen durchaus Fehlbestimmungen unter-
laufen. So galt beispielsweise Microdochium nivale lange als potentieller Trichothecen-

Bildner, da ein F. tricinctum-Isolat falschlicherweise als Microdochium nivale eingeordnet
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worden war (GAMS 1989). Auch ENGELHARDT ef al. (1986) bestimmten ein F. graminearum-

Isolat fdlschlicherweise als F. tricinctum.

Daher ist die Entwicklung anderer taxonomischer Methoden unternommen worden. Eine
computergestiitzte Bildanalyse ermdglichte die zuverldssige Bestimmung von Makrokonidien
(GOTTWALD ef al. 2001). Allerdings waren definierte Kulturbedingungen nétig und es wurden
nur sechs Arten einbezogen. Ein weiterer Ansatz in der Fusarium-Taxonomie ist die Analyse
von Isoenzym-Mustern (ALTOMARE et al. 1997). Mit dieser Methode koénnen sowohl inter-
als auch intraspezifische Vergleiche vorliegender Fusarium-Isolate durchgefiihrt werden, so
wie es auch durch die RAPD-PCR-Technik (random amplified polymorhic DNA-PCR) mog-
lich ist (YLI-MATTILA et al. 1996, NICHOLSON ef al. 1998). Auch eine in dieser Arbeit ver-
wendete PCR-Methode mit artspezifischen Primern wird vielfach angewendet (PARRY UND
NICHOLSON 1996, DOOHAN et al. 1998). Die Stirke einer solchen PCR-basierten Technik
beruht auf der hohen Empfindlichkeit und der hohen Spezifitit. Beides kann durch das ver-
wendete PCR-Protokoll optimiert werden (Anhang A 7). So kénnen auch kleine Verunreini-
gungen in Fusarium-Kulturen erkannt werden, die anhand bloBer Kultur-Charakteristika bei-
spielsweise wegen der starken Dominanz einer Art nicht festgestellt werden konnten. YODER
UND CHRISTIANSON (1998) konnen so sechs Arten der Fusarium-Sektion Discolor unterschei-
den, zu der auch F. culmorum und F. graminearum gehoren. Eine mogliche Fehlerquelle
dieser Technik sind dennoch Kreuzreaktionen mit anderen Arten aufgrund mangelnder Spezi-

fitdt der Primer oder suboptimaler PCR-Bedingungen.

In der vorliegenden Arbeit liegt eine hohe Ubereinstimmung zwischen den morphologisch
bestimmten und mit PCR-Technik analysierten Arten der Isolate vor. Bei den F. graminea-
rum-Isolaten wurde die morphologische Bestimmung oder eine Einordnung mittels Isoenzym-
Muster (LEPSCHY 1998) bestitigt (3.2.2, Abb. 3.10). Lediglich einige Verunreinigungen mit
F. culmorum wurden durch die PCR-Technik deutlich, die vorher nicht festgestellt worden
waren. Hiervon war keines der Einspor-Isolate betroffen. Die drei Isolate 44, 45, 46, die vor-
her allgemein in die Sektion Discolor eingeordnet worden waren, konnten als F. culmorum-

Arten identifiziert werden, wenn auch z. T. mit F. graminearum-Anteilen (Abb. 3.11).

Das PCR-Produkt der Isolate 36, 40, 49 und 50 zeigte eine etwas ldngere Laufstrecke als die
der librigen F. graminearum-Isolate, was fiir ein etwas kiirzeres Fragment spricht (Abb. 3.10).
Da es sich bei den Isolaten 36 und 49 bzw. 40 und 50 um jeweils dasselbe Isolat (vom Ur-

sprung her) handelt, das aber durch verschiedene Bezugsquellen erhalten wurde (Anhang
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A.6), sind letzlich nur zwei Isolate hiervon betroffen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde diese

Beobachtung nicht weiter untersucht.

Es zeigte sich ebenfalls eine sehr leichte falsch-positive Anzeige des Fc-35f/r-Primer-Paares
beim Kontroll-Isolat von F. poae (3.2.2). Dieser Primer wurde in der Literatur als fiir F. cul-
morum spezifisch beschrieben (SCHILLING 1996). Banden auf dem Gel, die eine dhnliche In-
tensitit zeigten, sollten darum nicht tiberinterpretiert werden (Abb. 3.11). Daher wurden die
duBerst schwachen Banden bei den Isolaten 8, 9, 10 und 13 als falsch positiv ignoriert. Auch
die Bande von Isolat 38, die noch gerade als positives Signal akzeptiert wurde (als schwache
Verunreinigung mit F. culmorum) befindet sich am Rande der Auflésung dieser Methode.
Das Signal bei den Isolaten 41 und 42 war auch ziemlich schwach, aber schon deutlich inten-
siver als bei dem F. poae-Kontroll-Isolat, so dass hier allem Anschein nach zurecht von einer
schwachen Verunreinigung gesprochen werden kann, wenn auch unter Kenntnis der Grenzen

dieser Methode.

Einen weiteren Sonderfall stellte das Isolat 51 dar. Schon von den Kultur-Charakteristika
wies es einen anderen Wuchs auf als fur F. graminearum typisch (sehr dichtes, samtiges My-
zel, relativ langsam wachsend mit klar begrenztem Rand auf PDA) und neben ganz wenigen
Makrokonidien, die F. graminearum dhnlich waren, traten in Sporensuspensionen sehr viele
kleine leicht zitronenférmige Konidien auf. Ein Test auf F. poae, eine Art, die tiber solche
Mikrokonidien verfiigt, verlief allerdings negativ (3.2.2), die Verunreinigung mit F. grami-
nearum konnte aber bestétigt werden (Abb. 3.10). Der Test auf F. avenaceum verlief eindeu-
tig positiv. Uberraschend ist jedoch, dass F. avenaceum deutlich lingliche, wenn auch kleine
Mikrokonidien bildet, fast kugelige Formen in dieser Fiille hingegen aber eher untypisch sind.
Eine mogliche Erkldrung wire, dass noch eine weitere nicht detektierte Fusarium-Art in der
Misch-Kultur vorliegt oder aber ein gattungsfremder Pilz als Kontaminante auftritt. Mogli-
cherweise treten bei diesem eigentlich fiir . avenaceum typischen Primerpaar (Fa-f/r, LEES
1995) auch Kreuzreaktionen auf. Fiir ein anderes fiir . avenaceum konstruiertes Primerpaar
wird berichtet, dass eine Unterscheidung zwischen F. avenaceum und F. tricinctum nicht
moglich ist (CHELKOWSKI ef al. 1999). Auch TURNER et al. (1998) erwdhnen dieses Problem.
Also besteht durchaus die Moglichkeit, dass es sich bei Isolat 51 um ein F. tricinctum-Isolat
handelt, da die beobachteten mikroskopischen und morphologischen Merkmale der Kultur
deutlich eher F. tricinctum als F. avenaceum #hneln und offenbar eine groBe genetische Ahn-

lichkeit zwischen diesen beiden Arten besteht (TURNER et al. 1998).
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Mit spezifischen PCR-Techniken ist es nicht nur moglich, Fusarium-Isolate der taxonomi-
schen Art zuzuordnen. Auch an einer Detektion trichothecenbildender Fusarium-Arten wird
seit einiger Zeit gearbeitet (KNOLL ez al. 2000), an einer quantitativen Analyse der DNA
(DOOHAN et al. 1999) und an einer Korrelation zwischen der DNA-Menge trichothecenbil-
dender Fusarium-Arten und der Toxin-Belastung des Getreides, wobei SCHNERR et al. (2002)
deutliche Zusammenhénge fanden. Auch die F. graminearum-Chemotypen des DON-Typ und
des NIV-Typ lassen sich mit spezifischen Primern auf molekularbiologischer Ebene identifi-

zieren (LEE et al. 2001) (siche 4.3.2).

4.3 Toxinproduktion in vitro

Um das Mykotoxinbildungs-Potential eines Fusarium-Isolats zu untersuchen werden {ibli-
cherweise Fermentationsversuche in vitro durchgefiihrt. Die dabei verwendeten Medien sind
je nach Versuchsziel vollsynthetisch (BALDWIN ef al. 1985), halbsynthetisch oder natiirlichen
Ursprungs (GANG et al. 1998), um unter kontrollierten Bedingungen wenigstens durch Wahl

des Substrates den natiirlichen Verhéltnissen moglichst nahe zu kommen.

Untersuchungen haben gezeigt, dass die Menge gebildeter Mykotoxine stark von den Kultur-
bedingungen abhéngt. Hier wéren bei festen Substraten wie verschiedenen Getreidearten die
Temperatur, der Wassergehalt und die Art des Getreides zu nennen (GREENHALGH ef al.
1983), wobei in einer Studie von ENGELHARDT ef al. (1986) auf Reis mehr DON und 3ADON
gebildet wurde als auf Mais oder Hafer. Diese Faktoren spielen auch bei der Lagerung von
Getreide eine wichtige Rolle (HOMDORK ef al. 2000). Auch die Gas-Atmosphére (Partialdruck
von O, und CO,) ist von Bedeutung (GREENHALGH et al. 1983). Bei Fliissigkulturen kommen
weitere Faktoren wie der pH-Wert des Mediums und die Art und Konzentration der Kohlen-
stoff-Quelle hinzu (UENO et al. 1975, MILLER et al. 1983a). Auch zeitabhédngige Temperatur-
schwankungen konnen eine Rolle spielen (RYU UND BULLERMAN 1999), wobei generell eine
Zeitabhingigkeit der Mykotoxinbildung besteht (SCHUSTER et al. 1987). Der Einfluss all die-
ser Parameter kann in Abhéngigkeit vom verwendeten Fusarium-Isolat und untersuchten My-

kotoxin mehr oder weniger stark variieren (ENGELHARDT et al. 1986).

4.3.1 Verlauf der Trichothecenbildung

Unter Vorgabe einer so groflen Variabilitdt erschien eine Untersuchunng des zeitlichen Ver-

laufs der Trichothecenbildung unter kontrollierten in vitro-Verhéltnissen sinnvoll.
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Die Versuche mit vier F. graminearum-Isolaten wurden auf geschrotetem Reis bei konstanten
28 °C und 40 % Substratfeuchte durchgefiihrt. Mehrere Arbeiten bestitigen die Temperatur
(MILLER et al. 1983a) oder auch die anderen Bedingungen als optimal fiir die Trichothecen-
bildung von F. graminearum (GREENHALGH ef al. 1983, ENGELHARDT ef al. 1986). Auflerdem
liefert der nahezu pigmentfreie geschilte Reis reinere Extrakte als andere Getreide-Arten

(GREENHALGH et al. 1983).

In 3.3.1 wurde der Verlauf der Trichothecenbildung ausfiihrlich dargestellt. Abb. 3.13 macht
deutlich, dass das Maximum der ADON-Bildung mit 12 bis 21 Tagen relativ friih liegt. Zu
diesem Zeitpunkt ist der DON-Gehalt (Abb. 3.14) noch relativ niedrig. Eine Zunahme an
DON ist zwar auch schon vor dem Maximum von ADON zu verzeichnen, aber wesentlich
héhere DON-Gehalte werden erst nach Abnahme des ADON-Gehalts erreicht, was sich auch
in dem Quotienten aus ADON- und DON-Gehalt ausdriickt (Abb. 3.15). Dieser Verlauf ist bei
den Isolaten 34, 35 und 37 prinzipiell gleich, spielt sich aber auf einem deutlich unterschiedli-
chen Niveau ab. Isolat 36 bildete iiber den gesamten Zeitraum nur geringe Mengen an
ADON. DON wurde erst ab etwa 21 Tagen in detektierbaren Mengen gebildet, um dann na-

hezu exponentiell zuzunehmen.

Auch aus der Literatur sind dhnliche zeitliche Verldufe fir Fusarium graminearum beschrie-
ben. ENGELHARDT ef al. (1986) beobachten bei zwei F. graminearum-Isolaten sowohl auf
Reis als auch auf Mais und Hafer dieses Muster, wenn auch auf unterschiedlichem Niveau.
Das Maximum fiir ADON wurde hier schon nach etwa 10 Tagen erreicht. Das Niveau lag fiir
ein Isolat mit etwa 950 ppm 3ADON im Maximum (Reis) deutlich iiber den Werten dieser
Arbeit (20 - 140 ppm, Abb. 3.13), das andere Isolat befand sich mit etwa 160 ppm im Bereich
des stiarksten Toxinbildners (Isolat 35). Auch ENGELHARDT et al. (1986) beschreiben eine
starke Zunahme des DON-Gehalts nach dem Maximum des 3ADON-Gehalts. Die Autoren
fiihren diese Beobachtung auf eine enzymatische Umwandlung von 3ADON zu DON zuriick
und bezeichnen 3ADON als Vorldufer-Molekiil. MILLER et al. (1983a) vermuten hier weniger

einen biochemischen als vielmehr einen rein chemischen Prozess.

Interessanterweise handelt es sich bei einem der von ENGELHARDT et al. (1986) verwendeten
F. graminearum-Isolate um Isolat 36, allerdings ohne die hier durchgefiihrte Wirtspassage.
Im Gegensatz zu den Ergebnissen der hier vorliegenden Arbeit werden dort aber auf Reis
ansehnliche Mengen 3ADON produziert (160 ppm). Aber auch hier findet ein sehr starker
Anstieg des DON-Gehalts erst nach etwa 17 Tagen statt. Mogliche Griinde fiir die Unter-

schiede im Trichothecen-Level konnten hier in der Inokulum-GroB3e beider Versuche liegen.
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Wiéhrend bei ENGELHARDT ef al. (1986) 20 g Reis mit 500 pl einer undefinierten Sporensus-
pension inokuliert wurden, wurde in der hier vorliegenden Arbeit fiir 10 g Reis nur 100 pl
einer niedrig konzentrierten Suspension (20000 Sporen/ml) verwendet. Ein Einfluss der feh-
lenden Wirtspassage ist nach den noch zu diskutierenden Ergebnissen aus 3.6 (Abb. 3.31)

nicht zu erwarten.

Die drei Isolate 34, 35 und 37 erreichen die Maxima der ADON-Bildung zu verschiedenen
Zeitpunkten. Hierbei konnte es sich einerseits um eine genetisch bedingte Eigenschaft der
Isolate handeln. Es konnte aber auch daran liegen, dass die Pilzkulturen das Substrat unter-
schiedlich schnell besiedelt und durchwachsen haben, die Kulturen also den physiologischen
Zustand, mit dem das ADON-Maximum einhergeht, zu verschiedenen Zeitpunkten erreicht
haben. So beobachten MILLER et al. (1983a), dass in Fliissigmedium erst nach fast vollstandi-
gem Verbrauch der Glucose-Ressourcen ein nennenswerter Anstieg des ADON-Gehalts er-
folgt. Also scheint durchaus ein Zusammenhang zwischen dem physiologischen Status einer
Fusarium-Kultur und der Toxinbildung zu bestehen. Obwohl die Nahrstoffe auf festem Medi-
um im Uberangebot vorhanden sind, kénnten bei vollstindiger Bewachsung der Oberfliche
Engpésse auftreten oder dadurch, dass die Nahrstoffe nicht so leicht verfiigbar sind wie in
Flussig-Kultur. Generell war der Wechsel der Dominanz von ADON zu DON in den Fliissig-
Kulturen nicht so deutlich ausgepridgt wie auf festen Substraten (MILLER et al. 1983a,
SCHUSTER et al. 1987). Andere Faktoren wie der pH-Wert oder die Sauerstoff-Versorgung der

teils submersen Kulturen diirften hier eine wichtige Rolle spielen (MILLER ef al. 1983a).

Als Zeitpunkt fiir die Probenahme fiir den Screening-Versuch zur Toxinbildung wurde 21
Tage nach Fermentationsbeginn gewdihlt. Betrachtet man die Isolate 34, 35 und 37 (Abb. 3.13
und Abb. 3.14), so waren zu diesem Zeitpunkt ausreichende Konzentrationen beider Toxine

vorhanden.

4.3.2 Screening-Test der Toxinproduktion und Trichothecen-Chemotypen

Die beobachteten Ertrage fiir die Mykotoxinbildung auf Reis nach 21 Tagen bei 28 °C variier-
ten tiber alle positiv getesteten Isolate fiir DON von 0,1 bis 1975 ppm, fiir ADON von 1,2 bis
1139 ppm, fiir NIV (nur drei Isolate) von 3,4 bis 17 ppm, fiir ANIV (auch nur drei Isolate)
von 11,5 bis 47,9 ppm und fiir ZON von 0,69 bis 103 ppm (3.3.2, Abb. 3.16 bis Abb. 3.21).

Auch in der Literatur wird sowohl fiir F. graminearum- als auch F. culmorum-Isolate eine

hohe quantitative Variabilitit im Toxinbildungspotential bescheinigt. Allerdings variiert der
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Level der Toxinbildung in den einzelnen Arbeiten betrdchtlich, was vermutlich durch ver-
schiedene Substrate, Kulturbedingungen und Kulturdauer oder auch die regionale Herkunft
der Isolate verursacht wird. SYDENHAM et al. (1991, Studafrika) konnten fiir F. graminearum
auf Mais (25 °C, 21 Tage), 5 ppm bis 165 ppm DON nachweisen (9 Isolate) und 3 ppm bis 40
ppm NIV (3 Isolate). Bei SEO ef al. (1996, Korea) wurden auf Reis (25 °C, 28 Tage) mit 0,1
ppm bis 1940 ppm Werte fiir DON gefunden, die gut mit denen aus Abb. 3.16 {ibereinstim-
men (26 Isolate). Bei den Isolaten dieser Arbeit traten andererseits sehr starke NIV- und
ANIV-Bildung auf (0,1 bis 833 ppm bzw. 0,1 bis 207 ppm). Die Variationsbreite fir ZON
betrug hier 0,3 bis 1339 ppm. Dieser Wert stimmt von der GréBenordnung durchaus mit den
Ergebnissen aus Abb. 3.20 {iberein, wenn die niedrige Wiederfindungsrate fiir ZON von unter

10 % beriicksichtigt wird.

ENGELHARDT et al. (1986) haben in ihrer Arbeit die Isolate 40/50 und 32/49 untersucht, die
dort die Bezeichnung DSM 4528 bzw. DSM 4527 trugen (siche Anhang A.6). Auch in dieser
Studie ist Isolat 40/50 ein sehr starker Toxinbildner, 32/49 der deutlich schwichere (Abb.
3.21). Allerdings ist die Toxinbildung von 32/49 dort doch deutlich stirker als in Abb. 3.21,
wo fast gar keine Mykotoxine auftreten, obwohl in beiden Arbeiten unter nahezu identischen
Bedingungen gearbeitet wurde. ENGELHARDT et al. (1986) verwendeten jedoch eine undefi-
nierte Inokulum-Menge (s.0.). Die Isolate 40/50 und 32/49 unterscheiden sich jeweils nur in
der Bezugsquelle, der Ursprung ist derselbe. Da die Toxinwerte (Abb. 3.21) jeweils recht
dhnlich sind, scheint sich auch langere Laborhaltung unter verschiedenen Bedingungen kaum

auf das Toxinbildungspotential eines F. graminearum-Isolats auszuwirken.

Die Abb. 3.22 macht deutlich, dass offensichtlich eine enge Korrelation zwischen der Bildung
von DON und ADON besteht, ZON aber unabhédngig davon gebildet wird. Eine enge Korrela-
tion von 3ADON und DON in vitro wird von MUTHOMI et al. (2000) bestitigt. ZON wird
iiber den Acetat-Malonat-Weg (Polyketid) synthetisiert, die Trichothecene aber als Sesquiter-
pene iiber den Acetat Mevalonat-Weg. Alleine schon aus diesem Grund ist eine enge Korrela-
tion zwischen diesen beiden Sekundirmetaboliten nicht unbedingt zu erwarten. Auffillig sind
die ADON-Werte einiger Isolate (5, 27, 42, 43), die deutlich hoher liegen als die von Isolaten
vergleichbarer DON-Bildung (Abb. 3.21). Wie schon fiir den Verlauf der Trichothecenbil-
dung beschrieben ist es durchaus denkbar, dass sich die Kulturen dieser Isolate in einem an-
deren physiologischen Zustand befinden. Dies gilt insbesondere fiir die beiden Misch-Isolate

42 und 43.
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Fir F. graminearum wird in der Literatur eine ausgesprochene Chemotypen-Bildung be-
schrieben, die auch bei den hier verwendeten Isolaten gut zu beobachten war (Abb. 3.21). Die
mit Abstand meisten Isolate gehorten dem DON-Typ an, nur drei der insgesamt 47 Fusarium-
Isolate dem NIV-Typ, davon nur ein F. graminearum-Isolat, das zudem noch eine leichte

Verunreinigung mit F. culmorum aufwies.

MILLER et al. (1991) klassifizieren diese Chemotypen als Chemotyp I (DON-Bildner) und
Chemotyp II (NIV-Bildner). Chemotyp I wird hierbei noch in Ia (DON und 3ADON) und Ib
(DON und 15ADON) unterteilt, wobei offenbar Typ la eher fiir Europa und Asien typisch ist,
Typ Ib eher fiir Nord- und Siidamerika. Auch das Vorkommen der DON- und NIV-Bildner ist
weltweit ungleichméBig verteilt (BOTTALICO UND PERRONE 2002). Der erste klare Beweis
dafiir, dass diese Chemotypen-Bildung zwischen DON- und NIV-Chemotyp genetisch be-
dingt ist, konnte durch LEE et al. (2002) erbracht werden. Allerdings spricht einiges dafiir,
dass die Trennung zwischen den Chemotypen nicht immer eine Ja/Nein-Entscheidung ist. So
berichten mehrere Arbeitsgruppen von F. graminearum Einspor-Isolaten, die sowohl DON
als auch NIV bilden kénnen (SUGIURA et al. 1990, SEO et al. 1996). AuBBerdem konnen einige
F. graminearum-Isolate 3ADON und 15ADON produzieren (MIEDANER ef al. 2000).

Auch in der hier vorliegenden Arbeit wurden bei den DON-Chemotypen regelmifig kleinere
Detektor-Signale mit dhnlicher Retentionszeit wie NIV oder ANIV beobachtet, die allerdings
nicht eindeutig als diese Toxine identifiziert werden konnten. Beispielsweise die Isolate 40,
50 und 54 zeigten ein deutliches Signal bei ANIV. Da es sich bei diesen Isolaten auch insge-
samt um starke Toxinbildner handelt, wére denkbar, dass Gene oder Enzyme zur Bildung der
NIV-Trichothecene in den DON-Bildnern zwar relativ gesehen auf eine sehr schwache Rest-
aktivitdt reguliert sind, aber bei insgesamt sehr aktiven Isolaten absolut gesehen doch deutli-

che Mengen an NIV-Trichothecenen bilden.

Charakteristische Chromatogramme der verschiedenen Chemotypen sind in Abb. 3.23 darge-
stellt. Besonders interessant sind solche Detektor-Signale, die in allen oder einigen der fer-
mentierten Reisproben, aber nicht im Kontroll-Ansatz auftreten. Bei solchen Peaks handelt es
sich mit hoher Wahrscheinlichkeit um weitere Sekunddrmetabolite der Fusarium-Isolate, e-
ventuell sogar um Mykotoxine. Aus der Literatur sind fiir F. graminearum und F. culmorum
viele solcher Neben-Metabolite bekannt. Als wichtigste zu erwidhnen sind hier Culmorin, die
Apotrichothecene, Epiapotrichothecene, Sambucinol, Isotrichodermol, Butenolid und Calo-
nectrine sowie ggf. deren jeweilige oxygenierte Derivate (GREENHALGH ef al. 1986, PINEIRO

et al. 1996, MILLER UND MACKENZIE 2000, LANGSETH ef al. 2000). Dariiber hinaus kénnen
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noch B-Typ- Trichothecene auftreten, die in ihrer Substitution von den tiblichen abweichen,

beispielsweise 3,15-Diacetyl-DON oder 4,7-Dideoxynivalenol (PINEIRO et al. 1996).

4.4 Aggressivititstest und Korrelation zur Toxinproduktion in vitro

In einem Test an jungen Weizenpflanzen wurde die Aggressivitéit der auf ihr Toxinbildungs-
Vermogen getesteten Fusarium-Isolate untersucht, der wie unter 2.6 beschrieben mit einer
kiinstlichen Verletzung an der Sprossbasis von sieben Tage alten Keimlingen durchgefiihrt
wurde. Die Bonitur der Symptome erfolgte dann nach sieben Tagen. Nur wenige Fusarium-
Isolate fallen durch besonders hohe oder geringe Aggressivitit auf (Abb. 3.26 - Abb. 3.28).
Die Bonitur-Parameter Verbradunungsldnge und Stdngelumfassung zeigen eine sehr enge Kor-
relation (Abb. 3.29). Dies zeigt, dass sich das Myzel nach Inokulation der Sprossbasis bei
allen Isolaten sehr dhnlich ausbreitet, was das Verhéltnis zwischen vertikalem und horizonta-
lem Wachstum betrifft. Anscheinend ist die Aggressivitdt von F. graminearum an der Spross-
basis nicht gewebespezifisch. Dies deckt sich mit Aussagen von MIEDANER ef al. (1997),
nach denen die Aggressivitidt von F. cu/morum nahezu unabhidngig von Infektionsstadium,

infiziertem Organ oder Umwelt ist.

In der Literatur wurden hiufig Biotests im Zusammenhang mit der Aggressivitit von Fusari-
um durchgefiihrt, deren Néhe zu den in vivo-Verhiltnissen des komplexen Wirt/Parasit-
Systems stark variieren. In einigen Tests wird mit den Mykotoxinen alleine gearbeitet, wobei
es sich dann um klassische Phytotoxizitétstests handelt. VURRO UND ELLIS (1997) testen die
Wirkung von ANIV auf Zellkulturen der Pappel, BRUINS ef al. (1993) untersuchen, wie sich
DON auf Kallus-Gewebe, Koleoptilen-Abschnitte oder Keimlinge von Weizen auswirkt. Sol-
che Tests dienen meist der Suche nach einfachen Testverfahren fiir die Selektion resistenter
Getreide-Genotypen in der Pflanzenziichtung. Aggressivititstests im eigentlichen Sinne be-
dienen sich beispielsweise der Kulturfiltrate von Fusarium-Isolaten verschiedener Toxinbil-
dung, so dass hier nicht nur bestimmte Metabolite, sondern das gesamte Spektrum gebildeter

Sekundarstoffwechselprodukte mit in den Test einflieen kann (LANGSETH et al. 1997).

In einem Biotest, bei dem abgeschnittene Primérblitter von Weizen mit einem Tropfen Spo-
rensuspension verschiedener F. culmorum-Isolate inkubiert wurden, konnte kein Zusammen-
hang zwischen der Aggressivitit der verwendeten Isolate in diesem Test und ihrer Toxinbil-
dung in vitro hergestellt werden (MUTHOMI et al. 2000). Andere Autoren arbeiten zu Lasten

der Einfachheit, aber zugunsten der Natiirlichkeit des Systems nicht nur mit den zu untersu-
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chenden Pathogenen sondern auch mit intakten jungen Getreidepflanzen. MIEDANER UND
SCHILLING (1996) beschreiben einen Test, bei dem das Inokulum als Sporensuspension in den
oberen Bereich des Substrates (Vermiculit) von Pflanztopfen eingearbeitet wird. Bei MANKA
et al. (1985) produzierten die an jungen Weizen-Pflanzen aggressiveren Isolate von F. culmo-
rum und F. graminearum in vitro auch betrdchtliche Mengen an ZON, DON und 3ADON.
Einige Isolate waren aber hoch aggressiv und bildeten kein oder nur sehr wenig DON,
3ADON oder ZON. Die Korner wurden hierbei in Topfen ausgesit, in denen mit F. culmorum
bewachsene Agarscheiben lagen. LOGRIECO ef al. (1990) konnten unter Verwendung dersel-
ben Methode (CHELKOWSKI UND MANKA 1983) und unter Beriicksichtigung der Bildung von
ZON, DON, 3ADON, 15ADON, NIV und ANIV fiir 9 untersuchte F. graminearum-Isolate

keine klaren Zusammenhénge zwischen Aggressivitit und Toxinbildung in vitro zeigen.

Auch in der vorliegenden Arbeit konnte zwischen der Toxinbildung in vitro und der Aggres-
sivitdt der Fusarium-Isolate kein Zusammenhang hergestellt werden (3.5, Tab. 3.11, Abb.

3.30). Hierfiir gibt es mehrere mogliche Ursachen.

Die erste Moglichkeit ist, dass tatsdchlich nicht einmal ein geringer Zusammenhang zwischen
Aggressivitdt und Toxinbildung besteht. Dies stiinde aber im Gegensatz zu vielen aus der
Literatur bekannten Ergebnissen (HARRIS ef al. 1999, MESTERHAZY 2002), so dass auch ande-

re mogliche Ursachen zumindest in Betracht zu ziehen sind.

Eine solche zweite Erklarung wére, dass die Fusarium-Isolate sicher nicht nur DON, ADON,
NIV, ANIV und ZON als toxische Metabolite bilden. Wie schon unter 4.3 erldutert, ist das
Spektrum an potentiellen Aggressivitdtsfaktoren gro3 (GREENHALGH ef al. 1986, PINEIRO et
al. 1996, MILLER UND MACKENZIE 2000, LANGSETH ef al. 2000) und fiir viele von ihnen, bei-
spielsweise Butenolid, Culmorin oder Dihydroxycalonectrin, wurde die Phytotoxizitdt nach-
gewiesen (WANG UND MILLER 1988). Weiterhin ist bekannt, dass verschiedene gemeinsam
auftretende Mykotoxine Wechselwirkungen zeigen konnen (TAJIMA et al. 2002) und nicht nur
additive, sondern auch synergistische phytotoxische Effekte besitzen koénnen (MCLEAN
1996a). Dieses Argument wird allerdings dadurch etwas geschwécht, dass auch in anderen
Arbeiten (mit F. culmorum), die nur DON in die Untersuchung einbeziehen, ein eindeutiger
Zusammenhang zwischen Aggressivitdt und DON-Bildung nachzuweisen ist (HESTBJERG ef
al. 2002).

Eine dritte Moglichkeit ist, dass entweder der Aggressivitétstest den Verhéltnissen im natiirli-
chen Pathosystem nicht nahe genug kommt oder die Toxinbildung in vitro nicht den in vivo-

Verhiltnissen entspricht bzw. eine Kombination aus beiden Problemen vorliegt. In diesem
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Aggressivititstest (2.6) werden im Vergleich zu vielen anderen Systemen (z.B. MUTHOMI et
al. 2000) vollstandige und intakte Pflanzen des natiirlichen Wirtes verwendet. Auch die Art
der Inokulation mittels kiinstlicher Verwundung durch einen in Sporensuspension getauchten
Zahnstocher erscheint durchaus angemessen, da Vorversuche zeigten, dass eine Inokulation
intakten Blattgewebes praktisch nicht moglich ist. Aulerdem war der potentielle Aggressivi-
tatsfaktor, dem hier das Hauptinteresse galt, schlieSlich die Toxinbildung und nicht die Akti-
vitdt von Cutinasen oder von pektinolytischen Enzymen, die am Eindringen des Pathogens in
den Wirt beteiligt sein konnten (PRITSCH et al. 2000, KANG UND BUCHENAUER 2002,
WANYOIKE et al. 2002) und deren Einfluss eine kiinstliche Verwundung verschleiern wiirde.
Die mogliche Funktion von DON als Aggressivitdtsfaktor scheint vielmehr darin zu bestehen,
das Gewebe des Wirts durch die phytotoxische Wirkung fiir eine Besiedlung des Pathogens
vorzubereiten (SNIJDERS UND KRECHTING 1992). Eine Verlagerung von DON oder 3ADON in
noch nicht von F. culmorum besiedeltes Gewebe konnten auch KANG UND BUCHENAUER
(1999) zeigen. Auf eine grofe Bedeutung von DON fiir die Ausbreitung im Wirt weisen auch
die Ergebnisse von BAI ef al. (2001) hin. Eine transgene Defektmutante von F. graminearum
kann Weizenidhren zwar noch infizieren, breitet sich von einem infizierten Ahrchen aber nicht
mehr zum benachbarten Ahrchen aus. Auch die Beobachtung, dass durch ANIV - wenn auch
an einer Pappel-Zellkultur - die Induktion der Phenylalanin-Ammonium-Lyase gehemmt
wird, einem Enzym, das durch seine Schliisselfunktion im Phenylpropan-Stoffwechsel eine
wichtige Rolle in den Abwehrreaktionen der Pflanze spielt, spricht dafiir, dass die Trichothe-

cene die Ausbreitung im Wirt entscheidend mit bestimmen (VURRO UND ELLIS 1997).

Einen weiteren Hinweis darauf, dass DON eher an der Kolonisation des Wirtsgewebes als an
den ersten Schritten der Pathogenese beteiligt ist, liefern die Ergebnisse aus Abb. 3.26 bis
3.28 und Tab. 3.11. Schon im Ergebnisteil wurde auf das Problem der Nullwerte im Aggres-
sivitdtstest im Zusammenhang mit der Befallshdufigkeit hingewiesen (3.4 und 3.5). Diese
Nullwerte reprisentieren Pflanzen, bei denen die Inokulation nicht erfolgreich war. Ein Mal3
dafiir ist die Befallshaufigkeit (Abb. 3.17), bei der auch zwischen den Isolaten deutliche Un-
terschiede auftreten. Die Darstellung der Ergebnisse ohne Nullwerte scheint daher die bessere
Art zu sein, da bei einer Darstellung der Ergebnisse mit Nullwerten verschiedene Informatio-
nen vermischt werden, und zwar die Fahigkeit eines Isolats, sich generell auf dem Wirt zu
etablieren (erfolgreiche Inokulation) und andererseits die Féhigkeit, sich im Wirt auszubrei-
ten. Wenn nun der Einfluss von DON fiir diese zweite Fahigkeit von Bedeutung ist, dann

miisste die Korrelation zwischen DON und den Befallsparametern ohne Nullwerte (Nr. 9 und
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10 in Tab. 3.11) hoher sein als zu den Parametern mit Nullwerten (Nr. 6, 7 in Tab. 3.11) oder
gar der Befallshdufigkeit (Nr. 8 in Tab. 3.11). Dies ist zumindest tendenziell der Fall.

Offenbar konnen Faktoren also auch nur fiir bestimmte Phasen der Pathogenese einen Ein-
fluss auf die Aggressivitit haben. Eine Unterteilung in Aggressivitit Typ I (erste Besiedlung)
und Typ II (Ausbreitung im Wirt) mit ihren jeweiligen Aggressivitdtsfaktoren analog zu den
verschiedenen Resistenztypen (SCHROEDER UND CHRISTENSEN 1963) gegen Ahren-Fusariosen
wire daher zu erwigen. Dennoch konnte keine gute Ubereinstimmung zwischen der Aggres-
sivitit der Isolate 34, 35, 36 und 37 im Aggressivititstest und in der Ahren-Inokulation ge-
funden werden, wie ein Vergleich der Abb. 3.32 und 3.44 zeigt. Isolat 36 besitzt zwar in bei-
den Systemen die schwichste Aggressivitit, aber das in der Ahren-Inokulation sehr stark ag-
gressive Isolat 37 ist im Aggressivititstest das zweitschwéchste. SIDOROV et al. (1998) fithren
ins Feld, dass eine Inokulation mit Konidien oder Ascosporen von F. graminearum an Wei-
zen-Ahren zwar dieselbe Symptomausprigung hervorruft (bestitigt durch STACK 1989), aber
die DON-Akkumulation im Falle einer Inokulation mit Ascosporen deutlich héher ist. Doch
auch dies kann die niedrige Korrelation zwischen Aggressivitidt und Toxinbildung in vitro
nicht erklédren, da erstens nur die Symptome und nicht der DON-Gehalt als Parameter fiir die
Aggressivitit herangezogen wurden und zweitens nur bei zwei Isolaten Ascosporen im Inoku-

lum beobachtet wurden (Isolate 1 und 17).

Die Informationen zur Ubertragbarkeit der Toxinbildung in vitro auf die in vivo-Bedingungen
sind nicht ganz eindeutig. Wihrend sich die meisten Autoren einig sind, dass eine qualitative
Ubertragbarkeit gegeben ist (ATANASSOV ef al. 1994, GANG et al. 1998), sind die Meinungen
in Hinblick auf die Toxinbildungs-Quantitit nicht ganz so eindeutig. Bei ATANASSOV ef al.
(1994) ist bei verschiedenen Fusarium-Arten ein quantitativer Zusammenhang zwischen To-
xinbildung in vitro und in vivo nicht fiir alle Isolate gegeben. MUTHOMI ef al. konnten einen
signifikanten Zusammenhang zwischen der Menge der DON- bzw. NIV-Produktion fiir F.
culmorum-Isolate in vitro und in vivo feststellen (2000), nicht aber fiir F. graminearum-
Isolate in einer folgenden Arbeit (2002a). AuBlerdem wurde hier die acetylierte Form von
DON (15ADON) nur in vitro detektiert. Das konnte aber daran liegen, dass die in vivo-Proben
erst zur Ernte untersucht wurden. Wenn ADON jedoch wie oben ausfiihrlich diskutiert (4.3)
nur in frithen Stadien der Kultur gebildet wird, dann konnte in den Koérnern schon alles
I5ADON zu DON umgewandelt worden sein. Auch bei GANG et al. (1998) trat kein qualita-
tiver Zusammenhang zwischen in vitro- und in vivo-Toxinproduktion auf. Ein Grund fiir diese

offenbar in den meisten Fillen fehlende Korrelation konnte sein, dass in vivo - sei es im
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Keimlingstest oder im Feld auf der Ahre - stets noch andere eventuell antagonistische, in
jedem Fall aber konkurrierende Mikroorganismen vorkommen. Einen Einfluss
antagonistischer Organismen auf die Trichothecenproduktion von F. graminearum konnten

COONEY et al. (2001) belegen.

Ein Vergleich der Abb. 3.31 und 3.46 bringt fiir die Isolate 34, 35, 36 und 37 auch kein klares
Ergebnis, was den Zusammenhang zwischen der DON-Produktion in vitro und in vivo betrifft.
Isolat 36 bildete zwar in beiden Féllen am wenigsten DON, aber wihrend die DON-Mengen
der drei tibrigen Isolate 34, 35 und 37 in vitro starke Unterschiede aufwiesen, lagen die DON-
Werte in den Versuchen zur Ahren-Inokulation relativ dicht beieinander. Signifikante
Unterschiede traten zwischen diesen Isolaten zu keinem Zeitpunkt auf. Lediglich schien Isolat

34 auch in vivo von diesen drei Isolaten der schwichste DON-Bildner zu sein.

Es ist also wahrscheinlich, dass der Grund fiir die fehlende Korrelation zwischen Ergebnissen
zur Toxinbildung in vitro und denen des Aggressivititstests auf der mangelnden
Ubertragbarkeit der in vitro- auf die in vivo-Verhiltnisse beruht. Vergleichbare
Beobachtungen machen GILBERT ef al. (2001). Wiinschenswert wére ein Test, in dem -
dhnlich wie in den Ahren-Inokulationen - fiir eine groBe Zahl von Fusarium-Isolaten die

Aggressivitdt und die Toxinproduktion parallel gemessen werden.

Wegweisend ist in dieser Hinsicht die Arbeit von HESTBJERG et al. (2002). Dort wurden
Gersten-Korner mit einer Sporen-Suspension verschiedener F. culmorum-Isolate inokuliert
und nach sieben Tagen die Symptome bonitiert und der DON-Gehalt genau dieser Proben
gemessen. Fiir die 15 Isolate ergab sich eine deutliche signifikante Korrelation zwischen
DON-Gehalt und Aggressivitdt. Zwei Ausreiler-Isolate wurden spéter als NIV-Bildner
identifiziert.

4.5 Einfluss einer Wirtspassage auf Toxinproduktion und Aggressivitiit

Mit den vier Isolaten 30, 31, 32 und 33 wurde zu Beginn der Versuche eine Wirtspassage
durchgefiihrt. Eine Wirtspassage dient im allgemeinen der Wiederherstellung der natiirlichen
Aggressivitit eines Krankheitserregers, der lange unter Laborbedingungen gehalten wurde und
dadurch an Aggressivitit eingebiifit haben konnte. Obwohl dieses Verfahren weit verbreitet ist,
wurde dieses in der phytopathologischen Literatur nur spirlich dokumentiert (AWUAH UND
LORBEER 1988, BEDI 1994). Da diese vier Isolate zu verschiedenen Zeitpunkten isoliert
wurden (siehe Anhang A.6), aber viele gemeinsame Versuche mit ihnen durchgefiihrt werden

sollten, erschien eine solche Maflnahme sinnvoll, um einen gemeinsamen Ausgangszustand
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zu regenerieren. Tatsdchlich konnte die Aggressivitét aller vier Isolate durch die Wirtspassage
teilweise signifikant erhoht werden (Abb. 3.32). Die Toxinbildung zeigte nach der Wirtspas-
sage teils auch signifikante Unterschiede, aber ein gemeinsamer Trend lieB sich weder fiir

DON, ADON noch ZON erkennen (Abb. 3.31).

In der Literatur werden Vertreter der Gattung Fusarium als sehr variabel beschrieben
(SCHNEIDER 1958, KALE UND BENNETT 1992). SCHNEIDER (1958) beschreibt schon zur dama-
ligen Zeit lange bekannte Kultur-Varianten von Fusarium (hier F. avenaceum), deren Auftre-
ten im Labor zwar regelméBig beobachtet wird, fiir das aber bis heute keine befriedigende
Erklarung gefunden ist. Solche Entwicklungen sollen beispielsweise durch bestimmte Licht-
Verhiltnisse gefordert werden (AWUAH UND LORBEER 1989), durch hiufige Subkultur auf
ndhrstoffreichen Medien (BURGESS ef al. 1994) und durch Subkultur durch Massentransfer
des Myzels. Die Kultur-Varianten weichen sowohl morphologisch als auch physiologisch
vom Wildtyp ab und werden meist als degenerierte Formen verstanden (BURGESS et al. 1994).
SCHNEIDER (1958) und BURGESS ef al. (1994) unterscheiden zwischen dem Pionnotes-Typ
und dem Luftmyzel-Typ. Beide Typen zeigen ein verlangsamtes Wachstum. Der Pionnotes-
Typ wichst sehr flach und bildet kein Luftmyzel, wahrend der Luftmyzeltyp meist farbloses
Luftmyzel zeigt (BURGESS et al. 1994). Beide Typen bilden reichlich Konidien in Sporodo-
chien (SCHNEIDER 1958). O'DONNELL ef al. (1998) berichten fiir F. venenatum auch von de-
generierten Varianten, die keine Konidien bildeten. LIN ez al. (1988) bezeichnen fiir F. o-
xysporum f.sp. pisi den Pionnotes-Typ als die irreversible Endphase einer degenerativen Ent-
wicklung. Die Aggressivitit degenerierter Stimme soll laut Literatur reduziert sein oder ganz
fehlen, was fiir F. avenaceum (SCHNEIDER et al. 1958), F. oxysporum f.sp. apii (AWUAH UND
LORBEER 1988) und f.sp. pisi (LIN et al. 1988) und Fusarium allgemein (BURGESS et al.
1994) beschrieben wurde. OSWALD (1949) konnte dies fiir F. graminearum und andere Fusa-
rium-Arten an Weizenkeimlingen feststellen. Hinsichtlich der Trichothecenbildung werden
fiir F. compactum und F. acuminatum subssp. armeniacum keine Unterschiede zum Wildtyp
beschrieben, wohl aber eine reduzierte ZON-Bildung von F. graminearum bei mutagen
erzeugten Varianten (DUNCAN UND BU’Lock 1985). Beide Kultur-Varianten von F.
oxysporum f.sp. apii konnten durch eine Wirtspassage nicht wieder zum Wildtyp regeneriert

werden (AWUAH UND LORBEER 1988)

Unklar bei dieser Fiille von teils widerspriichlichen Informationen ist allerdings, inwieweit
sich dies Konzept von moglicherweise degenerierten Kultur-Varianten uneingeschrankt auf F.

graminearum als Weizen-Pathogen iibertragen ldsst. Dennoch wurde im Aggressivitdtstest
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sicherheitshalber dafiir Sorge getragen, dass spontan auftretende anormal pigmentierte Kultu-
ren mit Ahnlichkeit zum Pionnotes-Typ wenn moglich verworfen wurden, oder aber innerhalb
eines Versuches von allen Isolaten ein gleicher Anteil solcher Kulturen verwendet wurde. Bei
den Subkulturen wurde darauf geachtet, dass nahrstoffreiche Medien wo immer moglich ver-
mieden wurden, um die Chance fiir die Bildung von Kultur-Varianten zu minimieren. Den-
noch traten auch nach der Wirtspassage bei den in den Ahren-Inokulationen untersuchten
Isolaten vor allem bei Isolat 34 und 35 Kultur-Varianten auf, bei denen eine Ahnlichkeit zum
Pionnotes-Typ nicht ausgeschlossen werden konnte. Isolat 36 wiederum zeigte nur geringe
Sporulation. Trotz der Wirtspassage ist ein altersbedingter Fitnessverlust bei diesem Isolat
nicht gidnzlich auszuschlieen. Bei allen vier Isolaten war aber eine deutliche Aggressivitit
vorhanden, die wie oben beschrieben durch die Wirtspassage sogar noch gesteigert werden

konnte.

4.6 Ahren-Inokulationen

In den Ahren-Inokulationen wurde unter kontrollierten Bedingungen mit den F. graminea-
rum-Isolaten 34, 35, 36 und 37 gearbeitet. Da der Einfluss von Umweltfaktoren bei den Ah-
renfusariosen nicht zu unterschitzen ist, konnten auf diese Weise alle Versuche unter ver-
gleichbaren Bedingungen durchgefiihrt werden und so der Einfluss der gewollt variierten Fak-
toren untersucht werden. AuBerdem konnte eine Uberlagerung der kiinstlichen Inokulation
durch eine natiirliche Fusarium-Infektion vermieden werden und fortlaufende Versuche un-
abhingig von der Vegetationsperiode waren moglich. Die Ahrenversuche 1 bis 3 werden im

folgenden gemeinsam diskutiert.

4.6.1 Verlauf des Befalls und des DON-Gehalts

Vier der interessantesten Aspekte sollen an dieser Stelle hervorgehoben werden. Erstens der
fritheste Zeitpunkt erkennbarer Symptome und detektierbarer DON-Mengen, zweitens die
Unterschiede zwischen den Isolaten, drittens die Entwicklung des DON-Gehalts am Ende der
Vegetation und viertens wird auf die Auswirkung einer F. graminearum-Inokulation auf Ern-

te-Parameter eingegangen.

Die ersten Symptome konnten drei Tage (Versuch 3) bzw. vier Tage (Versuch 1 und 2) nach
Inokulation bei allen Isolaten festgestellt werden (Abb. 3.34, 3.38, 3.44). Meist traten diese

Symptome in Form relativ leicht verbraunter Spelzenrdnder oder aber schon als die charakte-
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ristischen meist relativ scharf begrenzten Verbrdunungen mitten auf den Spelzen auf. Beson-
ders dann, wenn die Symptome den zuerst beschriebenen Charakter hatten, war die Bonitur
solcher schwacher oder beginnender Symptome ein kritischer Punkt, da oft nur schwer ent-
schieden werden konnte, ab wann eine minimale Verbrdunung als Symptom zu werten war.
Der fritheste Zeitpunkt, zu dem geringe Mengen DON nachgewiesen werden konnten, war
ebenfalls drei Tage nach Inokulation in Versuch 3. Leider war dieser Probetermin durch den
Verlust mehrerer Proben nicht auswertbar, aber Einzelwerte fiir alle vier Isolate zeigten einen
DON-Gehalt von etwa 10 ppm. In den anderen Versuchen erfolgte die erste Beprobung der
Ahren erst nach sieben Tagen, so dass hier ein dhnlich friihes Auftreten von DON versuchs-
bedingt nicht nachgewiesen werden konnte, aber aufgrund der &hnlich frithen Symptomaus-

pragung nach vier Tagen durchaus zu erwarten ist.

Sowohl fiir das erste Auftreten von Symptomen als auch die erste Nachweisbarkeit von DON
sind aus der Literatur dhnliche Werte bekannt. Konidien von F. graminearum oder F. culmo-
rum keimen nach 6-12 Stunden auf der Oberfliche der Weizendhrchen (PRITSCH et al. 2000,
KANG UND BUCHENAUER 2002) und verzweigen sich reichlich, ehe sie nach etwa 36 Stunden
die Epidermis penetrieren (F. culmorum, KANG UND BUCHENAUER 1999). F. graminearum
bildet 24 bis 36 Stunden nach Inokulation Infektionshypen (WANYOIKE et al. 2002). Auch
von einem subcuticuldren Wachstum von F. graminearum wéhrend dieser frithen Phase und
einem Eindringen tiber die Stomata nach 48 Stunden bis 72 Stunden wird berichtet (PRITSCH
et al. 2000). Ein solches subcuticuldres Wachstum konnte das auf der Oberfldche sonst eher
ungeschiitzte Myzel vor Austrocknung schiitzen. Nach 36 Stunden konnten KANG UND
BUCHENAUER (1999) DON und 3ADON in Parenchymzellen des Wirts und noch deutlicher in
Epidermiszellen feststellen, vor allem in der Epidermis-Zellwand in direkter Ndhe der Pe-
netrationshyphe (Immunogold-Markierung). EVANS et al. (2000) stellten die Anwesenheit
von DON und 15ADON bei einer F. graminearum-Inokulation von Gerste ebenfalls nach 36
Stunden bis 48 Stunden fest, MIROCHA et al. (1997) bei Weizen nach 48 Stunden. Der bisher
fritheste Nachweis von DON in planta gelang CHEN ef al. (1996) in verschiedenen Weizen-
Sorten 24 Stunden nach einer Inokulation mit F. graminearum. Nach zwei Tagen beobachte-
ten KANG UND BUCHENAUER (1999) erstes interzelluldres Wachstum von F. cul/morum und in
benachbarten Wirtszellen war DON und ADON zu detektieren. Zu diesem Zeitpunkt konnten
PRITSCH et al. (2000) bei F. graminearum bereits intrazelluldre Besiedlung der Epidermis und
des Parenchyms feststellen. Nach drei Tagen werden die ersten makroskopischen Symptome
(Verbraunungen) sichtbar und auch KANG UND BUCHENAUER (1999) konnen intrazellulédres

Wachstum nachweisen. Von den kiinstlich inokulierten Ahrchen ausgehend erreicht das My-
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zel von F. culmorum nach vier bis sechs Tagen die Ahrenspindel (KANG UND BUCHENAUER
1999) und besiedelt das Leitgewebe (Xylem und Phloem). Nach 10 Tagen konnte auch in
unbesiedeltem Leitgewebe 3 Spindelstufen ober- und unterhalb der Infektionsstelle DON und
3ADON im Phloem und Xylem (nur oberhalb) festgestellt werden. Auch die jungen Koérner
oberhalb der Infektionsstelle enthielten wenig Mykotoxine. Eine solche Verlagerung des My-
kotoxins wurde auch von SNIJDERS UND KRECHTING (1992) vermutet. MIROCHA et al. (1997)

konnten dies nicht nachweisen.

SAVARD et al. (2000) stellen fest, dass DON nach einer Einzeldhrchen-Inokulation an Weizen
mit F. graminearum deutlich starker akropetal als basipetal verlagert wird. Das spricht dafiir,
dass die Verlagerung hauptsichlich {iber Massentransport mit dem Xylemstrom erfolgt. Wei-
terhin war der DON-Gehalt der Spindel und der Spelzen in dieser Arbeit mit 1000 ppm bis
1200 ppm etwa doppelt so hoch wie der der Korner. Diese Beobachtung deckt sich relativ
gesehen gut mit den Ergebnissen aus Abb. 3.53, in der die Maximalwerte fiir die Korner etwa
140 ppm betragen, fiir die Spindel und die Spelzen etwa 270 ppm. Andere Arbeitsgruppen
beobachten ebenfalls deutliche Unterschiede im DON-Gehalt einzelner Ahrenpartien.
SNIUDERS UND KRECHTING (1992) stellten fest, dass der DON-Gehalt der Spelzen nur gering-
fiigig hoher war als der der Korner, dass aber die Besiedlung der Korner deutlich niedriger
war. Daher vermuten sie die Verlagerung von DON ins Korn. Auch bei MILLER et al. (1985)
enthalten die Spelzen deutlich mehr DON als die Korner. Die Spelzen verschiedener Wei-
zensorten enthielten im Durchschnitt 9,5mal mehr DON. Deutlich mehr DON in der Spindel
als in den Spelzen oder gar in den Kérnern konnten SINHA UND SAVARD (1997) nachweisen.
Interessanterweise ist auch beim Mais mehr DON in den vegetativen Teilen des Bliitenstan-
des (Zapfen) enthalten als in den Kornern (REID et al. 1996. Moglicherweise ist das Korn
gegen die passive Verlagerung von DON dadurch geschiitzt, dass es durch seine geschiitzte
Lage im Gegensatz zu den Spelzen oder der Spindel wenig transpiriert und so nur ein ver-

gleichsweise geringer Xylemstrom ins Korn flief3t.

Moglicherweise ist eine Einzeldhrchen-Inokulation verglichen mit einer Spriih-Inokulation
tatsdchlich die giinstigere Methode, wenn die Rolle von DON fiir verschiedene Fusarium-
Isolate untersucht werden soll, da DON anscheinend eine wichtige Rolle fiir die Ausbreitung
im Wirt spielt, die durch eine Inokulation der gesamten Ahre aber in gewissem Sinne schon
kiinstlich vorweggenommen wird. Gegen eine solche Methode konnte allerdings die schlechte
Kontrollierbarkeit der Sporenanzahl bei der relativ kleinen injizierten Inokulum-Menge von

10 pl sprechen (KANG UND BUCHENAUER 1999, EVANS et al. 2000, SAVARD et al. 2000), da



206 Diskussion

es bei einer Sporensuspension auch bei grofferen Volumina nicht immer gelingt, eine homo-
gene Suspension zu erhalten. Gréere Volumina allerdings kénnten von dem kleinen Hohl-

raum zwischen den Spelzen nicht mehr aufgenommen werden.

Zwischen den vier getesteten F. graminearum-Isolaten konnten deutliche signifikante Unter-
schiede festgestellt werden. Dies gilt sowohl fiir den Befall als auch fiir den DON-Gehalt.
Dies belegt die unterschiedliche Aggressivitdt der Isolate und wegen der signifikanten Korre-
lationen zwischen diesen beiden Parametern auch die Moglichkeit, DON als Aggressivitits-
faktor zu betrachten (z.B. Tab. 3.25). Diese Unterschiede waren fiir die Befallshidufigkeit in
frithen und mittleren Stadien der Pathogenese am deutlichsten (etwa 5 dpi bis 35 dpi, Abb.
3.38 und 3.44). Gegen Ende der Vegetationsperiode wurden diese Unterschiede wieder un-
deutlicher. Beim DON-Gehalt traten die signifikanten Unterschiede vor allem im mittleren
Teil der Pathogenese auf, und zwar je nach Versuch im Bereich von 14 dpi bis 49 dpi (Abb.
3.41 und 3.46). Wahrscheinlich hat das Wirt/Parasit-System in diesem Zeitraum unter den
gegebenen Bedingungen die hochste Stabilitdt. Dazu beitragen konnte, dass nach etwa drei
bis vier Wochen in allen drei Versuchen der groBte Teil des DON schon gebildet ist, das spa-
ter zur Ernte auch in der Ahre vorliegen wird (Abb. 3.36, 3.41, 3.46). Der Verlauf des Was-
sergehalts zeigte in allen Versuchen einen charakteristischen Verlauf, bei dem die inokulier-
ten Ahren einen schnelleren Wasserverlust zeigten als die Kontroll-Ahren (Abb. 3.35, 3.40),
was durch die Nekrotisierung und/oder Notreife einzelner Ahrenabschnitte bedingt sein diirf-

te. Ein ganz dhnliches Bild findet sich bei MILLER UND YOUNG (1985).

Aus der Literatur sind bisher nur wenige Arbeiten bekannt, in denen mehrere verschiedene F.
graminearum-Isolate tiber die gesamte Pathogenese kontinuierlich hinsichtlich Befall und
DON-Bildung untersucht werden. In diesen Studien werden zudem in aller Regel nur Tri-
chothecen-defiziente Transformanten mit dem Wildtyp verglichen. Von EUDES et al. (2001)
wurde ein nicht Trichothecen bildendes F. graminearum-Isolat und der Trichothecen bildende
Wildtyp untersucht. Bei 18 Sommerweizensorten entwickelte das transformierte Isolat {iber
die ersten drei Wochen bestenfalls sehr schwache Symptome, der Wildtyp deutlich stirkere.
Die Symptome des Transformanten waren relativ zum Wildtyp gesehen deutlich schwécher
als die des schwachen DON-Bildners (Isolat 36) im Vergleich zu den iibrigen Isolaten (Abb.
3.38 oder 3.44). BAI et al. (2001) bestitigen, dass bei einer Inokulation der gesamtem Ahre
auch ein nicht Trichothecen bildendes Isolat von F. graminearum mit einer gewissen Verzo-
gerung dasselbe Befallsniveau erreicht wie der Wildtyp (bzw. schwacher DON-Bildner Isolat
36 in Abb. 3.38 und 3.44). Auch die Ergebnisse dieser Arbeiten sprechen fiir eine Bedeutung
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von DON als Aggressivitdtsfaktor. Eine zeitliche Studie mehrerer F. graminearum-Isolate

unterschiedlicher Aggressivitiat an Weizen wurde m. E. bisher nicht durchgefiihrt.

Charakteristisch fiir den Verlauf des DON-Gehalts war ein starker Anstieg zu Beginn der In-
fektion, vor allem bei aggressiveren Isolaten wie Isolat 37 (Abb. 3.36 und 3.46), was sich gut
mit dem Ergebnis von MILLER UND YOUNG (1985) deckt. Die in der Literatur des 6fteren do-
kumentierte Abnahme des DON-Gehalts zum Ende der Vegetation vor der Ernte konnte in
der vorliegenden Arbeit statistisch nicht abgesichert werden. Von diesem Phédnomen berichten
SCOTT et al. (1984) bei einer natiirlichen Infektion von Winterweizen oder Gerste (PROM et
al. 1999) mit Fusarium (Ahrenbefall) und MILLER ef al. (1983b) und MILLER UND YOUNG
(1985) bei einer kiinstlichen Inokulation von Mais bzw. Weizen mit F. graminearum. Eine
denkbare Ursache fiir eine solche Entwicklung wire ein Verdiinnungseffekt, der dadurch ein-
tritt, dass die Kornmasse noch zunimmt, aber kein DON mehr gebildet wird. AuBlerdem ist ein
begrenzter chemischer Abbau oder ein Abbau durch Mikroorganismen (Hefen, Bakterien)
nicht auszuschlieBen. In der Literatur werden eine Hemmung der DON-Bildung oder ein en-
zymatischer Abbau von DON durch den Wirt als mogliche Resistenzmechanismen erwogen
(MILLER ef al. 1983b), was im Zusammenhang mit Ahrenversuch 4 weiter unten diskutiert

werden soll.

Bedingt durch die Inokulation verdnderten sich die untersuchten Ertragsparameter (3.7.7.1)
fast entsprechend der Aggressivitit der einzelnen F. graminearum-Isolate. Das Isolat mit der
schwichsten Aggressivitit und der niedrigsten DON-Bildung war den Ergebnissen der nicht
inokulierten Kontrolle am &hnlichsten. Diese Auswertung auf Ertragsebene wurde zwar nur
fiir Versuch 3 durchgefiihrt, 14sst sich aber durch einen Vergleich mit den Ergebnissen aus der
Literatur gut absichern (PERKOWSKI 1998, ARSENIUK et al. 1999). Ein Befall mit F. grami-
nearum wirkt sich auf die Kornmasse pro Ahre und auf die Tausendkornmasse (MUTHOMI et
al. 2000) aus, nicht aber auf die Kornzahl pro Ahre (Tab. 3.28). Letzteres 148t sich dadurch
erkldren, dass die Ausbildung der Kornanlagen schon zu einem Zeitpunkt vor der Inokulation
abgeschlossen war und eine Infektion mit F. graminearum offenbar nur noch iiber die Korn-
fiillung und die Kornausbildung Einfluss auf den Ertrag nehmen kann. So treten im Anteil
tatsdchlich ausgebildeter Korner zwischen den Isolaten verschiedener Aggressivitdt durchaus
signifikante Unterschiede auf (Tab. 3.29), ebenso wie im Befallsgrad der Korner (Abb. 3.50).
Auch MAIER UND OETTLER (1996) beschreiben einen Einfluss eines F. graminearum-Befalls
auf die Parameter Kornmasse / Ahre, Kornzahl / Ahre und Tausendkornmasse, MESTERHAZY

(2002) einen Einfluss der Isolate auf den Anteil befallener Korner. Die Korngrof3enverteilung
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wird ebenfalls verdndert (PERKOWSKI 1998) und zwar wird die Verteilung verschoben zu klei-

neren Kornern, je aggressiver ein Isolat ist (Abb. 3.52).

Eine Untersuchung des DON-Gehalts in Abhingigkeit von der Korngrée oder dem Befalls-
grad der Korner konnte in der vorliegenden Arbeit wegen des geringen Probenumfang nicht
durchgefiihrt werden, ist aber fiir folgende Versuche durchaus wiinschenswert. Die Ergebnis-
se anderer Gruppen in diesem Zusammenhang zeigen, dass die stidrker befallenen Korner
(SINHA UND SAVARD 1997, weilles und rosa Kiimmerkorn, Weizen) und die kleineren Ko6rner
(PERKOWSKI 1998, < 2 mm, Gerste) die hochsten DON-Gehalte aufweisen. Dies konnte ent-
weder einfach an einer stirkeren Besiedlung dieser Korner mit Fusarium liegen, oder aber an
einer Verlagerung von DON aus anderen Bereichen in die Kérner (SNIJDERS UND KRECHTING
1992).

4.6.2 Korrelationen zwischen DON-Gehalt und anderen Parametern

Auch um die Bedeutung von DON oder anderer Trichothecene fiir das Pathosystem Wei-
zen/F. graminearum zu untersuchen, sind Ahren-Inokulationen von groBem Interesse und
wurden vielfach durchgefiihrt. In solchen Untersuchungen werden mehrere Fusarium-Isolate
zur Inokulation verwendet und Korrelationen zwischen beispielsweise dem DON-Gehalt der
Korner zur Ernte und der Befallsstiarke berechnet (SNIJDERS UND PERKOWSKI 1990, MUTHOMI
et al. 2000, MESTERHAZY 2002). Der Vorteil dieser Methode besteht darin, dass beide mitein-
ander korrelierten Parameter im selben System gemessen werden, also keiner der beiden Fak-
toren nur in vitro bestimmt wird (WALKER et al. 2001). In vitro-Effekte konnen dadurch bei

fehlender Korrelation als mogliche Fehlerquelle ausgeschlossen werden.

In den vorliegenden Versuchen wurden verschiedene Grofen miteinander korreliert. Beson-
deres Interesse galt hierbei der Korrelation zwischen dem DON-Gehalt und den verschiede-
nen Befallsparametern bzw. zwischen DON-Gehalt und Ernteparametern (Versuch 3). In al-
len Versuchen zeigten sich mehrere klare Tendenzen. So korrelierte der DON-Gehalt in aller
Regel signifikant mit der Befallshaufigkeit, der Flidche unter der Befallskurve und der Befalls-
stirke. Dies galt innerhalb eines Isolats fiir verschieden stark befallene Ahren (Tab. 3.13 bis
3.16, 3.18, 3.23) und zwar unabhingig davon, ob die Isolate getrennt oder gemeinsam be-
trachtet wurden. Als Regression fiir den Zusammenhang zwischen DON-Gehalt und Befalls-
hiufigkeit war in den meisten Fillen eine logarithmische Regression geeignet (Abb. 3.37,

3.42, 3.47). Auch wenn man die Isolate untereinander verglich (n = 4) zeigte sich fiir Versuch
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1 und Versuch 2 eine signifikante Korrelation zwischen DON-Gehalt und Befall (Tab. 3.18).
Ebenso lagen fiir Versuch 3 Korrelationen von R = 0,90 oder R = 0,93 vor, die aber nicht sig-
nifikant waren. Ein solcher Zusammenhang bedeutet, dass ein F. graminearum-Isolat, das
gemittelt iber den gesamtem Befallszeitraum den hoheren DON-Gehalt verursacht, auch die
starkeren Symptome hervorruft. DON hat daher eine wichtige Bedeutung fiir die Aggressivi-

tit eines F. graminearum-Isolats und kommt durchaus als Aggressivitdtstaktor in Betracht.

Zu einem vergleichbaren Ergebnis kommen MIEDANER ef al. (2000) bei einer Untersuchung
von 26 F. graminearum-Isolaten und einer Korrelation zwischen Befallssymptomen (gemit-
telt iber den gesamtem Zeitraum) und DON-Gehalt der Korner. GANG et al. (1998) stellten
einen entsprechenden Zusammenhang fiir 34 F. culmorum-Isolate fest, MESTERHAZY UND
BARTOK (1993) fiir insgesamt 4 Isolate (je zweimal F. culmorum und F. graminearum) und
MESTERHAZY (2002) fiir 8 Isolate (je viermal F. culmorum und F. graminearum). Nach den
Ergebnissen dieser Arbeit sind aullerdem Isolate solcher Fusarium-Arten, die DON oder an-
dere Trichothecene vom B-Typ bilden, aggressiver als beispielsweise F. sporotrichioides, das
diese Substanzen nicht bildet (BOTTALICO UND PERRONE 2002). Auch ein F. acuminatum-
Isolat ist in einer Untersuchung von ATANASSOV et al. (1994) deutlich weniger aggressiv als
vier von funf F. graminearum- und F. culmorum-Isolaten. Gegen diese Vermutung spricht,
dass ein Isolat von F. sporotrichioides bei WONG et al. (1995) eine starke Aggressivitit ver-
glichen mit den anderen Fusarium-Isolaten aufwies. F. sporotrichioides ist genau wie F. a-
cuminatum Bildner der Typ-A-Trichothecene. Diese Substanzen sind je nach Zelltyp sehr viel
zytotoxischer als die Trichothecene vom B-Typ (GUTLEB ef al. 2002). Fir T-2 Toxin konnte
an Hamster-Fibroblasten eine 110fach hohere Zytotoxizitit fiir T-2 Toxin als fiir DON festge-
stellt werden (ROTTER et al. 1993), fiir menschliche Lymphozyten sogar eine 1930fach hohere
(VISCONTI ef al. 1991). Es ist also bei solchen Untersuchungen grundsétzlich wichtig, alle in
Frage kommenden moglichen Aggressivititsfaktoren zu bertlicksichtigen. Um diese Frage auf
Ebene der Fusarium-Arten zu kldren, wiren Arbeiten wiinschenswert, die eine groe Zahl
von Isolaten verschiedener Fusarium-Arten auf ihre Aggressivitdt und Spektrum und Quanti-

tit der Toxinbildung in Ahren-Inokulationen untersuchen.

Hier ist anzumerken, dass die Zytotoxizitit eines Mykotoxins nicht notwendigerweise korre-
liert sein muss mit der Phytotoxizitdt (MUTHOMI et al. 2000). So ist beispielsweise bei einem
Vergleich von NIV und DON NIV das Toxin, das fiir den Menschen etwa 10mal toxischer ist
(MIROCHA et al. 1994) und die hohere Zytotoxizitit besitzt, was allerdings auch vom Zelltyp

und verwendetem Test abhingt. So ist NIV in vier von sechs Studien zytotoxischer als DON
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(GUTLEB et al. 2002). Nach SHIMADA UND OTANI (1990) aber wird das Spross- und Wurzel-
wachstum der Keimlinge verschiedener Weizen-Sorten durch DON gehemmt, nicht aber
durch NIV. MUTHOMI et al. (2000) stellen fest, dass die aggressiveren F. culmorum-Isolate an
Weizen DON-Bildner sind, die weniger aggressiven NIV-Bildner. Eine vergleichbare Beo-
bachtung machten GANG et al. (1998) und MIEDANER ef al. (2000) fir F. graminearum. Da
aber in letztgenannten Arbeiten nur sieben von 42 bzw. vier von 22 Isolaten zum NIV-Typ
gehorten, bedarf diese Aussage durchaus einer Absicherung auf breiterer Datenbasis, denn
beispielsweise PERKOWSKI ef al. (1997) konnten bei dem Vergleich eines DON-Bildners und
eines NIV-Bildners (F. graminearum) an Gerste zeigen, dass der NIV-Bildner aggressiver
war. Es ist aulerdem zu vermuten, dass die Menge an gebildetem NIV bzw. DON (quantitati-
ve Potenz) eine sehr wichtige Rolle spielt. So bildeten die vier NIV-Bildner bei MIEDANER et
al. (2000) vergleichsweise weniger NIV als die DON-Bildner DON.

MESTERHAZY UND BARTOK (1993) stellen zwar einen generellen Zusammenhang zwischen
DON-Gehalt und Aggressivitét fest, doch berichten sie auch von einem Fusarium-Isolat, das
kein DON bildete, aber trotzdem sehr aggressiv war. Auch GANG et al. (1998) berichten von
einem F. culmorum-Isolat ohne DON- oder NIV-Bildung, das aber trotzdem deutliche Sym-
ptome hervorrief. Es spielen also anscheinend - wie schon mehrfach erwihnt - noch andere
Faktoren fiir die Aggressivitit von Fusarium an Weizen eine wichtige Rolle. Das wird auch in
Abb. 3.43 und 3.49 deutlich. Die Regressionsgerade der Korrelation zwischen DON-Gehalt
(x-Achse) und Befallshaufigkeit (y-Achse) schneidet die y-Achse in beiden Féllen nicht bei
Null, sondern bei 31 % BH bzw. 44 % BH. Das heil3t, dass also ein F. graminearum-Isolat,
das kein DON bilden wiirde, eine deutliche Rest-Aggressivitit besitzt. Dies setzt natiirlich
voraus, dass erstens eine lineare Regression in diesem Fall angemessen und zweitens eine
Extrapolation auf einen DON-Gehalt von Null zuléssig ist. Ein vergleichbares Bild bietet sich
bei GANG et al. (1998), wo eine Extrapolation der Werte fiir den DON-Gehalt auf Null einen
Symptomwert von etwa 3 (Skala von 1-9) ergeben wiirde. Neben anderen Trichothecenen
oder phytotoxischen Sekundér-Metaboliten allgemein kommen als weitere Aggressivitétsfak-
toren noch Enzyme zum Abbau der Wirtszellwand in Betracht (WANYOIKE et al. 2002). So
konnen GANG et al. (1998) feststellen, dass die Xylanase-Aktivitit von F. culmorum-Isolaten

von Bedeutung fiir ihre Aggressivitit gegeniiber Roggen-Keimlingen ist (Sprossbasis).

Ein weiterer experimenteller Ansatz, der die Bedeutung der Trichothecene fiir die Aggressivi-
tit von Fusarium unterstreicht, ist die Verwendung von Defekt-Mutanten oder gezielt herge-

stellten Defekt-Transformanten (”’gene disruption”), die keine Trichothecene bilden konnen.
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In der Regel wird hierbei das Gen Tri5 gezielt zerstort, das fiir die Trichodien-Synthase ko-
diert (PROCTOR et al. 2002). Trichodien ist ein Vorldufer-Molekiil in der Trichothecen-
Synthese. Solche Transformanten zeigen eine geringere Aggressivitidt als der Wildtyp. Dies
konnten DESJARDINS ef al. (1996) fiir F. graminearum an Weizen zeigen, ebenso wie HARRIS
et al. (1999) an Mais und DESJARDINS et al. (1989 ) fiir F. sporotrichioides an Pastinak-
Wurzeln (Pastinaca sativa). Aber auch hier sind die Ergebnisse durchaus nicht konsistent.
DESJARDINS et al. (1992) konnten feststellen, dass ein Gibberella pulicaris-Transformant oh-
ne Trichothecenbildung dieselbe Aggressivitidt gegeniiber Kartoffelknollen besitzt wie der
Wildtyp. Moglicherweise besitzen Kartoffelknollen die Fahigkeit, die Wirkung der Tri-
chothecene auszuschalten (4.6.3). Ein vergleichbares Ergebnis erhalten PROCTOR ef al. (1995)
mit F. graminearum, wobei zwei verschiedene Transformanten nicht bei allen getesteten
Getreide-Arten (nur bei einer Weizen-Sorte und an Mais) eine reduzierte Aggressivitit ge-
geniiber Keimlingen zeigten. Die Autoren diskutieren eine teilweise Wirtsspezifitiat des My-
kotoxins DON als mogliche Ursache fiir diese Beobachtung. Eine andere Moglichkeit wiren
Anderungen im Stoffwechsel durch einen Uberschuss an Farnesylpyrophosphat, das Substrat
der Trichodien-Synthase (PROCTOR et al. 1995), und die daraus resultierende Synthese ande-
rer toxischer Metabolite. DESJARDINS et al. (2000) stellten fest, dass ein nicht DON bildender
Transformant von F. graminearum auch durch eine nachtrigliche kiinstliche Wiederherstel-
lung der Funktion des Gens Tri5 dennoch sowohl weniger DON bildet als auch weniger ag-
gressiv ist. Dies spricht dafiir, dass bei dem Eingriff ins Genom noch andere, beispielsweise
die Aggressivitit betreffende, Verdnderungen stattgefunden haben konnten. PROCTOR et al.
(1995) fanden auBlerdem sogar Unterschiede in der Aggressivitidt der beiden verwendeten
Transformanten, was nicht der Fall sein diirfte, wenn sich diese beiden Stimme nur durch die
fehlende Trichodien-Synthase-Funktion vom Wildtyp unterscheiden wiirden. Eine Verdnde-
rung beispielsweise des Gibberellinstoffwechsels konnte als unbeabsichtigter Nebeneffekt der
Transformation eine Ursache fiir die tiber die verschiedenen Getreide-Arten nicht konsisten-
ten Effekte sein, da als Parameter fiir die Aggressivitit die Keimungsrate und die Sprossldnge
der Jungpflanzen verwendet wurden. Gibberelline haben gerade auf die Entwicklung von
Jungpflanzen einen Einfluss. Auch die Experimente von ADAMS UND HART (1989) machen
deutlich, dass neben den Trichothecenen auch andere Faktoren beriicksichtigt werden miissen.
Durch Protoplasten-Fusionen wurden F. graminearum-Stimme erzeugt, die keine Trichothe-
cene bilden. Einige von ihnen wiesen dennoch die volle Aggressivitit des Wildtyps auf. Ob-
wohl diese Ergebnisse fiir die Interpretation von Arbeiten mit Transformanten eine gewisse

Vorsicht anmahnen, kann als gesichert gelten, dass fiir Weizen und Mais die Aggressivitit
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von F. graminearum durch gezielte Genmanipulation reduziert werden kann. Dies kann als
weiterer Hinweis dafiir gelten, dass die Trichothecene, insbesondere DON, fiir Fusarium (vor
allem F. graminearum) einen Aggressivititsfaktor - keinen Pathogenititsfaktor - darstellen,
dass aber auch andere Komponenten einen Einfluss auf die Aggressivitit haben koénnen
(DESJARDINS ef al. 1996, HARRIS ef al. 1999, PROCTOR ef al. 2002). Wére DON ein Pathoge-
nitédtsfaktor, so diirfte ein Isolat, das kein DON bildet, definitionsgemif nicht pathogen sein

(MITCHELL 1984).

Wie schon erwihnt konnten BAI et al. (2001) unter Verwendung eines transformierten F.
graminearum-Isolats zeigen, dass DON eine wesentliche Rolle fiir die Ausbreitung im Wirt
spielt, nicht aber fiir eine erste Infektion, denn bei einer Einzeldhren-Inokulation wird das
inokulierte Ahrchen befallen, nicht aber die benachbarten Ahrchen. EUDES et al. (2001) konn-
ten zeigen, dass die Ahrenspindel vom transformierten Stamm nicht erreicht wird. Fiir eine
Rolle von DON fiir die Ausbreitung des Myzels spricht auch, dass das nahe verwandte ANIV
wie bereits erwdhnt die Induktion der Phenylalanin-Ammonium-Lyase in Zellkulturen der
Pappel hemmen konnte (VURRO UND ELLIS 1997). Wenn dieses Enzym gehemmt wird, das
eine zentrale Rolle im Phenylpropan-Stoffwechsel und somit fiir mégliche Abwehrreaktionen
der Pflanze einnimmt, so ist es wahrscheinlich, dass eine Besiedlung des Gewebes mit F.

graminearum durch DON erleichtert wird.

Offensichtlich gibt es also Aggressivititsfaktoren, die entweder fiir die primédre Infektion
(moglicherweise Enzyme wie die Xylanase nach GANG et al. 1998, WANYOIKE et al. 2002)
oder die folgende Besiedlung (mit hoher Wahrscheinlichkeit DON) von grof3erer Bedeutung
sind. In Analogie zu der von SCHROEDER UND CHRISTENSEN (1963) geprédgten Nomenklatur
der Resistenzen von Weizen gegeniiber F. graminearum erscheint ein entsprechendes System
fiir die Aggressivitit von F. graminearum angemessen. So wire ein Aggressivititsfaktor vom
Typ I ein Faktor, der hauptsachlich fiir die Priméarinfektion verantwortlich ist (analog zur Re-
sistenz Typ I gegen Primérinfektion), wihrend ein Aggressivitdtsfaktor vom Typ II vor allem
fiir die Ausbreitung im Wirt von Bedeutung wire (analog zur Resistenz vom Typ II gegen
Ausbreitung im Wirt). An dieser Stelle soll allerdings betont werden, dass es sich hierbei nur

um eine Analogie handelt, nicht aber um ein Konzept fiir ein wirtsspezifisches System.

Auch fiir verschiedene Ernte-Parameter ergaben sich signifikante Korrelationen zum Befall
und zum DON-Gehalt. Dies wurde zum einen aus den Messwerten der Kornmasse pro Ahre,
der Tausendkornmasse (Tab. 3.28), des Kornerbefalls (Abb. 3.50) und der KorngréBenvertei-
lung (Abb. 3.52) deutlich. In allen Féllen gibt es signifikante Unterschiede zwischen den vier
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Isolaten und das Isolat mit der geringsten Aggressivitit (und der geringsten DON-Bildung)
gemittelt {iber die Vegetationsperiode wies die geringste Schidigung der Koérner bzw. den
hochsten Ertrag auf (Isolat 36). Dies zeigen auch die Korrelationskoeffizienten in Tab. 3.31
und 3.33b. Die engsten und zugleich hochst signifikanten Beziehungen bestanden zwischen
Befallshaufigkeit und Fliche unter der Befallskurve auf der einen und Tausendkornmasse und
Anteil der Korner > 2,8 mm auf der anderen Seite (Tab. 3.31). Auch zur Kornmasse pro Ahre
bestand eine hochst signifikante Korrelation (Tab. 3.33b). Der Ertrag ist also ein sehr guter
Parameter fiir die Aggressivitét eines F. graminearum-Isolats. Fiir Versuche, in denen der
Befallsverlauf an sich fiir die Fragestelung nicht von Interesse ist, konnte die Aggressivitit
eines F. graminearum-Isolats durch die Bestimmung der Ernte-Parameter mit vergleichsweise
geringem Aufwand zuverldssig quantifiziert werden. So werden Ernte-Parameter als Grad fiir
die Aggressivitdt auch in der Literatur vielfach genutzt (PERKOWSKI et al. 1997, MUTHOMI et
al. 2000).

Der DON-Gehalt sowohl der Gesamtihre als auch der Korner korrelierte sehr stark mit dem
Anteil stark befallener Korner und der Flidche unter der Befallskurve bzw. mit der Tausend-
kornmasse und der Kornmasse pro Ahre. Ahren oder Kérner, die mehr DON enthalten, wei-
sen also erstens einen grofleren Anteil stark befallener Koérner und eine grofere FUBK auf
und zweitens eine verringerte Kornmasse pro Ahre und eine verringerte Tausendkornmasse.
Allerdings bestehen zu den meisten anderen Parametern auch hochst signifikante Korrelatio-
nen, so dass diese geringen Unterschiede im Korrelationskoeffizienten nicht {iberbewertet
werden sollten. SUNDHEIM et al. (1997) konnen zwischen DON-Gehalt der Kérner und dem
Anteil stark befallener Korner bei der Untersuchung mehrerer Gerstensorten eine hoch signi-
fikante korrelation feststellen, nicht aber zur Symptomausprigung an der Ahre. Allerdings
wurde hier auch nur ein Boniturtermin (4 Wochen nach Inokulation) verwendet und nicht
iiber den gesamten Befallsverlauf gemittelt (GANG et al. 1998). Bei MUTHOMI et al. (2000)
korrelierte die Tausendkornmasse ebenfalls signifikant mit dem DON- bzw. NIV-Gehalt der

Korner.

Auch LEMMENS et al. (1997) stellten fest, dass bei einem Test von 108 Weizen-Sorten der
Parameter FUBK enger als die BH (ein Boniturtermin) mit dem DON-Gehalt der Kérner kor-
relierte. Bei dem DON-Gehalt der Ahre und insbesondere der Kérner zur Ernte handelt es
sich um den Endzustand einer Entwicklung, die mit der Inokulation zur Bliite begonnen hat.
SNIUDERS UND KRECHTING (1992) vermuten eine Verlagerung von DON ins Korn schon bevor

eine Besiedlung desselben stattgefunden hat. Wichtig ist daher nicht nur, wie stark der Befall
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zu einem bestimmtem Zeitpunkt oder gemittelt iber den Zeitraum bis zur Ernte war, sondern
wie lange der Befall wie stark war. Ein MaB hierfiir ist die Flache unter der Befallskurve. Die-
se Korrelation ist je besser, desto gleichméBiger iiber den Zeitraum die Akkumulation
vonstatten geht, also desto weniger beispielsweise der Wirt beim Test verschiedener Sorten in
diesen Prozess eingreift (MILLER et al. 1983b), sei es durch eine Hemmung der Synthese oder

einen enzymatischen Abbau (4.6.3).

GANG et al. (1998) weisen darauf hin, dass es durchaus einen Unterschied macht, erstens wel-
che BezugsgroBe fiir die DON-Bildung gewahlt wird und zweitens zu welchem Zeitpunkt der
DON-Gehalt der Ahren bzw. Kérner gemessen wird. So stellen die Autoren wie schon er-
wiéhnt einen signifikanten Zusammenhang zwischen dem mittleren Befall und dem DON-
Gehalt pro Gramm TM her, aber nicht zum DON-Gehalt pro Myzeleinheit. Als MaB fiir die
Myzeleinheit wird meist der Ergosterol-Gehalt im Wirtsgewebe verwendet (MIEDANER ef al.
2000, MESTERHAZY 2002). Ergosterol ist ein pilzspezifischer Membranbestandteil (SEITZ et
al. 1979). Aber auch die Ermittlung des DNA-Gehalts der jeweiligen Art iiber spezifische
PCR-Techniken ist moglich (DOOHAN et al. 1999). So ergab sich eine signifikante Korrelati-
on zwischen Ergosterol-Gehalt und dem Gehalt an spezifischer DNA (HARRIS et al. 1999).
Bei einer geringen Kontamination des Bestandes mit anderen Pilzen ist auch der Ergosterol-
Gehalt ein geigneter Parameter zur Quantifizierung der Myzelmenge. Der Parameter
DON/Myzeleinheit ist dazu geeignet, den DON-Gehalt unabhéngig vom Grade der Besied-
lung des Wirts vergleichbar darzustellen. Ein hsherer DON-Gehalt einer Ahre kann auch auf
eine stirkere Besiedlung des Gewebes mit Myzel zuriickzufiihren sein, und muf3 nicht auto-
matisch bedeuten, dass das entsprechende F. graminearum-Isolat auch tatsichlich ein stirke-
rer DON-Bildner ist. GANG et al. (1998) zichen daraus den Schluss, dass der DON-Gehalt
bezogen auf die Trockenmasse nur eine eingeschriankte Aussagekraft fiir die Rolle von DON
als Aggressivitatsfaktor hat und dass DON nur dann mit Sicherheit ein Aggressivitdtsfaktor
ist, wenn die stdrkeren Symptome (und somit hohere Aggressivitit eines Isolats) eindeutig auf

die hohere DON-Bildung bei gleicher Myzelmenge zuriickzufiihren sind.

Diese Schlussfolgerung ist allerdings nicht zwingend und die Bestimmung der Myzelmenge
fiir eine stichhaltige Aussage unter bestimmten Annahmen nicht erforderlich, wie ein Beispiel
verdeutlichen soll: F. graminearum-Isolat A sei ein Isolat, das einen héheren DON-Gehalt
verursacht und einen stirkeren Befall hervorruft, also tiber eine hohere Aggressivitit verfugt,
wihrend F. graminearum-Isolat B einen niedrigeren Gehalt an DON verursacht und einen

geringeren Befall hervorruft, also weniger aggressiv ist. Alle anderen moglichen Aggressivi-
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tatsfaktoren werden in dieser Betrachtung zur Vereinfachung vernachldssigt. Wenn keine In-
formation liber die gebildete Myzelmenge der beiden Isolate vorliegt, so ergeben sich drei

mogliche Fille.

Die erste Moglichkeit ist, dass von Isolat A und B gleichviel Myzel gebildet worden ist, also
eine gleich starke Besiedlung des Wirtes vorliegt. In diesem Fall wiirde Isolat A also mehr
DON pro Myzeleinheit bilden. Der Grund fiir die hohere Aggressivitit dieses Isolats A konn-
te dann nicht in einer hoheren Besiedlung des Wirtsgewebes liegen, sondern der einzige
mogliche Grund wire die stirkere DON-Bildung durch Isolat A. In diesem Fall wiare DON
ohne Frage ein Aggressivititsfaktor (MITCHELL 1984).

Im zweiten Fall hat Isolat A weniger Myzel gebildet als Isolat B, also Isolat A hat den Wirt
schwicher besiedelt. Auch in diesem Fall bildet Isolat A mehr DON pro Myzeleinheit als
Isolat B. Eine stirkere Besiedlung kommt in diesem Fall erst recht nicht als Grund fiir die
hohere Aggressivitdt von Isolat A infrage. Auch hier wire DON eindeutig ein Aggressivitéts-

faktor.

Die dritte Moglichkeit ist, dass Isolat A mehr Myzel gebildet hat als Isolat B, den Wirt also
stiarker besiedelt hat. Auch in diesem Fall kann nicht grundsétzlich ausgeschlossen werden,
dass DON ein Aggressivititsfaktor ist. Hier gilt es, die Frage nach Ursache und Wirkung zu
kldren, denn die DON-Bildung konnte die Folge einer starken Besiedlung sein, aber auch der
umgekehrte Fall wére denkbar. Wahrscheinlich ist, dass sich in einem dynamischen Prozess
beide Faktoren fortlaufend gegenseitig beeinflussen (Abb. 4.1). Aus der Literatur ist bekannt,
dass DON in noch unbesiedelte Bereiche der Ahre verlagert werden kann (KANG UND
BUCHENAUER 1999). Auflerdem zeigten Versuche mit Trichothecen-Defekt-Transformanten
von F. graminearum, dass DON eine wichtige Rolle fiir die Ausbreitung des Myzels im
Wirtsgewebe spielt (BAI ef al. 2001, EUDES et al. 2001). Es spricht daher einiges dafiir, dass
ein hoherer DON-Gehalt erst die stirkere Besiedlung des Wirtes in Fall 3 ermdglicht. Unter
dieser Voraussetzung ist DON auch im 3. Fall ein Aggressivititsfaktor. Allerdings ist nicht zu
klaren, ob die Aggressivitit von Isolat A in diesem 3. Fall direkt auf der Wirkung von DON
beruht, oder ob die Wirkung durch die Forderung der Myzelbildung eine indirekte ist, also bei

DON eher von einem indirekten Aggressivititsfaktor zu sprechen wiére.

GANG et al. (1984) konnten keinen signifikanten Zusammenhang zwischen Befallshdufigkeit
und dem DON-Gehalt pro Myzeleinheit in den Kornern feststellen und schlieBen daraus, dass

DON zwar eine Rolle fiir das Wirt/Parasit-System spielt, es aber unerheblich ist, wieviel
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DON gebildet wird. Eine Untersuchung der Korner auf DON liefert, wie schon erwéhnt, den
Endzustand der DON-Produktion oder DON-Akkumulation in den K6rnern tiber den gesam-
ten Befallszeitraum (MIEDANER et al. 2000). Der Parameter Befallshdufigkeit wurde hingegen
tiber den gesamten Zeitraum gemittelt. Also wire es sinnvoller, auch den DON-Gehalt nicht
nur an einem Messwert zum Ende des Versuchs, sondern durch sequentielle Messungen zu
verschiedenen Zeitpunkten zu bestimmen (Abb. 3.36, 3.41, 3.46). Gerade weil DON eine
wichtige Rolle fiir die Ausbreitung des Myzels im Wirtsgewebe spielt, ist auerdem zu ver-
muten, dass nicht der DON-Gehalt zur Ernte, sondern der DON-Gehalt zu einem fritheren
Zeitpunkt der Pathogenese, beispielsweise in der Phase der Etablierung des Myzels, eine

wichtige Rolle spielt.

Dies war ein weiterer Grund, in der vorliegenden Arbeit die Entwicklung des DON-Gehalts
von Weizendhren nach Inokulation mit verschiedenen F. graminearum-Isolaten iiber den ge-
samten Zeitraum der Pathogenese in seiner Dynamik zu untersuchen. Auf diese Weise sollten
moglicherweise vorhandene Kardinalpunkte aufgefunden werden, an denen DON eine
Schliisselfunktion einnimmt und eine enge Korrelation zur Aggressivitit besteht. Nach den
Ergebnissen aus Tab. 3.19 und Tab. 3.27 ist die Qualitédt der Beziehung zwischen dem DON-
Gehalt und dem Befall tatsdchlich vom Zeitpunkt der Probennahme abhéngig. Nicht zu allen
Zeitpunkten ist diese Beziehung signifikant. Fiir Versuch 1 und 2 war die Beziehung bei 21
dpi am engsten (Tab. 3.19 und Anhang A.10), fiir den Versuch 3 war dieser Termin vom ver-
wendeten Befallsparameter abhidngig (Tab. 3.27, Anhang A.10). Dies macht deutlich, dass die
Korrelationen sowohl durch die Versuchsdurchfithrung als auch die Wahl der Parameter be-
einflusst werden. Eine eindeutige Aussage zum Zeitpunkt der engsten Korrelation zwischen
DON-Gehalt und Aggressivitit ist auf der vorliegenden Datenbasis nicht moglich. Es ist aber
darauf hinzuweisen, dass die engsten Korrelationen fiir Versuch 1 und 2 bzw. Versuch 3
hauptsichlich im mittleren Bereich der Pathogenese auftraten (21 dpi und 35 dpi). Die Korre-
lation war in keinem Fall fiir einen der drei letzten Wochen vor Versuchsende am engsten
(Versuch 1 und 2: 28 dpi bis 42 dpi, Versuch 3: 43 dpi bis 56 dpi). Dies konnte erkldren, wes-
halb der DON-Gehalt der Korner nicht immer mit dem Befall korreliert (SUNDHEIM et al.
1997).

Die Tatsache, dass DON moglicherweise in bestimmten Stadien der Pathogenese eine groBere
Bedeutung besitzt als zu anderen Zeitpunkten, wird in der Literatur zwar diskutiert (GANG et
al. 1998, MIEDANER et al. 2000), aber Daten zu dieser Fragestellung sind m. E. bisher noch

nicht erhoben worden. In dhnlichen Arbeiten wurde bisher entweder der gesamte Befallsver-



Diskussion 217

lauf verfolgt, ohne zeitabhidngig Korrelationen zu berechnen (BAI ef al. 2001), oder aber die
Autoren berechnen Korrelationen, nehmen aber keine Daten fiir den gesamten Befallsverlauf

auf (GANG et al. 1998, MUTHOMI et al. 2000).

Wihrend die Parameter DON 1 (ug DON/g TM) und DON 3 (ug DON/Ahre) beziiglich ihrer
Korrelationen zu den Befallsparametern vergleichbare Ergebnisse zeigen, unterscheiden sich
die Korrelationen fiir den Parameter DON 2 (ug DON/g befallene TM) erheblich davon (Tab.
3.18, 3.19, 3.25, 3.27, Anhang A.10). So bestand bei einer Mittelwertbildung tiber die gesam-
te Pathogenese bei keinem der Versuche eine signifikante Beziehung zwischen DON 2 und
BH oder FUBK (Tab. 3.18, 3.25), wohl aber bei einer einzelnen Betrachtung der verschiede-
nen Probenahme-Termine. Fiir DON 1 bestand nur in Versuch 3 keine signifikante Bezie-
hung. Diese Aussage {iber DON 2 konnte ein weiterer Hinweis darauf sein, dass DON nicht
nur im sichtbar befallenen Ahrengewebe vorhanden ist, sondern auch in andere Bereiche ver-
lagert wird (SNIJDERS UND KRECHTING 1992). Dass aber dennoch zu verschiedenen Zeitpunk-
ten (abhingig vom jeweiligen Versuch) signifikante Korrelationen zwischen DON 2 und den
Befallsparametern auftreten (Anhang A.10) spricht moglicherweise dafiir, dass diese Verlage-
rung von DON zu verschiedenen Zeitpunkten in unterschiedlicher Intensitét erfolgt. Interes-
santerweise tritt die fritheste signifikante Korrelation fir DON 2 erst 14 dpi auf, wéhrend
DON 1 und DON 3 auch schon frither signifikante Zusammenhinge zeigen. Dies wiederum
konnte ein Hinweis darauf sein, dass gerade in frithen Stadien der Besiedlung der Ahre eine
starke Verlagerung von DON f{iber die sichtbar befallenen Bereiche hinaus stattfindet und
wiirde somit die Bedeutung von DON fiir die Besiedlung des Wirtes untermauern. Weitere
Untersuchungen der Dynamik und Korrelation der DON-Bildung mit einer gré3eren Anzahl
von F. graminearum verschiedener Aggressivitdt moglicherweise unter Freilandbedingungen

mit mehreren Probenahmeterminen iiber die gesamte Pathogenese wiren wiinschenswert.

4.6.3 Vergleich der Sorten Picolo und Frontana

Zwischen den beiden Sommerweizen-Sorten Picolo und Frontana bestand ein deutlicher Un-
terschied in der Resistenz gegeniiber F. graminearum (Abb. 3.55 bis 3.57). Picolo ist gegen-
iiber den Ahrenfusariosen als mittelanfillig klassifiziert, die Sorte Frontana gilt als resistent,
was von vielen Autoren bestitigt wird (MILLER UND ARNISON 1986, WANG UND MILLER

1988, SINGH ef al. 1995, MILLER UND EWEN 1997, SIRANIDOU ef al. 2002).
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Ahren der resistenten Sorte Frontana enthielten nach kiinstlicher Inokulation mit F. grami-
nearum signifikant weniger DON als Ahren der Sorte Picolo (Abb. 3.56). Die Befallshiufig-
keit der Ahrchen von Frontana war zu Beginn der Pathogenese ebenfalls signifikant niedriger,
glich sich ab 28 dpi aber immer stérker der Befallshdufigkeit von Picolo an. Zu Versuchsende
war ein vergleichbares Befallsniveau erreicht (Abb. 3.55). Auffillig war, dass in spédteren
Stadien der Pathogenese eine Diskrepanz zwischen dem DON-Gehalt und der Befallshaufig-
keit bei Frontana bestand. Die Korrelationen zwischen DON-Gehalt und BH bzw. FUBK wa-
ren fiir beide Sommerweizen-Sorten auf Basis der Einzelproben signifikant (Tab. 3.35 und
3.36). RIBICHICH et al. (2000) konnten ebenfalls eine verzogerte Symptomausprigung in der

resistenteren von zwei untersuchten Weizensorten feststellen.

Die Halme der Sorte Frontana waren signifikant ldnger als die der Sorte Picolo. Gerade stark
anfillige Sorten wie z. B. der Winterweizen Hanseat besitzen sehr geringe Halmldngen. Im
Feld konnte die groBere Nihe der Ahren zum Boden und somit zum Primér-Inokulum eine
Rolle spielen. Dieser Zusammenhang diirfte bei kiinstlichen Infektionen an der Ahre aber
eigentlich nicht bestehen. Es ist aber zu vermuten, dass die Ahren von Sorten mit kiirzeren
Halmen durch den dichteren Bestand einem anderen Mikroklima ausgesetzt sind als bei ldn-
geren Halmen. Insgesamt war die resistente Sorte Frontana vom Verlauf der Pathogenese, des
DON-Gehalts und der Korrelationen mit dem Isolat 36 vergleichbar, das von den vier unter-

suchten F. graminearum-Isolaten signifikant am wenigsten DON bildete.

Auch bei MESTERHAZY (2002) traten vergleichbare Korrelationen bei verschiedenen Fusari-
um-Isolaten bzw. Weizensorten auf, so dass sich eine dhnliche Bedeutung von DON fiir die
Aggressivitit von F. graminearum und die Resistenz gegen F. graminearum vermuten lésst.
Fiir verschiedene Weizensorten besteht bei einer Ahren-Inokulation in der Regel ein signifi-
kanter Zusammenhang zwischen den Befallssymptomen an der Ahre und dem DON-Gehalt
der Korner (BAI et al. 2001, MIEDANER ef al. 2001, MUTHOMI et al. 2002b). L1U et al. (1997)
konnten diesen Zusammenhang nicht feststellen, aber dafiir eine Korrelation zwischen dem
DON-Gehalt und dem Anteil schwer befallener Korner. Offensichtlich ist dhnlich wie schon
bei dem Vergleich von Fusarium-Isolaten verschiedener Aggressivitit die Wahl eines geeig-
neten Befallsparameters wichtig (SUNDHEIM ef al. 1997). MIEDANER UND PERKOWSKI (1996)
beobachteten, dass es bei Feldversuchen auch stark von den Umweltbedingungen (Faktor
Versuchsjahr) abhidngen kann, ob eine Korrelation zwischen dem DON-Gehalt und der Sym-

ptomauspriagung verschiedener Roggensorten besteht.
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In der Literatur wurden verschiedene Resistenzmechanismen von Weizen gegen Ahrenfusari-
osen beschrieben (SCHROEDER UND CHRISTENSEN 1963, LIU ef al. 1997, MIEDANER 1997,
MESTERHAZY 2002). SCHROEDER UND CHRISTENSEN (1963) beschrieben die ersten beiden
Resistenz-Typen und klassifizierten sie als I und II, wobei der Typ I die Resistenz gegen die
Primérinfektion ist, Typ II die Resistenz gegen die Ausbreitung im Wirt, wie vormals unter
4.6.2 erwéahnt. KANG UND BUCHENAUER (2000) konnten feststellen, dass sich nach einer Ino-
kulation mit F. culmorum der Erreger im Gewebe von Frontana langsamer ausbreitet als in
einer anfilligeren Sorte (Agent), und fithren das auf einen erhohten Ligningehalt in den Zell-
wénden von Frontana zuriick. Aullerdem enthielt die anfilligere Sorte in frithen Stadien der
Infektion signifikant mehr DON. Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass Frontana iiber eine
Resistenz vom Typ II verfiigt. Dies konnte in diesem Versuch aber nur zum Teil bestétigt
werden, denn ab 28 dpi trat in der Symptomausprigung der Ahren von Frontana und Picolo
kein signifikanter Unterschied mehr auf (Abb. 3.55). Hierbei konnte aber auch die Tatsache
eine Rolle spielen, dass bedingt durch die generell stirkere Pigmentierung der Frontana-
Ahren eine Bonitur vor allem in spiteren Stadien der Pathogenese erschwert und der Befall
dadurch moglicherweise iiberschétzt wurde. Die stirkere Pigmentierung bei Frontana konnte
auch ein Hinweis auf die von KANG UND BUCHENAUER (2000) beschriebene stiarkere Lignifi-
zierung sein. Fiir eine Resistenz vom Typ II spricht die Beobachtung, dass die durch die Pri-
mirinfektionen verursachten Verbriunungen bei Frontana linger auf die einzelnen Ahrchen
beschrinkt blieben als bei Picolo. Auch die von PRITSCH et al. (2001) beschriebene systemi-
sche Expression von Resistenzgenen in noch nicht befallenen Bereichen diirfte zur Typ II-
Resistenz beitragen. Als weitere Resistenz-Typen werden die Resistenz gegen eine Infektion
der Korner (Typ III), eine Toleranz gegeniiber einer Infektion (hoher Ertrag trotz hohem Be-
fall, Typ IV) und eine Resistenz gegen DON (Typ V) diskutiert (MILLER ef al. 1985,
MESTERHAZY 1995, L1U 1997, MESTERHAZY 2002), wobei Typ III und IV keine Resistenzen
im strengen Sinne, sondern spezielle Fille von Toleranz sind (MIEDANER 1997). Weitere Me-
chanismen fiir eine Toleranz gegeniiber DON wurden von MILLER UND EWEN (1997) be-
schrieben. Ribosomen der Sorte Frontana sind gegen eine Hemmung der Protein-Biosynthese
durch DON, einen Wirkmechanismus der Trichothecene, resistenter als eine anfillige Sorte.
Auch die Zellmembranen zeigten eine hohere Resistenz gegeniiber dem durch Trichothecene
geforderten Elektrolyt-Efflux. HARRIS UND GLEDDIE (2001) gelang es, durch Transformation
mit einem modifizierten Gen aus Hefe, das fiir ein ribosomales Protein kodiert (60S-

Untereinheit), Tabak-Pflanzen erhohter Toleranz gegeniiber DON zu erzeugen.
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Der Typ V der Resistenz wurde von MILLER et al. (1985) beschrieben, die feststellten, dass
resistente Weizensorten (unter ihnen Frontana) pro Myzeleinheit von F. graminearum weni-
ger DON enthielten. Hieraus schlieen die Autoren, dass diese Sorten in der Lage sind, ent-
weder die DON-Bildung zu verhindern, oder aber DON enzymatisch abzubauen. Auch der
Verlauf des DON-Gehalts in Abb. 3.56 macht deutlich, dass bei Frontana am Ende der Vege-
tationsperiode trotz vergleichbarer Symptomauspragung (Abb. 3.55) signifikant weniger
DON vorhanden ist. Setzt man eine vergleichbare Besiedlung voraus, so liegt auch hier eine
groBBere Menge DON pro Myzeleinheit vor. Einen weiteren Hinweis auf eine Metabolisierung
von DON durch den Wirt liefern die schon unter 4.6.1 skizzierten Beobachtungen zur Ab-
nahme des DON-Gehalts in Feldversuchen zum Ende der Vegetationsperiode (MILLER ef al.
1983b, SCOTT et al. 1984, MILLER UND YOUNG 1985, CHEN et al. 1996).

Es ist bekannt, dass Pflanzen in der Lage sind, Xenobiotika durch in der Regel drei gekoppel-
te Reaktionsphasen (Transformation, Konjugatbildung und Kompartimentierung) aus ihrem
Stoffwechsel auszuschlieBen (SANDERMANN 1992, KREUZ ef al. 1996). MILLER UND ARNISON
(1986) konnten nachweisen, dass DON in Zellkulturen zweier verschiedener Weizensorten
metabolisiert wurde. Bei der resistenteren der beiden Sorten (Frontana), wurden in 72 Stun-
den 18 % des eingesetzten DON metabolisiert, wobei drei Metaboliten nachgewiesen wurden.
Von der anfilligeren Sorte wuren nur 5 % des DON umgesetzt. Als Hauptmetabolit vermute-
ten die Autoren ein Glucosid, klidrten die Struktur aber nicht auf. In dhnlicher Weise wurde
DON in Mais-Zellkulturen innerhalb von 15 Tagen zu 48 % zu drei Metaboliten umgewandelt
(ScHUSTER 1988). Die spdtere Strukturaufklarung fiir den Hauptmetaboliten ergab, dass es
sich tatsdchlich um ein Glucosid handelte (3 B-D-Glucopyranosyl-4-desoxynivalenol)
(SEWALD ef al. 1992). Auch in Rohhomogenaten von Weizenblittern konnte schon eine Um-
wandlung von DON in vitro gezeigt werden (YAO et al. 1996). Auch hier wurde der Metabo-

lit nicht niher charakterisiert.

Auch im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden einige Versuche zum enzymatischen Ab-
bau von DON durch Rohhomogenate verschiedener Weizensorten durchgefiihrt (Ergebnisse
nicht gezeigt). In diesen Versuchen wurde mit Enzymrohhomogenaten der Sorte Frontana
gearbeitet. Als Vergleichssorte diente die Sorte Hanseat (stark anfillig). Die ersten Ergebnis-
se sprachen tendenziell fiir den auch in der Literatur beschriebenen Metabolismus. Nach 14
Stunden Inkubation bei 23 °C war eine Abnahme des DON-Gehalts um 12 % bei den Roh-

homogenaten der Sorte Frontana zu erkennen, bei denen der Sorte Hanseat lag der Wert im
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Bereich der Kontrolle. Dieses Ergebnis konnte in weiteren Versuchen bisher nicht abgesichert

werden.

Neben dem Glucose-Transfer ist die Acetylierung der Trichothecene eine mogliche Entgif-
tungsreaktion. So wird F. graminearum durch eine 3-O-Acetyltransferase vor der toxischen
Wirkung der Trichothecene geschiitzt (KIMURA et al. 1998). Transformationsexperimente von
OKUBARA et al. (2002) zeigten, dass Weizen-Transformanten, die eine Trichothecen-
Acetyltransferase von F. sporotrichioides exprimierten, eine hohere Resistenz gegen die Aus-
breitung des Myzels von F. graminearum als der Wildtyp aufwiesen (Abb. 4.1). Von einer
Eliminierung der 12,13-Epoxygruppe von DON wurde bisher nur durch Mikroorganismen,
beispielsweise im Pansen von Wiederkduern (KING ef al. 1984) berichtet, nicht aber durch
Pflanzen. Die Ergebnisse von BINDER et al. (1997) sprechen dafiir, dass im Pansen Redukti-

onsreaktionen zur Entgiftung von DON stattfinden.

Obwohl eine Metabolisierung von DON durch den Wirt bisher zwar prinzipiell nachgewiesen
worden ist, sind die verfiigbaren Informationen nicht zufriedenstellend (KARLOVSKY 1999).
Es ist nicht bekannt, welcher Hauptmetabolit von Weizen gebildet wird oder welche Enzyme
und Cosubstrate an dieser Reaktion beteiligt sind. Ein weiteres Problem besteht darin, dass
bei einer Konjugatbildung durch die Pflanze das Mykotoxin - wenn auch in konjugierter Form
- in der Pflanze und somit im Nahrungs- oder Futtermittel enthalten bleibt. Es ist zu priifen,
inwieweit konjugiertes DON im Verdauungstrakt von Mensch und Tier wieder freigesetzt
wird. Ein moglicher Vorteil der Konjugatbildung wire aber trotzdem, dass durch die enge
Verkniipfung zwischen DON-Bildung und Myzel-Wachstum (Abb. 4.1) insgesamt eine ge-

ringere Belastung mit Mykotoxinen vorliegen konnte.

Auch ein erhohter Gehalt an phenolischen Substanzen trigt zur Resistenz von Weizen gegen-
iiber Fusarium bei. Besonders zu erwihnen sind hier die Ferulasdure und die p-Coumarsiure
(MCKEEHEN et al. 1999, SIRANIDOU et al. 2002), die in den infizierten Spelzen der Sorte
Frontana in signifikant hoheren Konzentrationen auftraten als bei der anfilligeren Vergleichs-
sorte. Fiir eine wichtige Rolle von pflanzlichen Inhaltsstoffen fiir eine Resistenz gegen F.
graminearum sprach auch eine Beobachtung, die am Rande der vorliegenden Arbeit gemacht
werden konnte. Die Sporenkeimung von F. graminearum-Sporen auf Wasser-Agar wurde von

wissrigen Antheren-Extrakten konzentrationsabhéngig gehemmt (Ergebnisse nicht gezeigt).
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Abbildung 4.1: Schematisierte Darstellung vermuteter Interaktionen im Wirt/Parasit-
System Weizen/Fusarium graminearum. ® = je mehr, desto mehr bzw. je weniger, desto

weniger. © = je mehr, desto weniger bzw. je weniger, desto mehr.

Zusammengefasst aus voneinander unabhingigen Untersuchungen konnte sich fiir die Resis-
tenz von Weizen gegeniiber einem DON bildenden Fusarium-Isolat folgendes Szenario erge-
ben (Abb. 4.1): Schon zur Sporenkeimung 6 bis 12 h nach Inokulation (KANG UND
BUCHENAUER 1999) konnen die ersten Transskripte von Resistenzgenen nachgewiesen wer-
den (PRITSCH et al. 2000). Nach erfolgreicher Priméir-Infektion (denn Frontana verfiigt offen-
bar iiber keine Typ I-Resistenz) nach etwa 36 h erreicht die Konzentration dieser Transkripte
thr Maximum. Das Myzel beginnt, sich auszubreiten, und es wird in verstirktem Mafle DON
gebildet. In anfilligen Sorten hemmt DON die Induktion der PAL (VURRO UND ELLIS 1997)
und somit die Bildung phenolischer Substanzen (z. B. Ferulasdure, MCKEEHAN ef al. 1999)
sowie von Lignin-Inkrustierungen in die Zellwénde (KANG UND BUCHENAUER 2000). Ande-
rerseits wird durch DON in Sorten, deren Ribosomen nicht DON-tolerant sind (MILLER UND
EWEN 1997), die Proteinbiosynthese generell gehemmt und dadurch auch weitere Resistenz-
reaktionen verzogert. DON wird in anfilligen Sorten nun verstirkt in noch unbefallene Ah-
ren-Bereiche verlagert (KANG UND BUCHENAUER 1999), in denen die systemische Exprimie-
rung von Resistenzgenen stattgefunden hat (PRITSCH et al. 2002). In resistenten Sorten ist die
Verlagerung von DON geringer, da eine enzymatische Metabolisierung von DON erfolgt
(MILLER UND ARNISON 1986). Dadurch breitet sich das Myzel nicht so schnell und weit aus,
da auBerdem durch verstirkte Lignifizierung, Papillenbildung und Produktion von phenoli-

schen Substanzen eine Ausbreitung im Gewebe erschwert wird (KANG UND BUCHENAUER
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2000, SIRANIDOU et al. 2002). Benachbarte Ahrchen werden nicht besiedelt, die Ahrenspindel

wird nicht erreicht.

4.7 Ausblick

Die weltweite intensive Forschung hat deutliche Fortschritte im Verstidndnis des Wirt/Parasit-
Systems Weizen/Fusarium graminearum gebracht. Dennoch besteht nach wie vor grof3er For-
schungsbedarf. Bei der Komplexitét der Interaktionen zwischen Pilz und Pflanze wire es von
Vorteil, weitere Faktoren eindeutig zu identifizieren, die neben den Trichothecenen im allge-
meinen und DON im besonderen zur Aggressivitit eines Fusarium graminearum-Isolats bei-
tragen. Hierbei sind einfache aber trotzdem moglichst naturnahe Keimlingstests zu empfeh-
len, bei denen die simultane Messung vieler infrage kommender Faktoren wie beispielsweise
pilzlicher Sekundérstoffe und Enzymaktivititen moglich ist. Sinnvoll konnte hier die Herstel-
lung von Defekt-Transformanten fiir die gefundenen Faktoren sein. In Ahren-Inokulationen
sollten alle bedeutenden Trichothecen bildenden Fusarium-Arten mit einbezogen werden und
die Dynamik des Befalls und der Toxinbildung iiber die gesamte Pathogenese fiir eine ausrei-
chend grof3e Zahl Fusarium-Isolate und Weizen-Sorten durchgefiihrt werden. Auch die Ein-
flisse der Mikroflora der Weizenidhre spielen hier eine wichtige Rolle und miissen weiter un-
tersucht werden. Die vollstindige Aufkldarung des natiirlich auftretenden DON-Metabolismus
in der Pflanze und die konsequente Nutzung in der Pflanzenziichtung wiren wiinschenswert.
Ansitze zur Herstellung gentechnisch verdnderter Kulturpflanzen durch Transformation mit
Resistenzgenen anderer Herkunft liefern vielversprechende Ergebnisse. Jedoch ist in wissen-
schaftlicher und ethischer Hinsicht unter Abschiatzung der Chancen und der moglichen Risi-
ken und in Verantwortung vor Gott und den Menschen sorgfiltig zu priifen, inwieweit dies
ein primdrer Losungsansatz flir die Zukunft sein kann. Besonders im Zusammenhang mit der
aktuellen Grenzwert-Diskussion fiir Mykotoxine in Lebens- und Futtermitteln ist es dringend
erforderlich, dass die Analytik der Trichothecene und von Zearalenon empfindlicher und re-
produzierbarer wird. Eine stirkere Standardisierung ebenso wie die Entwicklung schneller
und zugleich wenig storanfilliger diagnostischer Verfahren, die auch nach kurzer Einarbei-

tung vielerorts zuverlédssig und effektiv angewandt werden konnen, ist zwingend notwendig.
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5. Zusammenfassung

Die Ahrenfusariosen gehdren vor allem durch die Kontamination des Ernteguts mit Mykoto-
xinen zu den bedeutendsten Krankheiten des Getreides, insbesondere des Weizens. Um deut-
lichere Erfolge in der herkdmmlichen Bekdmpfung erzielen oder neue Bekdmpfungsstrategien
entwickeln zu konnen, ist eine genaue Kenntnis der komplexen Interaktionen im Wirt/Parasit-

System unerlésslich.

Ziel dieser Arbeit war es, einen Beitrag zum Verstindnis der Bedeutung der Mykotoxine -
insbesondere Deoxynivalenol (DON) - fiir das Wirt/Parasit-System Weizen/Fusarium grami-
nearum zu leisten. Hierzu wurde eine Methoden zur HPLC-Analytik der Trichothecene vom

B-Typ evaluiert und im Institut etabliert.

Durch eine Untersuchung der in vitro-Toxinbildung von 47 Fusarium-Isolaten, deren taxo-
nomische Einordnung molekularbiologisch abgesichert wurde, sollte ihr Toxinbildungs-
Potential qualitativ und quantitativ untersucht werden. Ein naturnaher Biotest an jungen Wei-
zenpflanzen diente dazu, die Aggressivitit dieser Fusarium-Isolate zu bestimmen. Die Korre-
lationen zwischen Toxinbildungsvermdgen in vitro und der Aggressivitidt im Biotest sollten
getestet werden, um moglicherweise einen Hinweis auf die Bedeutung der Mykotoxine - ins-

besondere von Deoxynivalenol - fiir das Wirt/Parasit-System zu geben.

In Ahren-Inokulationen an Sommerweizen unter kontrollierten Bedingungen sollten die Er-
gebnisse aus den in vitro-Untersuchungen an einer geringeren Anzahl F. graminearum-Isolate
verifiziert werden. Ein weiterer wichtiger Grund fiir die Ahren-Inokulationen war die Frage,
wie sich die zeitliche Dynamik der DON-Bildung verschiedener Isolate iiber die gesamte Pa-
thogenese verhélt und ob sich bestimmte Zeitpunkte durch eine besonders deutliche Korrela-
tion zur Aggressivitit auszeichnen, ob also Phasen festgestellt werden konnen, in denen die
Rolle von DON besonders wichtig ist. Ein solcher Vergleich zwischen verschiedenen Isolaten
ist aus der Literatur m. E. nicht bekannt. In einem weiteren Versuch wurde die DON-

Bildungs-Dynamik an zwei Weizensorten verschiedener Resistenz untersucht.

1. Eine Methode zur Analytik der B-Typ-Trichothecene mit Aufreinigung der Was-
ser/Methanol-Extrakte an Extrelut NT3-Fertigsdulen und RP-HPLC mit UV-Detektion der
Trichothecene (A = 220 nm) wurde am Institut etabliert. Neben den vier Trichothecenen
DON, ADON, NIV und ANIV konnte auch das deutlich apolarere Zearalenon im selben
Mess-Lauf quantifiziert werden. Diese Methode liegt mit einer Nachweisgrenze fiir DON von

0,1 bis 0,5 ppm im Bereich anderer Verfahren, die eine vergleichbare Technik verwenden.
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Fiir Fragestellungen, die eine bessere Nachweisgrenze und hohere Empfindlichkeit erforden,
wire eine kostspieligere Aufreinigung der Extrakte mit Mycosep-Saulen und eine Nachsdu-

len-Derivatisierung der Trichothecene empfehlenswert.

2. Die taxonomische Einordnung der Fusarium-Isolate mit PCR-Methodik stimmte sehr gut
mit der mikroskopisch-morphologischen Bestimmung iiberein. Es wurden 38 reine F. grami-
nearum-Isolate identifiziert, ein reines F. culmorum-Isolat und sieben Misch-Isolate (F. gra-
minearum und F. culmorum), in denen in finf Féllen F. graminearum dominierte und ein F.

avenaceum/F. graminearum-Misch-Isolat auftrat.

3. Die Versuche zur Toxinbildung in vitro zeigten eine charakteristischen Wechsel der Domi-
nanz von ADON in fritheren Stadien zu DON in spéteren Stadien. Weiterhin konnte die Aus-
bildung von Chemotypen beobachtet werden, wobei von den untersuchten 47 Isolaten 43 zum
DON-Chemotyp gehorten und drei zum NIV-Chemotyp. Fiir ein Isolat (F. avenaceum/F.
graminearum-Misch-Isolat) konnten keine Trichothecene vom B-Typ nachgewiesen werden.
Eine Bildung von NIV von DON-Chemotypen oder andersrum konnte nicht eindeutig nach-
gewiesen werden. Neben diesen qualitativen Unterschieden traten auch signifikante quantita-
tive Unterschiede auf. Wéhrend eine signifikante Korrelation zwischen DON- und ADON-
Bildung bestand, konnte eine Beziehung zwischen Trichothecen- und Zearalenon-Bildung

nicht festgestellt werden.

4. Auch in der Aggressivitdt gegeniiber jungen Weizen-Pflanzen traten signifikante Unter-
schiede zwischen den untersuchten Isolaten auf. Eine signifikante Korrelation zu den Ergeb-
nissen aus der Toxinbildung in vitro konnte allerdings nicht festgestellt werden. Mit hoher
Wahrscheinlichkeit wire ein Ansatz erfolgversprechender, in dem Aggressivitit und Toxin-

bildung im selben System gemessen werden.

5. In den Ahren-Inokulationen (Sommerweizen) zeigten die vier untersuchten F. graminea-
rum-Isolate einen reproduzierbaren zeitlichen Verlauf des Befalls und des DON-Gehalts. Eine
in der Literatur dokumentierte Abnahme des DON-Gehalts in den letzten Wochen vor der
Ernte konnte nicht eindeutig nachgewiesen werden. Es traten signifikante Unterschiede zwi-
schen einem Isolat (schwéchere Aggressivitit, geringere DON-Bildung) und den drei anderen
Isolaten auf. In diesem in vivo-System korrelierten die Parameter DON-Bildung und Aggres-
sivitdt signifikant miteinander. Der Verlauf der Regressions-Geraden spricht dafiir, dass ne-
ben DON auch noch andere Faktoren zur Aggressivitdt von F. graminearum beitragen miis-

sen. Offensichtlich ist DON ein Aggressivitétsfaktor fiir /. graminearum. Vor allem die Aus-
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breitung im Wirt scheint durch DON gefordert zu werden. Es wird eine Nomenklatur der Ag-
gressivitdtsfaktoren analog zu der der Resistenz-Faktoren vorgeschlagen (Aggressivitdtsfaktor

Typ I = Primére Infektion, Typ Il = Ausbreitung im Wirt).

6. Die Korrelation zwischen DON-Gehalt und Aggressivitit war tiber den Zeitraum der Pa-
thogenese zwar zu verschiedenen Zeitpunkten von unterschiedlicher Qualitit, aber fiir keinen
Zeitpunkt konnte ein reproduzierbares Maximum nachgewiesen werden. Unter den gegebe-
nen Versuchsbedingungen war die Zeit von 21 dpi bis 35 dpi am giinstigsten fiir eine Korrela-
tion dieser beiden Parameter. In keinem der Versuche war zum Zeitpunkt der Ernte oder drei
Wochen davor der giinstigste Zeitpunkt. Ein weiterfithrender Schritt konnte eine Analyse frii-
hester Infektionsstadien nach Einzeldhrchen-Inokulation unter Einsatz empfindlicherer Ana-

lysentechnik sein.

7. Die Ernte-Ergebnisse eines Inokulations-Versuchs zeigen, dass in den Kornern signifikant
weniger DON enthalten ist als in den Spelzen oder der Spindel. Die Korrelation vom DON-
Gehalt der Korner zum Anteil stark befallener Korner war enger als zur Befallshaufigkeit
oder Fliche unter der Befallskurve. Die Ertrags-Parameter (Kornmasse pro Ahre) zeigten eine
relativ enge signifikante Korrelation zu den Befallsparametern, so dass der Ertrag als zuver-
lassiger und zugleich mit relativ geringem Aufwand zu bestimmender Parameter fiir die Ag-

gressivitit dienen konnte.

8. Ein Vergleich zweier Sommerweizen-Sorten unterschiedlicher Resistenz gegeniiber Ahren-
fusariosen ergab bei einer Ahren-Inokulation signifikante Unterschiede im Verlauf des Be-
falls und des DON-Gehalts. Die Unterschiede zwischen den beiden Isolaten zeigten eine ver-
gleichbare Charakteristik wie die Unterschiede zwischen Fusarium-Isolaten verschiedener
Aggressivitdt und DON-Bildung. Einige Ergebnisse weisen auf den in der Literatur beschrie-

benen DON-Metabolismus in der resistenten Sorte Frontana hin.
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6. Summary

Fusarium head blight is still one of the most important cereal diseases, especially due to the
contamination of feed and food with mycotoxins. In order to improve old ways or find new
ways of disease management, detailed information about the complex interactions in host

pathogen relationship is needed.

The aim of this work was to contribute to a better understanding of the role of mycotoxins,
especially deoxynivalenol (DON), in the host pathogen system. To achieve this, at first a RP-
HPLC method of analyzing the trichothecenes (type B) was evaluated and established in our

institute.

The qualitative and quantitative potential of 47 Fusarium isolates to produce mycotoxins was
testet in vitro and their taxonomic identification was verified by PCR. In addition, their ag-
gressiveness was examined by means of a bioassay with young wheat plants which was per-
formed close to natural conditions. A correlation between toxin production in vitro and ag-

gressiveness could be a hint for the importance of DON in the host-pathogen relation.

For a smaller number of isolates the results were verified by inoculating spring wheat heads
under controlled conditions. Another important aim was to investigate and compare the dy-
namics of symptom development and DON production of different isolates during pathogene-
sis. Moreover, it should be examined whether the correlation between DON content and ag-
gressiveness was time-dependent. In this case, there would be a special point of time in
pathogenesis with an especially close relationship between these two parameters, which indi-
cates a great importance of DON. Such a comparison between different isolates is not known
from literature yet. In another experiment, two wheat varieties of different resistance levels

were tested.

1. A method of analyzing the type B trichothecenes with water/methanol extraction, cleanup
by Extrelut NT3 colums, and RP-HPLC (UV detection at 220 nm) was established at our in-
stitute. In addition to the four trichothecenes DON, ADON, NIV, and ANIV, the much more
apolar zearalenone could be detected within the same run. With a detection limit of 0,1 to 0,5
ppm, this method is in the range of comparable procedures. For a more sensitive method, it is
recommended to use mycosep columns for cleanup and to combine HPLC with post-column

derivatisation methods for trichothecenes.

2. The results of the morphological and PCR-based taxonomy methods showed a very high

agreement. Thirty-eight pure F. graminearum isolates and one pure F. culmorum isolate were
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identified. Moreover, eight isolates represented mixtures of F. graminearum (in five cases the
dominant species) and F. culmorum. One of these isolates was a F. avenaceum isolate con-

taminated with F. graminearum.

3. Toxin production in vitro showed a typical time course with ADON being the dominant
trichothecene in the beginning and DON thereafter. Moreover, distinct chemotypes were ob-
served. Fourty-three of the 47 isolates belonged to the DON chemotype and three to the NIV
chemotype. Only in one isolate (F. avenaceum contaminated with F. graminearum), no B-
type trichothecenes could be detected. No clear evidence for any NIV production by a DON
chemotype or vice versa could be found. In addition to these qualitative differences, a signifi-
cant quantitative variation between the isolates was observed. A significant correlation ex-

isted between DON and ADON, but not between zearalenone and any of the trichothecenes.

4. The isolates varied significantly in their aggressiveness against young wheat plants as well,
but no significant correlation between the aggressiveness and the toxin production in vitro
could be found. It is very likely that a significant correlation will be found when aggressive-

ness and toxin production are tested in the same system.

5. In the ear inoculation experiments, the time course of disease symptoms and DON content
for the four isolates tested was reproducible. A decline in the DON content at the end of
pathogenesis could not be clearly indicated in this study. There were significant differences
between one isolate (less aggressiveness, lower toxigenicity) and the three others. In this in
vivo system, significant correlations existed between DON content and aggressiveness. The
graph of the linear regression indicates that DON is an aggressiveness factor for F. graminea-
rum and that other factors, which contribute to the complex trait of aggressiveness, must exist.
DON seems to be especially important for the spread of the pathogen within the host tissue. A
nomenclature for aggressiveness factors in analogy with the resistance factors” nomenclature
is proposed (aggressiveness factor type I = primary infection, aggressiveness factor type Il =

spread in the host tissue).

6. In spite of differences during the time course of pathogenesis, the quality of the correlation
between aggressiveness and DON content does not show a reproducible maximum at any
point of time. Under the given conditions, the closest relationship existed from 21 to 35 dpi.
In none of the experiments, the correlation was best at harvest time. A recommendation for
further investigations could be to analyse very early stages of infection after single spikelet

inoculation with more sensitive analytical equipment.
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7. The results of one harvest indicate that there is significantly more DON in the glumes and
in the rhachis than in grain. There was a closer relationship between the DON content of grain
and the rate of heavily infected seeds than to the disease incidence of the spikelets or the area
under the disease progress curve. The yield parameter, total grain mass per ear, had a very
close significant relationship to the parameters reporting the disease symptoms, so that the
yield could be used as a reliable and easily assessable parameter for the aggressiveness of a F.

graminearum isolate.

8. In a comparison between two spring wheat varieties which differ in resistance against
Fusarium head blight, there was a significant difference in time course of both disease inci-
dence of the spikelets and DON content. The differences between the two varieties had a
similar characteristic as the differences between the isolates of different aggressiveness and
DON production. Some minor results seem to verify a metabolism of DON in the host plant

as described in literature.
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8. Anhang
A.1 Chemikalien
Tabelle A.1: Chemikalien fiir die Molekularbiologie:

Artikel Hersteller
Reaktionspuffer Promega

MgCl, Promega

dNTPs Promega

Primer MWG Biotech
DNA Phage lambda eurobio

100 bp ladder 3k (100 bp-3 kbp) (0,5ng/ul) biomol (54670)
Taq DNA Polymerase (storage Buffer B, Su/pl) Promega (M 1665)
Agarose, ultrapure NEEO

- andere Chemikalien:
- Magermilchpulver (z.B.: Skim Milk Powder, Fluka, BioChemika 70166)
- Natriumhypochloritlosung (ca. 13 % aktives Chlor), 1000 ml, Walter, Kiel

A.2 Puffer und Losungen

- TAE-Puffer (50 fach konzentriert, Reinstwasser, autoklaviert):
40 mM Tris-HCI (pH 8,0)
20 mM Essigsdure
1 mM EDTA (ph 8,0)

- TE-Puffer (einfach konzentriert, in Reinstwasser, autoklaviert)
10 mM Tris-HCI (pH 8,0)
1 mM EDTA (pH 8,0)

- Bromphenolblau loading-dye (6 fach konzentriert)
50 % (v/v) Glycerin
0,1 % (w/v)  Bromphenolblau
in TAE-Puffer (einfach konzentriert)
- Orange G loading-dye (6 fach konzentriert, in Reinstwasser)
20 % (v/v) Ficoll 400
50 mM EDTA
0,001 % (w/v) Farbstoff Orange G
in Reinstwasser
- Dye-Stamml6sung (6 fach konzentriert)
95 % Orange G loading-dye
5% Bromphenolblau loading-dye
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- lambda-DNA-Marker (10 ng lambda-DNA/ul)

425 ul
25 ul
50 ul
- 100 bp ladder 3 k
40 ul
10 ul
10 ul

TE Puffer (pH 8,0) (0,1 fach konzentriert)
lambda DNA Stammldsung (200 ng/pl)
Bromphenolblau loading-dye (6 fach konzentriert)

Reinstwasser
100 bp ladder 3k (0,5 pg DNA/ul)
Bromphenolblau loading-dye (6 fach konzentriert)

A.3 Nihrmedien, Substrate, Diinger und Wachstumsregler

- SNA (veridndert nach NIRENBERG 1976):

10g
10g
0,5¢g
0,5¢g
02¢g
02¢g
I5¢g

1000 ml
- PDA:

39¢g

1000 ml
- PDB (PD-Broth):
24¢g

1000 ml

- WA6C (WAB8C):
6,0(8,0) g
10 ml

KH,PO,

KNO;

MgSO, x 7 H,O
KCl1

Glucose (wasserfrei)
Saccharose

Agar

dest. Wasser

Fertigmedium (Difco, Fluka)
(4 g Kartoffel-Extrakt, 20 g Glucose, 15 g Agar)

dest. Wasser

Fertigmedium (Sigma)
(4 g Kartoffel-Extrakt, 20 g Glucose)

dest. Wasser

Agar
CaS04-Stammlésung (10mM)

990 ml dest. Wasser

- Reis (Langkorn) aus Biologischem Anbau, Fior di Riso, La Gallinella, Azienda Agricola di

Velezzo Lonellina, Italia

- Einheitserde Typ ED 73, Einheitserdewerk Uetersen

- Flussigdiinger Wuxal Super, N-P-K: 8-8-6 mit Spurennihrstoffen (Aglukon,

- Wachstumsregler Cycocel 720, 720 g Chlormequadchlorid/l, BASF

Schering AG)
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A.4 Verbrauchsmaterialien
- Petrischalen, 92 x 16 mm, Art. 82.1472, Sarstedt)
- Laborfilm (Parafilm, American National Can, USA)

- Extrelut NT 3 Fertigsdulen, Fertigsdulen zur Extraktion von lipophilen Stoffen auswéssrigen
Loésungen (1-3 ml Probe), Art. 1.15095.0001, Merck, Darmstadt; iiberwiegend Charge 19040

- HPLC-Zubehor
- Rollrandflaschen klar, 0,8 ml, 30 x 8,2 mm (CSK Bernd Kolbe: VC080020)

- Bordelkappen (Naturkautschuk/Butylgummi/Teflon; 1,0 mm, CSK Bernd Kolbe:
CC0821110)

- Bordelzange (Pierce 13312, Chemical Co.)
- Losungsmittel (2,5 | Glasflaschen):

- Methanol, Rotisolv, HPLC Gradient Grade, Art. 7342.1, Carl Roth,
Karlsruhe

- Methanol, LiChrosolv, fiir die Flussigkeitschromatographie,
Art. 1.06007.2500, Merck, Darmstadt

- Wasser, Rotisolv, HPLC, Art. A511.2, Carl Roth, Karlsruhe

- Wasser, LiChrosolv, fiir die Chromatographie, Art. 1.15333.2500,
Merck, Darmstadt

- Ethylacetat, LiChrosolv, fiir die Fliissigkeitschromatographie, Art.
1.00868.2500, Merck, Darmstadt

- Reinstwasser (18,7 uS) (Millipore, siehe A.5)

A.S Geriite
- eppendorf centrifuge 5804 R (Festwinkel)

Rotor F-45-30-11 (fiir 30 x 1,5ml/ 2,0 ml, max. 14000 rpm 2 20800 x g)

Rotor F-34-6-38 (fir max. 6 x 85 ml, max. 11000 rpm = 15600 x g)
(fir max. 6 x 50 ml, max. 11000 rpm = 14600 x g)
(fir max. 6 x 30 ml, max. 11000 rpm = 14900 x g)
(fir max. 6 x 15 ml, max. 11000 rpm = 14500 x g)

Hier und auch in Kapitel 2 wurden die Vielfachen von g auf 100 gerundet.

Die verschiedene g-Zahl fiir die verschiedenen Rohrchen-Groflen ergibt sich nach
Formel A.1 durch den unterschiedlichen Radius (jeweils max. Radius).

- Heraeus Instruments Biofuge pico
(Tischzentrifuge) fiir 24 x 1,5 ml oder 2,0 ml (max. 13000 rpm £ 16100 x g)
- RZB-Wert (relative Zentrifugal-Beschleunigung)
- einheitsfrei, angegeben als Vielfaches der Erdbeschleunigung g:
RZB = 11,18 * (n/1000)* * r Formel A.1
(n = Drehzahl in min™', r = Radius in cm)
- Reinstwasser-Anlage

Millipore-QUF plus  Patrone: Millipore Purification Pak No. CPMQO004DE
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- Autoklaven
- Webeco, 120 Liter; Webecke & Co, Bad Schwartau
- tuttnauer, Systec 2540 EL, 23 Liter; Systec GmbH, Wettenberg
- Ultra-Tiefkiihlschrank
Heraeus Instruments, Herafreeze HFU586PlusV 14
- HPLC-Gerite (ergdnzende Angaben)
spectroMonitor 5000 (DAD)
Messzelle 15u] Volumen und 8 mm Lichtweg
35 Watt Deuterium Lampe
Wellenldngen von 190 nm bis 360 nm (Schrittweite 1 nm)
maximale Datenaufnahme 10 Spektren pro Sekunde
Software Version 1.11
FL 3000 Spectra System (Variabler Fluoreszenz-Detektor)
Messzelle 2 mm x 1 mm, 3,1 pl illuminiertes Volumen
gepulste Xenon-Lampe; Frequenz von 20 Hz bei 600 V gewéhlt
mittlere Spaltbreite gewéhlt (20 nm)
Anregung 200 nm bis 650 nm
Emission 200 nm bis 650 nm
constaMetric 3500 Series (Programmierbare Pumpe)
Software Version 2.10 bzw. Version 1.22 (bei Nutzung mit LCtalk)

- Messgerit fiir die Quantenstromdichte: Model LI-250 Light Meter, Sensor Quantum-
Q 27420; LI-COR Inc.

- Analysensieb fiir Getreide ISO 5223
(Langlochung: 1,8 mm, 2,0 mm, 2,2 mm, 2,5 mm, 2,8 mm x 20 mm; W. Wiemer GmbH D-
59457 Werl; Made in Germany by Haver + Boecker D-59302 Oelde)

- Brutschrank Ehret Nr. 3155 (Ehret GmbH, Emmendingen-Kollmarsreute, Baden)
- Pflanzenwuchsschrinke (Heraeus/Vo6tsch (Balingen))

HPS 400 (vier Regal-Roste: Fliche 4 x 0,28 m?)

HPS 2000 (ein Bodenrost: Fliche 1,60 m?)

Tabelle A.2: Beleuchtung in den Pflanzenwuchsschrianken (Leuchtstoffréhren der Firma Osram).

a) Leuchtmittel
HPS 400 [HPS 2000
Lumilux plus (ECO) L 58W/21-840 (Kaltweiss) 3 14
Lumilux plus L 58W/31-830 (Warmweiss) 2 2
Fluora L 58W/77 (Pflanzenlicht) 1 4
Summe 6 20
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b) mittlere Bestrahlungsstiirke (in pmolm™s™). Gemessen wurde die PAR (photosynthe-tisch aktive
Strahlung) im Bereich von 400 nm bis 700 nm an 12 (HPS 400) bzw. 25 (HPS 2000) Messpunkten im

angegebenen Abstand von der Lichtquelle (Messgerit sieche Anhang A.5 Gerételiste).

A.6 Erginzende Angaben zu Fusarium-Isolaten und Weizen-Sorten:

neue Leuchtmittel
(mittel (min., max.))

Betriebsdauer

prozentuale Abnahme (Alte-

rung der Leuchtmittel)

HPS 400, 15 cm 149 (124, 170) ca. 1'/, Jahre ca. 12 %
HPS 2000, 10 cm | 460 (282, 674) ca. 2 Jahre ca. 27 %
HPS 2000, 25 cm  |416 (241, 576) ca. 2 Jahre ca. 27 %
HPS 2000, 50 cm | 337 (228, 438) ca. 2 Jahre ca.27%

Tabelle A.3: Kodierung der Fusarium-Isolate 1 - 54. - entféllt. * orig. Name falls anders.

Name * Person Wirt Ort isoliert Bemerkungen
1 [A4/23 - Goflmann Weizen, Korn Frontenhausen 99 -
2 | Ad4/24 - Goflmann Weizen, Korn Frontenhausen 99 -
3 | A6/21 - GoBmann Weizen, Korn Frontenhausen 99 -
4 | A6/23 - Goflmann Weizen, Korn Frontenhausen 99 -
5 | A6/37 - GoBmann Weizen, Korn Frontenhausen 99 -
6 |[A6/40 - Goflmann Weizen, Korn Frontenhausen 99 -
7 | A10/4 - GoBmann Weizen, Korn Frontenhausen 99 -
8 [A12/11 - Gofimann Weizen, Korn Frontenhausen 99 -
9 |A12/12 - GoBmann Weizen, Korn Frontenhausen 99 -
10 [ A12/13 - Goflmann Weizen, Korn Frontenhausen 99 -
11 | A12/14 - GoBmann Weizen, Korn Frontenhausen 99 -
12 | A12/15 - Gofimann Weizen, Korn Frontenhausen 99 -
13 | A12/41 - GoBmann Weizen, Korn Frontenhausen 99 -
14 [ Cl1/16 - Goflmann Weizen, Korn Selm-Born 99 -
15 [ C1/36 - Goflmann Weizen, Korn Selm-Born 99 -
16 | Cl1/46 - Goflmann Weizen, Korn Selm-Born 99 -
17 [ N1/22 - Gofimann Weizen, Korn Schwartbuck 99 -
18 [ N1/40 - Goflmann Weizen, Korn Schwartbuck 99 -
19 [ N1/44 - Goflmann Weizen, Korn Schwartbuck 99 -
20 | T1/6 - Goflmann Weizen, Korn Dorn- 99 -
burg/Steudnitz
21 | T1/10 - Gofimann Weizen, Korn Dorn- 99 -
burg/Steudnitz
22 | T1/12 - Goflmann Weizen, Korn Dorn- 99 -
burg/Steudnitz
23 [ T1/15 - GoBmann Weizen, Korn Dorn- 99 -
burg/Steudnitz
24 | T1/18 - Gofimann Weizen, Korn S.0. 99 -
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Forts. Tabelle A.3:

Name * Person Wirt Ort isoliert Bemerkungen
25 | T1/19 - Goflmann Weizen, Korn Dorn- 99 -
burg/Steudnitz
26 | T1/20 - GoBmann Weizen, Korn s.0. 99 -
27 | T1/22 - Gofimann Weizen, Korn S.0. 99 -
28 | T1/42 - Goflmann Weizen, Korn s.0. 99 -
29 | T1/43 - Goflmann Weizen, Korn s.0. 99 -
30 [ L8hb 8h Lepschy Mais, Stengel Niederbayern 96 od. 97 | Einsporisolat
31 [L10e 10 Lepschy Mais, Stengel Niederbayern 96 od. 97 | Einsporisolat
32 145270 4527 | Lepschy Mais unbekannt 85 od. 86 | Einsporisolat
33 |G2.2a 13/1 | GoBmann Miscanthus,  Trieb- | Forchheim 3/94 Einsporisolat
grund
34 [ L8hbWP | 8h Lepschy Mais, Stengel Niederbayern 96 od. 97 | wie 30, aber mit Wirts-
passage
35 |L10eWP |10 Lepschy Mais, Stengel Niederbayern 96 od. 97 | wie 31, aber mit Wirts-
passage
36 [4527bW | 4527 | Lepschy Mais unbekannt 85 od. 86 | wie 32, aber mit Wirts-
P passage
37 1 G2.2aWP [ 13/1 | GoBmann Miscanthus, Trieb- | Forchheim 3/94 wie 33, aber mit Wirts-
2 grund passage
38 [ L12Qc 12Q [ Lepschy unbekannt Niederbayern 85 od. 86 | Einsporisolat
39 | G2.1b S41 [GoBmann, Sche-| Weizen/Blattscheide | Mering 92 Einsporisolat
rer
40 | 4528 - Lepschy Mais unbekannt 85 0d. 86 | -
41 [ Ta99/1 - Ludewig Weizen, Ahre Tasdorf 7/98 -
42 | W98/1e |- Ludewig, Soch- Weizen (Bandit), | Wolfenbiittel 7/98 Einspf)risolat von glei-
ting Ahre cher Ahre wie 43 ?
43 | M98/1 - Ludewig, Soch- Weizen (Bandit), | Wolfenbiittel 7/98 -
ting Ahre
44 11/99 - Ludewig Gerste, Halmbasis unbekannt 1/99 -
45 12/99 - Ludewig Gerste, Halmbasis unbekannt 1/99 -
46 |13/99 - Ludewig Gerste, Halmbasis unbekannt 1/99 -
47 1YL - Coja unbekannt Jugoslawien unbe- 1/00 auf Agar erhalten
kannt
48 1 Y2 - Coja unbekannt Jugoslawien S.0. 1/00 auf Agar erhalten
49 | DSM4527 | - LBP/DSMZ Mais unbekannt s.0. -
50 | DSM4528 | - LBP/DSMZ Mais unbekannt s.0. -
51 | ZMAT - LBP unbekannt unbekannt s.0. -
52 | 382741 - LBP unbekannt unbekannt s.0. -
53 13797211 |- LBP unbekannt unbekannt s.0. -
54 |83.89 - LBP unbekannt unbekannt s.0. -
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Tabelle A.4: Herkunft der Fusarium-Kontroll-Isolate der PCR.

Name | orig. Name | Fusarium-Art Person Wirt Ort isoliert
G2.1 [S41 F. graminearum | Goflmann/Scherer | Weizen, Blattscheide | Mering 92
L5/97 |5/97 F. culmorum Lepschy/Obst Weizen, Korn Bayern 97
G3.1 Isol. 10 F. avenaceum Goflmann/Scherer | Weizen, Halmgrund | Blumberg | 03/93
G4.1 |[2a/31 F. poae Gofimann Weizen, Korn Giterfelde | 06/93
G6.1 [IW/No22 |F. tricinctum GoBmann Weizen, Halmgrund | Giiterfelde | 04/93
G7.1 Isol. 5 F. sambucinum Gofimann/Scherer | Weizen/Halmgrund Oberwiera | 03/93
G8.1 IUD 1 F. flocciferum Goflmann/Damm | Weizen Blumberg |91
G9.1 ([IUD 11 F. anthophilum GoBmann/Damm | Weizen Blumberg |92

Tabelle A.5: Angaben zu den verwendeten Weizensorten (Beschreibende Sortenliste 1997/2001). -

keine Angabe.
SW/WW | Anfilligkeit Pflanzenldnge Herkunft Zuchter
nach BSL nach BSL
1997/2001
Frontana |SW -/- - Brasilien *
Hanseat WW 8/- 3 Deutschland | E. Eger
Picolo SW -/5 2 Deutschland | Dr. J. Ackermann
Renan Ww 3/3 4 Deutschland | Agri Obtentions,
Dr. P. Franck

* erhalten von Aroldo Linhares, EMBRAPA, Brasilien

A.7: Erginzende Angaben zur taxonomischen Einordnung mittels PCR

Abbildung A.1: Agarose-Gel
der PCR-Produkte der Fusari-
um-Isolate 34, 35, 36, 37, 44, 45
und 46 mit dem pathogenspezi-
fischen Primerpaar fur F. gra-
minearum (Fg-11; 1,5 % Aga-
rose, 20 pul PCR-Produkt). K =
Kontroll-Isolat G2.1, M = Gr6-
Ben-Marker (416 ng DNA; 100-
3000 bp).

Nur bei einer stirkeren Belich-
tung, in der die Banden der
ubrigen Fusarium-Isolate stark
uberstrahlt waren, konnte man
die sehr schwache Bande bei
Fusarium-Isolat 45 erkennen
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A.8 Ergiinzende Angaben zur Untersuchung der Toxinproduktion in vitro

Tabelle A.7: Bearbeitungsdaten zu den HPLC-Proben (Reisversuche 1 und 2 (Verlauf der
Toxinbildung und Screening-Versuch)).

Reisversuch 1 (Verlauf der Toxinbildung):

Probetag | Proben- Extraktion | Extrak- HPLC Bemerkungen
nahme tionsvolu-
(dpi) mina (ml-
ml-
ml/10g)
3 08.09.00 [08.09.00 |[30-15-15 |20.02.01 6,67 ml Wasser pro 10 g TM
Ab 21 Tagen wurden die Proben besser
zerkleinert und die Proben zwischen den
Extraktionen mit einem Spatel aufgelockert.
6 11.09. 11.09. 30-15-15  |21.02. -
10 15.09. 15.09. 30-15-15  |22.02. -
14 19.09. 19.09. 30-15-15 |27.02. -
21 26.09. 26.09. 30-15-15 | 06.03. -
27 02.10. 02.10. 30-15-15  |26.04. -
35 10.10. 10.10. 30-15-15 | 07.05 -
44 19.10. 19.10. 30-15-15 | 18.05. -
56 31.10. 31.10. 30-15-15 | 21.05. -
Reisversuch 2 (Screening nach 21 Tagen):
Isolate folgende | Proben- Gefrier- Extraktion | Extr.-vol. HPLC | Bemerkungen
WDHs nahme trocknung (ml-ml-
bearbeitet ml/10g)
1-6 1,2 16.02.01 19.02.01 |26.02.01 35-20-15 07.12.01 | WDH am 05.02. 02
mit Fluoreszenz-
Detektor wegen ZON
7-12 1,2 16.02. 19.02. 27.02.01 35-20-15 13.12.01 | WDH am 06.02.02 mit
Fluoreszenz-Detektor
wegen ZON
13-18 1,2 16.02. 19.02. 28.02.01 35-20-15 30.01.02 [ab hier alle Messtage
mit Fluoreszenz-
Detektor (wegen
ZON)
19-24 1,2 16.02. 19.02. 01.03.01 35-20-15 31.01.02 | -
25-29+38 1,2 16.02. 19.02. 02.03.01 35-20-15 08.02.02 | -
39-44 1,2 16.02. 19.02. 05.03.01 35-20-15 12.02.02 | -
30,32,34,36 |1,2,3 16.02. 19.02. 06.03.01 35-20-15 13.02.02 | -
31,33,35,37 | 1,2,3 16.02. 19.02. 07.03.01 35-20-15 14.02.02 | -
45-49+51 1,2 16.02. 19.02. 08.03.01 35-20-15 19.02.02 | -
50,52,53,54 |1,2,3 16.02. 19.02. 15.03.01 35-20-15 20.02.02 | -
1-11 3 16.02. 19.02. 08.08.01 35-20-15 22.02.02 | -
12-24 3 16.02. 19.02. 09.08.01 35-20-15 25.02.02 | -
23-29+38-40 ] 3 16.02. 19.02. 13.08.01 35-20-15 27.02.02 | -
41-49+51 3 16.02. 19.02. 14.08.01 35-20-15 28.02.02 | -

Bei Reisversuch 1 wurden die Proben ohne Gefriertrocknung verarbeitet. Das Volumen des enthaltenen Wassers
(6,67 ml) wurde als Extraktionsmittel mitgerechnet.
Im Reisversuch 2 wurden die Proben wegen der lidngeren Zeit bis zur Extraktion gefriergetrocknet und dann mit
groflerem Volumen extrahiert. Bis zur Extraktion lagerten die Proben im Exsikkator.
Die Isolate 14 und 40 zeigten nur spérliches Myzelwachstum. Einige der Proben waren bei der bearbeitung
schwirzlich pigmentiert und zeigten ein iiberaus hohes Quellungsvermdgen (Isolate 14, 17, 19).
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A.9 Ergiinzende Angaben zum Aggressivititstest

Verbrdunungsldnge - ohne Nullwerte (mm)
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Abbildung A.2: Linge der Verbrdunung an der SproBbasis von Weizenkeimlingen (SW Picolo) nach
kiinstlicher Inokulation mit verschiedenen Fusarium-Isolaten nach 7 Tagen in mm. Mittelwert aus acht
WDH (schwarzer Balken) und Standardabweichung (weiler Balken). Pflanzen ohne Symptome
(Nullwerte) gehen nicht in den Mittelwert mit ein. F. graminearum im unteren, Misch-Isolate im
mittleren, F. culmorum im oberen Teil des Diagramms. Ergebnisse mit gleichem Buchstaben
unterscheiden sich nicht signifikant voneinander (a=0,05, LSD=6,54, LSD‘=3,60). + = Isolate, die
aufgrund zu geringer Sporendichte im Inokulum nicht statistisch mit verrechnet wurden.
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Tabelle A.8: Ubersichtstabelle iiber die Versuche 15 - 46 des Aggressivititstests.

WDH | Isolate Inokulati | Alter SNA- | Besonderheiten
on Platten

15 |1 17,14,1,20 |20.09.01 |6W2T -

16 |2 02.10.01 [8W Perithezien und Ascosporen bei 1 und 17

17 |1 43,41,47,48 | 11.10.01 [9W -

18 |2 16.10.01 |9WST 41 nur mit 424000 Sporen/ml

19 |1 2,3,4,5 25.10.01 [6WIT -

20 |2 30.10.01 [6W6T teilweise nur sehr wenige Pflanzen

21 |1 6,7,8,9 08.11.01 [6W sehr wenige Pflanzen; 7 mit Kontaminante (6,156 x10%/
ml kleine schwarze runde Sporen

22 |2 13.11.01 [6WS5T 7 mit Kontaminante (3,677 x10% ml kleine schwarze
runde Sporen)

23 |1 15,16, 18,19 |22.11.01 [5SW6T neues Saatgut (trotzdem viele deformierte Pflanzen)

24 (2 15.01.02 | 7TW andere Charge SNA-Platten verwendet (Jahreswechsel)

25 |1 21,22,24,25124.01.02 |6W2T Tiiten erst nach 7 Tagen entfernt

26 |2 29.01.02 [7TW -

27 |1 29, 38,39,42 (07.02.02 | 7TW Tuten erst nach 7 Tagen entfernt; 29 mit 72800
Sporen/ml; 39 mit 313600 Sporen/ml

28 |2 12.02.02 | 7W5T 29 mit 159200 Sporen/ml; 39 mit 255200 Sporen/ml

29 |1 30, 31, 32,33 |21.02.02 | 6W -

30 |2 26.02.02 [6WST -

31 |1 35, 36, 34,37 107.03.02 | SW6T schlechte Keimungsrate (zu feucht)

32 |2 12.03.02 | 6W4T schlechte Keimungsrate (zu feucht); Kontrolle und 35
daher nur mit 3 Parallel-Anséitzen

33 |1 44,45, 46,28 |121.03.02 [6W2T 28 nur mit 289600 Sporen/ml

34 |2 26.03.02 [7W Tiiten erst nach 7 Tagen entfernt; 28 mit 525600
Sporen/ml

35 |1 51, 52,53 04.04.02 [6W 51 mit vielen kleinen runden Sporen (Konzentration ist
die Summe aus den runden und sichelférmigen Sporen;
nur 102000 (V36: 107200) sichelformige Sporen/ml)

36 |2 09.04.02 [ 6WST

37 |1 49, 50, 26,27 | 18.04.02 | 6W 49 nur mit 36000Sporen/ml (V38: 64000); 50 nur mit
41250 Sporen/ml (V38: 24000) (mit erweiterter Zdhlung
nach 2.3.2)

38 |2 23.04.02 [6WST

39 |1 10,11, 12,13 | 02.05.02 |6WIT 13 nur mit 216000 Sporen/ml

40 |2 07.05.02 |6W6T 13 nur mit 255750 Sporen/ml (mit erweiterter Zahlung
nach 2.3.2)

41 |1 35,36,34,37 [16.05.02 | 7TW2T WDH von Versuch 31

42 |2 21.05.02 [8W WDH von Versuch 32
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Forts. Tabelle A.8:

Nr. | WDH | Isolate Inokulati | Alter SNA- [ Besonderheiten
on Platten
43 11 54,40, 23,28 [30.05.02 |6W2T 54 nur mit Myzel inokuliert (166500 (V44: 186000)

lebende Myzelstiicken/ml) (mit erweiterter Z&hlung nach
2.3.2); 40 mit nur 62000 (V44: 90000) Sporen/ml (mit
erweiterter Zghlung nach 2.3.2); bei 23 gibt es kleine,
schmale langliche Sporen und etwas dickere ovalere
Sporen (In konz. Susp. etwa 3/4 zu 1/4 (nur bei V43
erhoben) bzw. in verdiinnter Suspension 20 zu 1):
zusammen 500.000/ml; ausserdem sehr wenige typische
Fusarium-Sporen (529/ml; V44 250/ml) (Myzel der
schwarzen Kontaminante vorher entfernt; war auch
effektiv); bei 28 zusitzlich zu den Fusarium-Sporen
(500000/ml) noch viele kleine ldngliche Sporen (2,769
(V44: 2,255) Millionen/ml)

44 |2 04.06.02 | 7W

45 |1 29 13.06.02 [ 8W2T Konzentrationsreihe (10000, 100000, 250000, 500000
Sporen/ml)

46 |2 18.06.02 | 9W

Anmerkung: Die Versuche 1-14 waren nicht ausgewertete Vorversuche.

Tabelle A.9: Stellschema der Topfe der einzelnen Isolate im Pflanzenwuchsschrank HPS 400;
Anzucht fiir Aggressivitétstest bis 7 dpi (Isolate A-D, Kontrolle K).

links |Mitte links | Mitte |Mitte rechts |rechts [Etage
oben B C D K A 4
Mitte oben A B C D K 3
Mitte unten | K A B C D 2
unten D K A B C 1
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A.10 Ergiinzende Angaben zu den Ahren-Inokulationen
Tabelle A.10: Programm der Pflanzenwuchsschrinke HPS 2000 (20°C/13°C; 14h/10h).
Zeile | Zeit | Funktionen Analog-Kanal | Sollwert (Analog) Merkername Zeitkon-
stante
112(3(4]5
0 0 * 1 65 % [Feuchte:] 0 0
1 0 * 0 20 °C [Bestrahlungl:]0 |0
2 0 * 0 20 °C [Bestrahlung2:]11 |0
3 0 * 0 20 °C [Bestrahlung3:]1 |0
4 | Vorlauf | * 0 20°C [Temperatur: 1] 0
(variabel)
5 Schleife Nr. 1 Anfang 999mal
6 0 * 1 65 % [Feuchte:] 0 0
7 0 * 0 13 °C [Bestrahlungl:]0 |0
8 0 * 0 13 °C [Bestrahlung2:10 |0
9 0 * 0 13 °C [Bestrahlung3:]10 |0
10 600 |* 0 13°C [Temperatur: 1] 0
11 * 1 65 % [Feuchte:] 0 0
12 * 0 20 °C [Bestrahlung1:]0 |0
13 * 0 20 °C [Bestrahlung2:]11 |0
14 * 0 20 °C [Bestrahlung3:]1 |0
15 840 |* 0 20°C [Temperatur: 1] 0
16 Schleife Nr.1 Ende
Zeit: Zeilen-Laufzeit

Funktionen:  Hier kdnnen verschiedene Funktionen aktiviert werden (ja/nein):

1: Zeile aktiv, 2: Sollwert addieren, 3: Wait-Funktion, 4: e-Funktion, 5: s-Funktion

(3-5: legt die Ansteuerung der Sollwerte fest)

Analog-Kanal: Hier wird der Analog-Kanal gewihlt, fiir den in der jeweiligen Zeile der

Sollwert angegeben werden soll. Gewéhlt werden kann zwischen: 0 (Feuchte) und 1
(Temperatur).
Sollwert: Hier wird der Sollwert fiir den zuvor gewéhlten Analog-Kanal eingegeben. Die

Einheit wird mit angezeigt.

Merkername: In dieser Spalte wird zum einen einer von mehreren Digital-Kanélen gewahlt

(nicht direkt im Listing angezeigt), und dieser dann entweder ein- (1) oder

ausgeschaltet (0). Auch die Analog-Kanile werden hier aktiviert bzw. nicht

aktiviert. Zur Verfiigung stehende Merkernamen sind:

Start, Sammelstérung, Temperatur, Feuchte, Bestrahlung 1 (schaltet 4 Glithlampen),
Bestrahlung 2 (schaltet etwa 1/3 der Leuchtstoffrohren) Bestrahlung 3 (schaltet etwa

2/3 der Leuchtstoffrohren)

Zeitkonstante: Zeitkonstante t fiir die unter ”Funktionen” evtl. aktivierte e-Funktion
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Abbildung A.3: Verlauf der mittleren Befallshaufigkeit der Ahrchen (Sommerweizen Picolo) nach
einer kiinstlichen Ahren-Inokulation von 0 dpi bis 42 dpi (Isolate 35 und 36) bzw. 63 dpi (Isolate 34
und 37) in Prozent. Vergleich von vier F. graminearum-Isolaten aus Versuch 1 (Isolate 34 und 37) und
Versuch 2 (Isolate 35 und 36). Die Zahl der untersuchten Einzeldhren pro Isolat nahm von n = 38 (0
dpi, maximal) bedingt durch die Probennahme auf n = 5 ab (minimal, 42 dpi).
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Abbildung A.4: Entwicklung des DON-Gehalts (DON 1) ganzer Ahren (Sommerweizen Picolo) nach
einer kiinstlichen Ahren-Inokulation von 0 dpi bis 42 dpi (Isolate 35 und 36) bzw. 63 dpi (Isolate 34
und 37) in ppm (mg/kg TM). Vergleich von vier F. graminearum-Isolaten aus Versuch 1 (Isolate 34
und 37) und Versuch 2 (Isolate 35 und 36) (n=3). Regression: Polynom 3. Grades (Isolate 34 und 37).
Helle Linie: Isolat 37.
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Tabelle A.12: Pearson Korrelationskoeffizient (R) fiir die Zusammenhéinge zwischen dem DON-
Gehalt (3 Parameter) von Weizendhren (Sommerweizen Picolo) und fiinf weiteren Parametern nach
einer kiinstlichen Ahren-Inokulation. Gemeinsame Berechnung fiir die F. graminearum-Isolate 34 und
37 (7 dpi bis 63 dpi). Insgesamt gehen die Werte von 54 Einzeldhren in die Berechnung ein (n = 54).
Signifikante Beziehungen sind gekennzeichnet mit * (p < 0,05), ** (p < 0,01) oder *** (p < 0,001).
DON 1 = DON-Gehalt (mg/kg TM), DON 2 = DON-Gehalt (mg/kg befallene TM), DON 3 = DON-
Menge (ng/Ahre).

1 2 3 4 5 6 7 8

DON1 | DON2 | DON3 FM ™ WG BH FUBK
I |[DON1 |0,86%** ]0,89%** |-0,57*%* |-0,37** |-0,40%* |0,46*** |0,39%*
2 |DON2 0,72%** 1-0,24 -0,44%** 10,08 -0,02 -0,04
3 |DON3 -0,35%*% 10,04 -0,44%*% 1 0,51%%* |0,40%*
4 | Frischmasse (FM) 0,54 0,76*** |-0,69%** |-0,61%**
5 | Trockenmasse (TM) -0,10 0,15 -0,001
6 | Wassergehalt (WG) -0,97%*% [ -0,77%**
7 | Befallshiufigkeit der Ahrchen (BH) 0,83 %
8 | Flache unter der Befallskurve (FUBK)

Tabelle A.13: Pearson Korrelationskoeffizient (R) fiir die Zusammenhinge zwischen dem DON-
Gehalt (3 Parameter) von Weizendhren (Sommerweizen Picolo) und fiinf weiteren Parametern nach
einer kiinstlichen Ahren-Inokulation. Gemeinsame Berechnung fiir die F. graminearum-Isolate 35 und
36 (7 dpi bis 42 dpi). Insgesamt gehen die Werte von 36 Einzeldhren in die Berechnung ein (n = 36).
Signifikante Beziehungen sind gekennzeichnet mit * (p < 0,05), ** (p < 0,01) oder *** (p < 0,001).
DON 1 = DON-Gehalt (mg/kg TM), DON 2 = DON-Gehalt (mg/kg befallene TM), DON 3 = DON-
Menge (ug/Ahre).

1 2 3 4 5 6 7 8

DON 1 DON2 | DON3 FM ™ WG BH FUBK
1 |DON1 0,80%** | 0,97%** |-0,56*** |-0,25 -0,51** [ 0,55%** [0,57%**
2 |DON2 0,79*** 1-0,33* -0,39* -0,10 0,15 0,15
3 |DON 3 -0,50%* |-0,13 -0,51%* [ 0,59%%* | (,58%**
4 | Frischmasse (FM) 0,49** 0,69*** [-0,58%** |-0,65%**
5 | Trockenmasse (TM) -0,24 0,36* 0,23
6 | Wassergehalt (WQG) -0,94*** |-0,94%**
7 | Befallshiufigkeit der Ahrchen (BH) 0,96%**
8 | Flache unter der Befallskurve (FUBK)




Anhang 265

Tabelle A.14: Pearson Korrelationskoeffizient (R) fiir den Zusammenhang zwischen dem DON-
Gehalt (3 Parameter) von Weizendhren (Sommerweizen Picolo) und dem Befall (Parameter
Befallshiufigkeit (BH) und Fliche unter der Befallskurve (FUBK)) auf Isolat-Ebene. Die Ergebnisse
(Mittelwerte) der vier Isolate 34, 35, 36 und 37 (n = 4) werden fiir die Zeitpunkte 7 dpi bis 42 dpi
getrennt miteinander korreliert. Jeder der Mittelwerte basiert auf 3 FEinzelwerten. Signifikante
Beziehungen sind gekennzeichnet mit * (p < 0,05), ** (p < 0,01) oder *** (p < 0,001). Fettgedruckte
Werte: engste Korrelation in jeder Zeile. Daten aus den Ahren-Inokulationen 1 und 2.

dpi 7 14 21 28 35 42

BH/DONI1 0,953* 0,962* 0,996** |0,861 0,980* [0,985*
BH/DON?2 0,836 0,530 0,960* 0,652 0,946 0,971*
BH/DON3 0,996** |0,967* 0,964* 0,845 0,975* [0,988*

FUBK/DONI1 0,926 0,973* 0,987* 0,950* {0,945 0,852
FUBK/DON2 {0,799 0,594 0,924 0,831 0,883 0,808
FUBK/DON3 [0,982%* 0,992%* 0,939 0,918 0,950* {0,862

Tabelle A.15: Pearson Korrelationskoeffizient (R) fiir den Zusammenhang zwischen dem DON-
Gehalt (DON 2 und DON 3) von Weizendhren (Sommerweizen Picolo) und der Befallshdufigkeit, der
Befallsstirke und der Fliche unter der Befallskurve der Ahrchen auf Isolat-Ebene. Die Ergebnisse
(Mittelwerte) der vier Isolate 34, 35, 36 und 37 (n = 4) werden fiir die Zeitpunkte 6 dpi bis 56 dpi
getrennt miteinander korreliert. Jeder der Mittelwerte basiert auf 3 Einzelwerten (Isolat 35, 43 dpi: 2
Einzelwerte). Signifikante Beziehungen sind gekennzeichnet mit * (p < 0,05), ** (p < 0,01) oder ***
(p < 0,001). - = Wert nicht vorhanden. Fettgedruckte Werte: engste Korrelation in jeder Zeile. Daten
aus der Ahren-Inokulation 3.

DON 2
6 10 14 21 28 35 43 49 56
BH 0,918 0,54 0,842 0,798 0,883 | 0,986* | 0,824 0,838 0,704
BS - 0,736 0,819 0,814 0,887 | 0,974* - - -
FUBK [ 0,9661* | 0,642 | 0,9664* | 0,65 0,85 0,867 0,883 | 0,955* 0,89

DON 3
6 10 14 21 28 35 43 49 56
BH 0,979*% | 0,674 0,925 |0,992** [ 0,953* | 0,854 | 0,972* | 0,906 0,553
BS - 0,868 0,943 | 0,983* | 0,915 0,921 - - -
FUBK 0,983* | 0,754 | 0,983* | 0,962* | 0,818 | 0,99** | 0,914 0,878 0,783
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Tabelle A.16: Bearbeitungsdaten zu den HPLC-Proben (Ahrenversuche 1-4). - = nicht vorhanden.

Probetag | Proben- Gefrier- Mabhlen Einwaage |Extraktion | Extrak- HPLC Bemer-
(dpi) nahme trocknung | und (2) tionsvolu- kungen
Einwiegen mina (ml-
ml-ml/g)
Ahrenversuch 1
0 03.07.00 [04.07.00 |[06.07.00 | variabel 06.07.00 | 12-9-6 11.07.00 |-
(0,3-0,6)

7 10.07. 11.07. 13.07. 0,54 13.07. 8-6-4 26.09. -

14 17.07. 18.07. 20.07. 1,0 20.07. 8-6-4 27.09. -

21 24.07. 25.07. 27.07. 0,7 27.07. 8-6-4 28.009. -

28 31.07. 01.08. 03.08. 1,0 03.08. 8-6-4 29.09. -

35 07.08. 08.08. 10.08. 0,8 10.08. 8-6-4 19.10. -

42 14.08. 15.08. 17.08. 0,7 17.08. 8-6-4 02.10. -

49 21.08. 22.08. 24.08. 1,0 24.08. 8-6-4 31.10. -

56 28.08. 29.08. 31.08. 0,6 31.08. 8-6-4 20.10. -

63 04.09. 05.09. 07.09. 0,8 07.09. 8-6-4 03.10. -

Ahrenversuch 2:

0 03.11. 07.11. 09.11. 0,3 09.11. 12-9-6 07.02.01 |-

7 10.11. 14.11. 16.11. 0,5 16.11. 12-9-6 07.02.01 |-

14 17.11. 21.11. 23.11. 0,75 23.11. 8-6-4 08.02.01 |-

21 24.11. 28.11. 30.11. 1,0 30.11. 8-6-4 12.02.01 |-

28 01.12. 05.12. 07.12. 1,0 07.12. 8-6-4 13.02.01 |-

35 08.12. 12.12. 14.12. 0,75 14.12. 8-6-4 14.02.01 |-

42 15.12. 19.12. 21.12. 0,75 21.12. 8-6-4 15.02.01 |-

Ahrenversuch 3:

3 23.03.01 | 09.04. 11.04. 0,05-0,2 25.09.01 |32-24-16 ([17.04.02 |nur noch
Restmateri
al

6 26.03.01 |27.03. 29.03. 0,5 11.04.01 12-9-6 15.04.02 |-

10 30.03. 02.04. 04.04. 0,6 07.05.01 12-9-6 11.04.02 |-

14 03.04. 04.04. unbekannt | 0,7 10.09.01 12-9-6 16.04.02 |-

21 10.04. 11.04. 17.04. 0,7 11.09.01 12-9-6 24.04.02 |-

28 17.04. 18.04. 20.04. 0,7 12.09.01 12-9-6 25.04.02 |-

35 24.04. 25.04. 27.04. 0,6 13.09.01 12-9-6 26.04.02 |-

43 02.05. 07.05. 14.05. 0,8 14.09.01 12-9-6 29.04.02 |-

49 08.05. 09.05. 15.05. 0,5 17.09.01 12-9-6 30.04.02 |-

56 15.05. 16.05 21.05 0,4 18.09.01 12-9-6 02.05.02 |-

63** 22.05. unbekannt | - - - - - -

Spindel 26.06. 28.06. 0,2 19.09.01 12-9-6 06.05.02 |-
Spelzen 26.06. 28.06. 0,8 20.09.01 12-9-6 09.05.02 |-
Korner 29.08. 10.09. 0,8 21.09.01 12-9-6 21.05.02 |-

Ahrenversuch 4:

7 13.09.01 17.09. 19.09. 0,8 14.05.02 | 12-9-6 22.05.02 |-

21 27.09.01 |02.10. 04.10. 0,8 16.05.02 | 12-9-6 24.05.02 |-

63*! 08.11.01 12.11. 27.11. 0,8 15.05.02 | 12-9-6 27.05.02 |-
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Die Proben wurden noch am Tag der Probennahme eingefroren (-20°C), zum angegebenen Termin
gefriergetrocknet (48 Stunden), dann entweder direkt gemahlen und eingewogen, oder aber im
Exsikkator bei Raumtemperatur zwischengelagert.

Nach der Einwaage erfolgte entweder die Extraktion noch am selben Tag oder eine erneute
Zwischenlagerung (immer bei -20°C gefroren) bis zur Extraktion. Die Extrakte werden gefroren bis
zur Messung gelagert (bei -20°C oder -70°C, verschlossen mit Laborfilm oder nicht).

*! Die Proben von Ahrenversuch 4 / 63dpi wurden ausnahmsweise nach der ersten reguliren
Gefriertrocknung fiir 12 Tage eingefroren, dann erneut fiir 24 Stunden gefriergetrocknet, und erst dann
(am 27.11.01) gemahlen und eingewogen.

*2 Eine Ausnahme bildeten hier die Proben von Ahrenversuch 3 / 63dpi. Nach der Gefriertrocknung
wurden die Proben in Spindel, Spelzen und Kérner gesplittet und im Exsikkator gelagert. Die Spindeln
und Spelzen wurden erneut 48 Stunden gefriergetrocknet und normal weiter verarbeitet. Die Korner
wurden am 12.06.01 in 3 Befallsklassen geteilt, ab dem 20.06. auf Korngréfenverteilung untersucht,
und dann weiter im Exsikkator gelagert (Raumtemperatur). Eine erneute Gefriertrocknung (48
Stunden) und reguldre Weiterverarbeitung erfolgte ab dem 21.09.01.

A.11 Ergiinzende Angaben zur Analytik der Mykotoxine (HPLC)
Altere HPLC-Gradienten (M1b und M1a):

Bei beiden Gradienten wurde die Merck-Siule verwendet:

Tabelle A.17: Gradientenverlauf der Methode M1b (Ahren-Matrix).

Zeit (min) 0 5 8 13 23 23,1 bis 35
% Wasser 87,5 82,5 82,5 |70 70 87,5
% Methanol 12,5 17,5 |17,5 |30 30 12,5

Flussrate (ml/min) | 1,5

Vorgang Trennung Aquilibrieren

Tabelle A.18: Gradientenverlauf der Methode M1a (Ahren-Matrix).

Zeit (min) 0 4 6 8 12 (13 |15 23 |25 |26 |31 [31,1bis42
% Wasser 95 192 192 (9 (81 |81 |72,5 |60 (60 |O 0 95
% Methanol 5 8 8 10 |9 9 27,5 |40 |40 |100 [100 |5

Flussrate (ml/min) | 1,5

Vorgang Trennung Sptilen Aquilibrie-
ren
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Abbildung A.5: Kalibrierkurve fiir 3ADON (Standard am 02.10.01 pipettiert, am 29.11.01 gemessen;
Methode M2; 220 nm). Relative Einheiten von LC-Talk-Software. A = flichenbezogene Daten (—);

B = hohenbezogene Daten (- - -)
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Abbildung A.6: Kalibrierkurve fiir NIV (Standard am 02.10.01

pipettiert, am 29.11.01 gemessen;

Methode M2; 220 nm). Relative Einheiten von LC-Talk-Software. A = flichenbezogene Daten (—);

B = hohenbezogene Daten (- - -)
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Kalibrierkurve ANIV
1000 1000
900 —= 900 G
7 =
& 800 oA 800 2
‘© e c
< 700 = 700 W
i - 9
7
o 600 600 E
> 7 -
8 500 z 500 £
< e z
o 400 < 400 T
< = )
2 300 300 5
~ P ‘T
T 200 — 200 &
X
o p ©
100 _/-, 100 @
O ] ] ] ] ) 0
0 10 20 30 40 50 60
ANIV (ppm)

Abbildung A.7: Kalibrierkurve fiir ANIV (Standard am 02.10.01 pipettiert, am 29.11.01 gemessen;
Methode M2; 220 nm). Relative Einheiten von LC-Talk-Software. A = flichenbezogene Daten (—);
B = hohenbezogene Daten (- - -)

mAU
219

199 -
179 -
159 -
139 -
119 -
99 -
79 A
59 -
39 -
19 ~

24,02

t (min)

0 5 10 15 20 25

Abbildung A.8: HPLC-Chromatogramm eines 25 ppm-Mischstandards (Trichothecene und
Zearalenon bei 220 nm, Methode M2). NIV bei 7,25, DON bei 10,52, ANIV bei 15,57, ADON bei
17,45, ZON bei 24,02.
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Abbildung A.9: HPLC-Chromatogramm eines 25 ppm-Mischstandards (Zearalenon und
Trichothecene bei 236 nm, Methode M2). ZON bei 24,03, NIV bei 7,25, DON bei 10,52, ANIV bei
15,57, ADON bei 17,45.
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Abbildung A.10: HPLC-Chromatogramm eines degenerierten 25 ppm-Mischstandards (Alter ca. 13
Monate; Trichothecene bei 220 nm, Methode M2). NIV bei 7.26, DON bei 10.57, ANIV bei 15.56,
ADON bei 17.51.

Auffillig sind die viel zu hohe DON-Konzentration und die deutlich zu niedrigen Konzentrationen
von ANIV und ADON (siehe 2.9.5).
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fen der Promotionszeit begleitet und so manche zeitliche Einschrankung meinerseits ertragen.
Vielen Dank dafiir und fiir die Unterstiitzung in jeglicher Hinsicht, sei es durch Wort, Tat
oder Gebet.

Nun mdchte ich meiner Familie danken. Insbesondere meinen Eltern, denen ich nicht nur
mein Interesse an der Natur verdanke, sondern die mir durch Unterstiitzung in allen Bereichen
meine akademische Ausbildung ermdoglicht haben. Ebenso allen anderen, die stets mit groBem

Interesse das Vorhaben verfolgt haben.

Mein ganz besonderer Dank gilt meiner Frau Wiebke.
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