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1. Einleitung 

1.1 Einführung in das Ökosystem Schilf 

1.1.1 Systematik, Morphologie, Standorte 

Das Schilfrohr Phragmites australis (Cav.) Trin. ex Steudel gehört zur Klasse Monokotyle-
doneae (Einkeimblättrige Pflanzen), Ordnung Poales (Grasartige), Familie Poaceae (Süßgrä-
ser). Es ist weltweit verbreitet und kommt an den Ufern vieler Binnengewässer, in Sümpfen 
und auch in Salzmarschen der Küstengebiete (Apinis et al., 1972b; Mauchamp & Mésleard, 
2001; Bertness et al., 2002; Minchinton, 2002) als bestandsbildende Pflanze vor. Morpholo-
gisch lässt sich diese Pflanze in die Abschnitte Rhizom mit Seitenwurzel, sowie den Halm mit 
Blättern und Blütenstand gliedern (Abbildung 1). 
 

Blüten-
stand 

Blätter 

Halm 

Adventiv- 
wurzeln 

Rhizom 

Wurzeln 

Wasserlinie 

Sediment- 
oberfläche 

 

Abbildung 1: Morphologie der Schilfpflanze, verändert nach Bursche (1980) und Ostendorp (1993). 

 
Die Pflanze erreicht am Bodensee je nach Standort meist eine Größe von 2-4 m. In anderen 
Gebieten können auch 6-8 m Höhe erreicht werden (Rodewald-Rudescu, 1974). Ihre oberirdi-
schen Teile sterben im Winter ab und werden im Frühjahr aus Schösslingen der Rhizome neu 
gebildet. Die Pflanze weist prinzipiell Landpflanzenmorphologie auf (Ostendorp, 1993) und 
kann nicht längere Zeit unter Wasser wachsen, da sie submers kaum Photosynthese betreiben 
kann (Mauchamp et al., 2001). Sie verfügt jedoch über ein Belüftungssystem (Aerenchym), 



Einleitung   2

über das die Rhizome der Pflanze von den Halmen aus mit Sauerstoff versorgt werden 
(Armstrong & Armstrong, 1988; Brix, 1988; Brix, 1989; Armstrong & Armstrong, 1990; 
Ostendorp, 1993; Jackson & Armstrong, 1999). Deshalb können infolge von Überstauung   
anoxisch gewordene Böden und Standorte bis etwa 1,5 m Wassertiefe (Ostendorp, 1993) vom 
Ufer aus besiedelt werden (Rodewald-Rudescu, 1974; Koppitz et al., 1997). Im Frühjahr aus 
dem Rhizomsystem austreibende Schößlinge können infolge der Versorgung mit Speicher-
stoffen und durch Sauerstoffzufuhr aus dem mit noch stehenden, abgestorbenen alten Halmen 
verbundenen Rhizomsystem eine Überstauung begrenzter Höhe bzw. begrenzter zeitlicher 
Dauer überstehen (Rodewald-Rudescu, 1974). Das im Gegensatz zu den oberirdischen Teilen 
ausdauernde Rhizomteil einer Pflanze kann 3-10 Jahre und älter werden. Durch Weiterwach-
sen der Rhizom-Enden kann der Klon jedoch als von unbegrenzter Lebensdauer angesehen 
werden (Rodewald-Rudescu, 1974). Die Wurzeltiefe hängt von der Höhe des Wasserstandes 
ab. Auf ständig überschwemmten Standorten beträgt die Dicke der Rhizomschicht nur 40-60 
cm. Dagegen kann auf Standorten mit stark schwankendem Grundwasserspiegel das Rhizom-
system bis etwa 4 m tief in den Boden reichen (Rodewald-Rudescu, 1974). Über die im über-
stauten Bereich an den Halmen wachsenden Adventivwurzeln kann die Pflanze dem Wasser 
direkt Nährstoffe entziehen (Rodewald-Rudescu, 1974; Ostendorp, 1990). 
 

1.1.2 Verbreitungsmechanismen 

Bereits etablierte Schilf-Bestände breiten sich durch klonales, vegetatives Wachstum aus. Ge-
nerative Vermehrung und Verbreitung durch Samen ist in solchen Beständen von untergeord-
neter Bedeutung (Rodewald-Rudescu, 1974). Von Bedeutung für die Verbreitung des Schilfes 
sind Samen v.a. bei der Besiedlung neuer Standorte (Luther, 1950; Koppitz et al., 1997). 
Der Same besteht aus einer ca. 1 mm langen Karyopse, die von der Fruchthülle fest umschlos-
sen und mit langen Härchen versehen ist. Infolge des geringen Gewichtes und der Härchen 
kann der Same durch Wind oder auf der Wasseroberfläche schwimmend über weite Strecken 
verbreitet werden (Hürlimann, 1951; Rodewald-Rudescu, 1974). Entlang von Wasserläufen 
kann eine vegetative Verbreitung über längere Distanz auch durch abgebrochene Rhizom- und 
Halmstücke erfolgen, die angeschwemmt werden und neu austreiben (Rodewald-Rudescu, 
1974). Durch die Verbreitung über den Luftweg können auch Standorte erreicht werden, die 
nicht auf dem Wasserweg zugänglich sind. Die jungen Keimlinge brauchen einen stabilen 
Bodenfeuchtegehalt, d.h. der Wasserstand darf nicht stark schwanken. Sie sind empfindlich 
gegen Austrocknen und können bei längerer Überschwemmung ebenfalls absterben 
(Rodewald-Rudescu, 1974; Mauchamp et al., 2001). Die Aussaat von Schilfsamen wird bis-
weilen auch zur Renaturierung verwendet, so z.B. im Isselmeergebiet, Niederlande 
(Rodewald-Rudescu, 1974). 
 

1.1.3 Ökologische und wirtschaftliche Bedeutung 

Das Schilfröhricht ist Nahrungs- und Lebensraum für zahlreiche Organismen, z.B. Insekten 
(Schilf-Gallmücke, Schilfkäfer u.a.), Spinnen (Schilf-Sackspinne, Schilf-Radspinne u.a.), Vö-
gel (Schilfrohrsänger, Teichrohrsänger, Drosselrohrsänger, Bartmeise u.a.), verschiedene     
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Fischarten (Rotfeder, Aal u.a.) und auch Säugetiere (Zwergmaus u.a.) (Ostendorp, 1993). Die 
Versorgung des Wurzelsystems mit Luft aus den oberirdischen Abschnitten führt im anoxi-
schen Gewässersediment infolge von Verlusten zur Ausbildung eines Sauerstoffgradienten an 
den Wurzeln (Armstrong & Armstrong, 1988; Armstrong & Armstrong, 1990; Armstrong et 
al., 1992; Armstrong et al., 2000). Somit entstehen kleinräumige ökologische Nischen für ae-
robe und mikroaerophile Mikroorganismen, welche die Wurzel und die Rhizosphäre besiedeln 
können. In der von hohem Stoffumsatz gekennzeichneten Uferzone eines Gewässers kann das 
Schilf daher durch Förderung des mikrobiellen Umsatzes einen Beitrag zur Wasserreinigung 
leisten (Armstrong & Armstrong, 1988; Ostendorp, 1993; Grosser et al., 1997). Dieser Effekt 
wird in Naturkläranlagen zur Abwasserreinigung genutzt (Mönninghoff, 1987; Grosser et al., 
1997). 
Schilf wird als natürliche Sicherung erosionsgefährdeter Ufer gepflanzt. In Gebieten mit gro-
ßen Schilfbeständen wird es handwerklich bzw. industriell als Baustoff (Dacheindeckungen, 
Putzträger), für Sichtschutzwände, zur Papierherstellung und für zahlreiche weitere Zwecke 
verwendet (Rodewald-Rudescu, 1974). Am Bodensee spielt der Aspekt der Nutzung heute 
keine Rolle mehr. 
 

1.2 Umweltsituation am Bodensee 

Ein als „Schilfsterben“ bezeichneter Rückgang der Schilfgürtel wurde in den vergangenen 
Jahrzehnten am Bodensee, wie auch bei zahlreichen anderen mitteleuropäischen Seen beo-
bachtet (Ostendorp, 1989; Ostendorp, 1991; Grosser et al., 1997). Die möglichen Ursachen 
hierfür sind multifaktoriell und lassen sich in abiotische und biotische unterscheiden. Ursa-
chen für mechanische Schädigung sind z.B. Treibholz und Algenmatten, welche ange-
schwemmt werden und die Schilfhalme niederdrücken sowie Wellenschlag durch Wind und 
Schiffe (Ostendorp, 1990; Ostendorp, 1991; Grosser et al., 1997). Längere vollständige Über-
stauung der Schilfhalme bei Hochwasserereignissen führt zum Absterben der Pflanzen 
(Honsell, 1879; Konold, 2000). In der Folge können größere Schilfflächen verschwinden 
(Rodewald-Rudescu, 1974; Böcker et al., 2002; Böcker et al., 2003). Durch die Anreicherung 
organischer Säuren als Folge anoxischer Bedingungen bzw. mikrobieller Abbauprozesse im 
Sediment wird das Wurzelwachstum beeinträchtigt (Armstrong et al., 1996a; Armstrong & 
Armstrong, 1999). Parasitierende Insekten, Milben und Mikroorganismen beeinträchtigen die 
Sauerstoffversorgung der Wurzeln (Armstrong et al., 1996b), sowie die Halmentwicklung und 
Samenbildung. Ferner könnte auch geringe klonale Diversität infolge der in aquatischen Be-
reichen ausschließlich vegetativen Ausbreitung eine Rolle spielen (Grosser et al., 1997; Kop-
pitz et al., 1997; Koppitz & Kühl, 2000). Diese kann sich in einer verminderten Anpassungs-
fähigkeit des Bestandes auf veränderte Umweltbedingungen auswirken. 
Der Bodensee weist jahreszeitliche Wasserstandsschwankungen von etwa 1,5 m zwischen 
Niedrigwasser im Winter und Hochwasser im Sommer auf, welche die Wuchsbedingungen 
für Pflanzen und die Sauerstoffversorgung des Uferbodens stark beeinflussen. 
Welche der oben aufgeführten Einflussfaktoren am Bodensee für den Schilfrückgang ursäch-
lich sind, ist nicht vollständig geklärt. Hochwasserereignisse scheinen jedoch der stärkste Ein-
flussfaktor zu sein. Hierbei wird der über mehrere Jahre erfolgte Flächenzuwachs durch wäh-
rend der Wachstumsphase auftretende Hochwasserereignisse wieder zunichte gemacht 
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(Ostendorp, 1990; Böcker et al., 2002; Böcker et al., 2003). Prognosen gehen davon aus, dass 
infolge rasch aufeinanderfolgender Hochwässer der Bestand insgesamt zurückgeht (M. 
Dienst, Konstanz, pers. Mitteilung). Über den Einfluss sekundärer Faktoren, wie z.B. die An-
wesenheit von endophytischen Mikroorganismen, auf Gleichgewichte und somit auf die Erho-
lungsfähigkeit geschädigter Schilfbestände liegen keine Publikationen vor. 
 

1.3 Endophytische Pilze 

1.3.1 Interaktionen zwischen Pilzen und Pflanzen 

Pilze, die in enger Assoziation mit Pflanzen leben, können eine beträchtliche Bandbreite von 
Wirkungen auf diese haben. Sie können in Abhängigkeit der betreffenden Interaktionspartner 
und zusätzlicher biotischer und abiotischer Faktoren von schädlich bis nützlich reichen 
(Schlösser, 1997; Saikkonen et al., 1998): Perthotrophe und biotrophe parasitische Pilze er-
nähren sich auf Kosten ihrer Wirte und verursachen offensichtliche Krankheitssymptome auf 
ihnen (Schlösser, 1997). Die verschiedenen Mykorrhiza-Typen sind gut untersuchte Beispiele 
symbiontischer Wechselwirkungen. Bei dieser an den Wurzeln der meisten höheren Pflanzen 
vorkommenden Symbiose sind die Pilze von Bedeutung für den Aufschluss von Nährstoffen 
aus dem Boden und deren Bereitstellung für die Wirtspflanze. Dies erfolgt mittels der in die 
Umgebung der Pflanze übergreifenden Pilzhyphen, die wesentlich feiner als Wurzelhaare sind 
und daher eine größere Oberfläche besitzen (Sharma et al., 1997; Hodge et al., 2001; Lande-
weert et al., 2001). Im Gegenzug bezieht der Pilz Kohlenhydrate von der Pflanze (Hampp & 
Schaeffer, 1999; Jakobsen, 1999). Endophytische Pilze sind ein weiteres Beispiel einer poten-
tiell symbiontischen Interaktion. Hierbei leben die Pilze ohne offenkundige Symptome zu 
verursachen vollständig im Inneren des Pflanzengewebes (Wilson, 1995; ausführliche Defini-
tionen siehe Abschnitt 1.3.3). Sie vermitteln ihrer Wirtspflanze u.U. erhöhte Vitalität und er-
halten von dieser im Gegenzug Nährstoffe und einen sicheren Lebensraum (siehe Abschnitt 
1.3.5). 
 

1.3.2 Ursprung des Begriffes „Endophyt“, Geschichtliches 

Der Begriff „Endophyt“ bzw. „endophytische Pilze“ wurde bereits im 19. Jahrhundert ver-
wendet, zunächst allerdings im Zusammenhang mit phytopathogenen Pilzen. A. de Bary 
grenzte 1866 diese Gruppe von den Epiphyten ab, welche nur die Oberfläche von Pflanzen 
besiedeln (de Bary, 1866; Petrini, 1986; Isaac, 1992). Für Pilze, die im Gegensatz zu Patho-
genen keine direkt erkennbaren Auswirkungen auf die Wirtspflanze zeigen, wurde der Begriff 
erst viel später verwendet. Eine Weiterentwicklung des Begriffes zu heute gebräuchlichen De-
finitionen (siehe 1.3.3) gab es erst seit den 80er Jahren des 20. Jahrhunderts (Wilson, 1995; 
Bills, 1996). 

Die Existenz von Pilzen bzw. deren Interaktionen mit Gräsern, die auch noch im Sinne der 
heutigen Definition (siehe Abschnitt 1.3.3) als Endophyten gelten, ist seit ca. 100 Jahren be-
kannt (Guérin, 1898; Nestler, 1898; Freeman, 1903; Lewis et al., 1997; Hesse, 2002). Es han-
delt sich gleichzeitig um die erste Entdeckung samenbürtiger, d.h. über die Samen der Wirts-
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pflanze übertragener Endophyten. Sie wurde bei dem Gras Lolium temulentum (Taumel-
Lolch) gemacht. Seit ca. 80 Jahren kennt man Endophyten auch in anderen Pflanzen außer 
Gräsern (Lewis, 1924; Petrini, 1996). Diese Symbiosen wurden aber zunächst wenig beachtet. 
Erst seit ca. 20 Jahren wird verstärkt über dieses Thema gearbeitet (Petrini, 1986; Lewis et al., 
1997; Hesse, 2002). 
 

1.3.3 Definitionen für Endophyten 

Der Begriff „Endophyten“ umfasst prinzipiell nicht nur Pilze, sondern auch endophytische, 
d.h. in einer Pflanze lebende, Bakterien und Algen (Wilson, 1995; Stone et al., 2000). Er wird 
jedoch im Rahmen dieser Arbeit nur auf Pilze bezogen. 
Beim Versuch der Definition des Begriffes „endophytische Pilze“ wird rasch erkennbar, dass 
dieser nicht ohne weiteres präzise fassbar und von Pathogenen abgrenzbar ist. In der Literatur 
werden die Definitionen nicht einheitlich gehandhabt und zum Teil kontrovers diskutiert 
(Wennström, 1994; Wilson, 1995). 
In einem überwiegend akzeptierten theoretischen Definitionsansatz werden Pilze, die in ge-
sundem Pflanzengewebe etabliert sind, ohne im Wirt offenkundige Symptome oder erkennba-
re Schäden zu verursachen, als Endophyten bezeichnet (Carroll, 1986; Petrini, 1991; Hirsch & 
Braun, 1992; Wilson, 1995; Stone et al., 2000; Sieber, 2002). Dieser Ansatz beinhaltet die 
Einbeziehung von latenten Pathogenen und erfasst infolge der fließenden Übergänge somit 
ein breites Spektrum zwischen den Extremen Symbiose und Parasitismus (Wilson, 1995; 
Bills, 1996; Saikkonen et al., 1998). 
Ergänzend zu der obigen Definition ist zu berücksichtigen, dass manche Autoren die Einbe-
ziehung von vesikulär-arbuskulären Mykorrhizapilzen ablehnen (Carroll, 1986; Wilson, 
1995), andere dagegen sie im Begriff „Endophyten“ mit einschließen (Clay, 1990b). In dieser 
Arbeit werden die klassischen Ekto- und Endo-Mykorrhizapilze nicht in den Begriff „En-
dophyten“ einbezogen. 
Bei der oben gegebenen Einbeziehung latenter Pathogene in die Endophytendefinition ist zu 
berücksichtigen, dass je nach äußeren Bedingungen, wie Alter der Wirtspflanze, Mikroklima-
Schwankungen usw., scheinbar manche Pilze zwischen endophytischer und parasitischer Le-
bensweise wechseln können. Bei Weizen (Triticum vulgare) gibt es z.B. den Spelzenbräune-
Erreger Phaeosphaeria nodorum (Anamorph Stagonospora nodorum, Synonym Septoria no-
dorum) als Pathogen (Brönnimann, 1968), der auch als endophytisch, d.h. symptomlos vor-
kommend beschrieben wurde (Leuchtmann, 1984; Sieber, 1985; Sieber, 2002). Ursache hier-
für dürfte ein fein abgestimmtes Gleichgewicht zwischen pilzlicher Virulenz und pflanzlicher 
Abwehr sein, das bei Verschiebung in Richtung erhöhter Virulenz bzw. geringerer Abwehr 
zum Krankheitsausbruch führen kann (Schulz et al., 2002). Die genetischen Unterschiede 
zwischen pathogenen und endophytisch-mutualistischen Stämmen der gleichen Art können 
gering sein. Beispielsweise bedingen eine Punktmutation bzw. die Disruption eines Genes bei 
Colletotrichum magna den Unterschied zwischen Pathogenität und symptomfreien endophyti-
schem Wachstum mit mutualistischem Einfluss (Freeman & Rodriguez, 1993; Wilson, 1995; 
Redman et al., 1999; Sieber, 2002). 
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Ein praktischer Definitionsansatz verwendet ein beobachtetes Hyphenwachstum aus inneren 
Geweben oberflächensterilisierter Pflanzenteile allgemein als Beweis dafür, dass die entspre-
chenden Pilze endophytisch leben (Bills, 1996; Sieber, 2002). Bei der Isolierung aus der 
Wirtspflanze können jedoch irrtümlich auch Pilze erfasst werden, welche sehr widerstandsfä-
hige Sporen bilden, die auf der Pflanzenoberfläche anhaften und durch die Behandlung nicht 
abgetötet wurden (Carroll, 1986; Petrini, 1986). Arten, die auf den zur Isolierung ausgewähl-
ten Medien nicht kultivierbar sind, werden – wie bei anderen kultivierungsabhängigen Ansät-
zen auch (vgl. z.B. Borneman & Hartin, 2000; Viaud et al., 2000) – hierbei nicht erfasst. 
 

1.3.4 Verbreitung endophytischer Pilze 

Endophytische Pilze können – im Gegensatz zu den an die Wurzel gebundenen Mykorrhiza-
pilzen – in allen Pflanzenteilen einschließlich der oberirdischen Abschnitte vorkommen 
(Carroll, 1988; Petrini et al., 1992). Sie wurden in einer Vielfalt von Pflanzenarten mit Her-
künften von tropischen bis zu alpinen Habitaten gefunden. Dies zeigt, dass diese Assoziatio-
nen in der Natur weit verbreitet sind. Endophyten liegen in einer breiten taxonomischen Viel-
falt vor. Sie finden sich jedoch überwiegend innerhalb der Ascomycota, seltener bei den Basi-
diomycota (Saikkonen et al., 1998). Die pilzlichen Partner der unter der Bezeichnung Mykor-
rhiza bekannten Symbiosen von Pilzen mit höheren Pflanzen stammen teilweise aus anderen 
taxonomischen Gruppen als die Endophyten. Die arbuskulären Mykorrhizapilze gehören zu 
den Glomeromycota (Schüßler et al., 2001), die Ektomykorrhiza-bildenden Arten meist zu 
den Basidiomycota und seltener zu den Ascomycota (Cairney, 2000). Ericoide Mykorrhiza als 
dritter Haupttyp wird lediglich im Bereich einer einzigen Ordnung (Leotiales und deren nahe 
Verwandtschaft) der Ascomycota gefunden (Cairney, 2000). 
Die Lebensweise vieler endophytischer Pilze scheint in der Natur biotroph zu sein, jedoch 
können fast alle Stämme auch in Reinkultur auf Standardpilzmedien gehalten werden (An et 
al., 1993; Chung & Schardl, 1997; Christensen et al., 2002). Sie können also prinzipiell auch 
saprophytisch ohne Wirtspflanze leben und sind somit als fakultativ biotroph anzusehen. Die 
Endophytenpopulation einer Pflanzenart kann in Abhängigkeit vom geografischen Standort 
variieren (Taylor et al., 1999). 
 

1.3.5 Einfluss von Endophyten auf den Wirt 

Es können grundsätzlich zwei Typen von endophytischem Mutualismus unterschieden wer-
den (Carroll, 1988): 
Der erste Typ ist ein induzierbarer Mutualismus der durch eine lockere Assoziation zwischen 
einem Pilz und einem Wirt charakterisiert ist (Carroll, 1988). Hierbei wird Wirtsgewebe 
durch lokale Infektionen der Blätter über Sporenflug („horizontale Übertragung“) besiedelt, 
die von mehreren verschiedenen Pilzen stammen können. Dadurch steigt die Anzahl und Viel-
falt der Endophyten mit zunehmenden Alter der Blätter an. Dieser Typ ist in der Natur weit 
verbreitet und ist besonders häufig bei Holzpflanzen der Angiospermae (Bedecktsamer) anzu-
treffen. Die Wirkungen solcher Endophyten auf die Vitalität ihrer Wirtspflanzen sind häufig 
noch unklar; allgemein wurde bisher vermutet, dass sie nur wenig zur Abwehr des Wirtes ge-



Einleitung   7

gen Schädlinge beitragen. Neuerdings wurde jedoch beim Kakaobaum (Theobroma cacao) 
eine deutliche Schutzwirkung gegen blattpathogene Pilze infolge lokaler Endophytenbesied-
lung nachgewiesen (Arnold et al., 2003; Clay, 2004). Die Schutzwirkung durch die Endophy-
ten ist hierbei nicht systemisch, sondern lokal auf die endophytenbesiedelten Gewebe be-
schränkt. Der dieser Wirkung zugrunde liegende Mechanismus basiert vermutlich auf einer 
direkten Wechselwirkung zwischen Endophyt und Pathogen. 
 
Der zweite Typ stellt eine konstitutive Form des Mutualismus dar. Konstitutiver endophyti-
scher Mutualismus ist durch eine systemische Infektion gekennzeichnet. Bisher kennt man 
diesen Typ v.a. von den Gattungen Festuca (Schwingel), Lolium (Lolch) und wenigen weite-
ren Gattungen innerhalb der Familie Poaceae (Süßgräser) in Verbindung mit Pilzen der Ana-
morph-Gattung Neotyphodium und der entsprechenden Teleomorph-Gattung Epichloë (Fami-
lie Clavicipitaceae, Stamm Ascomycota) (Schardl, 2001). Diese Pilze breiten sich in infizier-
ten Pflanzen aus und werden oft durch die Samen auf die nächste Wirtsgeneration übertragen 
(„vertikale Transmission“). Außerdem kommt bei den Teleomorph-Formen die horizontale 
Übertragung durch Sporenflug, sowie eine Mischform zwischen beiden Übertragungswegen 
vor. In dieser Gattung existieren somit drei Übertragungsweisen, deren Auftreten von der je-
weiligen Pilzart abhängt. Durch die Mischform ist eine ausgewogene Verteilung zwischen 
beiden Übertragungswegen gegeben, welche die sexuelle Rekombination von Endophyt und 
Wirt gewährleistet und somit zur Erhöhung der genetischen Variabilität beiträgt (Leuchtmann 
& Clay, 1997). 
Infolge der Pilzbesiedlung wird die Vitalität der Wirtspflanzen verbessert durch erhöhte Wi-
derstandsfähigkeit gegen biotische Faktoren wie Beweidung, Insektenfraß, parasitische Ne-
matoden und mikrobielle Parasiten (Clay, 1992; Bush et al., 1997; Schardl, 2001; Schardl et 
al., 2004) sowie abiotische Faktoren wie Trockenstress und Hitze (Arachevaleta et al., 1989; 
Malinowski & Belesky, 2000). Außerdem werden Biomasseproduktion und Ernährungsstatus 
verbessert (Latch et al., 1985; Arachevaleta et al., 1989; Groppe et al., 1999; Malinowski et 
al., 2000). Im Gegenzug erhält der Pilz im Rahmen dieser mutualistischen Assoziation von 
der Pflanze einen sicheren Lebensraum, Nährstoffe sowie eine Verbreitungsmöglichkeit über 
die Samen auf die nächste Wirtsgeneration (Saikkonen et al., 2004; Schardl et al., 2004). 
 
Neben den bereits beschriebenen Gattungen Epichloë/ Neotyphodium finden sich noch weitere 
Vertreter samenbürtiger symbiontischer Pilze. Samenbürtige Arten mit ebenfalls vitalitätsstei-
gernder Wirkung wurden mit Phomopsis casuarinae in Casuarina equisetifolia (Kasuarbaum, 
Eisen-Grenadillholz) (Bose, 1947) und einem nicht bestimmten Pilz in Helianthemum cha-
maecistus (Zwerg-Heideröschen) (Boursnell, 1950) beschrieben. In neuerer Zeit wurden p-
Endophyten (mit penicilliaten Konidiophoren), die zuvor auch als Phialophora- und Gliocla-
dium-ähnlich bezeichnet wurden, als weitere, nicht mit Epichloë/Neotyphodium verwandte 
Gruppe samenbürtig übertragener Endophyten beschrieben (Latch et al., 1984; An et al., 
1993; Siegel et al., 1995). Zumindest unter bestimmten Bedingungen können auch sie das 
Wachstum ihrer Wirtspflanze fördern (Malinowski et al., 1997a). 
Die besondere Bedeutung samenbürtiger Pilze liegt in der während des ganzen Lebenszyklus 
der Pflanze fortdauernden Assoziation des Pilzes mit der Wirtspflanze (vgl. Boursnell, 1950). 
Hierbei kann in der pflanzlichen Tochtergeneration infolge der erblichen Assoziation von An-
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fang an ein Selektionensvorteil für die Keimlinge aus pilzbesiedeltem Saatgut vorliegen (vgl. 
Boursnell, 1950; Faeth & Sullivan, 2003). Im Hinblick auf gemeinsame Entwicklung (Co-
Evolution) beider Partner ist diese enge Assioziation ebenfalls bedeutsam. Bei beiden Part-
nern können unterschiedliche Genflüsse zwischen deren Populationen vorherrschen: Bei dem 
strikt asexuellen Endophyten Neotyphodium liegt oft zwischen dessen Populationen ein gerin-
ger Genfluss vor, während bei der Wirtspflanze, z.B. Festuca arizonica (Arizona-Schwingel) 
ein stärkerer Genfluss infolge Pollenfluges über weitere Strecken vorliegt (Sullivan & Faeth, 
2004). Infolge dessen besteht eine Instabilität, die im Laufe der Zeit zu einer Inkompatibilität 
der Genotypen beider Partner führt. Die Folge ist, dass trotz weiter bestehender Assoziation 
mutualistische Effekte eine Abschwächung erfahren oder ganz verloren gehen können. 
 
Generell kann die Interaktion zwischen Pilz und Wirtspflanze je nach Art des Wirtes unter-
schiedlich ausfallen. Häufig als pathogen beschriebene Pilzarten können in anderen Wirtsar-
ten auch als kommensale oder mutualistische Endophyten vorkommen. Als mutualistisch be-
kannte Pilze können wiederum je nach Wirtsart unterschiedlich stark positive bis gar keine 
Effekte ergeben (Johnson-Cicalese et al., 2000; Redman et al., 2001). In einzelnen untersuch-
ten Systemen wurde gezeigt, dass der Genotyp der Wirtspflanze innerhalb der gleichen Art 
einen Einfluss auf die Auswirkung der Interaktion mit dem selben Pilzstamm haben kann 
(Schmidt, 1991; Marks & Clay, 1996; Malinowski & Belesky, 1999; Malinowski et al., 2000; 
Cheplick & Cho, 2003). Teilweise wurde eine Förderung leistungsschwacher Wirts-
Genotypen beobachtet, während solche mit hoher Produktivität unbeeinflusst blieben oder so-
gar gehemmt wurden. Auch die Verbesserung der Trockenresistenz wirkt sich je nach Wirts-
genotyp unterschiedlich stark aus (Hesse, 2002). 
 
Neben den Berichten über den positiven Einfluss von Endophyten auf ihre Wirtspflanzen gibt 
es auch Berichte über deutlich negative Folgen in einzelnen Systemen. Bei Mais (Zea mays) 
und Bananenpflanzen (Musa acuminata) wurde eine Verminderung der Photosynthese-
Leistung in Folge äusserlich symptomloser Infektionen durch Fusarium moniliforme bzw. 
Colletotrichum musae festgestellt. In Bananenpflanzen lag diesem Effekt offenbar eine Beein-
trächtigung des Elektronentransportes an den Thylakoidmembranen der Chloroplasten 
zugrunde, während bei Mais die Verminderung des Chlorophyllgehaltes ursächlich war 
(Rodrigues Costa Pinto et al., 2000). Bei einer Art der auf Kulturgräser allgemein als positiv 
wirkend bekannten Gattung Neotyphodium konnten bei Assoziation mit einem Wildgras in-
folge der Pilzbesiedlung sogar verminderte Wachstumsparameter beobachtet werden (Faeth & 
Sullivan, 2003). Hieraus wird ersichtlich, dass eine positive Wirkung durch endophytische 
Besiedlung nicht überall gegeben ist. Für mit Neotyphodium assoziierte Wildgräser scheint 
ein Nutzen hinsichtlich des Schutzes gegen Herbivore im Gegensatz zu landwirtschaftlich ge-
nutzten Grasarten sogar eher die Ausnahme zu sein (Faeth, 2002). 
 

1.3.6 Wirkungsmechanismen 

Schutz vor Beweidung von Gräsern durch Säugetiere wie Schafe und Rinder wird durch to-
xisch wirkende Ergot-Alkaloide (z.B. Ergovalin) und Indol-Diterpene (z.B. Lolitrem B) ver-



Einleitung   9

mittelt. Diese werden von endophytischen Epichloë/Neotyphodium-Arten der Familie Clavi-
cipitaceae, also Verwandten des bekannten Mutterkornpilzes, gebildet. Besonders bekannt 
wurde das durch neurotoxische Wirkung bedingte Phänomen „ryegrass staggers“ aus Neusee-
land (Clay, 1990a; Schardl & Phillips, 1997; Miles et al., 1998; Schardl, 2001). Der Fraß-
Schutz vor Insekten basiert auf insektizid wirkenden Pyrrolizidinen (z.B. N-Formyl-Lolin) 
und Fraß-abschreckend wirkenden Pyrrolopyrazinen (Peramin) (Schmidt, 1991; Bush et al., 
1997; Yue et al., 2000; Schardl, 2001). Schutz vor pathogenen Mikroorganismen kann eben-
falls durch die pilzliche Produktion von inhibierenden Sekundärstoffen erfolgen (Hallmann & 
Sikora, 1996; Peláez et al., 1998). Der Schutz gegen pathogene Pilze kann aber ebenso auch 
lokal durch direkte Wechselwirkung der Endophyten mit den Pathogenen erfolgen (Arnold et 
al., 2003). Infolge der Produktion von Sekundärstoffen mit antimikrobiellen und weiteren 
pharmakologisch interessanten Eigenschaften werden Endophyten neuerdings systematisch 
auf bisher unbekannte, in Pharmazie und Landwirtschaft einsetzbare Verbindungen hin unter-
sucht (Strobel & Long, 1998; Schulz et al., 2002; Strobel & Daisy, 2003). 
Die Wuchssteigerung der Wirtspflanzen kann auf der pilzlichen Produktion von Hormonen, 
Sekundärstoffen (Varma et al., 1999) oder durch den Pilz vermittelter erhöhter Mineralstoff-
aufnahme aus dem Boden beruhen (Malinowski & Belesky, 1999; Malinowski et al., 2000). 
Für manche in den Wurzeln vorkommende Endophyten ist hierbei auch eine Mykorrhiza-
ähnliche Funktion anzunehmen (Jumpponen & Trappe, 1998; Jumpponen, 2001). 
Die erhöhte Widerstandsfähigkeit mancher endophytenbesiedelter Pflanzen gegen Trocken-
stress beruht auf einer Verminderung der Transpirationsverluste durch veränderte Spaltöff-
nungssteuerung (Malinowski et al., 1997a; Malinowski et al., 1997b; Malinowski & Belesky, 
2000) und vermutlich auch auf einer durch den Pilz vermittelten Fähigkeit zur rascheren An-
passung an veränderte Bedingungen (Malinowski et al., 1997a). Außerdem wurden physiolo-
gische und biochemische Adaptationen durch Akkumulation osmotisch aktiver Substanzen 
zur Aufrechterhaltung des Turgors (Malinowski & Belesky, 2000), sowie eine Veränderung 
der Wurzelmorphologie beobachtet. Hierbei werden mehr und feinere Wurzeln gebildet, wo-
durch die Wasseraufnahme erleichtert wird (Malinowski & Belesky, 2000). 
 
Die Wirkung von Endophyten bleibt jedoch nicht unmittelbar auf deren Wirtspflanze be-
schränkt. Durch die Endophyten-vermittelte erhöhte Vitalität kann bei Arten mit hoher relati-
ver Besiedlungshäufigkeit ein Selektionsvorteil entstehen, der zur Verdrängung benachbarter 
Arten und damit zu einer Veränderung der Populationszusammensetzung führt (Clay & Ho-
lah, 1999). Im weiteren scheint die Anwesenheit des Endophyten biotische und abiotische 
Komponenten des Bodens verändern zu können und wirkt sich damit indirekt ebenfalls auf 
die Zusammensetzung der Pflanzenpopulation aus (Matthews & Clay, 2001). Die Anwesen-
heit von Endophyten kann zusätzlich sogar Nahrungsnetze von pflanzenparasitierenden Insek-
ten und deren Hyperparasiten bis in die höheren Trophie-Ebenen beeinflussen, was an Blatt-
läusen auf dem Neotyphodium-infizierten Gras Lolium (Lolch) nachgewiesen wurde (Omacini 
et al., 2001). 
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1.4 Bisherige Kenntnisse über schilfassoziierte Pilze 

Die bisher bekannten, mit Schilf assoziierten Pilze können in vier funktionelle Gruppen ein-
geordnet werden: 

1. Pathogene, die auf ihrer Wirtspflanze offensichtliche Krankheitssymptome hervorrufen, 
2. Saprophyten, die sich als Epiphyten auf der Oberfläche von Pflanzenexsudaten, bzw. von 

abgestorbenen Teilen ernähren, 
3. Endophyten, die das Innere der Pflanze besiedeln und über deren funktionelle Einflüsse 

beim Schilf noch wenig bekannt ist, 
4. symbiontische Wurzelpilze (Mykorrhiza), deren mögliche nützliche Funktionen aus Unter-

suchungen an anderen Pflanzen bereits bekannt sind. 
 
Die Besiedlung der verschiedenen Teile von Schilfpflanzen durch Pilze ist durch Isolierungen 
eingehend untersucht worden (Apinis et al., 1972a; Apinis et al., 1972b; Apinis et al., 1975; 
Taligoola et al., 1975). Die in England durchgeführten Arbeiten umfassten die Untersuchung 
der Besiedlung von Halmen, Blättern und Blütenständen unter Berücksichtigung verschiede-
ner Altersstadien von lebenden jüngeren bis hin zu bereits lange abgestorbenen Teilen. Auf-
grund der gewählten Methodik wurden bei diesen Untersuchungen neben Pathogenen auch 
Epiphyten bzw. Saprophyten mit erfasst. 
Es konnte hierbei gezeigt werden, dass sich die Pilzgemeinschaften an stehenden Halmen ü-
ber und unter Wasser, sowie innerhalb der verschiedenen submersen Zonen vom schlammi-
gen Grund bis zur Wasseroberfläche voneinander unterscheiden. Die Gemeinschaftszusam-
mensetzung war dabei stadienabhängig und unterlag vom lebenden bis zum toten, noch ste-
henden Halm einer ausgeprägten Sukzession (Apinis et al., 1972b). Bei der Besiedlung leben-
der Halme oberhalb der Wasseroberfläche wurde ein Anstieg der Artenvielfalt mit zunehmen-
dem Alter des Halmes festgestellt, wobei die Nodien bevorzugt besiedelt wurden. Vertreter 
der Deuteromycota-Gattungen Phoma und Stagonospora (alte Bezeichnung: Hendersonia), 
sowie der Ascomycota-Gattungen Chaetomium, Helotium, Dasyscypha und Mollisisa waren 
die am häufigsten nachgewiesenen Pilze (Apinis et al., 1975). An submersen Teilen noch ste-
hender, abgestorbener Halme wurden ebenfalls Stagonospora-Arten nachgewiesen (Cunnell, 
1957; Apinis et al., 1972b). 
Die Besiedlung der Blattoberfläche zeigte eine deutliche Abhängigkeit der Zusammensetzung 
der Pilzflora von den Entwicklungsstadien der Pflanze von jungen über ältere bis zu abgestor-
benen Blättern. Auf der Blattoberfläche wurden 49 verschiedene Pilzarten gefunden, von de-
nen Vertreter der Gattungen Alternaria, Cephalosporium, Cladosporium, Dasyscyphus, Di-
plosporium und Oidiodendron größere Häufigkeit und Verbreitung in verschiedenen Habita-
ten zeigten (Apinis et al., 1972a). 
Die Untersuchung der lebenden und abgestorbenen Blütenstände zeigte, dass diese durch rela-
tiv wenige Pilze mit geringen Häufigkeiten besiedelt werden. Die Arten, welche die Blüten-
stände besiedelten, waren im wesentlichen die selben, die auch auf den anderen Teilen dieser 
Pflanze vorkamen. Vertreten waren auf den Blütenständen v.a. die Gattungen Alternaria, 
Cephalosporium, Cladosporium, Claviceps und Epicoccum, ferner auch Vertreter der Gattung 
Stagonospora (Taligoola et al., 1975). 
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Bei der Untersuchung bekannter pathogener Pilze auf oberirdischen Pflanzenteilen in ungari-
schen Schilfbeständen konnte durch visuelle Bonitierung ein habitatsabhängiges, unterschied-
liches Vorherrschen der verschiedenen Arten gezeigt werden (Bán et al., 1996). Hierbei zeig-
ten Vertreter der Gattungen Puccinia, Polythrinciopsis und eine Phoma-ähnliche Art in einem 
überfluteten Habitat erhöhte Infektionshäufigkeit, während Deightoniella, gefolgt von einer 
weiteren Puccinia-Art in einem semi-ariden Habitat die schwersten Infektionen auslöste. Wei-
terhin konnte an ungarischen Schilfbeständen ein Zusammenhang zwischen der industriell 
nutzbaren Qualität der Schilfhalme und dem ebenfalls aufgrund der Krankheitssymptome 
(Blattflecken, -nekrosen) bestimmten Befall mit pathogenen Pilzen gezeigt werden (Bán et al., 
2000). Hierbei konnte für Arten der Gattung Deightoniella eine positive Korrelation zwischen 
verminderter Verarbeitungsqualität und dem Befallsausmaß gezeigt werden, während bei Ver-
tretern der ebenfalls als pathogen eingeordneten Gattung Stagonospora kein Zusammenhang 
zwischen der Qualität und dem Ausmaß des Pilzbefalles nachgewiesen wurde. Dagegen war 
die Befallshäufigkeit des Rostpilzes Puccinia phragmitis bei Pflanzen guter Qualität am 
höchsten (Bán et al., 2000). Zusätzlich konnte gezeigt werden, dass der Elementgehalt in den 
Schilfblättern von der Art des Pathogens abhängt und durch manche Pathogene (Stagonospo-
ra, Deightoniella) gesenkt wird, während er bei anderen (Puccinia) eine positive Korrelation 
mit dem Befall aufweist (Engloner et al., 2000). 
 
Von Schilf an überschwemmten und trockenen Standorten am Bodensee wurde eine Vielzahl 
endophytischer bzw. eng mit der Pflanze assoziierter Pilze aus den verschiedenen Pflanzentei-
len einschließlich der Wurzeln isoliert und mittels klassischer und molekularer Techniken be-
stimmt (Wirsel et al., 2001). Es wurden mindestens 19 verschiedene Gattungen gefunden. Ei-
nige von diesen zeigten Bevorzugung überschwemmter (Microdochium sp., Cladosporium 
sp.) bzw. trockener Standorte (Trichoderma sp., Cylindrocarpon sp.). Für eine ausgewählte 
Gattung (Cladosporium) wurde gezeigt, dass sie an den hier untersuchten Bodenseestandorten 
in mehreren Arten sympatrisch vorkommt (Wirsel et al., 2002). Am Beispiel eines endophyti-
schen Vertreters der Gattung Microdochium konnte gezeigt werden, dass der aus Verlusten 
der Schilfwurzel resultierende Sauerstoffgradient (siehe Abschnitt 1.1.3) endophytische Neu-
besiedlung auch in einer prinzipiell anoxischen, für Pilze ungeeigneten Umgebung ermöglicht 
(Damm et al., 2003). Beim Schilf am Bodensee konnte außerdem eine Besiedlung durch eine 
Vielfalt verschiedener arbuskulärer Mykorrhizapilze (Stamm Glomeromycota) nachgewiesen 
werden (Wirsel, 2004). Hierbei bestimmen die Bodenbedingungen den Symbiosestatus der 
Wirtspflanze, denn die Mykorrhizabesiedlung wurde in trockenen Habitaten häufig nachge-
wiesen, während sie in überschwemmten Habitaten vollständig fehlte. 
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1.5 Ziele der Arbeit 

Im vorliegenden Werk sollten folgende Hauptfragestellungen bearbeitet werden:  

An einem naturnahen Gras-System von hoher ökologischer Relevanz sollten Endophyt- Wirt- 

Wechselwirkungen untersucht werden, da diese an nicht-landwirtschaftlich genutzten krauti-
gen Pflanzen bisher nicht ausführlich untersucht worden sind (Sieber, 2002; Faeth & Sullivan, 
2003). Hierfür wurde Schilf (Phragmites australis) ausgewählt. Dessen natürliche Bestände 
unterliegen keiner Düngung, Abweidung, Schnitt oder anderen anthropogenen Einflüssen. 
Schilf steht damit im Gegensatz zu den meistens untersuchten Weidegräsern, die einer ausge-
prägten anthropogenen Selektion unterworfen sind. An solchen Gräsern konnte oft eine Asso-
ziation mit Neotyphodium-Arten gezeigt werden, die samenbürtig übertragen werden und da-
mit Musterbeispiele für erbliche Symbiosen darstellen. 
Samenbürtige Endophyten wurden bei verschiedenen Gräsern nachgewiesen. Daher sollte 
Schilf auf das Vorkommen und die Verbreitung samenbürtiger endophytischer Pilze hin un-
tersucht werden. Es sollte ermittelt werden, ob samenbürtige und weitere ausgewählte, häufi-
ge Endophyten ähnlich wie bei anthropogen beeinflussten Gräsern einen positiven Einfluss 
auf die Vitalität der Wirtspflanze haben. Für diese funktionelle Charakterisierung sollte ein 
Mikrokosmossystem mit axenischen Pflanzen etabliert werden, um die Untersuchungen ohne 
Störungen durch die Anwesenheit anderer Organismen durchführen zu können. 
Mittels in vitro Kompetitionstests auf unterschiedlichen Substraten sollte schließlich die Kon-
kurrenzfähigkeit samenbürtiger Pilze mit anderen Endophyten verglichen werden. Dies sollte 
erste Anhaltspunkte für die Durchsetzungsfähigkeit einzelner Isolate im Freiland bzw. in der 
Wirtspflanze liefern. 
Die Schilfpflanze kommt nicht nur auf Standorten mit normalem Bodenfeuchtegehalt vor, 
sondern besiedelt auch dauerhaft überschwemmte Standorte. Dies verändert die Art möglicher 
Interaktionen mit Mikroorganismen. Daher sollte die in vorangegangenen Arbeiten festge-
stellte Bevorzugung mancher Pilze für bestimmte, stark unterschiedliche Habitatstypen einge-
hender untersucht werden. Hierbei sollte das Verteilungsmuster in den verschiedenen Pflan-
zenteilen sowie das saisonale Verhalten der Pilze bzw. die Persistenz über längere Zeiträume 
mit kultivierungsunabhängigen Methoden untersucht werden. 
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2. Material und Methoden 

2.1 Herkunft des pflanzlichen und pilzlichen Materials 

2.1.1 Probenahme 

Die beiden Probenahmestellen liegen am Bodensee bei Konstanz nördlich („Mainau“) und 
südlich („Reichenau“) des Bodanrück, einer von einer Hügelkette längs durchzogenen Halb-
insel (Abbildung 2). Die im folgenden mit „Reichenau“ bezeichnete Stelle befindet sich bei 
der Ruine Schopflen auf der Nordseite des Dammes zur Insel Reichenau, einem landwirt-
schaftlich intensiv genutzten Gebiet (Untersee-Gnadensee). Die im folgenden mit „Mainau“ 
bezeichnete Stelle liegt gegenüber der Blumeninsel Mainau in der Bucht „obere Güll“ an ei-
nem renaturierten, von Wäldern umgebenen Ufer (Obersee-Überlingersee). Die Entfernung 
zwischen beiden Standorten beträgt in der Luftlinie 6,8 km. 

   Konstanz

Bodensee

 

N  
Mainau, 
obere Güll

Reichenauer
Damm 

 

Abbildung 2: Lage der Probenahmestandorte im Bodensee. 

Die Standorte wurden in die Zonierungen „überschwemmt“ und „trocken“ differenziert, wel-
che je ca. 20-30 m voneinander entfernt liegen. Die Zonierung „überschwemmt“ ist durch ei-
ne fast ganzjährige Überstauung mit Wasser charakterisiert, bei der nur während des Niedrig-
wassers im Winter für ca. zwei Monate das Sediment trocken liegt. Die Proben wurden aus 
der seewärtigen Front des Schilfgürtels entnommen. Die Zonierung „trocken“ charakterisiert 
den landwärtigen Bereich des Schilfgürtels. Sie liegt im erhöhten Uferbereich und wird nur 
während extremer Hochwasserperioden im Frühjahr/ Sommer überstaut, wie z.B. für ca. sechs 
Wochen beim Hochwasser von 1999. 
Die Qualität der beprobten Schilfbestände wurde gemäß dem Schadklassentypisierungssystem 
von Böcker et al. (2001) beurteilt, welches auf der Struktur der Bestände basiert. Zwischen 
den jeweils im erhöhten Uferbereich landwärtig („trocken“) liegenden Beständen beider 
Standorte lag nach dem Hochwasser 1999 kein wesentlicher Unterschied vor. Beide waren in 
die Klasse G1-G2 (ungeschädigt bis schwach geschädigt) einzuordnen. Dagegen war nach 
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dem angegebenen System der beprobte Bereich des Bestandes „Reichenau überschwemmt“ 
etwa als Klasse G3 (mittel/ deutlich geschädigt) und der beprobte Bereich des Bestandes 
„Mainau überschwemmt“ als Klasse G5 (extrem geschädigt) einzuordnen. 
 
Die exakte Standortbestimmung erfolgte durch ein Satellitennavigationssystem (Global Posi-
tioning System) mit einem mobilen GPS-II-Gerät (Garmin International Inc., GPS GmbH, 
Gräfelfing). An den in Tabelle 1 definierten Stellen erfolgte die Beprobung in einem Umkreis 
von 5-10 m. Aus dem Beprobungsumkreis ergibt sich, dass eine völlige Identität der Probe-
nahmestelle über die Jahre nicht gegeben ist. 
 

Tabelle 1: GPS-Werte der Probenahmestandorte. Die Breiten- und Längenwerte sind in Grad und 
Minuten angegeben. 

Standort, Zonierung Breite, Nord Länge, Ost 

Reichenau, überschwemmt 47°41.277’ 009°06.092’ 

Reichenau, trocken 47°41.262’ 009°06.105’ 

Mainau, überschwemmt 47°41.834’ 009°11.510’ 

Mainau, trocken 47°41.830’ 009°11.496’ 

 

Die Probenahmen erfolgten in den Jahren 1998-2001 durch Ausgraben ganzer Schilfpflanzen 
einschließlich des Wurzelstockes (Rhizom) bis ca. 30 cm Tiefe. Im Jahr 2000 wurde während 
der Vegetationsperiode von April bis November in ein- bis zweimonatlichen Abständen be-
probt. Pro Standortabschnitt und Probenahmetag wurden eine bis drei Pflanzen ausgegraben. 
Das Pflanzenmaterial für kultivierungsunabhängige Untersuchungen wurde mit fließendem 
Leitungswasser so lange gewaschen bis keine Erde oder Schmutz mehr anhaftete. Bis zur Be-
arbeitung erfolgte die Lagerung bei -20°C. 
Schilfblütenstände bzw. Samen für die Isolierung von Pilzen und zur Gewinnung von Saatgut 
wurden zur Reifezeit im November geerntet und lufttrocken in Papiertüten bei Raumtempera-
tur gelagert. 
 

2.1.2 Herkunft des Saatgutes für Mikrokosmos-Experimente 

Zur Herstellung axenischer Pflanzen für Mikrokosmos-Experimente wurde im November 
1998 gesammeltes Saatgut vom Bodensee-Standort Reichenau, überschwemmt eingesetzt. 
Zusätzlich wurde kommerziell erhältliches Saatgut aus Norddeutschland verwendet (Jelitto 
Staudensamen GmbH, Schwarmstedt). 
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2.1.3 Pilzliches Material 

Die für PCR-Tests, Erstellung von Referenzsequenzen für Phylogenien, Mikrokosmen und 
Kompetitionstests verwendeten Pilzstämme wurden aus den in Tabelle 2 angegebenen Her-
künften bezogen. 

Tabelle 2: Herkunft des pilzlichen Materials. Abkürzungen: CBS = Centraalbureau voor Schimmel-
cultures, Utrecht, Niederlande. In eckigen Klammern angegebene CBS-Nummern unter 
der Isolat-Nummer kennzeichnen die Deponierung von Isolaten der Phytopathologie Kon-
stanz bei der CBS. 

Gattung, Art Isolat-Nr. Referenz/ 
Bezugsquelle isoliert aus Standort 

Arthrinium sp. 6/97-11 
leg. W. Leibinger, 
1997, Konstanz, un-
veröffentlicht 

Schilf-Wurzel Reichenau, überschwemmt

Chaetomium sp. 6/97-38 Wirsel et al., 2001 Schilf-Wurzel Mainau, überschwemmt 
Cladosporium herba-
rum 315W Wirsel et al., 2002 Schilf-Wurzel Mainau, trocken 

Cladosporium oxyspo-
rum 4/97-20 Wirsel et al., 2002 Schilf-Halm Mainau, überschwemmt 

Cladosporium oxyspo-
rum 5/97-8 Wirsel et al., 2002 Schilf-Halm Mainau, überschwemmt 

Cladosporium oxyspo-
rum A14 Wirsel et al., 2002 Schilf-Wurzel Reichenau, trocken 

Cladosporium sp. A13 Wirsel et al., 2002 Schilf-Wurzel Reichenau, trocken 

Cylindrocarpon sp. 5/97-12 
[CBS102892] Wirsel et al., 2001 Schilf-Wurzel Reichenau, trocken 

Epicoccum sp. 4/99-12 eigenes Isolat; 
Ernst et al., 2003 Schilf-Samen Reichenau, überschwemmt

Fusarium sp. 5/97-45 Wirsel et al., 2001 Schilf-Halm Mainau, trocken 
Geotrichum sp. 6/97-17 Wirsel et al., 2001 Schilf-Wurzel Reichenau, überschwemmt
Gliocladium sp. 4/97-110 Wirsel et al., 2001 Schilf-Wurzel Reichenau, überschwemmt

Lophiostoma arundinis CBS621.86 Leuchtmann, 1985/ 

CBS Schilf Sarnen, Sarnersee, Kt. 
Obwalden, Schweiz 

Microdochium bolleyi 4/97-7 Wirsel et al., 2001 Schilf-Wurzel Reichenau, überschwemmt
Microdochium bolleyi 5/97-48 Wirsel et al., 2001 Schilf-Wurzel Reichenau, überschwemmt

Microdochium bolleyi 5/97-49 
leg. W. Leibinger, 
1997, Konstanz, un-
veröffentlicht 

Schilf-Wurzel Reichenau, überschwemmt

Microdochium bolleyi 5/97-54 
[CBS102891] Wirsel et al., 2001 Schilf-Wurzel Mainau, trocken 

Microdochium bolleyi A7 Wirsel et al., 2001 Schilf-Wurzel Mainau, trocken 

Microdochium bolleyi CBS137.64 leg. J.H. van Emden, 
1963/ CBS 

Rhizosphäre 
von Secale 
cereale 
(Roggen) 

Niederlande 

Microdochium bolleyi CBS172.63 leg. W. Gams, 1962/ 

CBS 
Boden von 
Weizenfeld 

Kiel-Kitzeberg, Deutsch-
land 
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Microdochium nivale 
var. nivale CBS110.94 

leg. R. Roberti, Cen-
trodi Studio per gli 
Antiparasitari, Bolo-
gna/ CBS 

Halmbasis 
von Triticum 
aestivum 
(Weizen) 

Italien 

Microdochium nivale 
var. nivale CBS320.78 leg. P. Reinecke/ 

CBS 

Triticum ae-
stivum (Wei-
zen) 

Deutschland 

Microdochium phrag-
mitis 5/97-66 

leg. W. Leibinger, 
1997, Konstanz, un-
veröffentlicht 

Schilf-Halm Mainau, trocken 

Microdochium phrag-
mitis CBS285.71 leg. W. Gams, 1966/ 

CBS 

Teleutosorus 
von Puccinia 
sp. auf Schilf 

Bialowiesza Nationalpark, 
Polen 

Microdochium sp. 4/97-39 
leg. W. Leibinger, 
1997, Konstanz, un-
veröffentlicht 

Schilf-Halm Mainau, trocken 

Microdochium sp. 5/97-16 Wirsel et al., 2001 Schilf-Wurzel Mainau, trocken 

Microdochium sp. 5/97-30 
leg. W. Leibinger, 
1997, Konstanz, un-
veröffentlicht 

Schilf-Wurzel Mainau, überschwemmt 

Microdochium sp. 6/97-20 Wirsel et al., 2001 Schilf-Wurzel Mainau, überschwemmt 
Penicillium sp. 5/97-5 Wirsel et al., 2001 Schilf-Wurzel Mainau, überschwemmt 
Phaeosphaeria eusto-
ma CBS337.86 leg. H.A. van der 

Aa, 1986/ CBS 
toter Schilf-
Halm 

Étang d’Hardy, Seignosse, 
Frankreich 

Phaeosphaeria 
phragmiticola CBS459.84 Leuchtmann, 1984/ 

CBS 

trockene 
Blattscheide 
von Schilf 

Husemersee, Andelfingen, 
Kt. Zürich, Schweiz 

Phaeosphaeria 
phragmitis CBS578.86 Leuchtmann, 1984/ 

CBS Schilf Maur am Greifensee, Kt. 
Zürich, Schweiz 

Phaeosphaeria ponti-
formis CBS589.86 Leuchtmann, 1984/ 

CBS Schilf Wichelsee, Sarnen, Kt. 
Obwalden, Schweiz 

Rhinocladiella sp. 6/97-36 Wirsel et al., 2001 Schilf-Wurzel Mainau, trocken 

Sclerotinia sp. 5/97-19 
leg. W. Leibinger, 
1997, Konstanz, un-
veröffentlicht 

Schilf-Halm Reichenau, überschwemmt

Septoria arundinacea CBS281.72 leg. J.W. Veenbaas-
Rijks, 1971/ CBS Schilf-Blüte Zuidelijk Flevoland, Nie-

derlande 
Stagonospora neglecta 
var. colorata CBS343.86 leg. H.A. van der 

Aa, 1986/ CBS Schilf-Blatt Seignosse, Landes, Frank-
reich 

Stagonospora sp. 4/99-1 
[CBS113270] 

eigenes Isolat; 
Ernst et al., 2003 Schilf-Samen Reichenau, überschwemmt

Stagonospora sp. 4/99-5 
[CBS113271] 

eigenes Isolat; 
Ernst et al., 2003 Schilf-Samen Reichenau, überschwemmt

Stagonospora sp. 4/99-18 
[CBS113272] 

eigenes Isolat; 
Ernst et al., 2003 Schilf-Samen Reichenau, überschwemmt

Trichoderma sp. A11 Wirsel et al., 2001 Schilf-Wurzel Mainau, trocken 
Nicht identifizierter 
Pilz; ähnlich zu Cor-
dyceps memorabilis 
mit BLAST-Score 521 
(Eric Kemen, Konstanz, 
unveröffentlichte Daten) 

Bo 0015 

leg. Dr. Christine 
Postius, Pflanzen-
physiologie, Univer-
sität Konstanz 

Cyanobakte-
rienkultur Bo 
0015 von Bio-
film auf Stein 
im Litoral 

Konstanz-Egg 
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2.1.4 Hinterlegung von Pilzisolaten bei Stammsammlungen 

Die im Rahmen dieser Arbeit isolierten Stagonospora-Stämme wurden beim Centraalbureau 
voor Schimmelcultures, Utrecht, Niederlande deponiert (siehe Tabelle 2). 
 

2.2 Isolierung und Kultivierung von Pilzen 

2.2.1 Medien 

Malzagar, 2% (nach Leuchtmann, 1984; verändert): 

Gerstenmalzextrakt 20 g/l 
Agar   20 g/l 

Für die Isolierung aus Umweltproben erfolgte zur Unterdrückung des Wachstums 
von Bakterien die Zugabe einer Kombination von zwei Antibiotika. Diese wurden in 
wässriger Lösung sterilfiltriert und nach dem Autoklavieren zugegeben (Endkonzen-
trationen): 

Ampicillin, Na-Salz  100 µg/ml 
Streptomycinsulfat    100 µg/ml 

 
 
Synthetischer Nährstoffarmer Agar (SNA; nach Nirenberg, 1976): 

KH2PO4     1 g/l 
KNO3     1 g/l 
MgSO4 • 7H2O 0.5 g/l 
KCl    0.5 g/l 
Glucose  0,2 g/l 
Saccharose  0,2 g/l 
Agar   20  g/l 
pH 6 

 
V8-Saft-Agar (nach Ko et al., 1978; verändert): 

V8-Gemüsesaft  20% (v/v) 
Calciumcarbonat   3 g/l 
Bacto-Agar   25 g/l 
pH 5,8 

 
Schilfblätter: 

Im Freiland gesammelte symptomfreie Schilfblätter wurden im feuchten Zustand in 
Glaspetrischalen autoklaviert und danach als Substrat für Pilzkulturen in Plastikpetri-
schalen eingesetzt. Zur Erhaltung des Feuchtegehaltes wurde angefeuchtetes Filter-
papier in die Petrischalen gegeben (vgl. Abschnitt 2.3.3). 
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Getreide-Stroh (nach Leuchtmann, 1984 & pers. Mitteilung): 

In 100 ml Erlenmeyerkolben wurde Getreidestroh locker eingefüllt und mit 40 ml 
Leitungswasser mit Zusatz von je 10 mg Biotin und Thiamin übergossen. Der Kol-
ben wurde mit einem Wattepfropfen verschlossen und autoklaviert. 
 

RNT-Flüssigmedium (nach Rao & Niederpruem, 1969): 

Hefe-Extrakt     4 g/l 
Glucose     4 g/l 
Malzextrakt   10 g/l 
Tryptophan  0,1 g/l 
 

Minimalmedium, flüssig (nach Pontecorvo et al., 1953): 
NaNO3       6 g/l 
KCl   0,52 g/l 
MgSO4 • 7H2O 0,52 g/l 
KH2PO4  1,52 g/l 
FeSO4  Spuren (kleine Spatelspitze/l) 
ZnSO4  Spuren (kleine Spatelspitze/l) 
Glucose     10 g/l 
pH 6,5 
 

Complete Medium (CM) für Dauerkulturen (Wirsel et al., 2001; verändert): 
Glucose        1% (w/v) 
Hefe-Extrakt     0,1% (w/v) 
Casein (sauer)  0,05% (w/v) 
Casein (enzymatisch) 0,05% (w/v) 
Glycerin      20% (w/v) 

 
Saccharose-Pepton-Medium (SP) für Dauerkulturen: 

Saccharose      10% (w/v) 
Pepton        1% (w/v) 
 

Die pH-Werte der oben angegebenen Medien wurden – sofern sie angegeben sind – mit Na-
OH bzw. HCl als Titrationsmittel eingestellt. Sofern nicht anders angegeben, wurde destillier-
tes Wasser verwendet. Alle oben angebenen Medien wurden 25 min bei 121°C autoklaviert. 

2.2.2 Isolierung aus Samen 

Zur Beseitigung der auf der Samenoberfläche vorkommenden Pilze und um die in den Samen 
vorkommenden Pilze anzureichern, wurden die Samen durch Oberflächensterilisation mit ver-
schiedenen Chemikalien und deren Kombinationen unter Variation der Inkubationsdauer be-
handelt. Verwendet wurden 5% Natriumhypochlorit (NaOCl), 70% Ethanol (EtOH), sowie 
eine Kombination von sukzessive 70% EtOH/ 5% NaOCl/ 70% EtOH. Die Inkubationszeit be-
trug 2-30 min (siehe Tabelle 11). Zur Isolierung von Pilzen aus Pflanzenmaterial (hier: Sa-
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men) wurde Malzagar mit Antibiotika-Zusatz (siehe Abschnitt 2.2.1) als Medium verwendet. 
Die Platten wurden bei 20°C im Dunkeln inkubiert. 

2.2.3 Dauerkulturen 

Zur dauerhaften Aufbewahrung von pilzlichem Material wurden Kulturen zur Cryolagerung 
angelegt. Hierzu wurde Mycel bzw. Sporen von Malzagarplatten mit Hilfe eines sterilen Spa-
tels abgeschabt und in den entsprechenden Medien suspendiert. Die hierfür verwendeten Me-
dien Complete Medium (CM) und Saccharose-Pepton (SP) sind unter Abschnitt 2.2.1 aufge-
führt. Aufgrund der in diesen Medien enthaltenen Komponenten wird die Bildung von Eiskri-
stallen vermindert. Nach einer 30-60 minütigen Inkubation auf Eis erfolgte die Lagerung bei   
-70°C. 
 

2.3 Charakterisierung von Pilzisolaten 

2.3.1 Wuchsgeschwindigkeit und Temperaturoptimum 

Die Ermittlung der Wuchsgeschwindigkeit und des Temperaturoptimums von Pilzisolaten er-
folgte auf Malzagar bei 10, 15, 20, 25 und 30°C im Dunkeln. Pro Isolat und Temperatur wur-
den drei Replikate angesetzt. Nach einer Woche bei schnell wachsenden Arten bzw. zwei 
Wochen bei langsam wachsenden Arten wurde die Wuchsstrecke ausgemessen und die durch-
schnittliche Wuchsgeschwindigkeit in mm pro Tag berechnet. Für die Ansatzserie bei 10°C 
wurde bei wenigen sehr langsam wachsenden Arten aufgrund geringer Wuchsgeschwindigkeit 
die Auswertung erst nach drei Wochen durchgeführt. 
 

2.3.2 Sporulationstests 

Zur morphologischen Bestimmung der Isolate wurde versucht, diese auf verschiedenen Medi-
en durch mehrwöchige bis mehrmonatige Inkubation zur Sporenbildung anzuregen. Als Sub-
strate dienten Malzagar, SNA mit einer auf die Agaroberfläche gelegten autoklavierten Ger-
sten-Ähre, um dem Pilz ein zusätzliches, hartes Substrat zur Verfügung zu stellen, V8-Saft-
Agar und autoklaviertes Getreide-Stroh (siehe Abschnitt 2.2.1). Die Inkubation erfolgte bei 
20°C unter permanentem UV-Licht (L36W/73-Leuchtstoffröhre, Osram GmbH, München) 
bzw. im Dunkeln. Platten mit V8-Saft-Agar wurden zur Anregung der Sporulation zusätzlich 
für 2-3 Tage einem Kälteschock (-20°C) unterzogen. 
 

2.3.3 Kompetitionstests 

Die Durchsetzungsfähigkeit von Stagonospora-Isolaten gegenüber anderen Pilzarten wurde 
mittels in vitro-Kompetitionstests in Plastikpetrischalen mit 8,5 cm Durchmesser untersucht. 
Verwendet wurden drei verschiedene Medien: Malzagar, SNA, sowie autoklavierte Schilfblät-
ter (siehe Abschnitt 2.2.1). Als Inokulum dienten mycelbewachsene runde Malzagarstückchen  
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mit 8 mm Durchmesser. Die Inokulumspunkte der Kompetitoren lagen sich auf Agar jeweils 
paarweise im Abstand von 4 cm gegenüber (Abbildung 3 A). Die Schilfblätter wurden im 
feuchten Zustand zu je zwei Stück in eine Petrischale ohne Agar gelegt. Die Inokulumspunkte 
mit 4 mm Durchmesser wurden in 3 cm Abstand platziert. In der Randzone der Schale wurde 
zur Erhaltung der Feuchtigkeit zusätzlich feuchtes Filterpapier platziert und die Schalen mit 
Parafilm umwickelt (Abbildung 3 B). Das relativ langsam wachsende Stagonospora-Isolat 
4/99-1 wurde zwei Tage vor den schneller wachsenden Kompetitoren inokuliert (Vorgehens-
weise analog zu Yuen et al., 1999). Als Kontrolle wurde nach dem gleichen Inokulations-
schema jeder verwendete Stamm mit sich selbst kombiniert. Für jede Kombination wurden 
drei Replikate angesetzt und bei 20°C im Dunkeln inkubiert. Die Auswertung erfolgte nach 
vier Wochen mit einer nochmaligen Überprüfung der Ergebnisse nach acht Wochen Inkubati-
on. 
 
 

         A)            B) 
 

Stagonospora sp. Kompetitor-Stamm 
 

Abbildung 3: Inokulationsschema für die Kompetitionstests. A) auf Agar, B) auf Schilfblattstü-
cken. 

 
Die Auswertung des Wuchsergebnisses erfolgte durch Beurteilung der Koloniemorphologie 
bezüglich Überwachsen, Wuchshemmung und Ausbildung von Hemmhöfen und deren Ein-
ordnung in verschiedene Interaktionstypen gemäß Rayner & Webber (1984), Robinson et al. 
(1993) und Yuen et al. (1999). Die Beurteilung erfolgte per Auge und mittels eines Binoku-
larmikroskopes bei Vergrößerungen bis 50x (Stereomikroskop SR, Carl Zeiss AG, Oberko-
chen). In Anlehnung an Yuen et al. (1999) wurde unter Vornahme von Abänderungen ein 
Punktesystem erstellt, bei dem jeder Art von Interaktion eine Punktzahl zugewiesen wurde 
(Tabelle 3). Je stärker der Einfluss von Stagonospora auf den Kompetitor war, desto mehr 
Punkte wurden für Stagonospora vergeben und desto weniger Punkte erhielt der Kompetitor. 
Auf Basis der zugeteilten Punkte wurde ein Antagonismusindex für die einzelnen Isolate be-
rechnet. 
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Tabelle 3: Punktesystem zur Erstellung des Antagonismusindex. Zur Evaluierung der Interaktio-
nen wurde ein Punktesystem erstellt (nach Yuen et al., 1999; modifiziert). Die Kategorien 
D1 und D2 mit jeweils 3 Punkten für Stagonospora bzw. den Kompetitor markieren den 
neutralen Interaktionsbereich. +Als Hilfe zur Wiedererkennung der Interaktionstypen in 
Abbildung 33, Abbildung 35, Abbildung 36 und Abbildung 37 wurde jeder Interaktion zu-
sätzlich ein Buchstabe zugeordnet. X = Typ A-G. 

Interaktion Punkte für 
Stagonospora

Punkte für 
Kompetitor Typ+

Stagonospora überwächst Kompetitor 6 0 A 
Stagonospora hemmt und umwächst Kompetitor 5 1 B 
Stagonospora hemmt Kompetitor 4 2 C 
Stagonospora und Kompetitor sind gehemmt 3 3 D1 
Ineinanderwachsen beider Pilze 3 3 D2 
Art der Interaktion nicht eindeutig 3 3 ? 
Kompetitor hemmt Stagonospora 2 4 E 
Kompetitor hemmt und umwächst Stagonospora 1 5 F 
Kompetitor überwächst Stagonospora 0 6 G 
Zusätzliche Barrierenbildung durch Stagonospora → ein Zu-
satzpunkt        + 1        - 1 XB 

Zusätzliche Hemmhofbildung → ein Zusatzpunkt        + 1        - 1 XH 
 

2.4 DNA-Präparationen 

2.4.1 DNA-Präparation aus Pilzen 

Die DNA-Präparation aus Pilzmycel erfolgte mit einer einfachen Methode auf Basis des Kati-
onen-Austauschers Chelex 100, verändert nach Walsh et al. (1991) und Wirsel et al. (2002). 
Folgende Schritte wurden angewendet: 

1. Ernte des Pilzmycels durch Abkratzen von der Malzagarplatte mit Hilfe eines sterilen Spa-
tels. 

2. Aufschluss des Mycels bei Raumtemperatur mit zwei alternativen Methoden: 
- durch Mixen mit dem Dispergiergerät Ultra Turrax T8 (IKA Labortechnik, Staufen) 
in 300 µl H2O im 2,0 ml Eppendorf-Gefäß 

- oder durch Quetschen mit einem Kunststoff-Mikropistill (Biozym Diagnosik GmbH, 
Hessisch Oldendorf) im 1,5 ml Eppendorf-Gefäß. 

3. Zugabe von 500 µl Chelex 100-Suspension (10% w/v). 
4. Inkubation bei 65°C für 30-60 min, mit gelegentlichem Mischen durch Invertieren des Ep-

pendorfgefäßes. 
5. Inkubation bei 95°C für 5 min. 
6. Zentrifugation 2 min ≥ 15600 g (13000 rpm). 
7. Überstand aufbewahren, Lagerung bei -20°C bis zum Gebrauch. 
 



Material und Methoden   22

2.4.2 DNA-Präparation aus adulten Pflanzen 

Das Pflanzenmaterial wurde vor dem Aufschluss mit fließendem Leitungswasser unter me-
chanischer Reinigung der Oberfläche gewaschen. Der Aufschluss des adulten Pflanzenmateri-
als aus dem Freiland mit sehr festen Zellwänden erfolgte durch Mahlen zu feinem Pulver mit 
Mörser und Pistill in Gegenwart von flüssigem Stickstoff. Hierfür wurden von der gleichen 
Pflanze nach Organen getrennt entweder ganze Blattspreiten von 2-3 Blättern, 4-6 komplette 
Seitenwurzeln, 2-3 ca. 5-10 cm lange Halmabschnitte (inklusive Nodium und Internodium) 
bzw. ein 5-10 cm langes Rhizomstück (nach vollständiger Entfernung der Seitenwurzeln) 
verwendet. Die harten Teile wurden zuvor mit einer ausgeglühten Schere in kleine Stücke 
zerschnitten. 
Alternativ wurde der Aufschluss in einer Schwingmühle MM300 (Retsch GmbH & Co. KG, 
Haan) durchgeführt. 200-400 mg in kleine Stücke zerschnittenes Pflanzenmaterial wurden in 
2 ml Eppendorfgefäßen mit zwei Wolframcarbidkügelchen (Durchmesser 3 mm, Qiagen, Hil-
den) für 30 sec bis 2 min bei einer Frequenz von 30 Schwingungen/ sec geschüttelt. Dieser 
Aufschluss erfolgte ebenfalls unter Cryo-Bedingungen; die Probenhalter wurden zuvor mit 
flüssigem Stickstoff gekühlt. Das Pulver wurde entweder sofort weiterverarbeitet oder ohne 
Auftauen bei -20°C bis zur Verwendung gelagert. 
 
Die Extraktion der DNA aus Pflanzenmaterial erfolgte mit dem NucleoSpin Plant Kit (Ma-
cherey-Nagel GmbH & Co. KG, Düren) gemäß der Anleitung für die Präparation aus Pflan-
zenmaterial. Das Verfahren basiert auf einer CTAB-Methode mit Bindung der DNA an eine 
Silika- Membran in einer Säule, Waschschritten und anschließender Elution. Die eingesetzte 
Menge an gemörsertem Frischmaterial betrug ≥ 100 mg. 
 
Auf einem Ethidiumbromid-gefärbten Agarose-Gel (siehe Abschnitt 2.6) wurde überprüft, ob 
die extrahierten DNAs degradiert waren und ob offensichliche Konzentrationsunterschiede 
vorlagen. War letzteres der Fall, wurde dies entsprechend durch Anpassung der in der PCR 
eingesetzten Menge (siehe Abschnitt 2.5.4) berücksichtigt. 
 

2.4.3 DNA-Präparation aus jungen Keimlingen 

Der Aufschluss einzelner junger Keimlinge für den abschnittsweisen PCR-Nachweis der na-
türlichen Besiedlung mit Stagonospora (siehe Abschnitt 2.8.6, Abbildung 5) erfolgte in der 
Schwingmühle MM300 (Retsch GmbH & Co. KG, Haan). Die Keimlingsstücke wurden in 
1,5 ml Eppendorfgefäßen mit einem Wolframcarbidkügelchen (Durchmesser 3 mm, Qiagen, 
Hilden) und 200 µl Millipore-gereinigtem Wasser (Milli-Q-Wasserreinigungssystem, Millipo-
re GmbH, Eschborn) bei 4°C für 30 bis 60 sec bei einer Frequenz von 30 Schwingungen/ sec 
geschüttelt. Unmittelbar danach wurden 200 µl Chelex 100-Suspension (10% w/v) zugege-
ben. Die weitere Verarbeitung erfolgte gemäß den Schritten 4-7 der unter Abschnitt 2.4.1 be-
schriebenen Chelex-Methode. 
 
Der Aufschluss von in Gruppen zusammengefassten Keimlingen zum Nachweis des axeni-
schen Status der Pflanzen erfolgte nach ober- und unterirdischen Abschnitten getrennt durch 
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Mahlen zu feinem Pulver mit Mörser und Pistill in Gegenwart von flüssigem Stickstoff. Die 
Extraktion erfolgte hierbei mit dem NucleoSpin Plant Kit (Macherey-Nagel GmbH & Co. 
KG, Düren; siehe Abschnitt 2.4.2). 
 

2.4.4 DNA-Präparation aus Schilfsamen-Pools 

Samen der verschiedenen Bodenseestandorte wurden in Pools (= vereinigte Menge) zu je-
weils ca. 200 Samen zusammengefasst. Sie wurden einer Oberflächensterilisation mit sukzes-
sive 70% EtOH/ 5% Na OCl/ 70% EtOH mit einer Dauer von 1/2/1 min in einem Volumen von 
je ca. 50 ml unterzogen und anschließend mehrfach mit destilliertem Wasser gewaschen. Der 
Aufschluss erfolgte in Gegenwart von flüssigem Stickstoff durch Mahlen zu feinem Pulver 
mittels Mörser und Pistill. Die Extraktion erfolgte gemäß Abschnitt 2.4.2 mit dem Nucleo-
Spin Plant Kit (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Düren). 
 

2.4.5 DNA-Präparation aus einzelnen Schilfsamen 

Einzelne Samen wurden (ohne vorherige Sterilisation) in 1,5 ml Eppendorfgefäßen mit 200 µl 
Millipore-gereinigtem Wasser (Milli-Q-Wasserreinigungssystem, Millipore GmbH, Esch-
born) über Nacht bei 4°C inkubiert, um die Samen quellen zu lassen. Der Aufschluss erfolgte 
in denselben Gefäßen mit einem Wolframcarbidkügelchen (Durchmesser 3 mm, Qiagen, Hil-
den) durch Schütteln bei 4°C für 30 bis 45 sec bei einer Frequenz von 30 Schwingungen/ sec 
mittels der Schwingmühle MM300 (Retsch GmbH & Co. KG, Haan). Unmittelbar danach 
wurden 100 µl Chelex 100-Suspension (10% w/v) zugegeben. Die weitere Verarbeitung er-
folgte gemäß den Schritten 4-7 der unter Abschnitt 2.4.1 beschriebenen Chelex-Methode. 
 

2.5 PCR 

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) mit einer thermostabilen 
DNA-Polymerase (Saiki et al., 1988) ermöglicht die exponentielle in vitro-Vermehrung defi-
nierter DNA-Abschnitte, die Zielsequenz für spezifische Sonden („Primer“) sind. Hierdurch 
kann ein Organismus mit partiell bekannter Sequenz, auch wenn er nur in geringer Konzentra-
tion in Umweltproben vorkommt, kultivierungsungsunabhängig nachgewiesen werden 
(Britschgi & Giovannoni, 1991; Bruce et al., 1992). Je nach Spezifität der Sonden kann die 
Methode zur molekularen Unterscheidung zwischen verschiedenen – jedoch u.U. morpholo-
gisch nicht unterscheidbaren – Organismen verwendet werden. Durch die Amplifikation kann 
ebenfalls genügend DNA für weitere Analysen (Sequenzierung) gewonnen werden. 
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2.5.1 Primer 

2.5.1.1 Zielbereich der PCR 

Der Zielbereich der PCR im Rahmen der molekularen Pilzsystematik ist oft die ribosomale 
DNA (rDNA), welche für die rRNA kodiert, aus der die RNA-Untereinheiten der Ribosomen 
bestehen. Grundlage hierfür sind die Variabilität einzelner Abschnitte der rDNA, welche die 
Unterscheidung zwischen taxonomischen Einheiten ermöglichen und die besonders gute 
Nachweisempfindlichkeit aufgrund der hohen Kopienzahl, in der die rDNA vorliegt (White et 
al., 1990; Bridge, 2002). Abbildung 4 gibt in einer schematischen Übersicht die Positionen 
der verwendeten Primer auf der rDNA wieder. Der hier dargestellte Ausschnitt zeigt die drei 
konservierten Abschnitte der rDNA, die für die kleine Untereinheit (18 S), die 5,8 S- und die 
große Untereinheit des Ribosoms (28S) kodieren. Dazwischen liegen die „Internal Transcri-
bed Spacer“ Bereiche (ITS 1 und ITS 2). Dies sind Bereiche, die zwar transkribiert, jedoch 
nicht als Ribosomen-Bausteine verwendet werden, da sie post-transkriptionell herausgespleißt 
werden (Hadjiolov, 1985). Sie eignen sich bei Pilzen aufgrund ihrer Variabilität für die mole-
kulare Taxonomie von der Gattungs- bis zur Artebene (Bridge, 2002). Die in die Struktur des 
Ribosoms eingehenden Bereiche der 18 S, 5,8 S und 28 S rDNA sind hingegen konserviert 
und werden daher für die Taxonomie auf höheren Ebenen verwendet (White et al., 1990; 
Bridge, 2002). 
Die Standard-Pilzprimer ITS1-F, ITS2, ITS3 und ITS4 setzen in konservierten Bereichen an. 
Die spezifischen Primer (SP) für direkte bzw. zweistufige „nested“ PCR (siehe Abschnitt 
2.5.2) zum Nachweis einzelner Arten setzen in den Bereichen der variablen ITS 1 und ITS 2 -
Regionen an. Deren Sequenzen müssen hierzu aus vorheriger PCR und Sequenzierung mit 
Standard-Pilzprimern bekannt sein. 
 

ITS3 ITS1-F 

 ITS 1  ITS 2   5,8 S 
 rDNA 

18 S 
rDNA 

28 S 
rDNA 

SP  

SP   

ITS2  ITS4 

Abbildung 4: Primer-Karte, verändert nach White et al. (1990) und Gardes & Bruns (1993). Lage 
der allgemeinen und isolatspezifischen Pilzprimer auf dem rRNA-Gencluster. Abkür-
zungen: rDNA = ribosomale DNA, ITS = Internal Transcribed Spacer, SP = spezifi-
sche Primer. 

 
 
 



Material und Methoden   25

2.5.1.2 Ableitung spezifischer Primersequenzen 

Primer für Phragmites australis: 

Gegen Schilf gerichtete Primer wurden anhand einer veröffentlichten ITS-Sequenz von Schilf 
entwickelt (Accession-Nr.: AF019810). Die Primersequenzen wurden gegen veröffentlichte 
ITS-Sequenzen weiterer Gräser der Familie Poaceae abgegrenzt. Dabei handelte es sich um 
Anisopogon avenaceus (AF019800), Arundo donax (AF019809), Centropodia glauca 
(AF019861), Dregeochloa pumilla (AF019853), Festuca arundinacea (AJ240154), Lolium 
temulentum (AJ240145). 

 
Primer für Stagonospora sp. 4/99-1: 

Die gegen das Stagonospora-Isolat 4/99-1 (Accession-Nr. AJ496625) gerichteten Primer wur-
den gegen die ITS-Sequenzen der Stagonospora-Isolate 4/99-5 (AJ496626), 4/99-18 
(AJ496627), Phaeosphaeria eustoma (AJ496629), Phaeosphaeria phragmiticola CBS459.84, 
Phaeosphaeria phragmitis (AJ496631), Phaeosphaeria pontiformis (AJ496632), die veröf-
fentlichte Sequenz von Epicoccum nigrum (AJ279448), Epicoccum sp. 4/99-12, Septoria a-
rundinacea (AJ496628) und Lophiostoma arundinis (AJ496633) abgegrenzt. 

 
Primer für Microdochium bolleyi 5/97-54: 

Die gegen Microdochium bolleyi 5/97-54 (Accession-Nr. AJ279475) gerichteten Primer wur-
den gegen die ITS-Sequenzen von Microdochium sp. 5/97-16 (AJ279481), Microdochium ni-
vale CBS110.94, CBS320.78, Microdochium phragmitis (AJ279449), Arthrobotrys foliicola 
(U51954), Fusarium sp. und Arthrinium sphaeospermum (AJ279456) abgegrenzt. 

 
Primer für Microdochium 5/97-16: 

Die gegen Microdochium sp. 5/97-16 (Accession-Nr. AJ279481) gerichteten Primer wurden 
gegen die ITS-Sequenzen von Microdochium bolleyi 5/97-54 (AJ279475), Microdochium ni-
vale CBS110.94, CBS320.78, Arthrobotrys foliicola (U51954), Fusarium sp. und Arthrinium 
sphaeospermum (AJ279456) abgegrenzt. 

 
Primer für Trichoderma sp. A11: 

Die gegen Trichoderma sp. A11 (Accession-Nr. AJ279459) gerichteten Primer wurden gegen 
die veröffentlichten ITS-Sequenzen von Trichoderma harzianum-Isolaten (AF057605), Tri-
choderma viride-Isolaten (X93978, X93979), Fusarium spp. (AJ279455, AJ279478), Cy-
lindrocarpon sp. (AJ279490), Gliocladium sp. (AJ279488) und Chaetomium sp. (AJ279466) 
abgegrenzt. 
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2.5.1.3 Primersequenzen 

Die verwendeten Primer (Tabelle 4) wurden von MWG-Biotech AG, Ebersberg synthetisiert. 
 

Tabelle 4: Verwendete Primer. Abkürzungen der Verwendung: K = Kontrolle der Amplifizierbar-
keit, N = nested PCR, P = Populations-PCR, S = Sequenzierung. 

 
Primer-

Bezeichnung 
Zielorganis-

mus 5’-Sequenz-3’ Referenz Verwen-
dung 

P.a.-ITS.F1 Schilf CGG GAG GGG AGG GGA CGA AAC AGA AC Wirsel et al., 2001/ 

diese Arbeit K 

P.a.-ITS.R1 Schilf GGT ACG CCG GCA GCC CCA ACT TC Wirsel et al., 2001/ 

diese Arbeit K 

ITS1-F Höhere Pilze CTT GGT CAT TTA GAG GAA GTA A Gardes & Bruns, 
1993 P, S, (K) 

ITS2 Pilze allgemein GCT GCG TTC TTC ATC GAT GC White et al., 1990 S 
ITS3 Pilze allgemein GCA TCG ATG AAG AAC GCA GC White et al., 1990 S 
ITS4 Eukaryonten TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC White et al., 1990 P, S, (K) 

4/99-1/ITS.F1 Stagonospora 
sp. 4/99-1 TGA GGA GTC CCT AAA AAG AC Ernst et al., 2003/ 

diese Arbeit N 

4/99-1/ITS.R1 Stagonospora 
sp. 4/99-1 AAA AGG CTT GTG GAT GC Ernst et al., 2003/ 

diese Arbeit N 

A11-ITS.F1 Trichoderma 
sp. A11 GTT GCC TCG GCG GGG TCA CG Wirsel et al., 2001/ 

diese Arbeit N 

A11-ITS.R1 Trichoderma 
sp. A11 GCC GCG CTC CCG GTG CGA GTT Wirsel et al., 2001/ 

diese Arbeit N 

5/97-54/ITS.F2 Microdochium 
bolleyi 5/97-54 GGT GCT GGA AAC AGT GCT GCC AC diese Arbeit N 

5/97-54/ITS.R2 Microdochium 
bolleyi 5/97-54 GTC GTC TGG CCG GCT TGC AG diese Arbeit N 

5/97-16/ITS.F2 Microdochium 
sp. 5/97-16 ACC CGA AAG GGT GCT GGA AG diese Arbeit N 

5/97-16/ITS.R2 Microdochium 
sp. 5/97-16 TTG GCT ATC GTC TAG ACG TGT TCA A diese Arbeit N 

 

2.5.2 Nested PCR 

Die nested PCR beruht auf einem zweistufigen Prozess (Jackson et al., 1991). Hierbei erfolgt 
in der ersten PCR-Stufe eine Amplifikation mit Standard-Pilzprimern gegen konservierte 
Genbereiche, z.B. die 18 S und 28 S rDNA. In diesem Fall kamen die Primer ITS1-F und 
ITS4 zur Anwendung. In der zweiten PCR-Stufe wurden spezifische Primer eingesetzt, die 
innerhalb des Produktes der ersten Stufe binden, aber auf nicht-konservierte Genbereiche zie-
len (Abbildung 4), so dass zwischen verwandten Arten unterschieden werden kann. Die Pro-
dukte der ersten Stufe wurden nach starker Verdünnung in der zweiten PCR-Stufe als 
Template eingesetzt. Durch die Anwendung des zweistufigen Systems wird die Sensitivität 
und Spezifität des Nachweises im Vergleich zur einstufigen PCR mit direktem Einsatz der 
spezifischen Primer erhöht (Jackson et al., 1991). 
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2.5.3 Nachweisgrenzenbestimmung 

Zur Abschätzung der Empfindlichkeit des nested PCR Verfahrens beim Nachweis von Stago-
nospora sp. 4/99-1 in Umweltproben wurde die Nachweisgrenze der nested PCR bestimmt. 
Hierbei wurde eine definierte Konzentration genomischer DNA von Stagonopora 4/99-1 suk-
zessive in 1:5-Schritten in einem konstant gehaltenen Hintergrund von 80 ng genomischer 
Wirts-DNA verdünnt. Die hierfür verwendete Schilf-DNA wurde aus axenischen, d.h. pilz-
freien Pflanzen aus sterilen Mikrokosmen extrahiert (siehe Abschnitte 2.4.3 und 3.3.1). Das 
Vorgehen erfolgte ebenfalls mit dem zweistufigen Amplifikationssystem (siehe Abschnitt 
2.5.2). 

2.5.4 Reaktionsansätze 

Die Reaktionsvolumina betrugen 20 bzw. 25 µl in 0,5 ml PCR-Reaktionsgefäßen bzw. Mikro-
titerplatten. Die Konzentrationen der einzelnen Komponenten für die verschiedenen PCR-
Stufen und Zielorganismen sind in Tabelle 5 angegeben. Das Volumen der genomischen 
DNA als Template (Matrize) für die Reaktionen mit den Standard-Pilzprimern wurde entspre-
chend der aus der DNA-Präparation erhaltenen Konzentration variiert und betrug zwischen 
0,5 und 5 µl. Zur Minderung der Effekte möglicher, inhibitorisch wirkender Fremdsubstanzen 
und zur Erhöhung der Nachweisempfindlichkeit der PCR wurde immer BSA (Rinderserum-
albumin) zum Reaktionsgemisch zugesetzt (Hernandez et al., 1999; Kageyama et al., 2003). 
Das verwendete Wasser wurde zuvor durch ein Milli-Q-Wasserreinigungssystem (Millipore 
GmbH, Eschborn) gefiltert und autoklaviert. 

Tabelle 5: Komponenten für die PCR. Das Endvolumen von 20 bzw. 25 µl wurde durch Auffüllen 
des Reaktionsgemisches mit Millipore-gereinigtem Wasser erreicht. 

  Ansatz/ Primer für 

Endkonzentration 
Phragmites 
australis, 
direkte PCR 

Standard- 
Pilz-Primer, 
direkte PCR 

Stagonospora 
sp. 4/99-1, 
nested PCR 

Trichoderma 
sp. A11, 
nested PCR 

Microdochium 
spp., 
nested PCR 

BSA                                                 0,5  mg/ml 
Reaktionspuffer, 
10x 1x (Fermentas), mit (NH3)2SO4 1x (MWG) 1x (Fermentas), 

mit (NH3)2SO4

MgCl2                                                 2,0  mM 1,5 mM 
dNTP-Gemisch                                                 0,2  mM 
Primer 1                                                 0,25 µM 0,125 µM 
Primer 2                                                 0,25 µM 0,125 µM 
Taq DNA- 
Polymerase 0,05 U/µl (Fermentas) 0,05 U/µl 

    (MWG) 
0,05 U/µl 
(Fermentas) K
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Template, 
Art u. Anteil am 
Reaktionsvolumen 

Genomische 
DNA, 1/100 

Genomische 
DNA, 1/50 
bis 1/5 

Produkt aus 1. PCR-Stufe, 1/100 
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2.5.5 PCR-Programme 

Zur Vermeidung unspezifischer Reaktionen wurden sämtliche PCR-Reaktionen mit einem 
„hot start“ begonnen, d.h. die Reaktionsansätze wurden erst in den Heizblock gestellt, nach-
dem dieser eine Temperatur von 94°C erreicht hatte. Zur Erhöhung der Spezifität bestanden 
die meisten Programme aus zwei Abschnitten, bei denen im ersten Abschnitt die Annealing-
Temperatur von höheren Werten auf den gewünschten Endwert abgesenkt wurde („Touch 
down“) und im zweiten Abschnitt die weitere Amplifikation bei der Zieltemperatur stattfand. 
Die von höheren Temperaturen aus erfolgende Annäherung an die gewünschte Annealing-
Temperatur dient zur Vermeidung vorzeitiger unspezifischer Bindungen der Primer an DNA-
Sequenzen, die nicht Zielbereich der Primer sind (Tabelle 6, Tabelle 7, Tabelle 8). 
 

Tabelle 6: PCR mit spezifischen Primern für Phragmites australis bzw. mit Standard-
Pilzprimern aus genomischer Pilz-DNA und aus Umweltproben. 

  Zielorganismus 
  Phragmites australis genomische Pilz-DNA genomische Pilz-DNA 

in Umweltproben 
Schritt Vorgang Temperatur Dauer Temperatur Dauer Temperatur Dauer 

1 Vordenaturie-
rung 94°C 2 min 

30 sec 94°C 2 min 
30 sec 94°C 2 min 

30 sec 
2 Denaturierung 94°C 30 sec 94°C 30 sec - - 

3 Annealing, 
Touch down 

68°C 
-1°C/ Zyklus 30 sec 70°C 

-1°C/ Zyklus 15 sec - - 

4 Elongation 72°C 30 sec 72°C 
45 sec 
+1sec/ 

Zyklus 
- - 

5 Wdh. Schritte 
2-4 - 9x - 14x - - 

6 Denaturierung 94°C 30 sec 94°C 30 sec 94°C 30 sec 
7 Annealing 58°C 30 sec 55°C 15 sec 55°C 15 sec 

8 Elongation 72°C 
30 sec 
+1sec/ 

Zyklus 
72°C 

45 sec 
+1sec/ 

Zyklus 
72°C 

45 sec 
+1sec/ 

Zyklus 

9 Wdh. Schritte 
6-8 - 29-39x - 39x - 39x 

10 Abschließende 
Elongation 72°C 10 min 72°C 10 min 72°C 10 min 

11 Kühlen und 
Lagerung 2-4°C - 2-4°C - 2-4°C - 

 
Die PCR-Reaktion mit Standard-Pilzprimern aus Umweltproben („Populations-PCR“) wurde 
analog der PCR für genomische Pilz-DNA, jedoch bei konstanter Annealing-Temperatur ohne 
„Touch down“ mit insgesamt 40 Reaktionszyklen durchgeführt, um keine der im Gemisch 
vorliegenden Zielsequenzen der verschiedenen Pilze zu bevorzugen. 
Die PCR-Reaktion aus genomischer Pilz-DNA aus Reinkulturen wurde zur Erzeugung von 
Fragmenten für die Sequenzierung durchgeführt. 
 



Material und Methoden   29

Tabelle 7: Nested PCR mit spezifischen Primern für Stagonospora sp. 4/99-1 bzw. für Tricho-
derma sp. A11. 

  Zielorganismus 
  Stagonospora sp. 4/99-1 Trichoderma sp. A11 
Schritt Vorgang Temperatur Dauer Temperatur Dauer 

1 Vordenaturierung 94°C 2 min 94°C 2 min 30 sec 
2 Denaturierung 94°C 30 sec 94°C 30 sec 
3 Annealing, 

Touch down 
75°C 
-1°C/Zyklus 

15 sec 78°C 
-1°C/Zyklus 

15 sec 

4 Elongation 72°C 30 sec 72°C 30 sec 
5 Wdh. Schritte 2-4 - 9x - 9x 
6 Denaturierung 94°C 30 sec 94°C 30 sec 
7 Annealing 65°C 15 sec 68°C 15 sec 
8 Elongation 72°C 30 sec 

+1sec/Zyklus 
72°C 30 sec 

9 Wdh. Schritte 6-8 - 39x - 39x 
10 Abschließende Elongation 72°C 10 min 72°C 10 min 
11 Kühlen und Lagerung 4°C - 2-4°C - 

 
 
Tabelle 8: Nested PCR mit spezifischen Primern für Microdochium spp. Die zur Erlangung der 

erforderlichen Primerspezifität nötige Annealing-Temperatur liegt genau im bzw. über 
dem Optimumsbereich der Taq-DNA-Polymerase. Daher wurden die Schritte Annealing 
und Elongation zusammengefasst. 

 
  Zielorganismus 
  Microdochium sp. 

5/97-16 
Microdochium bolleyi 
5/97-54 

Schritt Vorgang Temperatur Dauer Temperatur Dauer 
1 Vordenaturierung 94°C 2 min 94°C 2 min 
2 Denaturierung 94°C 30 sec 94°C 30 sec 
3 Annealing und Elongation, 

Touch down 
77°C 
-1°C/Zyklus 

45 sec 82°C 
-1°C/Zyklus 

45 sec 

4 Wdh. Schritte 2-3 - 4x - 4x 
5 Denaturierung 94°C 30 sec 94°C 30 sec 
6 Annealing und Elongation 72°C 45 sec 

+1sec/Zyklus 
77°C 45 sec 

+1sec/Zyklus 
7 Wdh. Schritte 5-6 - 39x - 39x 
8 Abschließende Elongation 72°C 10 min 77°C 10 min 
9 Kühlen und Lagerung 4°C - 4°C - 

 

2.5.6 PCR-Geräte 

Für PCR und Sequenzierung wurden folgende Geräte verwendet: 

- Programmable Thermal Controller PTC-100 (MJ Research, Inc., Watertown, Massachusetts, 
USA). 

- Eppendorf Mastercycler Gradient, Eppendorf Mastercycler Personal (Eppendorf AG, Ham-
burg). 

 



Material und Methoden   30

2.5.7 Auswertung der PCR aus Umweltproben 

Die Auswertung von PCR-Ergebnissen aus Umweltproben für die Darstellung der Nachweis-
häufigkeit eines Pilzes bzw. für statistische Analyseverfahren erfolgte nach der Agarose-Gel-
Elektrophorese (siehe Abschnitt 2.6) durch die Zuordnung und Tabellierung der erhaltenen 
Signale nach dem System 1 = Signal, 0 = kein Signal im Agarose-Gel. 
 

2.6 Agarose-Gel-Elektrophorese 

Die Überprüfung der Ergebnisse von DNA-Präparation, PCR und PCR-Produktreinigung er-
folgte durch Agarose-Gel-Elektrophorese (Sambrook & Russell, 2001). 
Als Auftragspuffer wurde eine 6x Bromphenolblau-Lösung mit einer Konzentration von 
0,25% (w/v) Bromphenolblau und 30% (v/v) Glycerin verwendet. Die Mischung des Puffers 
mit den DNA-Proben erfolgte im Verhältnis 1:6. Die Agarose-Konzentration (Neeo; Roth, 
Karlsruhe) der Gele betrug 0,8% (w/v) für genomische DNA und 2% für PCR-Fragmente. Als 
Lauf- und Gelpuffer wurde 1x TAE (40 mM Tris, 20 mM Acetat, pH 8,3, 2 mM EDTA) ver-
wendet. Es wurden Spannungen von 9-13 Volt/cm Gellänge angelegt. Als Molekulargewicht-
Standards dienten 100 bp- und 1 kb-Leitern (Fermentas, St. Leon-Rot). 
Nach der Elektrophorese wurden die Gele zur Anfärbung der DNA in einer 1 µg/ml Ethidi-
umbromid-Lösung auf einem Schüttler für 20-30 min inkubiert und anschließend kurz mit 
Wasser gewaschen. Die gefärbten Gele wurden mit dem Video-Dokumentationssystem Gel 
Doc 1000 (BioRad Laboratories GmbH, München) und dem Programm Multi-Analyst 1.0.2 
(Bio-Rad Laboratories GmbH, München) unter UV-Licht dokumentiert. 
 

2.7 DNA-Sequenzierung 

Die DNA-Sequenzierung wurde zur molekularen Identifizierung von Pilzen aus Reinkulturen 
und zur Überprüfung der Identität von nested PCR-Produkten verwendet. Zielbereich der Se-
quenzierung war die ribosomale DNA. Das Sequenzierungsprinzip beruht auf der Didesoxy-
kettenabbruchmethode (Sanger et al., 1977; Sanger, 1981). Hierbei erfolgt durch den Einbau 
von im Nukleotidgemisch vorhandenen Didesoxynukleotiden ein statistisch zufallsmäßig ver-
teilter Abbruch der Elongation der DNA-Strangsynthese. Die daraus resultierenden Produkte 
sind von verschiedener Größe. Sie können aufgrund der Kopplung an einen für jede Base spe-
zifischen Fluoreszenz-Farbstoff nach elektrophoretischer Auftrennung in einer Gel-Matrix 
nach Anregung durch einen Laser mittels eines Detektors erfasst und unterschieden werden 
(Applied Biosystems, 2000). 
 

2.7.1 Reinigung und Quantifizierung von PCR-Produkten 

Die Reinigung der PCR-Produkte zur Entfernung der Reagentien erfolgte mit dem QIAquick 
PCR Purification Kit (Qiagen GmbH, Hilden), bzw. dem E.Z.N.A. Cycle Pure-Kit (PeqLab 
Biotechnologie GmbH, Erlangen) gemäß den Anweisungen der Hersteller. Die Methode ba-
siert auf einer Bindung der DNA an eine Silika- Membran in einer Säule unter Hochsalzbe-
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dingungen, gefolgt von Waschschritten in Gegenwart von Ethanol und abschließender Elution 
unter Niedrigsalzbedingungen. Die gereinigten PCR-Produkte wurden nach erneuter Auftren-
nung auf einem Agarose-Gel (siehe Abschnitt 2.6) zur Überprüfung der Ausbeute mit dem 
oben beschriebenen Video-Dokumentationssystem dokumentiert. Die DNA-Menge bzw.        
-Konzentration wurde mittels des Vergleiches der Bildpixel-Sättigungsdichte mit ebenfalls 
aufgetragenen Standards definierter Menge mit den Programm Multi-Analyst Version 1.0.2 
(Bio-Rad Laboratories GmbH, München) ermittelt. 
 

2.7.2 Sequenzierungsreaktion 

Für die Sequenzierung von aus genomischer Pilz-DNA erhaltenen PCR-Fragmenten wurden 
die Primer ITS1-F, ITS2, ITS3 und ITS4 verwendet (siehe auch Tabelle 4). Die Sequenzie-
rung von nested PCR-Produkten erfolgte mit den Primern ITS2 und ITS3. Zur Sequenzierung 
wurde das Big Dye Terminator Cycle-Sequencing-Kit (Perkin Elmer Applied Biosystems; 
Applera Deutschland GmbH, Darmstadt) verwendet. Die Sequenzierungsreaktion wurde in 
0,5 ml-PCR-Reaktionsgefäßen mit einem Reaktionsvolumen von 10 µl durchgeführt. Als 
Templates dienten PCR-Fragmente (Tabelle 9, Tabelle 10). 
 

Tabelle 9: Reaktionsansätze für die Sequenzierung. 

  Verwendetes Kit 
      Endkonzentration 
      bzw. absolute Menge 

Big Dye, 
Versionen bis 2.0 

Big Dye, 
Version 3.1 

Big Dye-Mix 3 µl 1,5 µl 
Reaktionspuffer - 1,0 µl 
Primer (10 µM) 0,4 µl 0,5 µl 
Wasser Auffüllen auf 10 µl Auffüllen auf 10 µl 

K
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Template 45-90 ng 50 ng 
 
 

Tabelle 10: Sequenzier-Programme. 

  Verwendetes Kit 
  Big Dye, Versionen bis 2.0 Big Dye Version 3.1 
Schritt Vorgang Temperatur Dauer Temperatur Dauer 

1 Vordenaturierung - - 95°C 1 min 10 sec 
2 Denaturierung 96°C 15 sec 95°C 20 sec 
3 Annealing 50°C 15 sec 50°C 30 sec 
4 Elongation 60°C 4 min 60°C 4 min 
5 Wdh. Schritte 2-4 - 24x - 24x 
9 Kühlen und Lagerung 4°C - 2°C - 
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2.7.3 Sequenzanalyse 

Die Produkte der Sequenzierungsreaktion wurden auf einem automatischen Sequenzierungs-
system ABI377 bzw. ABI3730 (Perkin Elmer Applied Biosystems, Boston, MA, USA) durch 
die Firma GATC Biotech AG, Konstanz, analysiert. 
Die Bearbeitung der Sequenzen erfolgte durch Zusammensetzung im Programm SeqManII 
Version 5.07 von DNASTAR Inc. (Madison,WI, USA). Die daraus erhaltenen Consensus- Se-
quenzen wurden für die BLAST-Suche (BlastN, non-redundant, Altschul et al., 1997; Inter-
netseite: http://www.ncbi.nih.gov/BLAST/) in Datenbanken eingesetzt. Hieraus erhaltene 
BLAST-Treffer mit den höchsten Übereinstimmungen zu den untersuchten Sequenzen wur-
den als Referenz-Sequenzen für die Erstellung von Phylogenien verwendet. 
 

2.7.4 Molekulare Phylogenie 

Für Stagonospora und Phaeosphaeria wurde die paarweise Ausrichtung von Sequenzen mit 
dem Martinez/Needleman-Wunsch- Programm im Modul MegAlign Version 5.03 des DNA-
STAR Inc. Softwarepaketes (Madison,WI, USA) durchgeführt. Molekulare Phylogenien wur-
den mit dem ClustalW-Programm, ebenfalls in MegAlign bzw. mit dem BioNJ-Algorithmus 
im Programm PAUP Version 4.0.b10 (Swofford, 2000) und dem Kimura 2 Parameter zur Dis-
tanzmessung erstellt. Die Konfidenz des Stammbaumes wurde mit 1000 Bootstrap-
Wiederholungen überprüft. 
Für Microdochium wurde ein Alignment (Ausrichtung der Sequenzen) ebenfalls primär in 
MegAlign erzeugt. Die Enden wurden auf eine Länge von 471 bp glatt getrimmt und das     
Alignment in Clustal X (Thompson et al., 1997) importiert. Dort wurde das Alignment weiter 
optimiert und eine Neighbor-Joining Analyse durchgeführt. Die erhalten Verzweigungen 
wurden mit 1000 Bootstrap-Wiederholungen überprüft. 
 

2.7.5 Überprüfung von nested PCR-Ergebnissen 

Produkte von nested PCR-Reaktionen aus Matritzen-DNAs von verschiedenen Pflanzenteilen 
wurden stichprobenartig mit den Primern ITS2 und ITS3 sequenziert. Durch BLAST-Suche 
bzw. durch Zusammensetzung im Programm SeqManII Version 5.07 von DNASTAR Inc. 
(Madison,WI, USA) wurde ihre Identität mit den Sequenzen der Zielpilze verglichen. 
 

2.7.6 Einreichung von Sequenzen in Datenbanken 

Im Rahmen dieser Arbeit erzeugte Pilz-ITS-Sequenzen sind in der EMBL Datenbank 
(http://www.ebi.ac.uk/embl/) unter den Accession-Nummern AJ496625 bis AJ496633 zu-
gänglich (siehe auch Tabelle 13). 
 

http://www.ncbi.nih.gov/BLAST/
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2.8 Pflanzenanzucht, Mikro- und Makrokosmen 

Zur Untersuchung des Einflusses definierter einzelner Pilzisolate auf Schilf unter Ausschluss 
von Störungen durch die Anwesenheit weiterer Pilze wurden Mikrokosmen mit axenischen 
Schilfpflanzen etabliert. Die hierfür benötigten Pflanzen wurden aus Samen angezogen. 
 

2.8.1 Erzeugung steriler Keimlinge 

Die Oberflächensterilisation der Schilfsamen erfolgte mit einer Kombination von sukzessive 
70% EtOH/ 5% NaOCl/ 70% EtOH bei einer Dauer von je 5 min pro Schritt, gefolgt von drei 
Waschschritten in sterilem dest. Wasser mit je 5 min Dauer. Die Behandlung des kommerziel-
len gedroschenen Saatgutes erfolgte in 0,1-0,15 Gramm-Aliquots in 1,5 ml-Eppendorfgefäßen 
mit je 1 ml Flüssigkeit. Die Behandlung des nicht gedroschenen, also noch mit Fruchthülle 
und Flughaaren versehenen Saatgutes von Bodensee-Standorten erfolgte in gleicher Weise in 
0,1-0,2 Gramm-Aliquots in 13 ml Zentrifugenröhrchen (Sarstedt AG & Co., Nümbrecht) mit 
je 10 ml Flüssigkeit. 
Die Wahl dieser Methode erlaubte bei dem kommerziellen Saatgut eine zuverlässige Abtö-
tung aller Pilze bei noch ausreichender Keimungsfähigkeit. Das Saatgut von Bodensee-
Standorten wurde zusätzlich einer Behandlung mit dem Fungizid Triforin („Saprol neu“,    
Cyanamid Agrar GmbH & Co. KG, Schwabenheim) mit einer Endkonzentration von 0,1 
mg/ml durch Applikation im Gießwasser unterzogen, um die noch überlebenden Pilze zu eli-
minieren (Dr. Tsutomu Arie, Laboratory of Plant Pathology, Tokyo University of Agriculture 
and Technology (TUAT), Japan, persönliche Mitteilung; siehe Tabelle 11). Das Saatgut wur-
de auf autoklavierter Erde (siehe Abschnitte 2.8.2 und 2.8.4.2) und zur Kontrolle zusätzlich 
auf Malzagar ausgelegt. 
 

2.8.2 Inkubationsbedingungen für die Keimlingsanzucht 

Das Saatgut wurde auf autoklavierter (siehe Abschnitt 2.8.4.2) Gartenerde (Gebrüder Patzer 
GmbH, Sinnpal-Jossa) in Glaspetrischalen (20 cm Durchmesser, 5 cm Höhe) mit je ca. 300 
Samen pro Schale ausgelegt. Die Inkubation erfolgte mit einem Zyklus von 16 Std. Licht bei 
24°C und 8 Std. Dunkelheit bei 20°C in heiz- und kühlbaren Lichtthermostatschränken (Ernst 
Schütt jun. Laborgerätebau, Göttingen). Als Lichtquelle diente eine 400 Watt-
Quecksilberdampflampe HQL (MBF-U; Osram, Deutschland). Im Inkubationsbereich der Pe-
trischalen wurde eine Lichtintensität von 120 µE x m-2 x sec-1 gemessen. Unter sterilen Be-
dingungen wurde alle zwei Wochen steriles destilliertes Wasser zugefügt, um das Substrat gut 
feucht zu halten. 
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2.8.3 Überprüfung der Sterilität 

Die Sterilität der Keimlinge für Mikrokosmos-Experimente wurde 24 Tage nach dem Ausle-
gen des Saatgutes durch zwei verschiedene Methoden überprüft: 
Die mikrobiologische Kontrolle erfolgte durch Auslegen von Gewebsproben zufallsmäßig 
ausgewählter, unter sterilen Bedingungen geernteter Keimlinge auf Malzagar. 
Die molekularbiologische Kontrolle erfolgte durch PCR mit den Standardpilzprimern ITS1-F 
und ITS4 an DNA, die aus den Keimlingen präpariert wurde. Hierbei wurden die Keimlinge 
in Pools zu je 20 zusammengefasst. Die oberirdischen grünen Teile und die Wurzeln der 
Keimlinge wurden jedoch getrennt bearbeitet. 
Die Sterilitätskontrolle des verwendeten Erd-Substrates nach dem Autoklavieren (siehe Ab-
schnitt 2.8.4.2) erfolgte durch Animpfen von Malzagarplatten mit Erdproben. 
 

2.8.4 Mikrokosmen 

2.8.4.1 Substrat 

Als Substrat für die Mikrokosmos-Experimente wurde ein 1:1:1 Gemisch aus Gartenerde 
(Gebrüder Patzer GmbH, Sinnpal-Jossa), lehmigem Ton (Bauamt Konstanz) und Sand mit 
Korngröße 0-8 mm (Meichle & Mohr GmbH, Konstanz) verwendet. 
 

2.8.4.2 Sterilisation, Behälter 

Das Substrat wurde 2 x 90 min bei 121°C unter Verwendung eines Meßfühlers zur Tempera-
turkontrolle autoklaviert. Zwischen den beiden Autoklaviervorgängen lagen zwei Tage Ruhe-
zeit, um eventuell überlebende, ruhende und durch den Vorgang zur Keimung angeregte Spo-
ren beim zweiten Autoklavieren abzutöten. Als Gefäße dienten Glaspetrischalen (20 cm 
Durchmesser, 5 cm Höhe) mit einer Befüllung von 500 ml Substrat und 120 ml destilliertem 
Wasser je Schale bzw. 2 l Plastikbecher (14 cm Durchmesser, 18,5 cm Höhe) mit einer Befül-
lung von 1,2 l Substrat und 300 ml dest. Wasser. Die Plastikbecher wurden mit einer Glas-
schale bedeckt. Sie weisen keine Drainageöffnung auf und sind im folgenden als „Töpfe“ be-
zeichnet. 
 

2.8.4.3 Pikieren 

Die für die axenischen Mikrokosmen verwendeten Keimlinge wurden nach 50 Tagen Anzucht 
in Glasschalen unter sterilen Bedingungen in die Töpfe mit Glasdeckel umgesetzt. In jeden 
Topf wurden 3-4 Keimlinge eingesetzt. 
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2.8.4.4 Inokulation 

Die Inokulation erfolgte beim 1. Experiment mit kommerziellem Saatgut 30 Tage nach dem 
Pikieren. Beim 2. Experiment mit Saatgut vom Bodensee wurde direkt nach dem Pikieren    
inokuliert. Das pilzliche Inokulum bestand aus 20 mycelbewachsenen Malzagarstückchen (ca. 
0,5 cm2) je Topf, die in einem Abstand von mindestens 1-2 cm zu den Pflanzen auf die Erd-
oberfläche gelegt wurden. Jeder Ansatz bestand aus 4 Töpfen mit je 3-4 Keimlingen. 
 

2.8.4.5 Inkubation 

Die Inkubation der Mikrokosmen erfolgte in Pflanzschränken bei 22-25°C mit 16 Std. Licht- 
und 8 Std. Dunkelphase. Die Beleuchtung erfolgte durch 10 Universal-Weißlicht- Leuchtstoff-
röhren (Osram L58W/25) je Schrank. Die gemessenen Lichtintensitäten betrugen auf Boden-
höhe 55-60 µE x m-2 x sec-1. Die Positionen der Töpfe wurden alle zwei Wochen zufallsmäßig 
zwischen den drei verwendeten Pflanzschränken gewechselt. Steriles destilliertes Wasser (oh-
ne Dünger oder Fungizide) wurde nach Bedarf gegossen, um das Substrat gut feucht zu hal-
ten. Zu Beginn des Experimentes waren die Töpfe mit Glasschalen überdeckt; nach 6 Wochen 
wurden diese durch durchsichtige Plastiktüten mit 30 cm Breite und 66 cm Höhe ersetzt. Die 
Inkubationsdauer zwischen Inokulation und Ernte betrug bis zu 5 Monate. 
 

2.8.4.6 Auswertung der axenischen Mikrokosmen 

Vor der Ernte der Pflanzen wurden Proben von Wurzeln und oberirdischen grünen Teilen der 
Pflanzen genommen, um die Vitalität, Anwesenheit und Ausbreitung der inokulierten Pilze 
durch Reisolierung zu überprüfen. Sie wurden einer Oberflächensterilisation mit sukzessive 
70% EtOH/ 5% NaOCl/ 70% EtOH mit einer Dauer von 1/2/1 min je Schritt unterzogen, ge-
folgt von mehrfachen Waschschritten in sterilem dest. Wasser für je 5 min. Eine weitere Serie 
wurde nur mit sterilem destillierten Wasser gewaschen. Pro Ansatz wurden drei Pflanzen par-
tiell beprobt, deren Teile nach der Behandlung in je 10 Stücke pro Abschnitt und Pflanze zer-
schnitten und auf Malzagar ausgelegt wurden. Die Platten wurden bei 20°C im Dunkeln inku-
biert. Zusätzliche Proben wurden für mikroskopische Untersuchungen genommen. Im Ver-
gleich zur Gesamtbiomasse war die Probenmasse vernachlässigbar. 
 
Zur Erfassung der Wuchsparameter wurde die Größe der Pflanzen und ihre Trockenmasse be-
stimmt. Hierfür wurde die Länge jedes Halmes der einzelnen Pflanzen ausgemessen und die 
Anzahl der Sprosse pro Pflanze bestimmt. Die Halmlänge ist definiert als Länge des Sprosses 
zwischen der Erdoberfläche und dem Insertionspunkt (Übergang zwischen Blattscheide und 
Blattspreite) des obersten voll entfalteten Blattes. 
Die Bestimmung der Trockenmasse der geernteten Mikrokosmospflanzen erfolgte nach vo-
rangehender zweitägiger getrennter Trocknung der ober- und unterirdischen Teile bei 80°C. 
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2.8.5 Makrokosmen 

Zur Untersuchung etwaiger Wirkungen von Stagonospora auf Schilf unter Freilandbedingun-
gen im Vergleich zu axenischen Mikrokosmen wurde ein Makrokosmos-Experiment durchge-
führt. 
 

2.8.5.1 Anzucht 

Keimlinge aus oberflächensterilisiertem kommerziellem Saatgut wurden in Glaspetrischalen 
mit Lehmerde-Substrat (siehe Abschnitt 2.8.4.1) angezogen (siehe Abschnitte 2.8.1 und 
2.8.2). Die Inokulation mit Stagonospora 4/99-1 erfolgte (gemäß Abschnitt 2.8.4.4) 5 Wo-
chen nach der Aussaat. Eine Kontrollgruppe blieb ohne Inokulation. Die weitere Inkubation 
erfolgte im Pflanzschrank (gemäß Abschnitt 2.8.4.5). 10 Wochen nach der Aussaat wurden 
die Deckel der Glasschalen durch Plastiktüten ersetzt, um den Pflanzen weiteren Entwick-
lungsraum zu geben. Im Alter von drei Monaten wurden die Schutzhauben (Plastiktüten) ent-
fernt, die Pflanzen zunächst in ein Kalt-Gewächshaus und schließlich im Freien an einen 
schattigen Platz gestellt, um die Pflanzen an die Bedingungen im Freiland zu akklimatisieren. 
Die Ausbringung in den Freilandversuch erfolgte im Juli 2002, 6 Monate nach der Aussaat. 
 

2.8.5.2 Dämpfung des Substrates 

Die Erdmenge (Lehmerde-Substrat, siehe Abschnitt 2.8.4.1) für den Versuch betrug ca. 4 m3 
und wurde als langgestreckter Haufen mit einer Plastikfolie überdeckt und von einem zentral 
eingelegtem Dampfrohr aus mit Heißdampf durchströmt. Die Dämpfung erfolgte für 10 Std. 
bei 85-90°C (Temperatur der Erdmasse). Das Ergebnis der Dämpfung wurde durch Ausplat-
tierung von Verdünnungsreihen auf Malzagar mit Ampicillin und Streptomycin (siehe Ab-
schnitt 2.2.1) überprüft. Hierzu wurden von verschiedenen Stellen des gedämpften Erdhaufens 
Proben entnommen und je 1 g Erde mit sterilem Wasser in sukzessiven Schritten von 1:10 
(w/v) über 1:100 (v/v) bis 1:1000 (v/v) verdünnt und jeweils 100 µl der Suspension ausplat-
tiert. 
 

2.8.5.3 Freilandanlage 

Die Freilandanlage bestand aus drei Kunststoffbecken (150 cm lang, 126 cm breit, 49 cm tief, 
Abbildung 26, Abbildung 27) je Ansatzreihe. Die Reihen waren räumlich durch 5 m Abstand 
getrennt. Die Becken wurden zuunterst mit ca. 10 cm grobem Kies (Korngröße 16-32 mm) 
mit eingelegtem Drainagerohr befüllt. Darüber wurde auf einer Trennschicht aus Folie 30 cm 
gedämpftes Lehmerdsubstrat (siehe 2.8.4.1) eingebracht. Die Becken verfügten über ein Drai-
nagesystem mit einem drehbaren Stutzen zur Regulation des Wasserstandes. Dieser wurde auf 
das Niveau der Substratoberfläche eingestellt. Die Bepflanzung erfolgte mit je 20 Schilfpflan-
zen pro Becken, somit insgesamt 60 Pflanzen pro Versuchsvariante. Für die Bepflanzung der 
Becken wurden aus beiden Ansatzreihen nur die größten und kräftigsten Pflanzen ausgewählt. 
Vor der Ausbringung ins Freiland wurde die Anwesenheit des inokulierten Pilzes in den 
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Pflanzen bzw. dessen Abwesenheit in den Pflanzen der nicht-inokulierten Kontrolle durch 
Reisolierung aus Wurzel- bzw. Rhizomstücken auf Malzagar überprüft. 
Bei der Auspflanzung wurden die Pflanzen der mit Stagonospora besiedelten Versuchsvarian-
te zusätzlich inokuliert durch Gabe von ca. 15 mycelbewachsenen Malzagarstückchen von je 
ca. 0,5 cm2 in jedes Pflanzloch in direktem Kontakt zu den Wurzeln. Diese Inokulation erfolg-
te in drei Tiefenzonen (oberflächennah, mittlere Tiefe, sowie im unteren Bereich der Wur-
zeln). Es erfolgte keinerlei Düngung, weder bei der Pflanzenanzucht, noch im Freiland. 
Am Ende der ersten Vegetationsperiode wurde im Oktober durch Isolierung überprüft, ob 
Stagonospora und weitere, über den Luftweg eingetragene Pilze in der Freilandanlage vor-
handen waren. Hierzu wurden je 3 Wurzeln und 3 Rhizome von 6 verschiedenen Pflanzen je 
Ansatzreihe zunächst mit Leitungswasser, anschließend mit sterilem destillierten Wasser ge-
spült und auf Malzagar mit Ampicillin/Streptomycin (siehe Abschnitt 2.2.1) ausgelegt. 
 

2.8.6 Detektion von Stagonospora in Keimlingen mit natürlicher Pilzbefrachtung 

Zur Überprüfung der Vitalität der samenbürtigen Pilze, bzw. ihrer Fähigkeit, die aus den Sa-
men wachsenden Pflanzen zu besiedeln, wurden Schilfkeimlinge aus Samen mit natürlicher 
Pilzbefrachtung angezogen. Samen vom Bodenseestandort Reichenau, überschwemmt, die im 
November 2001 geerntet wurden, wurden nach 4 Wochen trockener Lagerung einer Oberflä-
chensterilisation mit sukzessive 70% EtOH/ 5% NaOCl/ 70% EtOH mit einer Dauer von 1/2/1 
min je Schritt unterzogen. Bei einer Kontrolle wurde ohne Vorbehandlung (nur 3x Waschen 
in sterilem Wasser) in Glaspetrischalen mit steriler Lehmerde (siehe Abschnitt 2.8.4.1) ausge-
sät. Die Inkubation erfolgte bei den unter Abschnitt 2.8.4.5 beschriebenen Bedingungen. Nach 
5 Wochen Wachstum wurden die Deckel der Glasschalen durch Plastiktüten ersetzt. Die Ernte 
der Keimlinge erfolgte nach 9 Wochen Wachstum. Aus jeder Gruppe wurden 21 Keimlinge 
geerntet und in drei Teile zerschnitten. Die Wurzeln, die unteren und oberen grünen Teile je-
des Keimlings wurden getrennt verarbeitet, wobei das Hypokotyl mit den Samenresten ver-
worfen wurde (siehe Abbildung 5). 

Obere grüne Teile 

 
Untere grüne Teile 

 Hypokotyl und Samenreste, werden verworfen 

 Wurzeln 

 

Abbildung 5: Aufbereitung der Keimlinge mit natürlicher Pilzbefrachtung. 
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Die erhaltenen Proben wurden weiter für DNA-Präparationen und Immunolokalisationsunter-
suchungen (siehe Abschnitt 2.9) eingesetzt. Die DNA-Präparation erfolgte gemäß Abschnitt 
2.4.3. Die resultierenden DNA-Proben wurden nested PCR-Tests auf Stagonospora 4/99-1 
unterzogen. 
 
In einem weiteren Versuch wurden Keimlinge aus Saatgut vom November 1998 von Reiche-
nau (überschwemmtes Habitat) nach Oberflächensterilisation mit der oben beschriebenen Me-
thode auf Malzagar, bzw. in autoklavierter Erde angezogen. Aus den Keimlingen wurde DNA 
präpariert und ein PCR-Test mit den Standard-Pilzprimern ITS1-F und ITS4 durchgeführt. 
Die daraus erhaltenen PCR-Produkte wurden sequenziert. Das hierfür verwendete Material 
wurde in Pools zu je 15 ganzen Keimlingen von Malzagar bzw. die oberirdischen Teile von in 
Erde gewachsenen Keimlingen zusammengefasst. 
 

2.9 Immunolokalisation von Stagonospora 

Der mikroskopische Nachweis diente zur genauen Lokalisierung von Stagonospora 4/99-1 im 
Pflanzengewebe, nachdem dieser in Keimlingen und Mikrokosmospflanzen durch PCR bzw. 
Reisolierung nachgewiesen wurde. 
 

2.9.1 Herstellung von Antikörpern gegen Stagonospora 

Stagonospora 4/99-1 wurde in 400 ml RNT-Flüssigmedium 6 Tage unter Schütteln mit 130 
rpm bei RT angezogen. Das Mycel wurde unter Wasserstrahl-Vakuum auf einem Papierrund-
filter (Macherey-Nagel, Düren) im Büchnertrichter geerntet und mit sterilem destillierten 
Wasser gewaschen. Anschließend wurde das Mycel unter Kühlung mit flüssigem Stickstoff 
im Mörser zu einem feinem Pulver gemahlen. 5 ml steriles destilliertes Wasser wurden pro ml 
Mycel-Pulver zugefügt und als 500 µl-Aliquots bei -20°C gelagert. 
Ein weibliches Kaninchen der Rasse „SPF New Zealand White Rabbit“ wurde mit einem Ali-
quot unter Beimischung von 500 µl komplettem Freund Adjuvanz (85% (v/v) Paraffinöl, 15% 
Mannidmonooleat, mit 0,1% (w/v) abgetöteten Mycobacterium tuberculosis (Sigma-Aldrich 
Chemie GmbH, Taufkirchen; nach Freund & McDermott, 1942) immunisiert. Anschließend 
erhielt das Tier in zweiwöchentlichen Abständen drei „Boosts“ (Auffrischungen) aus Mycel-
Aliquots und 500 µl inkomplettem Freund Adjuvanz (85% (v/v) Paraffinöl, 15% Mannidmo-
nooleat, ohne Mycobakterien). Die Serumentnahme erfolgte 26 Tage nach der dritten Auffri-
schung. 
 
Eine Präadsorption des Serums wurde mit Mycelien nicht-verwandter Pilze durchgeführt, um 
die Antikörper zu reinigen. Zu diesem Zweck wurde Mycelpulver von den aus Schilf stam-
menden Pilzisolaten Arthrinium sp. 6/97-11, Cylindrocarpon sp. 5/97-12, Sclerotinia sp. 
5/97-19, Cladosporium herbarum 315W und Microdochium bolleyi 5/97-54 (siehe Tabelle 2) 
und Wurzeln der Wirtspflanze (Schilf) hergestellt. Einem homogenen Gemisch dieses Pulvers 
wurde ein gleiches Volumen PBS (pH 7,2) zugefügt und autoklaviert. Anschließend wurde 
diese Suspension bei Raumtemperatur 1 min mit >16000 g (14000 rpm) zentrifugiert. Die Se-
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dimente wurden durch Resuspendierung und erneutes Zentrifugieren bei >16000 g drei Mal 
mit je 1 ml PBS gewaschen. Die Lagerung der so erhaltenen Pellets erfolgte bei -20°C. Die 
Präadsorption wurde unmittelbar vor dem Mikroskopieren durch Mischung von einem Volu-
men Serum mit einen halben Volumen PBS und einem halben Volumen gereinigtem Mycel-
gemisch der nicht-verwandten Pilze durchgeführt. Die Inkubation erfolgte 10 min bei Raum-
temperatur, gefolgt von 10 min Zentrifugation bei >16000 g. Die daraus erhaltenen Überstän-
de wurden für die Mikroskopie eingesetzt. 
 

2.9.2 Immunofluoreszenz-Mikroskopie 

Die Vorbereitung der Pflanzengewebeproben bestand in der Fixierung bei Raumtemperatur 
(RT) durch Vakuuminfiltration mit Paraformaldehyd in MTSB (50 mM PIPES, pH7, 5 mM 
EGTA, 5 mM MgSO4) für 60 min bei Evakuierung im 5-minütigem Wechsel, gefolgt von 6 x 
10 min Waschschritten in MTSB + 0,1% Triton X-100 bei RT. 
Die anschließende Permeabilisierung wurde 30 min bei 30°C mit 1% Funcelase (β-1,3-
Glucanase; Serva, Heidelberg) in 10 mM NaAcetat-Puffer pH 5,5 mit Vakuuminfiltation und 
für weitere 4 Std. bei 30°C unter Bewegung in einem langsam laufenden Rotor mit horizonta-
ler Drehachse durchgeführt. Anschließend wurde 6 x 10 min mit MTSB + 0,1% Triton X-100 
bei RT gewaschen und 60 min in 10% DMSO + 3% Nonidet P 40 (Octylphenolethylenoxid-
Kondensat; LKB-Produkter AB, Bromma, Schweden) in MTSB bei RT inkubiert. 
Die Absättigung (Blocking) erfolgte durch 60 min Inkubation bei RT in 3% BSA in MTSB + 
0,1% Triton X-100 + 0,1% Nonidet P 40 unter Vakuuminfiltration. 
Die Inkubation mit dem primären Antikörper erfolgte in einer Verdünnung von 1:200 mit 
0,1% BSA, 0,02% NaAzid in MTSB mit 0,1% Nonidet P 40 durch Vakuuminfiltration bei 
RT, gefolgt von Inkubation mit Rotation über Nacht bei 37°C. Der Überschuss des primären 
Antikörpers wurde durch 8 x 30 min Waschungen bei RT mit 0,1% Triton X-100 und 0,1% 
Nonidet P 40 in MTSB entfernt, wobei die beiden ersten Schritte mit Vakuuminfiltration 
durchgeführt wurden. 
Der Cyanin3-gekoppelte goat-anti-rabbit-Sekundärantikörper (Ziege gegen Kaninchen; Rock-
land, Gilbertsville, PA, USA) wurde 1:400 verdünnt mit 0,1% BSA, 0,02% NaAzid und 0,1% 
Nonidet P 40 in MTSB für 15 min vakuuminfiltriert und anschließend bei 37°C über Nacht 
unter Rotation inkubiert. Die Einbettung der Proben erfolgte mit dem Fluoreszenzsignale-
stabilisierenden Mittel Slowfade (Molecular Probes, Leiden, Niederlande). 
Die Fluoreszenz-Mikrofotografien wurden mit einem Zeiss Axioplan 2-Mikroskop und einer 
Axiocam-Kamera bzw. einem Zeiss LSM 510-Mikroskop unter Verwendung von DIC Inter-
ferenzkontrast bzw. Fluoreszenzmodus mit passenden Filtern für Cy3 angefertigt. Die Interfe-
renzkontrast- und Fluoreszenz-Mikrofotografien wurden mit dem Programm Adobe Photo-
shop überlagert. 
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2.10 Nachweis von in vitro gebildeten Gibberellinen 

Die Hormonmessungen wurden zur Aufklärung des Mechanismus der Wuchsförderung bei 
Schilfpflanzen durchgeführt. Zu diesem Zweck sollten evtl. ausgeschiedene Hormone aus 
Flüssigkulturüberständen von Pilzen präpariert werden. Das angewandte Testsystem erlaubt 
nur den Nachweis von Gibberellinen. 
 

2.10.1 Anzucht und Ernte von Stagonospora 

Die Anzucht von Stagonospora-Isolaten für die Hormontests erfolgte in Flüssigkultur in 250 
ml RNT bzw. Minimalmedium (siehe Abschnitt 2.2.1). Die Ernte der Kulturen erfolgte nach 
einer bzw. zwei Wochen Wachstum bei 19-20°C unter Schütteln bei 120 rpm durch Dekantie-
ren, gefolgt von Zentrifugation bei 20000 rpm im SS34-Rotor für 15 min bei 4°C. Der Über-
stand wurde weiterverwendet. 
 

2.10.2 Extraktion von Gibberellinen aus Kulturüberständen 

Für die Hormonpräparation wurden 10 ml Kulturüberstand sterilfiltriert (0,2 µm Sterilfilter, 
Nalgene, Rochester, NY, USA) und der pH-Wert mit 1-2 Tropfen Salzsäure auf pH 2-2,5 ein-
gestellt. Nach Zugabe von 10 ml Essigsäureethylester wurde im Scheidetrichter geschüttelt 
und die wässrige Phase verworfen. Zur verbliebenen organischen Phase wurde eine Spatel-
spitze wasserfreies Natriumsulfat (Na2SO4) zur Bindung des restlichen Wassers zugefügt, er-
neut geschüttelt und abfiltriert. Die organische Phase wurde im Rotationsverdampfer (Rota-
vapor RE 120, Büchi Laboratoriums-Technik AG, Flawil, Schweiz) bei 30°C unter Wasser-
strahlvakuum eingeengt und die nicht-flüchtigen Rückstände in 1 ml Ethanol (absolut, p.a.) 
aufgenommen. 
 

2.10.3 Nachweisverfahren für Gibberelline 

Die Hormontests wurden im Labor von Frau PD Dr. Bettina Tudzynski am Institut für Bota-
nik an der Westfälischen Wilhelms-Universität Münster durchgeführt. Als Testsystem diente 
eine Gibberellin-defiziente Reis-Mutante (Oryza sativa L. cv. „Tan-ginbozu“), die ohne Hor-
mongabe kein Längenwachstum zeigt (Zwergreis) und als Indikator für biologisch aktive 
Gibberelline verwendet wird (Rood et al., 1986; Rood et al., 1987). Die aus der Extraktion 
(siehe Abschnitt 2.10.2) erhaltenen Volumina wurden hierfür von 1 ml auf 50 µl eingeengt. 
Auf die Keimlinge wurden 20 µl unverdünnte bzw. 1:10 verdünnte Lösungen der zu testenden 
Extrakte aufgetragen (Dr. B. Tudzynski, persönliche Mitteilung). Als Positivkontrolle dienten 
mit 10 µg/ml GA3 (Gibberellinsäure) behandelte Pflanzen, für die Negativkontrolle wurde 
H2O verwendet. Die Größe der Pflanzen wurde nach zwei Wochen verglichen und fotogra-
fisch dokumentiert. 
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2.11 Statistische Verfahren 

2.11.1 PCR-Testreihen 

Die statistische Bewertung der Unterschiede von PCR-Detektionshäufigkeiten zwischen ver-
schiedenen Pflanzenteilen und/oder Uferzonierungen sowie verschiedenen Monaten innerhalb 
einer bzw. zwischen zwei Pilzarten erfolgte durch einen abhängigen Anteilstest mit Erstellung 
einer Kreuztabelle auf Basis des paarweisen Vergleichs im Programm JMP Version 4.04 
(SAS Institute, Cary, NC, USA) und anschließendem Binomialverteilungstest in Microsoft 
Excel Version 10 (Microsoft Corporation, Seattle, USA). Die Konfidenzgrenze des Wahr-
scheinlichkeitswertes lag bei p = 0,05 (95%-Konfidenzintervall). Sie wurde im Falle mehrerer 
durchgeführter Tests mit der a-posteriori-Korrektur von Bonferroni angepasst. Hierbei wurde 
die Signifikanzgrenze durch Division des Ausgangs-p-Wertes durch die Anzahl der durchge-
führten Tests verschärft. 
 
Die Analyse des gemeinsamen Auftretens zweier Pilzarten in der gleichen Probe erfolgte    
ebenfalls mit JMP 4.0.4 durch einen abhängigen Anteilstest mit Erstellung einer Kreuztabelle 
auf Basis des paarweisen Vergleichs. Hierbei wurden die Werte des gemeinsamen Auftretens 
mit den aus der Zufallsverteilung erwarteten Werten verglichen und die Signifikanz einer     
eventuellen Begünstigung des gemeinsamen Vorkommens, bzw. einer gegenseitigen Vermei-
dung mit Fisher’s Exact Test (Konfidenzgrenze bei p = 0,05), bzw. zusätzlich mit dem weni-
ger strikten Chi-Quadrat-Test (Konfidenzgrenze bei p = 0,05) bestimmt. 
 

2.11.2 Mikrokosmen 

Die statistische Bewertung der Wuchsparameter der Mikrokosmos-Experimente basierte auf 
den kombinierten Ergebnissen aller Pflanzen einer Behandlung im Vergleich zur Kontrolle. 
Sie erfolgte mit dem Dunnett’s Test aus dem Programm JMP Version 4.04 (SAS Institute, Ca-
ry, NC, USA). Die Konfidenzgrenze lag bei p = 0,05. 
 

2.11.3 Wuchsgeschwindigkeit und Temperaturoptimum 

Die statistische Relevanz der Wachstumsunterschiede von verschiedenen Pilzarten bei einer 
gegebenen Temperatur wurde durch paarweisen Vergleich mit Dunnett’s Test aus dem JMP 
Programm Version 4.04 (SAS Institute, Cary, NC, USA) untersucht. Die Konfidenzgrenze lag 
bei p = 0,05. Bei Microdochium mit mehreren untersuchten Isolaten pro Art gingen die zuvor 
aus 3 Replikaten gebildeten Mittelwerte von je 4 bzw. 5 Isolaten pro Art in die Berechnung 
ein. Für den Dunnett’s Test wurde eine der an einer Kombination beteiligten Pilzarten als 
Kontrolle definiert. Zusätzlich wurde der Vergleich der Wuchsgeschwindigkeit von verschie-
denen Pilzarten mit mehreren untersuchten Isolaten der gleichen Art verfeinert durch multi-
faktorielle Varianzanalyse (MANOVA) mit dem Programm JMP Version 4.04 (SAS Institute, 
Cary, NC, USA) durchgeführt. Hierin ist eine Berücksichtigung der Abhängigkeit der Repli-
kate jedes Isolates einer Art beinhaltet. Die Konfidenzgrenze lag bei p = 0,05. 
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3. Ergebnisse 

3.1 Isolierung und Charakterisierung von samenbürtigen Pilzen 

3.1.1 Isolierung samenbürtiger Pilze 

Zur Isolierung samenbürtiger endophytischer Pilze aus Schilfsamen wurden diese unter An-
wendung verschiedener Chemikalien einer Oberflächensterilisation unterzogen, um die auf 
der Samenoberfläche vorkommenden Pilze abzutöten. Gleichzeitig wurden Methoden eta-
bliert, um im Inneren des Samens befindliche Pilze ebenfalls vollständig zu eliminieren 
(Tabelle 11). Die sukzessive Behandlung von 598 Samen, die am überschwemmten Boden-
see-Standort Reichenau geerntet wurden (November 1998, 4-5 Monate trocken gelagert) mit 
70% EtOH/ 5% NaOCl/70% EtOH für 1/2/1 min führte zu einer starken Abnahme der auf 
Malzextrakt isolierbaren Pilzkolonien auf eine relative Häufigkeit von 2,2% im Vergleich zur 
Kontrolle. Die so erhaltenen 13 Isolate wurden bona fide als Endophyten betrachtet und wei-
ter bearbeitet (siehe Abschnitt 3.1.2). Nach längeren Inkubationszeiten wurden nur noch ver-
einzelt Pilze isoliert. Es handelte sich dabei um drei Isolate nach 5/5/5 min mit einer Gesamt-
häufigkeit von 0,6% und ein Isolat nach 10/10/10 min Inkubationsdauer, welches 0,5% Isolie-
rungshäufigkeit entsprach (Tabelle 11). 
 

Tabelle 11: Sterilisation von Schilfsamen. (a) Die Behandlungen beeinhalteten 200-600 Samen pro 
Ansatz, (b) relative Häufigkeit des pilzlichen Auswuchses auf Malzagar, (c) relative Kei-
mungshäufigkeit der Samen auf sterilem Substrat im Licht, (d) Triforin wurde mit 0,1 
mg/ml in Malzagarplatten angewendet bzw. ins Gießwasser gemischt, n.d.: keine Daten 
vorhanden. 

 Saatgut vom Bodensee Kommerzielles Saatgut 

 Behandlunga Pilzkolonien
[%]b

Keimung 
[%]c

Pilzkolonien 
[%]b

Keimung 
[%]c

 H2O, 15 min (Kontrolle)       100,0 15,7 12,8 55,3 
 5% NaOCl, 4 min 45,5  n.d.  n.d.  n.d. 
 70% EtOH, 4 min 20,9  n.d.  n.d.  n.d. 
 EtOH/NaOCl/EtOH, 1/2/1 min  2,2 19,5  0,5 87,4 
 EtOH/NaOCl/EtOH, 5/5/5 min  0,6 12,9  0,0 36,1 
 EtOH/NaOCl/EtOH, 10/10/10 min  0,5  0,0  n.d.  n.d. 
 H2O, 4 min und Triforin d 85,9 16,6  n.d.  n.d. 
 EtOH/NaOCl/EtOH, 5/5/5 min und 
Triforin d  0,0 14,2  n.d.  n.d. 

 
Diese Versuchsserien zeigten ferner Bedingungen auf, unter denen alle Pilze, die auf oder in 
den Samen vorhanden waren, vollständig beseitigt werden konnten, ohne dass die Keimfähig-
keit der Samen stark eingeschränkt war. Diese Bedingungen waren für Saatgut vom Bodensee 
die sukzessive Behandlung mit EtOH/NaOCl/EtOH für 5/5/5 min und anschließende Fungi-
zidgabe (Triforin). Für kommerzielles Saatgut genügte die Behandlung mit EtOH/ NaOCl/    
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EtOH für 5/5/5 min ohne Fungizidbehandlung (Tabelle 11). Diese Behandlungen wurden für 
die Anzucht von keimfreien Pflanzen benötigt, die in axenischen Mikrokosmen zum Einsatz 
kamen (siehe Abschnitt 3.3.1). Das Saatgut vom Bodensee zeigte hierbei eine von vorneher-
ein niedrigere Keimungshäufigkeit und eine stärkere Befrachtung mit Pilzen als das kommer-
zielle Saatgut (siehe Kontrolle in Tabelle 11). 
 

3.1.2 Bestimmung der Isolate durch Sequenzierung und Mikroskopie 

3.1.2.1 BLAST-Suche mit ITS-Sequenzen 

Aus den Reinkulturen der erhaltenen Isolate (siehe Abschnitt 3.1.1) wurde die DNA präpa-
riert, anschließend wurden die ITS-Regionen der ribosomalen DNA durch PCR mit den Pri-
mern ITS1-F und ITS4 amplifiziert und sequenziert. BLAST-Suche in Genbanken zeigte, 
dass drei verschiedene Sequenztypen Such-Ergebnisse in den miteinander assoziierten Pilz-
gattungen Stagonospora (Sacc.) Sacc. und Phaeosphaeria Miyake erzielten (Tabelle 12). Bei 
der Gattung Stagonospora handelt es sich um die asexuelle Form (Anamorph, Nebenfrucht-
form). Die Gattung Phaeosphaeria bezeichnet die bekannten sexuellen Stadien (Teleomorph, 
Hauptfruchtform) dieser Pilzgruppe (Cunfer & Ueng, 1999; Camara et al., 2002). Sie gehören 
zu den Eumycota, Stamm Ascomycota, Unterklasse Dothideomycetidae, Ordnung Pleospora-
les, Familie Phaeosphaeriaceae (taxonomische Einordnung nach Kirk et al., 2001). Der vierte 
Sequenztyp passte dagegen zur Gattung Epicoccum Link (Tabelle 12), welche nur als Ana-
morph bekannte Vertreter aus dem Stamm Ascomycota repräsentiert. 
 

Tabelle 12: Relative Häufigkeiten und BLAST-Suchergebnisse der Pilzisolate aus Schilfsamen 
nach Behandlung mit EtOH/ NaOCl/ EtOH 1/2/1 min. Das untersuchte Saatgut stammt 
vom Standort Reichenau, überschwemmt, Sammlung November 1998. 

Sequenz-
typ 

Anzahl 
Isolate 
(absolute 
Häufigkeit) 

Relative Häu-
figkeit inner-
halb der Iso-
late [%] 

Relative Iso-
lierungshäu-
figkeit aus 598 
Samen [%] 

Beste BLAST-
Suchergebnisse: 
Name, 
(Accession-Nummer) 

Score-
Wert 

Sequenz-
Identität 
[%] 

4/99-1 6 46 1,00 
Phaeosphaeria avenaria 
(U77359) 
Phaeosphaeria avenaria 
(AY196988) 

696 
 
680 

93,0 
 

92,6 

4/99-5 4 31 0,67 
Phaeosphaeria insignis 
(AF439485) 
Phaeosphaeria culmorum 
(AF439477) 

1027 
 
1027 

99,6 
 

99,6 

4/99-18 1 8 0,17 
Phaeosphaeria pontiformis 
(AF439499) 
Phaeosphaeria avenaria 
(U77359) 

846 
 
777 

95,6 
 

92,4 

4/99-12 2 15 0,33 Epicoccum nigrum 
(AF455455, AF455447) 1096 100 
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Die Mehrheit der 13 Isolate, die nach 1/2/1 min Behandlungsdauer erhalten wurden (siehe 
Abschnitt 3.1.1), repräsentierte Stagonospora spp.; sechs Isolate gehörten zum Sequenztyp 
4/99-1, vier zum Sequenztyp 4/99-5 und eins zum Typ 4/99-18. Die Gattung Epicoccum wur-
de durch zwei Isolate gleichen Sequenztyps vertreten. Beide wiesen eine ITS-Sequenz mit 
100% Identität zu Epicoccum nigrum Link auf. Sie wurden in dieser Arbeit nicht weiter unter-
sucht. Die relativen Häufigkeiten sind in Tabelle 12 angeben. Nach 5/5/5 min Behandlungs-
dauer (Tabelle 11) wurden drei Isolate erhalten. Unter diesen wurde über die ITS-Sequenz das 
erste Isolat als identisch zu Epicoccum sp. 4/99-12, das zweite als 97% identisch zu Ascomy-
ceten der Gattung Nemania (AF201704; AF201707) sowie das dritte als 98% identisch zu Ba-
sidiomyceten der Gattung Phlebia (AY271810.1; AY089740.1) bestimmt. Ein nach 10/10/10 
min erhaltenes einzelnes Isolat war identisch mit dem Sequenztyp 4/99-5. Da die Isolate aus 
den längeren Behandlungsdauern Einzelvorkommen waren und auch keinen taxonomischen 
Zusammenhang erkennen ließen, wurde nur mit den Isolaten bzw. Sequenztypen der häufig 
vorkommenden Phaeosphaeria/Stagonospora-Gruppe weitergearbeitet. 

 

3.1.2.2 Molekulare Phylogenie der Stagonospora-Isolate 

Durch Erstellung einer molekularen Phylogenie (Abbildung 6) auf Basis der vollständigen 
ITS-Regionen der drei Stagonospora-Sequenzen wurde die Verwandtschaft zwischen diesen 
und Referenz-Arten ermittelt. Die Referenzen bestanden aus Sequenzen, die aus den Daten-
banken EMBL bzw. GenBank entnommen wurden sowie aus während dieser Arbeit neu se-
quenzierten Phaeosphaeria- und Stagonospora-Isolaten, die aus der CBS-Stammsammlung 
bezogen wurden (siehe Tabelle 2). 
Aus dem Phylogramm ist ersichtlich, dass die drei von Schilf erhaltenen Sequenztypen drei 
verschiedene Arten repräsentieren. Der Sequenztyp 4/99-1 ist 100% identisch mit einer der 
Referenzarten, Stagonospora neglecta var. colorata Brunaud, Isolat CBS343.86 (AJ496630). 
Dieses Isolat stammt ursprünglich von Schilf aus Frankreich und wurde 1986 von H. A. van 
der Aa bei der CBS hinterlegt. Der Sequenztyp 4/99-5 liegt innerhalb einer Gruppe sehr ähn-
licher Sequenzen. Er zeigt zu Phaeosphaeria culmorum CBS569.86 (AF439477) und P. in-
signis CBS579.86 (AF439485) jeweils 99,6% Identität. Der dritte Sequenztyp 4/99-18 ist 
95,4% identisch zu Phaeosphaeria pontiformis CBS589.86 (AF439499). Im dargestellten 
Phylogramm ist Phaeosphaeria pontiformis mit zwei verschiedenen Sequenzen vertreten, die 
aus demselben CBS-Stamm durch eigene Sequenzierung bzw. Entnahme aus den Datenban-
ken (AF439499) erhalten wurden. Da aus dem von der CBS erhaltenen Stamm während die-
ser Arbeit zwei Mal unabhängig voneinander Sequenzen erstellt wurden, die sich als identisch 
erwiesen, muss die Ursache für diese Diskrepanz an anderer Stelle gesucht werden. Für 
Phaeosphaeria phragmiticola wurde eine eigene Sequenz aus CBS459.84 verwendet, die zu 
einer veröffentlichten (AF250832) des gleichen Stammes zu 98,3% identisch ist. Auch weite-
re Arten (z.B. P. avenaria, P. nodorum) sind mit mehreren verschiedenen Sequenzen vertre-
ten. Dies leitet sich entweder aus genetischer Variabilität oder aus Problemen mit der klassi-
schen, morphologisch basierten Taxonomie ab. Es gibt Berichte über Unzuverlässigkeiten von 
Sequenzeinträgen in Datenbanken (Bridge et al., 2003; Vilgalys, 2003). An dieser Stelle ist 
jedoch keine Beurteilung bzw. Aufklärung des Sachverhaltes möglich. 
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Abbildung 6: Molekulare Phylogenie von Stagonospora- und Phaeosphaeria-Arten. Verwendet 
wurden die ITS1-5,8S-ITS2-Sequenzen der rDNA. Während dieser Arbeit neu ermit-
telte und in Datenbanken eingetragene Sequenzen sind fett gedruckt. Referenzen aus 
den Datenbanken EMBL bzw. GenBank sind in normalem Schrifttyp dargestellt. Die 
Accession-Nummern für die Datenbanken sind in Klammern angegeben. Eigene Se-
quenzen wurden zur besseren Unterscheidung hier nicht mit den Accession-Nummern 
versehen (siehe Tabelle 13). Bootstrap-Werte über 50% sind angegeben. Als „out-
group“ wurde Lophiostoma arundinis verwendet. Abkürzungen: P. = Phaeosphaeria, 
St. = Stagonospora, L. = Lophiostoma, S. = Septoria. Entnommen aus Ernst et al. 
(2003). 
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Im Rahmen 
 13; Datenbankadresse siehe Abschnitt 

ssion-Nummern der in dieser Arbeit gewonnenen Sequenzen. 

 

dieser Arbeit selbst erzeugte Sequenzen erhielten die folgenden Datenbank-
Zugangsnummern (Accession-Nummern, Tabelle
2.7.6): 

Tabelle 13: Acce

Name Isolat-Nr. Accession-Nummer
Lophiostoma arundinis CBS621.86 AJ496633 
Phaeosphaeria eustoma CBS337.86 AJ496629 
Phaeosphaeria phragmitis CBS578.86 AJ496631 
Phaeosphaeria pontiformis CBS589.86 AJ496632 
Septoria arundinacea CBS281.72 AJ496628 
Stagonospora neglecta var. colorata CBS343.86 AJ496630 
Stagonospora sp. 4/99-1 AJ496625 
Stagonospora sp. 4/99-5 AJ496626 
Stagonospora sp. 4/99-18 AJ496627 

 

.1.2.3 Morphologische Bestimmung 

 wurde versucht, die Isolate zum Sporulieren anzure-
gen, um eine morphologische Bestimmung durchzuführen. Hierzu wurden die Pilze auf unter-

B) Isolat 4/99-18, Balken = 20 µm. Fotos: Dr. Ulrike Damm. 

3

Zusätzlich zur molekularen Phylogenie

schiedlichen Medien unter verschiedenen Licht- und Temperaturbedingungen inkubiert. Die 
Isolate 4/99-5 und 4/99-18 konnten auf Stroh sowie auf einer Gersten-Ähre auf SNA unter 
UV- Licht zum Sporulieren gebracht werden. Das Isolat 4/99-1 blieb steril. Weitere Isolate des 
4/99-1- Sequenztyps konnten ebenfalls nicht zur Sporulation gebracht werden. 4/99-5 bildete 
Pyknidien mit 4-zelligen Pyknosporen. 4/99-18 bildete bis zu 8-zellige Pyknosporen 
(Abbildung 7). Hierdurch konnten die Isolate morphologisch als Stagonospora spp. bestätigt 
werden (Dr. A. Leuchtmann, ETH Zürich & Dr. U. Damm, persönliche Mitteilungen). 
 
 

A) B) 

 
Abbildung 7: Sporen der Stagonospora-Isolate. Lichtmikroskopische Aufnahmen. A) Isolat 4/99-5, 
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3.2 PCR-Nachweis ausgewählter Pilzarten in Schilf 

3.2.1 PCR-Nachweis von Stagonospora sp. 4/99-1 

Zum Nachweis der aus Samen am häufigsten isolierten Art Stagonospora sp. 4/99-1 wurde 
ein nested PCR-Test entwickelt. Dieser sollte dazu dienen, die räumliche und zeitliche Vertei-
lung des Pilzes in den verschiedenen Abschnitten der Schilfpflanzen am natürlichen Standort 
kultivierungsunabhängig zu untersuchen. 
 

3.2.1.1 Spezifitätstests für Stagonospora-Primer 

Die Spezifität des nested PCR-Nachweises wurde durch Reaktionsansätze mit DNA verschie-
dener Pilze, sowie DNA, die aus etwa 200 bzw. aus 10 vereinigten Schilfsamen isoliert wur-
de, geprüft. Die Samen stammten von derselben Ernte, von der die Pilze ursprünglich isoliert 
wurden (etwa 200 vereinigte Samen) bzw. von einer späteren Ernte (10 vereinigte Samen) 
vom gleichen Standort. Im ersten PCR-Schritt wurde mit den allgemeinen Pilzprimern ITS1-F 
und ITS4 erwartungsgemäß aus allen Templates ein Produkt im Größenbereich von 500-700 
bp erhalten (Abbildung 8 A). Dagegen wurden im zweiten PCR-Schritt mit den spezifischen 
Primern für 4/99-1 Produkte nur aus den Samen des Standortes, an dem Stagonospora 4/99-1 
zuvor isoliert worden war, sowie aus der genomischen DNA des Zielpilzes erzeugt. Die aus 
der nested PCR erhaltene Fragmentgröße betrug ca. 500 bp bei einer theoretisch erwarteten 
Größe von 502 bp. Die Stagonospora-Stämme 4/99-5, 4/99-18 und Epicoccum 4/99-12 dien-
ten als Negativ-Kontrollen (Abbildung 8 B). 
 

 

Abbildung 8: Spezifitätstest für die Primer für Stagonospora 4/99-1. A) Erster Schritt der nested 
PCR mit den Primern ITS1-F und ITS4. Samen: 300 ng Template DNA aus einer 
Gruppe von 10 Samen vom Standort Reichenau, geerntet im November 2001; je 50 ng 
genomische Pilz-DNA der Stagonospora-Stämme 4/99-1, 4/99-5, 4/99-18 und Epicoc-
cum 4/99-12; Wasser (Negativ-Kontrolle). B) Zweiter Schritt der nested PCR. 
500fache Verdünnungen der PCR-Produkte der ersten Reaktion wurden mit den spezi-
fischen Primern für die ITS-Regionen von Stagonospora 4/99-1 amplifiziert. Entnom-
men aus Ernst et al. (2003). 
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3.2.1.2 Nachweisgrenze der nested PCR 

Zur Beurteilung der Empfindlichkeit des nested PCR-Testsystems wurde ein Sensitivitätstest 
durchgeführt. Definierte Konzentrationen der genomischen DNA des Zielorganismus 4/99-1 
wurden seriell in 1:5 Verdünnungsschritten in einem konstanten Hintergrund genomischer 
DNA aus axenischen, d.h. pilzfreien Schilfpflanzen verdünnt. Dies diente zur Simulierung 
von Bedingungen, wie sie in den eigentlichen Reihenuntersuchungen anzutreffen waren. 
Hieraus wurde die Nachweisgrenze auf etwa 4 fg DNA des Zielorganismus pro PCR-Ansatz 
bestimmt (Abbildung 9). Bei einer angenommenen Genomgröße von 30 Megabasen für einen 
typischen Ascomyceten (vgl. Murrin et al., 1986) entspricht dies etwa 1/10 Genom (Umrech-
nungsfaktor 1 Megabase = ca. 0,00103 pg, abgeleitet aus Shaw (1991). Damit lag die Nach-
weisgrenze unter der in einem Zellkern vorliegenden DNA-Menge. Bei einer Annahme von 
ca. 100-200 Kopien des rDNA-Clusters pro Zellkern eines Ascomyceten (vgl. Singer & Berg, 
1992) waren somit für eine erfolgreiche PCR etwa 10 ITS-Kopien erforderlich. 
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Abbildung 9: Sensitivitätstest. Gezeigt ist der zweite Schritt der nested PCR. Sukzessive Verdün-
nungen genomischer DNA des Stagonospora-Stammes 4/99-1 wurden in einem kon-
stanten Hintergrund von 80 ng DNA aus axenischen Schilfkeimlingen hergestellt. Spur 
4/99-1: 4 ng genomische DNA des Zielorganismus; Spur 4/99-5 & 5/97-81: Gemisch 
von je 80 ng DNA von zwei nicht-Ziel-Pilzen. P. australis: 80 ng DNA aus axenischen 
Schilfkeimlingen. Die Angaben beziehen sich auf die im ersten PCR-Schritt eingesetz-
te Template-Menge; im zweiten PCR-Schritt wurde eine 100fache Verdünnung des 
Produktes aus der ersten Reaktion eingesetzt. Entnommen aus Ernst et al. (2003). 

 

3.2.1.3 PCR-Nachweis von Stagonospora in Freiland-Proben 

Für den Nachweis von Stagonospora 4/99-1 im Freiland wurde Schilf über einen Zeitraum 
von drei Jahren an zwei verschiedenen Bodenseestandorten mit je zwei verschiedenen Habi-
tats-Zonierungen gesammelt. Eine komplette Vegetationsperiode wurde durch Material aus 
sechs Beprobungen in ein- bis zweimonatlichen Abständen (im Jahr 2000) repräsentiert. Ins-
gesamt wurden vegetative Teile von 66 Pflanzen untersucht. Sie dienten zur Gewinnung einer 
Gesamtheit von 252 Gewebsproben von Blättern (54 Proben), Halmen, Wurzeln und Rhizo-
men (je 66 Proben). Weitere Pflanzen wurden ausschließlich für die Gewinnung von Samen 
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Pools von je ca. 200 Samen aus ca. 10 verschiedenen Pflanzen pro Beprobungsstelle getestet. 
Die Samen-Pools waren zuvor einer Oberflächensterilisation mit der Kombination von Etha-
nol und Natriumhypochlorit unterzogen worden (siehe Abschnitt 2.4.4). 
Vor der Durchführung der PCR-Tests auf Pilzvorkommen wurden alle Umweltproben einer 
Kontrolle der prinzipiellen Amplifizierbarkeit der präparierten genomischen DNA unterzo-
gen. Diese erfolgte durch eine PCR mit spezifischen Primern für die ITS-Region von Phrag-
mites australis. Sie zeigte bei allen Ansätzen eine erfolgreiche Amplifikation (Abbildung 18B 
& Daten nicht gezeigt). Die erhaltene PCR-Fragmentgröße wurde als ca. 400 bp ermittelt und 
entsprach damit der theoretisch erwarteten Größe von 385 bp. 
 

3.2.1.3.1 Vorkommen von Stagonospora an den verschiedenen Bodensee-Standorten und 
Verteilungsmuster in der Pflanze 

Während aller Jahre, in denen Beprobungen erfolgten, war Stagonospora an allen untersuch-
ten Bodensee-Standorten nachzuweisen. Die gesamte Nachweishäufigkeit wies je nach Jahr 
Schwankungen von 20,7% bis 45,8% auf (siehe Tabelle 14). Die mittlere Nachweishäufigkeit 
betrug 26,3%. Insgesamt wurde damit eine weite Verbreitung des Pilzes aufgezeigt, wobei 
aufgrund der nicht-quantitativen sehr sensitiven PCR-Methode keine Aussage über die tat-
sächlich vorhandene Mycelmasse getroffen werden kann. 
 

Tabelle 14: Vorkommen von Stagonospora 4/99-1 am Bodensee über mehrere Jahre. Die nested 
PCR-Ergebnisse der verschiedenen Pflanzenteile (ohne Samen) wurden für jedes Jahr 
bzw. für jede Standort/Habitat-Kombination zusammengefasst. Abkürzungen: R = Rei-
chenau, M = Mainau, Ü = überschwemmt, T = trocken, n.d.: keine Daten vorhanden. 
* Der Mittelwert wurde unter Berücksichtigung der variablen Probenzahlen gebildet. 

 Relative Häufigkeit PCR-Signale [%] 
 Standorte einzeln 

Jahr RÜ RT MÜ MT 
Gesamt 

(Mittelwert)

Gesamtanzahl be-
probter Pflanzenteile 

aller einbezogenen 
Standorte 

1998 25,0 50,0 25,0 25,0 31,3   16 
1999 50,0 50,0 25,0 37,5 40,6   32 
2000 33,3 18,2 15,6 15,6 20,7 180 
2001 n.d. n.d. 41,7 50,0 45,8   24 

Mittelwert* 35,1 25,0 21,7 24,6 26,3          Σ = 252 
R gesamt 30,0 - - 114 
M gesamt - 23,2 - 138 
Ü gesamt 

(R+M) 27,8 - 126 

T gesamt 
(R+M) 24,8 - 126 
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Die Verteilung des Pilzes auf die verschiedenen Standorte und Habitate zeigte folgende Er-
gebnisse: In überschwemmten Habitaten kam Stagonospora mit einem Mittelwert von 27,8% 
und in trockenen Habitaten mit 24,8% vor. Sowohl die Analyse der einzelnen Pflanzenteile 
als auch ihrer Gesamtheit zeigte keinen signifikanten Unterschied der pilzlichen Verteilung 
zwischen dem überschwemmten und dem trockenem Habitattyp (Binomialverteilungstest, p > 
0,05; Daten nicht gezeigt). Am Standort Reichenau wurde der Pilz mit einer mittleren Ge-
samthäufigkeit von 30,0%, am Standort Mainau dagegen mit nur 23,2% nachgewiesen. Dieser 
Unterschied zwischen den beiden Standorten ist signifikant (Binomialverteilungstest, p < 
0,05). Es ist ersichtlich, dass dieser Unterschied aus den Differenzen zwischen den über-
schwemmten Habitaten beider Standorte resultiert (Tabelle 14). Hierbei zeigte Stagonospora 
Bevorzugung für Pflanzen des etwas gesünderen überschwemmt stehenden Bestandes (Rei-
chenau, überschwemmt, siehe Abschnitt 2.1.1). Ob diese Differenz in der Besiedlungshäufig-
keit Folge der an beiden überschwemmten Standorten unterschiedlichen vorliegenden Schädi-
gungsgrade (siehe Abschnitt 2.1.1) oder Ursache dafür war, kann hieraus nicht geklärt wer-
den. 
 
Die Verteilung des Pilzes in adulten Pflanzen ergab eine deutliche Bevorzugung der oberirdi-
schen Pflanzenteile (Tabelle 15). Die Häufigkeit des Vorkommens des Pilzes in den oberirdi-
schen Pflanzenteilen (Blatt, Halm) war von jener in den unterirdischen Pflanzenteilen (Wur-
zel, Rhizom) statistisch signifikant verschieden (Binomialverteilungstest, für die Gesamtheit p 
< 0,05; für Einzelvergleiche p < 0,0083 infolge Bonferroni-Korrektur). Dagegen wies die 
Verteilung des Pilzes innerhalb der oberirdischen bzw. innerhalb der unterirdischen Pflanzen-
teile keine statistisch signifikanten Unterschiede auf (Binomialverteilungstest, p > 0,0083, 
Tabelle 15). Insgesamt lässt sich feststellen, dass Stagonospora im Schilf in allen Pflanzentei-
len nachgewiesen wurde. 
 

Tabelle 15: Verteilungsmuster von Stagonopspora 4/99-1 in den verschiedenen Teilen der Schilf-
Pflanze. Angegeben ist die relative PCR-Detektionshäufigkeit innerhalb jedes Organtyps. 
Die nested PCR-Ergebnisse von vier verschiedenen Standorten und verschiedenen Jahr-
gängen wurden zusammengefasst. Zur Verfügung standen insgesamt 252 Gewebsproben 
aus 66 Schilfpflanzen. Signifikanzangaben für Unterschiede zwischen den Pflanzenteilen 
gemäss Binomialverteilungstest; verschiedenartige Buchstaben = signifikanter Unter-
schied (p < 0,0083 infolge Bonferroni-Korrektur), gleichartige Buchstaben = kein signifi-
kanter Unterschied. 

Pflanzenteil Relative Häufigkeit [%] Signifikanz 
Blatt 55,6 A 
Halm 36,4 A 

Rhizom   4,6 B 
Wurzel 13,6 B 
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3.2.1.3.2 Saisonaler Verlauf der Besiedlung 

Die Analyse des Vorkommens des Pilzes im jahreszeitlichen Verlauf zeigte deutliche Unter-
schiede zwischen den verschiedenen Pflanzenteilen in Abhängigkeit zur Jahreszeit 
(Abbildung 10). 
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Abbildung 10: Saisonale Sukzession von Stagonospora 4/99-1. Dargestellt ist die relative Häufigkeit 
der nested PCR-Signale. Der nested PCR-Nachweis erfolgte an 66 Phragmites austra-
lis-Pflanzen vom Bodensee, aus denen 252 vegetative Pflanzenteile gewonnen und 
einzeln untersucht wurden. Zusätzliche Pflanzen wurden ausschließlich für die Ernte 
von Samen eingesetzt. Vier verschiedene Standorte bzw. Habitate, sowie die gleichen 
Monate verschiedener Jahrgänge wurden zusammengefasst. Im April waren keine 
Blätter, sondern nur zu den Halmen gezählte Schösslinge mit nicht entfalteten Blättern 
vorhanden. Samen wurden nur im November 1998 und 1999 gesammelt und als Pools 
von mehreren zusätzlich geernteten Pflanzen des jeweiligen Habitats getestet. Gleiche 
Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede der Besiedlung des gleichen Pflanzen-
teils zwischen den verschiedenen Monaten an (Binomialverteilungstest, p < 0,005 für 
Blätter bzw. p < 0,0033 für Halme, Wurzeln und Rhizome infolge Bonferroni-
Korrekturen für den Vergleich aller Monate untereinander). Nicht signifikant ver-
schiedene Kombinationen wurden nicht angegeben. Entnommen aus Ernst et al. 
(2003), verändert. 

 
Beim Beginn des Wachstums der neuen Schösslinge im April war der Pilz lediglich in Wur-
zeln mit geringer Häufigkeit nachweisbar. Im Verlauf der Vegetationsperiode nahm die 
Nachweishäufigkeit des Pilzes in den anderen – besonders stark in den oberirdischen – Orga-
nen zu. Im September war die Mehrheit der Blätter und Halme mit Stagonospora besiedelt. 
Im November wurden zusätzlich Samen als Pools (8 Pools zu je ca. 200 Samen) untersucht; 
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hierbei wurde Stagonospora in allen Pools nachgewiesen. Die bei den oberirdischen Pflanzen-
teilen festgestellten, sehr ausgeprägten Unterschiede der Besiedlung zwischen den Frühjahrs- 
und Sommermonaten wurden als statistisch signifikant ermittelt (Binomialverteilungstest, p < 
0,005 für Blätter bzw. p < 0,0033 für Halm-Proben infolge Bonferroni-Korrekturen; vgl. 
Abbildung 10). Dagegen waren die für die unterirdischen Pflanzenteile festgestellten, geringe-
ren Unterschiede nicht signifikant (p > 0,05; Signifikanzgrenze bei p = 0,0033). Das Vor-
kommen relativ weniger Signifikanzen trotz weiterer deutlicher Unterschiede der Werte bei 
den oberirdischen Pflanzenteilen resultierte aus der relativ geringen Stichprobenzahl für die 
Kombination Pflanzenteil und Monat (n = 8-12, im Mittel 11). Bei Zusammenfassung der 
PCR-Signale der einzelnen Pflanzenteile zu einem Datensatz für jeden Monat (Abbildung 15) 
konnten signifikante Unterschiede zwischen den früheren Monaten der Vegetationsperiode 
(April, Juni, Juli) und den späteren (August, September) auch für die Gesamtheit der Proben 
nachgewiesen werden (Binomialverteilungstest, p < 0,0033 infolge Bonferroni-Korrektur). 
Somit konnte gezeigt werden, dass das Vorkommen von Stagonospora allgemein und insbe-
sondere in den oberirdischen Pflanzenteilen während der Vegetationsperiode bedeutsam zu-
nahm, während es in den unterirdischen Teilen bei geringerem Häufigkeitsniveau geringeren 
Schwankungen unterworfen war. 
Durch Sequenzierung von sechs PCR-Produkten (je eine Wurzel-, Rhizom-, Halm-, zwei 
Blatt- und eine Samen-Probe) und BLAST-Suche, bzw. Zusammensetzung im Programm 
SeqManII wurde die Identität der PCR-Ergebnisse mit der Sequenz des Zielorganismus    
4/99-1 stichprobenartig überprüft und in allen untersuchten Fällen nachgewiesen. 
 

3.2.1.3.3 Untersuchung einzelner Samen 

Da ein Samen-Pool aufgrund der hohen Sensitivität des PCR-Nachweises auch dann ein posi-
tives Detektionsergebnis erbringen kann, wenn nur ein einziger Same mit dem Pilz infiziert 
ist, wurde zusätzlich zur Untersuchung von Samenpools eine verfeinerte Analyse durchge-
führt. 96 Einzelsamen aus insgesamt 67 verschiedenen Pflanzen der Jahre 1998 und 1999 von 
den vier Probenahmestellen wurden auf Stagonospora-Vorkommen getestet. Hierbei wurden 
12 Samen pro Beprobungssstelle und Jahr untersucht. Die untersuchten Samen wurden von 
möglichst vielen verfügbaren, von verschiedenen Pflanzen stammenden Blütenständen ge-
nommen (4-12 Stück pro Standort und Jahr). Standen weniger als 12 Blütenstände zur Verfü-
gung, so wurde eine möglichst gleichmäßige Auswahl der Samen vorgenommen. Im ersten 
PCR-Schritt mit den allgemeinen Pilzprimern ITS1-F und ITS4 wurde bei 96% aller Samen 
pilzliches Vorkommen ermittelt (Daten nicht gezeigt). Bei den wenigen Proben, die im ersten 
PCR-Schritt kein Signal erbrachten, war Amplifikation prinzipiell trotzdem möglich, wie 
durch PCR mit dem Primerpaar für Phragmites nachgewiesen wurde (Daten nicht gezeigt). 
Aufgrund der Anwendung des nur für das Isolat 4/99-1 spezifischen Primerpaares im zweiten 
PCR-Schritt lässt sich keine Aussage treffen, ob in Samen, die kein nested PCR-Signal zeig-
ten, andere ebenfalls zuvor aus Schilfsamen isolierte Pilze gegenwärtig waren, wie z.B. die 
beiden anderen Stagonospora-Arten, deren Samenbürtigkeit durch die Isolierungsversuche 
ebenfalls nachgewiesen wurde (siehe Abschnitt 3.1.2.1). 
Mit einer Ausnahme reichten die Detektionshäufigkeiten je nach Standort von ca. 8-80% 
(Tabelle 16). Für eine weitere einzelne Samencharge des Jahrganges 2001 wurde ebenfalls ei-
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ne Häufigkeit von über 80% ermittelt. Im Mittel waren 29,2% der Samen der Jahrgänge 1998 
und 1999 mit Stagonospora besiedelt; dies entsprach 26,9% der untersuchten Blütenstände, 
bzw. Pflanzen. Der Vergleich der beiden untersuchten Jahre zeigt, dass im Herbst des Jahres 
1998 allgemein mit einem Mittel von 52,1% für Einzel-Samen ein hohes Ausmaß der Stago-
nospora-Besiedlung festgestellt wurde. Dagegen wurde im Herbst 1999, also nach dem Ex-
tremhochwasser des Frühjahres 1999, eine mit 6,3% deutlich geringere Besiedlung festge-
stellt. Diese Tendenz ist bei den vegetativen Pflanzenteilen für das Jahr 1999 nicht erkennbar. 
Sie könnte jedoch – bei Annahme verzögerten Auftretens des Phänomens – in der im Jahr 
2000 niedrigeren Besiedlungshäufigkeit in den vegetativen Teilen ebenfalls gesehen werden 
(vgl. Tabelle 14). 
 

Tabelle 16: Vorkommen von Stagonospora 4/99-1 in Samen. Pro Standort/Habitat wurden 12 ein-
zelne Samen untersucht; für den Standort RÜ 2001 lagen 15 Samen zugrunde. Abkür-
zungen: R = Reichenau, M = Mainau, Ü = überschwemmt, T = trocken, n.d. = keine Da-
ten verfügbar, da die Anzahl der verwendeten Blütenstände nicht erfasst wurde. 

Jahr Standort, 
Habitat 

Relative Häufigkeit in-
fizierte Samen [%] 

Relative Häufigkeit infi-
zierte Blütenstände [%] 

Gesamtanzahl verfüg-
barer Blütenstände 

RÜ 83,3 100,0   4 
RT 33,3   50,0   6 
MÜ 75,0   85,7   7 
MT 16,7   18,2 11 

1998 

Mittelwert 52,1   53,6          Σ = 28 
RÜ   8,3   12,5   8 
RT   8,3     9,1 11 
MÜ   0,0     0,0   8 
MT   8,3     8,3 12 

1999 

Mittelwert   6,3     7,7          Σ = 39 
R gesamt 33,3   31,0 29 
M gesamt 25,0   23,7 38 
Ü gesamt 

(R+M) 41,7   40,7 27 

T gesamt 
(R+M) 16,7   17,5 40 

1998 
und 
1999 

Mittelwert 29,2   26,9          Σ = 67 
2001 RÜ 86,7   n.d. n.d. 
 
Der Vergleich der verschiedenen Standorte und Habitate zeigte folgendes: 
Für den Standort Reichenau wurde in beiden Jahren ein etwas höherer Besiedlungsgrad der 
Samen (insgesamt 33,3%) als beim Standort Mainau (insgesamt 25,0%) festgestellt. Dieser 
Unterschied war nicht signifikant (Binomialverteilungstest, p > 0,05), stimmte aber mit der 
Tendenz bei den vegetativen Pflanzenteilen überein (vgl. Abschnitt 3.2.1.3.1 und Tabelle 14). 
Zwischen dem überschwemmten Habitat mit insgesamt 41,7% mittlerer Besiedlungshäufig-
keit der Samen und dem trockenen Habitat mit 16,7% lag bei den Samen im Gegensatz zu den 
vegetativen Pflanzenteilen (vgl. Abschnitt 3.2.1.3.1) ein signifikanter Unterschied vor (Bino-
mialverteilungstest, p < 0,05). 
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3.2.1.4 Nachweis von Stagonospora in Keimlingen mit natürlicher Pilzbefrachtung 

Durch die Isolierung nach Oberflächensterilisation auf Malzagar und die PCR-Nachweise an 
Samen, welche an natürlichen Standorten gesammelt wurden, war angezeigt, dass Stago-
nospora 4/99-1 mit den Samen seines Wirtes verbreitet werden könnte. Aufgrund der gerin-
gen Isolierungshäufigkeit (1%, siehe Tabelle 12) auf Agar nach Oberflächensterilisation im 
Vergleich zu den PCR-Ergebnissen (83,3%, siehe Tabelle 16) aus der gleichen Samencharge 
kann jedoch nichts über die tatsächliche Vitalität des Pilzes ausgesagt werden. Hierbei ist zu 
beachten, dass diese auch durch die vorgenommene Oberflächensterilisation beeinträchtigt 
gewesen sein kann. Daher wurde untersucht, ob die Samen lebensfähige pilzliche Verbrei-
tungseinheiten tragen, die fähig sind, wachsende Pflanzenkeimlinge zu besiedeln. 
 
Ausgehend vom gleichen Saatgut (Reichenau, überschwemmt, November 1998) und unter 
Anwendung der gleichen Oberflächensterilisationsmethode, mit der die Stagonospora-Isolate 
ursprünglich erhalten wurden, erfolgte die Anzucht von Keimlingen auf Malzagar und au-
toklavierter Erde. Die Keimlinge erschienen steril; auch bei den auf dem Standardpilzmedium 
Malzagar wachsenden Keimlingen war keinerlei Pilzwuchs erkennbar. Sie wurden in zwei ge-
trennten Pools zu je 15 Pflanzen geerntet, wobei von Malzagar die ganzen Keimlinge und von 
der Kultur in Erde nur die oberirdischen grünen Teile verwendet wurden. Nach DNA-
Präparation und PCR mit den allgemeinen Pilzprimern ITS1-F und ITS4 wurden einzelne 
Banden gleicher Größe erhalten (Daten nicht gezeigt). Diese wurden direkt sequenziert und 
erbrachten saubere Sequenzmuster, die dem Isolat 4/99-1 entsprachen. Dies deutet an, dass 
dieser Pilz entweder der einzige in den Keimlingen wachsende oder der bei weitem vorherr-
schende war. 
 
Für ein weiteres, die Vorgänge auf der Ebene von einzelnen Pflanzen betrachtendes Experi-
ment wurden Samen vom Standort Reichenau (überschwemmt, Ernte November 2001) der 
gleichen Oberflächensterilisation unterzogen, bei der ursprünglich die Stagonospora-Isolate 
erhalten wurden (siehe Abschnitt 3.1.1 und Legende zu Tabelle 12), bzw. eine Kontrollgruppe 
wurde unbehandelt ausgesät. Nach 9 Wochen Wachstum auf autoklavierter Erde wurden die 
Keimlinge geerntet und in die Abschnitte Wurzeln, untere und obere grüne Teile zerlegt (sie-
he siehe Abschnitt 2.8.6 und Abbildung 5). Die einzelnen Pflanzenteile wurden nach DNA-
Präparation mittels nested PCR auf das Vorkommen von Stagonospora 4/99-1 untersucht. Der 
Pilz besiedelte besonders häufig die Wurzeln (Abbildung 11), wobei die Detektionshäufigkeit 
in den Keimlingen die Ergebnisse der nested PCR an Einzelsamen wiederspiegelte (siehe RÜ 
2001 in Tabelle 16). In den unteren Abschnitten der Sprosse war der Pilz seltener als in den 
Wurzeln nachweisbar; in die obersten Bereiche wuchs er offenbar nur vereinzelt ein. 
Zwischen beiden Ansätzen fand sich ein gegensätzliches Verhalten des Pilzes bei der Besied-
lung der Wurzeln und der unteren Sprossabschnitte. Wurzeln von Pflanzen aus oberflächen-
sterilisiertem Saatgut wiesen eine höhere Besiedlungsfrequenz auf als solche aus unbehandel-
tem Saatgut. Umgekehrt war die Besiedlungsfrequenz der Sprosse von Pflanzen aus behandel-
tem Saatgut niedriger als bei unbehandeltem. Die Differenz der Besiedlung zwischen Wurzel 
und unterem Spross bei Pflanzen aus unbehandeltem Saatgut war statistisch nicht signifikant. 
Durch die Behandlung wurde die Differenz größer, so dass sich ein signifikanter Unterschied 
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ergab (Binomialverteilungstest, p < 0,05). Dies könnte darauf zurückgeführt werden, dass 
Stagonospora bei der oberflächensterilisierten Variante weniger dem Konkurrenzdruck von 
auf der Oberfläche der Samen befindlichen Pilzarten ausgesetzt war. Er blieb daher im Wur-
zelbereich, während er bei der unbehandelten Variante offenbar verstärkt in die oberirdischen 
Abschnitte auswich. 
Bei der Analyse der Besiedlung der einzelnen Pflanzenabschnitte (Wurzel, unterer Spross, 
oberer Spross) war im paarweisen Vergleich kein statistisch signifikanter Unterschied zwi-
schen beiden Ansatzserien feststellbar (Binomialverteilungstest, p > 0,05). Auch die Mittel-
werte der Pilzbesiedlung aller Abschnitte waren mit 34,8% für Pflanzen aus behandeltem 
Saatgut und 31,7% für Pflanzen aus unbehandeltem Saatgut nicht signifikant verschieden (Bi-
nomialverteilungstest, p > 0,05). Bezogen auf die Häufigkeit ganzer Pflanzen, in denen min-
destens einer der drei Abschnitte ein Signal ergab (bei 81,8% der Pflanzen aus behandeltem 
Saatgut bzw. 61,9% aus unbehandeltem Saatgut, Daten nicht gezeigt), war ebenfalls kein sig-
nifikanter Unterschied festzustellen (Binomialverteilungstest, p > 0,05). Dies bedeutet, dass 
die gewählte Behandlung die Vitalität des im Inneren der Samen befindlichen Pilzes offenbar 
nicht beeinträchtigte. 
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Abbildung 11: Einwuchs von Stagonospora 4/99-1 in Keimlinge ohne Inokulation. Nested PCR-
Nachweis an 9 Wochen alten Keimlingen. Je Gruppe wurden 21 Pflanzen untersucht. 
Die behandelte Variante wurde vor der Aussaat einer Oberflächensterilisation mit 
EtOH/NaOCl/EtOH für 1/2/1 min unterzogen. Die Samen der unbehandelten Kontrol-
le wurden vor der Aussaat mit sterilem Wasser gewaschen. Entnommen aus Ernst et 
al. (2003), verändert. 

 
Am Beispiel Stagonospora konnte somit sowohl bei natürlich besiedelten Keimlingen als 
auch adulten Schilf-Pflanzen (siehe Abschnitt 3.2.1.3.1) durch PCR das Vorkommen eines 
samenbürtigen Endophyten in allen Teilen der Pflanze – insbesondere aber in den Wurzeln – 
gezeigt werden. Bei jungen Keimlingen lag hierbei eine ausgeprägte Besiedlung der Wurzeln 
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vor. Außerdem konnte die Vitalität des Pilzes im Samen und dessen Übertragung auf die 
nächste Wirtsgeneration gezeigt werden. 
 

3.2.2 PCR-Nachweise von Microdochium spp. 

Für Pilze der Gattung Microdochium konnte in der Isolierungskampagne vor Beginn dieser 
Arbeit im Frühjahr 1997 neben einem mit insgesamt 25,5% aller Isolate häufigen Vorkom-
men auch eine Bevorzugung überschwemmter Habitate insbesondere bei der Besiedlung un-
terirdischer Pflanzenteile (Wurzeln) festgestellt werden (Wirsel et al., 2001). Durch Untersu-
chung mittels nested PCR mit isolatspezifischen Primern sollte diese Habitat- und Organprä-
ferenz der Microdochium-Arten mit einer kultivierungsunabhängigen Methode überprüft wer-
den. Damit sollte das Phänomen, dass Endophyten trotz des durch die Wirtspflanze gewährten 
Schutzes vor direkten Umwelteinflüssen in ihrem Vorkommen durch äußere Bedingungen be-
einflusst sind, eingehender untersucht werden. Für diese Untersuchungen lag der gleiche Pro-
bensatz vegetativer Pflanzenteile zugrunde (252 Gewebsproben aus 66 Pflanzen, siehe Ab-
schnitt 3.2.1.3), der für die PCRs mit Stagonospora als Zielorganismus verwendet wurde. 
In Wirsel et al. (2001) wurden zwei Sequenzvarianten von Microdochium aufgezeigt (siehe 
Phylogramm in Wirsel et al., 2001), die ursprünglich als vier verschiedene Morphotypen 
gruppiert waren. Der häufigste Morphotyp wurde als Microdochium sp. identifiziert und ist 
durch die Isolate des Sequenztyps 5/97-16 repräsentiert. Daher wird dieser Sequenztyp im 
folgenden als M. sp. 5/97-16-like bezeichnet. Er ist zu 98,0% identisch zu Microdochium 
phragmitis (AJ279449) und weist 87,7% bzw. 86,5% Identität der ITS-Sequenz zu M. nivale 
CBS320.78 und CBS110.94 auf (M. Ernst, K. Neubert, K. Mendgen & S. Wirsel, Manuskript 
in Vorbereitung; Abbildung 12, Daten von K. Neubert & S. Wirsel). Der zweithäufigste 
Morphotyp wurde als Microdochium bolleyi (Sprague) de Hoog und Hermanides-Nijhof iden-
tifiziert. Die Sequenzen dieses Typs sind zu 100% identisch zu Microdochium bolleyi 
CBS137.64 und zu 93,4% identisch zu Microdochium nivale (AF067642). Dieser Sequenztyp 
wird daher im folgenden als M. bolleyi 5/97-54-like bezeichnet. Zwischen den beiden Se-
quenztypen 5/97-16 und 5/97-54 liegt 86,3% Identität vor. Die beiden übrigen Morphotypen 
wurden seltener gefunden. Nur einer von ihnen wurde bei Verfeinerung und Ausweitung der 
Analysen als neuer Sequenztyp identifiziert. Für diesen lag nur ein Isolat vor. Es wird im fol-
genden mit 5/97-66 bezeichnet und liegt nahe bei M. sp. 5/97-16-like (98,0% Identität). Es 
weist 100% Identität zu M. phragmitis Sydow, Isolat CBS285.71 auf (Abbildung 12). Dieses 
Isolat stammte ursprünglich aus einem Teleutosorus von Puccinia sp. auf Schilf in Polen und 
wurde 1966 von W. Gams bei der CBS hinterlegt. Somit gibt es wahrscheinlich drei Arten der 
Gattung Microdochium am Bodensee: M. bolleyi, M. sp. 5/97-16-like und M. phragmitis. Die 
Referenz M. nivale findet am Bodensee keine Entsprechungen. 
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Abbildung 12: Molekulare Phylogenie von Microdochium spp. Verwendet wurden die ITS1-5,8S-
ITS2-Sequenzen der rDNA. Neben Isolaten vom Bodensee und Referenzstämmen 
von der CBS wurden Microdochium-Sequenzen aus Datenbanken sowie jene nahege-
legener BLAST-Treffer verwendet. Bootstrap-Werte über 50% sind angegeben. Hin-
ter Referenz-Arten ist die Stammnummer der CBS bzw. die Accession-Nummer für 
die Datenbanken angegeben. Übereinstimmende Sequenztypen bzw. durch ITS-PCR 
nicht unterscheidbare Gruppen (vgl. Abschnitt 3.2.2.1) wurden durch Rahmen ge-
kennzeichnet. Unveröffentlichte, vorläufige Daten von Karin Neubert & Dr. Stefan 
Wirsel, verändert. 
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3.2.2.1 Spezifitätstests für Microdochium-Primer 

Die Spezifität der nested PCR-Nachweise für die beiden Microdochium-Arten wurde durch 
Reaktionsansätze mit DNA aus verschiedenen Pilzen als Negativkontrollen geprüft. Im ersten 
PCR-Schritt wurde mit den allgemeinen Pilzprimern ITS1-F und ITS4 erwartungsgemäß aus 
allen Templates ein Produkt erhalten (Abbildung 13 A). Im zweiten PCR-Schritt zeigte nur 
der aus dem jeweiligen Zielpilz stammende Ansatz ein PCR-Produkt (Abbildung 13 B und 
C). Die erhaltenen Fragmentgrößen entsprachen mit einer Größe von ca. 380 bp den theore-
tisch erwarteten Werten von 372 bp (für 5/97-16) bzw. 371 bp (für 5/97-54). Das Isolat Mic-
rodochium phragmitis 5/97-66, welches phylogenetisch nahe M. sp. 5/97-16 steht (vgl. Ab-
schnitt 3.2.2 und Abbildung 12), wurde durch das für M. sp. 5/97-16 entworfene Primerpaar 
ebenfalls erfasst. Da zwischen diesen Sequenzgruppen keine Unterscheidung durch das ITS-
PCR-System möglich war, werden sie im folgendem bei der Darstellung der nested PCR-
Ergebnisse vereinfachend als PCR-Klade I bezeichnet (Abbildung 12). Die Sequenzgruppe M. 
bolleyi erhält die Bezeichnung PCR-Klade II. 
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Abbildung 13: Spezifitätstests für die Primer für Microdochium spp. A) Erster Schritt der nested 
PCR mit den allgemeinen Pilzprimern ITS1-F und ITS4. Amplifikation aus genomi-
scher Pilz-DNA. Auftrag: M = 100 bp Molekulargewichtsstandard, Wasser = Nega-
tivkontrolle (PCR-Ansatz mit H2O), P. australis = Negativkontrolle mit DNA aus a-
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xenischem Schilf, 4/97-9 = Humicola sp., 6/97-38 = Chaetomium sp., 6/97-54 = Fu-
sarium sp., A4 = Fusarium sp., 5/97-16 = Microdochium sp., 5/97-54 = Microdochi-
um bolleyi, 5/97-49 = M. bolleyi, abweichender Morphotyp, 5/97-66 = Microdochium 
phragmitis. B) Zweiter Schritt der nested PCR. 10000fache Verdünnungen der ersten 
Reaktion wurden mit spezifischen Primern für die ITS-Region von Microdochium sp., 
Sequenztyp 5/97-16 amplifiziert. C) Zweiter Schritt der nested PCR. 10000fache 
Verdünnungen der ersten Reaktion wurden mit spezifischen Primern für die ITS-
Region von Microdochium bolleyi, Sequenztyp 5/97-54 amplifiziert. Auftragsreihen-
folge wie bei B. 

 

3.2.2.2 PCR-Nachweis von Microdochium spp. in Freiland-Proben 

3.2.2.2.1 Vorkommen an den verschiedenen Bodensee-Standorten und Verteilungsmuster in 
der Pflanze 

Während des Beprobungszeitraumes waren die untersuchten Arten Microdochium spp. PCR-
Klade I (Sequenztyp M. sp. 5/97-16-like einschließlich des durch ITS-PCR davon nicht unter-
scheidbaren Typs 5/97-66, vgl. Abbildung 12) und PCR-Klade II (M. bolleyi) am Bodensee 
durchgehend nachzuweisen, wobei die gesamte Detektionshäufigkeit je nach Jahr und Art 
zwischen 6,3% und 25% bzw. 30,2% schwankte (Tabelle 17). Für PCR-Klade I betrug die 
mittlere Detektionshäufigkeit 21,5% und für PCR-Klade II 26,7%. Hieraus können beide Ty-
pen als am Bodensee weit verbreitet angesehen werden. Aufgrund der nicht-quantitativen, 
sehr sensitiven PCR kann daraus jedoch – ebensowenig wie bei Stagonospora – keine Aussa-
ge über die tatsächlich vorhandene Pilzmycelmasse getroffen werden. 
 
Tabelle 17: Vorkommen von Microdochium spp. am Bodensee über mehrere Jahre. Die nested 

PCR-Ergebnisse der verschiedenen Pflanzenteile (ohne Samen) und Standorte wurden für 
jedes Jahr bzw. für jede Standort/Habitat-Kombination zusammengefasst. Abkürzungen: 
R = Reichenau, M = Mainau, Ü = überschwemmt, T = trocken, n.d.: keine Daten vorhan-
den. * Der Mittelwert wurde unter Berücksichtigung der variablen Probenzahlen gebildet. 

Relative Häufigkeit PCR-Signale [%] 
 PCR-Klade I 

Microdochium sp. 
PCR-Klade II 

Microdochium bolleyi 

Jahr RÜ RT MÜ MT Gesamt 
(Mittelwert)

RÜ RT MÜ MT Gesamt 
(Mittelwert) 

Gesamt-
anzahl be-

probter 
Pflanzenteile 

aller 4 
Standorte 

1998   0,0   0,0 25,0   0,0   6,3   0,0 25,0   0,0   0,0   6,3    16 
1999 12,5   0,0 62,5 25,0 25,0 12,5 25,0 37,5 37,5 28,1    32 
2000 11,1 22,7 42,2 15,6 22,9 31,1 31,8 13,3 44,4 30,2  180 
2001 n.d. n.d. 25,0   8,3 16,7 n.d. n.d.   0,0 25,0 12,5    24 

Mittelwert* 10,5 17,9 40,6 14,5 21,5 26,3 30,4 13,0 37,7 26,7 Σ = 252 
R gesamt 14,2 - - 28,3 - -  114 
M gesamt - 27,5 - - 25,4 -  138 
Ü gesamt 
(R+M) 27,0 - 19,0 -  126 

T gesamt 
(R+M) 16,0 - 34,4 -  126 
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Die Verteilung beider Gruppen am Bodensee wies Unterschiede zwischen den Standorten auf: 
PCR-Klade I kam insgesamt mit 14,2% Häufigkeit am Standort Reichenau und mit 27,5% am 
Standort Mainau vor. Dieser Unterschied war statistisch signifikant (Binomialverteilungstest, 
p < 0,05). Er resultierte aus einer deutlichen Bevorzugung des überschwemmten Mainauer 
Habitates (Tabelle 17). PCR-Klade II (M. bolleyi) kam mit 28,3% Häufigkeit am Standort 
Reichenau und mit 25,4% am Standort Mainau vor, womit sich die Besiedlung der beiden 
Standorte nicht signifikant unterschied (Binomialverteilungstest, p > 0,05). Sie kam jedoch im 
überschwemmten Mainauer Habitat mit geringerer Detektionshäufigkeit vor, als auf den ande-
ren Standorten. 
Für beide Arten nahm das Habitat Mainau-überschwemmt somit Extremwerte ein: Die eine 
Art zeigte bevorzugtes Auftreten in dem als durch Hochwasser (1999) stark geschädigt klassi-
fizierten Schilfbestand, während die andere diesen offenbar mied. Ob diese Differenzen in der 
Besiedlungshäufigkeit Ursache oder Folge der an den Standorten vorliegenden unterschiedli-
chen Schädigungsgrade der Schilfbestände waren (siehe Abschnitt 2.1.1) oder ob andere Fak-
toren als Ursache vorlagen, kann hier jedoch nicht geklärt werden. 
 
Die Analyse der Besiedlung überschwemmter im Vergleich zu trockenen Habitaten zeigte für 
die Gesamtheit aller Standorte und Pflanzenteile eine bei beiden Pilzen entgegengesetzte sig-
nifikante Bevorzugung eines bestimmten Habitatstyps (Binomialverteilungstest, p < 0,05). 
Für PCR-Klade I wurde hierbei mit 27,0% Nachweishäufigkeit die signifikante Bevorzugung 
des überschwemmten Habitats gegenüber dem trockenen mit 16,0% festgestellt. Dagegen 
zeigte PCR-Klade II eine signifikante Bevorzugung des trockenen Habitatstyps mit 34,4% 
gegenüber 19,0% Häufigkeit im überschwemmten Habitat. Aufgrund dieser gegenläufigen 
Bevorzugung wurde dieses Phänomen detaillierter untersucht (siehe Abschnitt 3.2.2.2.3). 
 
Für PCR-Klade I zeigte die Verteilung des Pilzes auf die einzelnen Pflanzenteile eine stärkere 
Besiedlung der unterirdischen Teile im Vergleich zu den oberirdischen. Dies traf auch auf 
PCR-Klade II zu. Bei beiden Kladen waren die Wurzeln jeweils das am stärksten besiedelte 
Pflanzenteil (Tabelle 18; siehe auch Abbildung 17). 
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Tabelle 18: Verteilungsmuster der Microdochium-Arten in den verschiedenen Teilen der Schilf-
Pflanze. Angegeben ist die relative PCR-Detektionshäufigkeit innerhalb jedes Organ-
typs. Die nested PCR-Ergebnisse von vier verschiedenen Standorten und verschiedenen 
Jahrgängen wurden zusammengefasst. Zur Verfügung standen insgesamt 252 Gewebs-
proben aus 66 Schilfpflanzen. Signifikanzangaben für Unterschiede zwischen den Pflan-
zenteilen gemäss Binomialverteilungstest; verschiedenartige Buchstaben = signifikanter 
Unterschied (p < 0,0083 infolge Bonferroni-Korrektur), gleichartige Buchstaben = kein 
signifikanter Unterschied. 

 

 
PCR-Klade I 

Microdochium sp. 
PCR-Klade II 

Microdochium bolleyi 

Pflanzenteil Relative 
Häufigkeit [%] Signifikanz Relative 

Häufigkeit [%] Signifikanz 

Signifikanter 
Unterschied 

zwischen bei-
den Typen 

Blatt 13,0 A 13,0 A nein 
Halm 19,7 AB 19,7 A nein 

Rhizom 13,8 A 21,5 A nein 
Wurzel 37,9 B 50,0 B nein 

 
Für beide Kladen war die Besiedlung der oberirdischen Pflanzenteile untereinander und auch 
zum Rhizom nicht signifikant verschieden, dagegen fand sich bei der Besiedlung der Wurzeln 
eine signifikante Bevorzugung (Binomialverteilungstest, p < 0,0083 infolge Bonferroni-
Korrektur, Tabelle 18). Zwischen beiden Kladen existierte kein signifikanter Unterschied der 
Präferenz für bestimmte Pflanzenabschnitte (Binomialverteilungstest, p > 0,05). Die beiden 
Microdochium-Kladen wurden somit im Schilf in allen Pflanzenteilen nachgewiesen, wie das 
auch bei Stagonospora der Fall war (siehe Abschnitt 3.2.1.3.1). Sie kamen jedoch im Gegen-
satz zu diesem bevorzugt in den unterirdischen Pflanzenteilen vor. 
 

3.2.2.2.2 Vorkommen von Microdochium spp. im saisonalen Verlauf 

Die Analyse des Vorkommens der beiden Microdochium-Arten im jahreszeitlichen Verlauf 
zeigt, dass diese während der ganzen Vegetationsperiode vorkamen (Abbildung 14). Für beide 
Kladen war in den warmen Sommermonaten Juli, August und September eine geringere De-
tektionshäufigkeit festzustellen, als während der kühleren Monate im Frühjahr und Spät-
herbst. Diese Abnahme war bei M. sp. Klade I (5/97-16-like) ausgeprägter und von längerer 
Dauer als bei Klade II (M. bolleyi). Durch Zusammenfassung der einzelnen Pflanzenteile zu 
einem Wert pro Monat wird dies noch klarer herausgestellt (Abbildung 15). Die Detektions-
häufigkeit der Klade II lag während der Monate Juli, August und September insgesamt höher 
als bei Klade I. Statistische Analyse zeigte für beide Kladen beim Vergleich innerhalb jedes 
Organtyps der selben Art keine signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen Mo-
naten (Abbildung 14, Binomialverteilungstest, p > 0,05; Signifikanzgrenzen p = 0,005 für 
Blätter, bzw. p = 0,0033 für Halme,Wurzeln und Rhizome infolge Bonferroni-Korrekturen für 
den Vergleich aller Monate untereinander). Die fehlende Signifikanz trotz vorhandener Unter-
schiede der Werte resultierte aus der relativ geringen Stichprobenzahl für die Kombination 
Pflanzenteil und Monat (n = 8-12, im Mittel 11). Beim monatsweisen Vergleich der Wurzel-
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besiedlung zwischen beiden Kladen wurde ebenfalls kein signifikanter Unterschied festge-
stellt (Binomialverteilungstest, p > 0,05). Für die übrigen Organe wurden wegen uneinheitli-
chem Vorkommen der PCR-Signale kein Vergleich zwischen den Kladen durchgeführt (vgl. 
Abbildung 14). Die Untersuchung der zusammengefassten Daten (Abbildung 15) zeigte für 
Klade I beim Vergleich des Monates April, also dem Beginn der Vegetationsperiode, mit den 
Folgemonaten eine Signifikanz des Unterschiedes zu Juli (Binomialverteilungstest, p < 0,01 
infolge Bonferroni-Korrektur). Auch der Vergleich der niedrigsten Nachweishäufigkeit im 
Monat Juli mit der höchsten im November zeigte einen signifikanten Unterschied (p < 0,01). 
Für Klade II lagen bei diesem Vergleich keine signifikanten Unterschiede vor (p > 0,05; Sig-
nifikanzgrenze bei p = 0,01 infolge Bonferroni-Korrektur). Für den Vergleich aller Monate 
untereinander lagen bei beiden Kladen keine signifikanten Unterschiede vor (Binomialvertei-
lungstest, p < 0,0033 infolge Bonferroni-Korrektur). Ebenso wurden beim monatsweisen 
Vergleich beider Microdochium-Kladen miteinander keine signifikaten Unterschiede festge-
stellt (Binomialverteilungstest, p > 0,05; Signifikanzgrenze bei p = 0,0083 infolge Bonferroni-
Korrektur). Dass dennoch gewisse Unterschiede im saisonalen Verhalten beider Kladen be-
standen, ist durch das Vorkommen von signifikanten Unterschieden bei Klade I (April-Juli, 
Juli-November) belegt, während solche bei Klade II gänzlich fehlten. Beide Microdochium-
Kladen zeigten im jeweils paarweisen Vergleich signifikante Unterschiede zu Stagonospora 
(Binomialverteilungstest, p < 0,0083; Abbildung 15). Somit wies das Vorkommen von Mi-
crodochium spp. am Bodensee insgesamt keine mit Stagonospora vergleichbare, im Laufe der 
Vegetationsperiode zunehmende Tendenz auf, sondern einen gleichmäßigeren, zur Abnahme 
im Sommer neigenden Verlauf (Abbildung 15, vgl. auch Abbildung 10). 
Durch Sequenzierung von PCR-Produkten (je eine Wurzel-, Rhizom-, Halm- und Blatt-Probe 
pro Primerpaar), BLAST-Suche, Zusammensetzung im Programm SeqManII, bzw. paarwei-
sem Alignment mit dem Martinez/ Needleman- Wunsch-Programm im Modul MegAlign Ver-
sion 5.03, wurde die Identität der PCR-Ergebnisse mit den Zielsequenzen aus PCR-Klade I 
bzw. Klade II überprüft. Hierbei wurde für die PCR-Klade II in allen vier überprüften Proben 
M. bolleyi Sequenztyp 5/97-54-like nachgewiesen. Für die PCR-Klade I wurde in einer der 
überprüften Proben der durch die PCR nicht unterscheidbare Sequenztyp M. phragmitis 5/97-
66 festgestellt. In den drei übrigen Fällen wurde die Übereinstimmung mit der Zielsequenz für 
Klade I ebenfalls nachgewiesen. Dabei wurde nicht zwischen den Typen 5/97-16-like und 
5/97-66 unterschieden. Somit wurde, wie bei Stagonospora auch (siehe Abschnitt 3.2.1.3.2), 
die Verlässlichkeit des PCR-Systems bzw. der Primerspezifität bestätigt. 
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Abbildung 14: Saisonale Sukzession von Microdochium spp. Dargestellt ist die relative Detektions-

häufigkeit der Signale in der nested PCR. Der nested PCR-Nachweis erfolgte an 252 
Organen aus 66 Phragmites australis-Pflanzen vom Bodensee. Vier verschiedene 
Standorte bzw. Habitate, sowie die gleichen Monate verschiedener Jahrgänge wurden 
zusammengefasst. Das Probenmaterial war identisch mit jenem für den Nachweis von 
Stagonospora (siehe Abbildung 10); Samen wurden hierbei nicht untersucht. Im April 
waren keine Blätter, sondern nur zu den Halmen gezählte Schösslinge mit nicht entfal-
teten Blättern vorhanden. Die Unterschiede beim Vergleich der verschiedenen Monate 
innerhalb jedes Organtyps einer Art waren bei keiner der beiden Kladen statistisch si-
gnifikant (Binomialverteilungstest, p > 0,05; Signifikanzgrenzen p = 0,005 für Blätter, 
bzw. p = 0,0033 für Halme,Wurzeln und Rhizome infolge Bonferroni- Korrekturen für 
den Vergleich aller Monate untereinander). Daher wurde auf auf eine Kennzeichnung 
verzichtet. 
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Abbildung 15: Saisonale Sukzession von Microdochium spp. im Vergleich mit Stagonospora sp. 
4/99-1. Relative Detektionshäufigkeit in der nested PCR. Zusammengefasste Darstel-
lung der Daten der einzelnen Pflanzenteile des nested PCR-Nachweises der beiden 
Microdochium-PCR-Kladen aus Abbildung 14 und von Stagonospora sp. 4/99-1 aus 
Abbildung 10. Signifikanzangaben: Verschiedene Buchstaben = signifikanter Unter-
schied, gleiche Buchstaben = kein signifikanter Unterschied. Große Buchstaben: Ver-
gleich zwischen verschiedenen Arten innerhalb des selben Monates (Binomialvertei-
lungstest, p < 0,0083 infolge Bonferroni-Korrektur). Die Arten wurden jeweils paar-
weise miteinander verglichen. Kleine Buchstaben: Vergleich innerhalb einer Art zwi-
schen den Monaten (Binomialverteilungstest, p < 0,0033 infolge Bonferroni-
Korrektur für den Vergleich aller Monate untereinander), * signifikanter Unterschied 
für die Kombination April-Juli beim paarweisen Vergleich des Ausgangsmonates   
April mit den Folgemonaten (Binomialverteilungstest, p < 0,01 infolge Bonferroni-
Korrektur für geringere Anzahl Signifikanztests), + signifikanter Unterschied für den 
Vergleich der minimalen mit der maximalen Detektionshäufigkeit (p < 0,01). 

 

3.2.2.2.3 Habitatpräferenz 

Die bereits beschriebene, für die Gesamtheit der Standorte und Pflanzenteile bei beiden Mi-
crodochium-PCR-Kladen festgestellte entgegengesetzte Habitatspräferenz (siehe Abschnitt 
3.2.2.2.1) wurde bezüglich der Besiedlung der einzelnen Pflanzenteile detaillierter analysiert 
(Abbildung 16). Bei PCR-Klade I konnte durch die PCR eine signifikante Präferenz für Wur-
zeln der überschwemmten Uferzone gegenüber Wurzeln der trockenen Uferzone festgestellt 
werden (Binomialverteilungstest, p < 0,025 infolge Bonferroni- Korrektur). Ein signifikanter 
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Unterschied zwischen den Zonierungen lag bei den anderen Pflanzenteilen (Blatt, Halm, Rhi-
zom) nicht vor. Dagegen zeigte PCR-Klade II eine hoch signifikante Bevorzugung von Wur-
zeln der trockenen Uferzone im Gegensatz zur überschwemmten Zone (Binomialverteilungs-
test, p < 0,001). Für die anderen Pflanzenteile konnte, wie auch bei Klade I, kein signifikanter 
Unterschied zwischen den Zonierungen festgestellt werden. Der direkte Vergleich zwischen 
beiden Microdochium-Arten zeigte einen signifikanten Unterschied nur bei der Besiedlung 
der Wurzeln der gleichen Uferzone (Binomialverteilungstest, p < 0,025 infolge Bonferroni- 

Korrektur). Dieser Unterschied war insbesondere für die Wurzeln des trockenen Habitates 
hoch signifikant (p < 0,001; Abbildung 16). Für die anderen Pflanzenteile der jeweils gleichen 
Uferzonierung bestand kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Arten. 
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Abbildung 16: Habitatspräferenz von Microdochium spp. Dargestellt ist die relative Detektions-
häufigkeit in der nested PCR pro Pflanzenteil und Habitatstyp; es liegt der gleiche 
Datensatz wie bei der saisonalen Sukzession (Abbildung 14) zugrunde. Signifikanz-
angaben: Kleine Buchstaben: Vergleich für jedes Pflanzenteil zwischen den Habitats-
typen innerhalb einer Pilzart, a = signifikanter Unterschied (Binomialverteilungstest, 
p < 0,025 infolge Bonferroni- Korrektur), b = kein signifikanter Unterschied. Große 
Buchstaben: Vergleich zwischen beiden Pilzarten bei jeweils identischem Pflanzenteil 
und identischem Habitatstyp, A = signifikanter Unterschied (Binomialverteilungstest, 
p < 0,025), B = kein signifikanter Unterschied. Unterstrichene Buchstaben = signifi-
kanter Unterschied bei p < 0,001 (verschärfte Signifikanzgrenze zur Aufzeigung des 
erhöhten Signifikanzniveaus). 
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Somit ist erkennbar, dass die für die zusammengefassten Daten festgestellte gegenläufig sig-
nifikante Habitatsbevorzugung nur auf den signifikanten Unterschieden bei der Besiedlung 
der Wurzeln als am stärksten besiedelten Pflanzenteil basierte. Dagegen waren die übrigen 
Pflanzenteile gleichmäßiger und weniger häufig besiedelt. Ebenso wird deutlich, dass in der 
Wurzel als dem am stärksten besiedelten Pflanzenteil jeweils nur eine der beiden PCR-Kladen 
dominierte und die andere zurücktrat. Dies wiederum deutet eine Tendenz der räumlichen 
Trennung beider Kladen an, die offenbar verschiedene Nischen besetzen. 
 

3.2.2.2.4 Gemeinsames Vorkommen beider Microdochium-Arten 

Die für beide Microdochium-Arten aus identischen DNA-Präparationen durchgeführten oben 
beschriebenen nested PCR-Tests (Abschnitte 3.2.2.2.1 und 3.2.2.2.2) ermöglichten eine Ana-
lyse des gemeinsamen Vorkommens beider Arten bzw. der Vertreter beider PCR-Kladen in 
Pflanzen natürlicher Habitate. 
Trotz der beobachteten gegenläufigen Tendenz beim Auftreten an Wurzeln überschwemmter 
bzw. trockener Standorte kamen Vertreter beider Kladen oft auch gemeinsam in der selben 
Probe vor (Abbildung 17). 
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Abbildung 17: Gemeinsames Vorkommen der Microdochium-Arten. Dargestellt ist die relative 

Detektionshäufigkeit in der nested PCR für die beiden PCR-Kladen und deren ge-
meinsames Vorkommen in der selben Probe, bezogen auf alle verfügbaren Proben ei-
nes Organtyps (54 Blatt- und je 66 Halm-, Wurzel- und Rhizomproben). #  Der Anteil 
am Gesamtvorkommen repräsentiert die relative Häufigkeit des gleichzeitigen Vor-     
kommens beider Arten in der Gesamtheit jener Proben, in denen mindestens einer der 
beiden Typen nachgewiesen wurde. * signifikant verschieden vom Erwartungswert 
der Zufallsverteilung (Fisher’s Exact Test, p < 0,05). Der zugrunde liegende Daten-
satz entspricht jenem aus Abbildung 14. 
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Für die Gesamtheit aller untersuchten Pflanzenteile betrug das gemeinsame Vorkommen bei-
der Kladen 8,4%. Beide Kladen kamen in den unterirdischen Pflanzenteilen häufiger gemein-
sam vor als in den oberirdischen. In Rhizomen traten sie mit einer gemeinsamen Häufigkeit 
von 7,7%, in Wurzeln mit 16,7%, in Halmen mit 6,1% und in Blättern mit 1,9% Häufigkeit 
auf. Im Verhältnis zum generellen Ausmaß der Besiedlung einzelner Pflanzenteile war das 
gemeinsame Vorkommen am stärksten im Rhizom und am geringsten im Blatt ausgeprägt 
(Abbildung 17, Anteil am Gesamtvorkommen, schräg schraffierte Balken). Die relative Häu-
figkeit des gemeinsamen Vorkommens beider Arten in der Gesamtheit jener Proben, in denen 
Vertreter von mindestens einer der beiden Kladen nachgewiesen wurden, betrug für Rhizome 
27,8%, für Wurzeln 23,4%, für Halme 18,2% und für Blätter 7,7% (Abbildung 17). Das ge-
meinsame Vorkommen in der Gesamtheit aller Pflanzenteile lag mit 21 Ereignissen statistisch 
signifikant über dem theoretischen Erwartungswert einer Zufallsverteilung mit 14,4 Ereignis-
sen (Fisher’s Exact Test, p < 0,05). Somit war das gemeinsame Auftreten der beiden Micro-
dochium-Kladen begünstigt, wenn man die zusammengefassten Daten untersucht. Bei Be-
trachtung der einzelnen Pflanzenteile war das gemeinsame Vorkommen nur in Rhizomen sig-
nifikant begünstigt mit 5 tatsächlich gefundenen Ereignissen über dem theoretischen Erwar-
tungswert von 2 Ereignissen (Fisher’s Exact Test, p < 0,05; Abbildung 17). Für die restlichen 
Pflanzenteile waren die Werte nicht signifikant verschieden vom Erwartungswert der Zufalls-
verteilung, d.h. es lag auch keine signifikante Erniedrigung vor, die auf Antagonismus hin-
weisen würde. Somit wurde bei detaillierter Betrachtung der einzelnen Pflanzenteile nur bei 
der Besiedlung der Rhizome ein positiver Effekt nachgewiesen. Dieser ist der wesentliche 
Grund für die Signifikanz der Begünstigung des gemeinsamen Vorkommens, welche für die 
Gesamtheit aller Pflanzenteile festgestellt wurde. Die Untersuchung des gemeinsamen Vor-
kommens beider Kladen nach saisonalen Aspekten zeigte, dass im Monat April ein signifikant 
erhöhtes gemeinsames Auftreten beider Kladen vorlag (Fisher’s Exact Test, p < 0,05). Hierbei 
betrug das tatsächliche Auftreten 8 gegenüber 4,7 erwarteten Ereignissen. Für die übrigen 
Monate lagen keine signifikanten Abweichungen vom Erwartungswert vor (Daten nicht ge-
zeigt). 
 

3.2.2.2.5 Gemeinsames Auftreten der Gattungen Stagonospora und Microdochium 

Die Durchführung der nested PCR-Tests aus dem gleichen Probenmaterial ermöglichte eine 
Analyse des gemeinsamen Vorkommens von Vertretern der beiden PCR-Kladen der Gattung 
Microdochium mit der Art Stagonospora sp. 4/99-1 hinsichtlich Bevorzugung oder Vermei-
dung eines gemeinsamen Vorkommens. Kultivierungsunabhängige Informationen über ge-
meinsames Vorkommen bzw. gegenseitigen Ausschluss oder Vermeidung am natürlichen 
Standort sind hilfreiche Ergänzungen zu Ergebnissen aus in vitro-Kompetitionstests auf artifi-
ziellen Medien (siehe Abschnitt 3.6.2). 
Für die Kombination Stagonospora 4/99-1 // PCR-Klade II (M. bolleyi) lag das gemeinsame 
Vorkommen in der Gesamtheit aller Pflanzenteile mit 14 Ereignissen unter dem theoretischen 
Erwartungswert einer Zufallsverteilung mit 17,6 Ereignissen. Dieses Ergebnis war jedoch 
weder mit Fisher’s Exact Test noch mit dem weniger strikten Chi-Quadrat-Test statistisch si-
gnifikant (jeweils p > 0,05). Auch für die einzeln getesteten verschiedenen Organtypen be-
stand kein signifikanter Unterschied (p > 0,05). Für die Kombination Stagonospora 4/99-1 // 
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PCR-Klade I (M. sp. 5/97-16-like) lag das gemeinsame Vorkommen in der Gesamtheit aller 
Pflanzenteile mit 12 Ereignissen auch unter dem theoretischen Erwartungswert einer Zufalls-
verteilung mit 14,2 Ereignissen. Diese Abweichung war ebenfalls nicht statistisch signifikant 
(p > 0,05). Für die einzeln getesteten verschiedenen Organtypen bestand auch kein signifikan-
ter Unterschied (Fisher’s Exact Test, p > 0,05). Eine Analyse unter saisonalen Aspekten wur-
de für die Kombination von Stagonospora mit jeder der beiden Microdochium-Kladen für die 
Monate April bis November ebenfalls durchgeführt, wobei die Pflanzenteile für jeden Monat 
zusammengefasst wurden. Für keinen der sechs getesteten Monate konnten signifikante Ab-
weichungen vom Erwartungswert einer Zufallsverteilung festgestellt werden (Fisher’s Exact 
Test und Chi-Quadrat-Test, jeweils p > 0,05). 
Aufgrund der fehlenden statistischen Signifikanz ist somit eine Begünstigung oder Vermei-
dung des gemeinsamen Auftretens der Vertreter beider Gattungen am vorhandenen Proben-
material vom Bodensee nicht nachweisbar. 
 

3.2.3 PCR-Nachweis von Trichoderma 

Für die Gattung Trichoderma wurde in einer Isolierungskampagne vor Beginn dieser Arbeit 
im Frühjahr 1997 neben einem häufigen Vorkommen (9,9% aller Isolate) zusätzlich eine stark 
bevorzugte Besiedlung von Wurzeln in trockenen Uferhabitaten festgestellt (Wirsel et al., 
2001). Durch einen Nachweis mittels PCR mit isolatspezifischen Primern für die ITS-Region 
von Trichoderma sp. A11 sollte dieses Ergebnis durch ein kultivierungsunabhängiges, mole-
kulares Verfahren überprüft werden. 
Die Spezifität des PCR-Nachweises wurde durch Reaktionsansätze mit DNA aus verschiede-
nen nicht-verwandten Pilzen als Negativkontrolle geprüft. Hierbei erfolgte nur Amplifikation 
aus dem Ansatz des Zielpilzes (Abbildung 18A). Zur Kontrolle der prinzipiellen Amplifizier-
barkeit aus der aus Schilf präparierten genomischen DNA wurde eine PCR mit spezifischen 
Primern für die ITS-Region von Phragmites australis durchgeführt. Sie zeigte bei allen An-
sätzen erfolgreiche Amplifikation. Die erhaltene PCR-Fragmentgröße entsprach mit ca.      
400 bp der theoretisch erwarteten Größe von 385 bp (Abbildung 18B). 
Bei der PCR mit den allgemeinen Pilzprimern ITS1-F und ITS4 erfolgte ebenfalls bei allen 
Ansätzen erfolgreiche Amplifikation (Daten nicht gezeigt). In der nested PCR mit spezifi-
schen Primern für Trichoderma wurden PCR-Signale nur bei Ansätzen mit Wurzeln trockener 
Standorte detektiert (Abbildung 18C). In seltenen Fällen wurden sehr schwache Signale auch 
von anderen Pflanzenteilen, bzw. Habitaten erhalten (Daten nicht gezeigt). Die erhaltene ne-
sted PCR-Fragmentgröße entsprach mit ca. 450 bp der theoretisch erwarteten Größe von      
437 bp. 
Der PCR-Nachweis von Trichoderma wurde vor den Untersuchungen bezüglich Stagonospo-
ra und Microdochium (Abschnitte 3.2.1.3 und 3.2.2.2), an einem zu diesem Zeitpunkt noch 
geringeren zur Verfügung stehenden Probenumfang durchgeführt. Getestet wurden insgesamt 
32 Pflanzenteile (Blatt, Halm, Wurzel, Rhizom) aus 8 Pflanzen von Juli/August 1998 und 
August 1999, sowie insgesamt 8 Samenpools (vgl. Abschnitt 3.2.1.3.2) vom November 1998 
und 1999. Hierbei wurden alle Standorte erfasst, ein saisonaler Verlauf ist jedoch nicht dar-
stellbar (Abbildung 18 & Daten nicht gezeigt). 
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Abbildung 18: PCR-Nachweis von Trichoderma sp. A11. A) Spezifitätskontrolle mit spezifischen 
Primern für A11 und genomischer Pilz-DNA als Templates; Spuren: M = 100 bp Mo-
lekulargewichtsstandard, 1-4 PCR-Produkte aus genomischer Pilz-DNA, 1 = Tricho-
derma A11, 2 = Cylindrocarpon sp. 5/97-12, 3 = Gliocladium sp. 4/97-110, 4 = 
Chaetomium sp. 6/97-55. B) Amplifikationskontrolle mit ITS-Primern für Schilf an 
DNA aus Schilfproben von Bodenseehabitaten; Spuren: M = 100 bp Molekularge-
wichtsstandard, weitere Spuren: Je 5 Pflanzenteile von je 4 Probenahmestellen gemäß 
der unter Abbildung C angegebenen Auftragsreihenfolge. Abkürzungen: S = Samen-
pool, B = Blatt, H = Halm, W = Wurzel, R = Rhizom. C) Nested PCR mit spezifi-
schen Primern für Trichoderma A11 an der gleichen Template-DNA und gleiche Auf-
tragsreihenfolge wie bei Abbildung B. Die verwendeten vegetativen Pflanzenteile 
wurden im August 1999 gesammelt und stammen von einer Pflanze pro Habitat. Die 
Samen stammen vom November 1999 und wurden als Pools eingesetzt (vgl. Ab-
schnitt 3.2.1.3.2). Entnommen aus Wirsel et al. (2001). 

 
 
Für Trichoderma sp. A11 konnte somit die zuvor durch Isolierung gezeigte Bevorzugung der 
Wurzeln von Schilfpflanzen auf trockenen Standorten auch mit einer kultivierungsunabhängi-
gen, molekularen Methode bestätigt werden. 
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3.3 Mikro- und Makrokosmen 

Mikrokosmos-Experimente dienen als vereinfachte Simulation natürlicher Situationen zur 
Untersuchung des Einflusses einzelner oder mehrerer Umweltfaktoren und/oder Organismen 
auf einen Modellorganismus. 

3.3.1 Etablierung axenischer Mikrokosmen 

Zur störungsfreien Untersuchung des Einflusses definierter einzelner Pilzisolate wurden Mi-
krokosmen mit axenischen Schilfpflanzen etabliert. Die hierfür benötigten Pflanzen wurden 
aus Samen angezogen. Das Saatgut vom Bodensee zeigte hierbei eine von vorneherein niedri-
gere Keimungshäufigkeit als das kommerzielle Saatgut (Tabelle 11). Zur Behandlung wurden 
die Samen einer Oberflächensterilisation unterzogen, die je nach Herkunft des Saatgutes ver-
schieden ausgearbeitet wurde (siehe Tabelle 11). Als geeignet erwies sich die Behandlung mit 
einer Kombination von sukzessive 70% EtOH/ 5% NaOCl/ 70% EtOH mit einer Dauer von 5 
min je Schritt. Sie erlaubte bei dem kommerziellen Saatgut eine zuverlässige Elimination aller 
Pilzkeime bei ausreichender Keimung des Saatgutes. Das Saatgut von Bodensee-Standorten 
musste wegen seiner höheren natürlichen Pilzfracht zusätzlich einer Behandlung mit dem 
Fungizid Triforin („Saprol neu“) mit einer Endkonzentration von 0,1 mg/ml durch Applikati-
on im Gießwasser unterzogen werden (siehe Abschnitt 3.1.1 und Tabelle 11). 
 
Der Nachweis der Sterilität der Keimlinge erfolgte mit zwei Methoden: 

1. Die mikrobiologische Kontrolle erfolgte durch Auslegen von Teilen zufallsmäßig ausge-
wählter unter sterilen Bedingungen geernteter Keimlinge auf Malzagar (Abbildung 19 A). 

2. Die molekularbiologische Kontrolle erfolgte durch PCR mit den Standardpilzprimern 
ITS1-F und ITS4 an DNA, die aus den Keimlingen präpariert wurde. Hierbei wurden die 
oberirdischen grünen Teile und die Wurzeln der in Pools zu je 20 zusammengefassten 
Keimlinge getrennt bearbeitet (Abbildung 19 B). 
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A) 

Axenische Pflanzen Pflanzen aus unbehandel-
tem Saatgut 

 
    B) 

   Primer    Grüne Teile Wurzeln  
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ITS1-F 
ITS4 

  M    1    2     3     4     1    2    3     4     +   - 

 
Abbildung 19: Nachweis der Sterilität von Schilfkeimlingen. Das Saatgut stammt vom Bodensee, 

Standort Reichenau, überschwemmtes Habitat. Die Keimlinge wurden im Alter von 
24 Tagen geerntet. A) Mikrobiologische Kontrolle geernteter Pflanzenteile auf Malz-
agar. Die axenischen Pflanzen stammen aus Saatgut, das mit EtOH/NaOCl/EtOH und 
nachfolgender Fungizidgabe behandelt wurde. B) Molekularbiologische Kontrolle 
durch PCR an DNA aus Keimlings-Pools. Oberes Gel: Amplifikationskontrolle mit 
Primern, die gegen die ITS-Sequenz von Schilf gerichtet sind. Unteres Gel: Allge-
meine Pilzprimer ITS1-F und ITS4. Vorbehandlung des Saatgutes: Spur 1 = E-
tOH/NaOCl/EtOH mit nachfolgender Fungizidbehandlung, 2 = EtOH/NaOCl/EtOH, 
3 = H2O + Triforin, 4 = H2O, + = Positiv-Kontrolle, - = Negativ-Kontrolle, M = Mar-
ker (100 bp Ladder). 
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3.3.2 Mikrokosmosexperimente 

3.3.2.1 Einfluss von Stagonospora spp. 

Innerhalb der großen Vielfalt der vom Schilf isolierten, endophytisch in dieser Pflanze leben-
den, bzw. eng mit ihr assoziierten Pilze wurden Vertreter der Gattung Stagonospora für eine 
ausführlichere Untersuchung ihrer Bedeutung, bzw. ihres Einflusses auf die Wirtspflanze aus-
gewählt. Diese Auswahl begründet sich mit der Verbreitungsmöglichkeit über die Samen des 
Wirtes in Analogie zur Gattung Neotyphodium, von der bereits etliche Effekte auf die Wirts-
pflanze bekannt sind (siehe Abschnitt 1.3.5) und dem in vegetativen Pflanzenteilen weit ver-
breiteten Auftreten der Gattung Stagonospora (siehe Abschnitt 3.2.1.3.1). 
 
Zur Überprüfung des Besiedlungsstatus der Mikrokosmospflanzen mit den inokulierten Pilzen 
wurden vor der Auswertung der Wuchsparameter Reisolierungstests durchgeführt. Hierbei 
wurde zwischen endo- und epiphytischer Besiedlung unterschieden. Dies erfolgte durch An-
wendung einer Oberflächensterilisation, die der ursprünglichen Isolierung der Pilze aus Sa-
men entsprach (sukzessive EtOH/ NaOCl/ EtOH für 1/2/1 min). 
Alle Stagonospora-Isolate wurden mit hoher Häufigkeit aus nicht-sterilisierten Wurzeln reiso-
liert (Abbildung 20). Durch Sterilisation wurde bei zwei Isolaten die Reisolierungshäufigkeit 
stark gesenkt. Aus den unteren Sprossabschnitten erfolgte Pilzauswuchs mit geringer Häufig-
keit, aus den oberen Abschnitten war eine Reisolierung nicht möglich (Abbildung 20 & Daten 
nicht gezeigt). Trotz der nachgewiesenen hohen Pilzbesiedlungshäufigkeit wiesen die Wur-
zeln keine sichtbaren Krankheitssymptome auf. 
Die Unterschiede zwischen der Reisolierungshäufigkeit aus unbehandelten und sterilisierten 
Wurzeln sind in der Eindringtiefe der Pilze, bzw. der verwendeten Chemikalien begründet; 
das Fehlen in den oberen Sprossabschnitten dürfte daran liegen, dass die Pilze nicht in diese 
Abschnitte eingewachsen sind. Dass auch nach der Oberflächensterilisation die Vitalität der 
Pflanzenteile erhalten blieb, ist dadurch belegt, dass während der Inkubation auf Malzagar die 
Bildung neuer kleiner Sprosse und Wurzeln aus Nodien beobachtet wurde (Daten nicht ge-
zeigt). Von der Malzagarplatte abgehobenes und anschließend einer Behandlung mit EtOH/ 

NaOCl/ EtOH für 1/2/1 min ebenfalls unterzogenes Stagonospora-Mycel überlebte dies nicht. 
Bei erneuter Ausplattierung erfolgte im Gegensatz zu nur mit Wasser gewaschenem Mycel 
kein Wachstum (Daten nicht gezeigt). Durch die Reisolierung der Pilze aus den Mikrokos-
mospflanzen wurde gezeigt, dass eine aktive Besiedlung der Pflanzen von den in einer Ent-
fernung von mindestens 1-2 cm plazierten Agarstückchen über das Erdsubstrat erfolgt sein 
muss. Ebenso wurde durch die Reisolierung nach Oberflächensterilisation das endophytische 
Wachstum bestätigt. 
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Abbildung 20: Reisolierung von Stagonospora-Arten aus Schilf-Mikrokosmen. Dargestellt ist der 
Pilzauswuchs aus je 30 Proben von 3 verschiedenen Pflanzen pro Pilzisolat, Pflan-
zenabschnitt und Behandlungsmethode. Die oberflächensterilisierten Pflanzenteile 
wurden vor dem Auslegen auf Malzagar mit EtOH/NaOCl/EtOH für 1/2/1 min be-
handelt. Die Pflanzen entstammen aus dem Versuch mit dem kommerziellen Saatgut. 
Entnommen aus Ernst et al. (2003), verändert. 

 

Zur Untersuchung, ob mit Schilf assoziierte Endophyten einen ähnlichen Effekt auf das 
Wachstum ihrer Wirtspflanze haben können, wie manche anderen Endophyten (vgl. Abschnitt 
1.3.5), wurden axenische Schilfpflanzen in Töpfen mit Erdsubstrat und pilzlichem Inokulum 
kultiviert. Der mögliche Einfluss von Stagonospora und verwandten Referenzstämmen auf 
axenisches Schilf wurde an Pflanzen aus Saatgut verschiedener Herkunft untersucht. Ange-
setzt wurden zwei Mikrokosmen mit Pflanzen aus Saatgut vom Bodensee, bzw. aus kommer-
ziell verfügbarem Saatgut norddeutscher Herkunft (siehe Abschnitt 2.1.2), die mit verschiede-
nen einzelnen Pilzarten inokuliert wurden. Zur Erfassung des Wachstums wurden die Pflan-
zen 17 bzw. 23 Wochen nach der Inokulation geerntet, vermessen und deren Trockenbiomas-
se bestimmt. 
Bei beiden Mikrokosmen wurde durch die Inokulation mit Stagonospora- bzw. Phaeosphae-
ria-Arten das Wachstum der Schilfpflanzen klar gefördert (Abbildung 21, Abbildung 22). Im 
Vergleich zur nicht-inokulierten Kontrolle auf etwa das Doppelte gesteigert waren sowohl die 
oberirdische und unterirdische Trockenbiomasse, als auch die Summe der Halmlängen pro 
Pflanze. Diese ergibt sich aus der Anzahl der Halme und ihrer Höhe. Die durch die Pilze be-
dingten Steigerungen der Wuchsparameter waren von den Kontrollen in Dunnett’s Test signi-
fikant verschieden (p < 0,05, Abbildung 22). Zwischen den Wuchsparametern der Ansätze 
mit den verschiedenen Pilzen untereinander bestand kein signifikanter Unterschied. Zwischen 
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der Kontrolle ohne Inokulation und der Gabe steriler Malzagarstückchen wurde ebenfalls kein 
signifikanter Unterschied festgestellt. In dem verwendeten Mikrokosmos-System mit Lehm-
erde als Substrat lag eine Limitierung vor, da durch Düngung von nicht-inokulierten Kon-
trollpflanzen eine Wuchssteigerung erzielt wurde (Daten nicht gezeigt). 
 
 

D C B A 

 
 

Abbildung 21: Wirkung von Stagonospora spp. auf Schilf in axenischen Mikrokosmen. 
A) Kontrolle ohne Inokulum, B) Kontrolle mit sterilem Agar, C) mit Stagonospora sp. 
4/99-1, D) mit Stagonospora sp. 4/99-18. Die Pflanzen stammen aus dem Versuch mit 
kommerziellem Saatgut. Das Foto wurde 16 Wochen nach der Inokulation aufgenom-
men. Das Alter der Pflanzen betrug zu diesem Zeitpunkt 27 Wochen. 
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Abbildung 22: Wuchsparameter von Schilfpflanzen in axenischen Mikrokosmen. Dargestellt sind 
die Mittelwerte der Wurzel-, Spross- und Gesamttrockenmasse, sowie der Summe der 
Halmlängen pro Pflanze. Die Fehlerbalken repräsentieren die Standardfehler. Von der 
Kontrolle (ohne Inokulum) signifikant verschiedene Werte (Dunnett’s Test, p < 0,05) 
sind am oberen Ende der Fehlerbalken mit dem Buchstaben „a“ gekennzeichnet; 
nicht-signifikant verschiedene Werte tragen die Kennung „b“. A) Pflanzen aus kom-
merziellem Saatgut. Die Ergebnisse basieren auf 14 Pflanzen pro Behandlung; die 
Auswertung erfolgte 23 Wochen nach der Inokulation. „Agar“ = Kontrolle mit steri-
lem Agar. B) Pflanzen aus Saatgut vom Bodensee. Die Ergebnisse basieren auf 12 
Pflanzen pro Behandlung; die Auswertung erfolgte 17 Wochen nach der Inokulation. 
Entnommen aus Ernst et al. (2003), verändert. 

 



Ergebnisse   76

3.3.2.2 Einfluss von Microdochium bolleyi und Trichoderma sp. 

Zur Untersuchung, ob die Wuchssteigerung von Schilf durch Arten von Stagonospora/ 

Phaeospharia das Resultat einer spezifischen Interaktion ist, oder ob andere vom Schilf iso-
lierte Endophyten ähnliche Effekte verursachen könnten, wurden weitere Pilzisolate in Mi-
krokosmen getestet. Es handelte sich hierbei um die Isolate Microdochium bolleyi 5/97-54 
und Trichoderma sp. A11. Für diese Mikrokosmen wurden nur aus kommerziellem Saatgut 
angezogene Pflanzen verwendet. Der Versuch lief parallel zu dem in Abbildung 22A darge-
stellten Experiment. 
 
Zur Überprüfung des Besiedlungsstatus der Mikrokosmospflanzen wurden vor der Auswer-
tung der Wuchsparameter wie bei den Stagonospora-Mikrokosmen Reisolierungstests durch-
geführt. Durch die Anwendung einer Oberflächensterilisation wurde auch hier zwischen endo- 
und epiphytischer Besiedlung unterschieden (Abbildung 23). 
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Abbildung 23: Reisolierung von Microdochium und Trichoderma aus Schilf-Mikrokosmen. Dar-
gestellt ist der Pilzauswuchs aus je 30 Proben von 3 verschiedenen Pflanzen pro Pilz-
isolat, Pflanzenabschnitt und Behandlungsmethode. Die oberflächensterilisierten 
Pflanzenteile wurden vor dem Auslegen auf Malzagar mit EtOH/NaOCl/EtOH für 
1/2/1 min behandelt. Die verwendeten Pflanzen wurden aus dem kommerziellen Saat-   
gut angezogen. 

 

Die eingesetzten Isolate wurden mit hoher Häufigkeit aus nicht-sterilisierten Wurzeln reiso-
liert (Abbildung 23). Durch Sterilisation wurde bei beiden die Reisolierungshäufigkeit ge-
senkt, betrug jedoch noch mindestens 20%. Auch aus den nicht-oberflächensterilisierten unte-
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ren Sprossabschnitten war Reisolierung möglich. Microdochium 5/97-54 konnte zusätzlich 
auch von (nicht-sterilisierten) oberen Sprossabschnitten reisoliert werden. 
 
Microdochium bolleyi Isolat 5/97-54 zeigte eine wuchsfördernde Wirkung, die bei der oberir-
dischen Biomasse und der Gesamtbiomasse signifikant von den Kontrollen verschieden war 
(Dunnett’s Test, p < 0,05, Abbildung 24). Die Wurzelmasse und die Summe der Halmlängen 
wichen dagegen nicht signifikant von den Werten der Kontrollpflanzen ab. Die Pflanzen mit 
Trichoderma Isolat A11 zeigten im Vergleich zu den Kontrollen nur gering gesteigerte 
Wuchsparameter, die von den Kontrollen nicht signifikant verschieden waren (Abbildung 24). 
Mit Microdochium bolleyi existiert somit außer den Stagonospora-Arten, bzw. ihren Ver-
wandten offenbar mindestens ein weiterer Pilz, der die Biomasseproduktion des Schilfes för-
dert. Mit Trichoderma sp. wurde außerdem ein endophytischer Pilz identifiziert, der offenbar 
hinsichtlich der Beeinflussung von Wuchsparametern neutral ist. 
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Abbildung 24: Wuchsparameter von Schilfpflanzen in axenischen Mikrokosmen mit Microdo-
chium und Trichoderma. Dargestellt sind die Mittelwerte der Wurzel-, Spross- und 
Gesamttrockenmasse, sowie der Summe der Halmlängen pro Pflanze. Die Fehlerbal-
ken repräsentieren die Standardfehler. Von den Kontrollen (ohne Inokulum) signifi-
kant verschiedene Werte (Dunnett’s Test, p < 0,05) sind am oberen Ende der Fehler-
balken mit dem Buchstaben „a“ gekennzeichnet; nicht-signifikant verschiedene Werte 
tragen die Kennung „b“. „Agar“ = Kontrolle mit sterilem Agar. Die Pflanzen stammen 
aus dem kommerziellen Saatgut. Die beiden Kontrollen sind identisch mit denjenigen 
aus dem parallel durchgeführten Experiment in Abbildung 22A. Die Ergebnisse basie-
ren auf 14 Pflanzen pro Behandlung, für Trichoderma standen nur 9 Pflanzen zur Ver-
fügung. Die Auswertung erfolgte 23 Wochen nach der Inokulation. 
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3.3.3 Makrokosmosexperimente 

Um die Wirkung von Stagonospora 4/99-1 auf Schilf unter Freilandbedingungen zu untersu-
chen und mit den Ergebnissen der axenischen Mikrokosmen zu vergleichen, wurde ein Mak-
rokosmos-Experiment in großen Kunststoffbecken angesetzt. Hierbei zeigten die mit Stago-
nospora inokulierten Schilfkeimlinge während der axenischen Anzucht vor der Ausbringung 
in die Freilandanlage – wie zuvor bei den Mikrokosmos-Experimenten (siehe Abschnitt 
3.3.2.1) bereits gesehen – ein besseres Wachstum als die nicht-inokulierte Kontrolle 
(Abbildung 25). Die Anwesenheit von Stagonospora in den Wurzeln der Versuchspflanzen 
wurde während der Anzucht und vor dem Auspflanzen durch mehrfache erfolgreiche Reiso-
lierung bestätigt (Daten nicht gezeigt). 
 

 A    B 

 

Abbildung 25: Schilfpflanzen für den Makrokosmos vier Monate nach der Inokulation, einen 
Monat vor der Ausbringung ins Freiland. A) mit Stagonospora 4/99-1. B) Kontrol-
le ohne Inokulation. 

 
Um aus der in der Freilandanlage einzusetzenden großen Erdmenge störende Organismen 
weitgehend zu eliminieren, wurde eine Dämpfung vorgenommen. Vor der Dämpfung betrug 
das Vorkommen filamentöser Pilze in der Erde in drei Proben mit je zwei plattierten Verdün-
nungen durchschnittlich 4 x 104 cfu pro Gramm Erde. Nach der Dämpfung konnte in dem 
verwendeten Erdsubstrat ein geringer erwarteter Restanteil überlebender Pilze detektiert wer-
den (Tabelle 19), welcher sich aufgrund der beim Dämpfen niedrigeren Temperatur im Ver-
gleich zur Sterilisation im Autoklav ergab. 
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Tabelle 19: Rest-Pilzvorkommen im Erdsubstrat nach dem Dämpfen. Von jeder Verdünnung 
wurden 100 µl auf Malzagar mit Ampicillin und Streptomycin ausplattiert. Die Stellen I, 
II und III des Oberflächenbereiches sind voneinander entfernt liegende, zufällig ausge-
wählte Beprobungspunkte. 

Probenbereich Verdünnung
(w/v) 

Anzahl 
Pilzkolonien

Pilzkolonien 
pro g Erde 

      1:10 0 0 
      1:100 0 0 

Dicht unter Oberfläche, I 

      1:1000 0 0 
      1:10 0 0 
      1:100 0 0 

Dicht unter Oberfläche, II 

      1:1000 0 0 
      1:10 0 0 
      1:100 0 0 

Dicht unter Oberfläche, III 

      1:1000 0 0 
      1:10 0 0 
      1:100 0 0 

Halbe Tiefe 

      1:1000 0 0 
      1:10 1 100 
      1:100 1 1000 

Tief, nahe Dämpfrohr 

      1:1000 0 0 
 
Die isolierten Pilze wurden nicht identifiziert. Da aufgrund der Bedingungen im Freiland im 
Lauf der Zeit mit einer massiven Besiedlung der Anlage durch Sporenflug verschiedener Pilze 
zu rechnen war, wurde die geringe verbliebene Pilzmenge im Ausgangsmaterial als akzepta-
bel angesehen. Das Vorkommen von Bakterien wurde nicht untersucht. 
Nach Aussetzung in die Freilandanlage konnte am Ende der ersten Vegetationsperiode drei 
Monate nach dem Auspflanzen visuell kein Größenunterschied der Pflanzen zwischen den 
Versuchsreihen festgestellt werden (Abbildung 26 & nicht gezeigt). 
 

A B 

 

Abbildung 26: Freilandversuch am Ende der ersten Vegetationsperiode, Oktober 2002. A) mit 
Stagonospora 4/99-1 inokulierter Ansatz. B) Kontrolle ohne Inokulation. 
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Für je eines der drei Becken jeder Versuchsreihe (20 Pflanzen) wurde am Ende der ersten Ve-
getationsperiode die mittlere Anzahl der Halme pro Pflanze bestimmt. Sie betrug bei der Kon-
trolle 24,0 und bei dem mit Stagonospora inokulierten Ansatz 24,95 Halme pro Pflanze. Die-
ser Unterschied war nicht signifikant (Dunnett’s Test, p > 0,05; Daten nicht gezeigt). Stago-
nospora war aus den Pflanzen der inokulierten und durch zuvorige Reisolierung als besiedelt 
bestätigten Pflanzen bereits drei Monate nach dem Auspflanzen nicht mehr reisolierbar, ob-
wohl er zuvor während der gesamten Anzuchtdauer nachweisbar war. Es wurde lediglich die 
aufgrund der Bedingungen im Freiland erwartete Anwesenheit weiterer Pilze festgestellt, die 
durch Mikroskopie identifiziert wurden (Tabelle 20). 
 

Tabelle 20: Isolierung von Pilzen aus unterirdischen Abschnitten der Schilfpflanzen aus dem 
Freilandversuch. Die Beprobung erfolgte am Ende der ersten Vegetationsperiode im Ok-
tober 2002. Wurzel und Rhizom sind zusammengefasst. Die Proben stammen von 6 ver-
schiedenen Pflanzen je Ansatzreihe. Die Teile wurden nach Spülen mit Leitungswasser 
und sterilem Wasser auf Malzagar mit Ampicillin/Streptomycin ausgelegt. 

 Ansatz 

 Kontrolle 
ohne Inokulation Stagonospora 4/99-1 

Populations-
zusammensetzung 

Relative Häufigkeit 
[%] 

Penicillium sp.      73,1% 
Cladosporium sp. 15,4% 
Epicoccum sp.        7,7% 
Mortierella sp.       3,8% 

Penicillium sp.      59,5% 
Epicoccum sp.       18,9% 
Cladosporium sp.    8,1% 
Alternaria sp.          5,4% 
Geotrichum sp.        2,7% 
Mortierella sp.        2,7% 
Phoma sp.               2,7% 
Stagonospora sp.       0% 

Gesamtzahl Isolate 26 37 
Anzahl Proben 24 37 

 
 
Auch nach der zweiten Vegetationsperiode konnte visuell kein besseres Wachstum der ur-
sprünglich mit Stagonospora inokulierten Versuchsreihe festgestellt werden (Abbildung 27). 
Aus diesem Grund und wegen des Fehlens von Stagonospora bereits nach der ersten Vegeta-
tionsperiode wurde auf weitere Untersuchungen und Re-Isolierungstests verzichtet. 
Aus den Pflanzen der Kontrollreihe wurde weder vor noch nach der Auspflanzung Stago-
nospora reisoliert, wodurch die einwandfreie Verwendbarkeit der Kontrollreihe gewährleistet 
war. Der Beobachtung des völligen Rückganges von Stagonospora liegt offenbar ein Ver-
drängungsprozess durch andere, die Wurzeln ebenfalls besiedelnde Pilzarten zugrunde. Mit 
der Abwesenheit oder dem eventuell nur noch geringen, durch einfache Isolierung nicht 
nachweisbaren Vorkommen des Pilzes fällt auch das Ausbleiben der in den Mikrokosmen be-
obachteten Wuchssteigerung zusammen. 
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A 
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Abbildung 27: Freilandversuch am Ende der zweiten Vegetationsperiode, Oktober 2003. A) mit 

Stagonospora 4/99-1 inokulierter Ansatz. B) Kontrolle ohne Inokulation. 
 
 

3.4 Stagonospora-Hormontests an Reis 

Zur Untersuchung möglicher Ursachen der durch die Anwesenheit von Stagonospora ausge-
lösten Förderung des Schilfwachstums wurde freundlicherweise im Labor von Frau PD Dr. 
Bettina Tudzynski am Institut für Botanik an der Westfälischen Wilhelms-Universität Mün-
ster ein Hormontest an einem System mit Reispflanzen durchgeführt. Der Test war aus-
schließlich auf die Erfassung von Gibberellinen mittels der Gibberellin-defizienten Reis-
Mutante (Oryza sativa L. cv. „Tan-ginbozu“; Rood et al., 1986; Rood et al., 1987) ausgerich-
tet. Die Extrakte aus Stagonospora-Flüssigkulturüberständen wurden auf die jungen Reis-
pflänzchen aufgetragen und deren Längenwachstum fotografisch erfasst (Abbildung 28). 
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A B C D 

 

Abbildung 28: Hormontest von Stagonospora-Flüssigkulturextrakten an Reiskeimlingen. A) Po-
sitiv -Kontrolle mit 10µg/ml Gibberellinsäure GA3. B) Negativ-Kontrolle (H2O). C) 
Stagonospora 4/99-18, unverdünnter Extrakt aus RNT-Medium. D) Stagonospora 
4/99-18, 1:10 verdünnter Extrakt aus RNT-Medium. Foto: Dr. B. Tudzynski, Mün-
ster. 

 
Der Extrakt von Isolat 4/99-1 aus RNT-Medium zeigte keinen Effekt (Daten nicht gezeigt). 
Extrakte des Isolates 4/99-18 zeigten in Abhängigkeit des Flüssigkulturmediums unterschied-
liche Wirkung: Der Extrakt aus der Kultur auf RNT-Medium zeigte bei unverdünnter Appli-
kation eine schwache Wirkung, während der 1:10 verdünnte Extrakt keine Wirkung mehr 
zeigte (Abbildung 28). Der Extrakt aus der Kultur von 4/99-18 mit Minimalmedium führte 
nicht zu einer Wuchsförderung der Reispflanzen (B. Tudzynski, pers. Mitteilungen). 
Mit der hier angewandten Methode konnte nur eine geringe Hormonproduktion nachgewiesen 
wurden. Offenbar haben Hormone der Gibberellin-Gruppe für den in den Schilf- Mikrokos-
men beobachteten Wuchseffekt keine Bedeutung oder sie wurden in den in vitro-Kulturen von 
Stagonospora nicht produziert. 
 

3.5 Immunolokalisation von Stagonospora 

Zur genauen Lokalisierung und zur Bestätigung des endophytischen Status des Isolates Sta-
gonospora 4/99-1 in den verschiedenen Wirtsgeweben wurde an Wurzeln von Mikrokosmos-
pflanzen (siehe Abschnitt 3.3.2.1) und an Wurzeln, Blättern und Halmen von Keimlingen mit 
natürlicher Pilzbefrachtung (siehe Abschnitt 3.2.1.4) ein fluoreszenzmikroskopischer Nach-
weis durchgeführt. Verwendet wurde ein gegen dieses Isolat gerichteter primärer und ein 
Cy3-gekoppelter sekundärer Antikörper. Proben wurden nur von solchen Pflanzen genom-
men, die in Mikrokosmen durch Reisolierung bzw. im Falle der Keimlinge mit natürlicher 
Pilzbefrachtung durch PCR zuvor als mit dem Isolat besiedelt nachgewiesen worden waren. 
In den Wurzeln von Mikrokosmospflanzen wuchs der Pilz zwischen den Wurzelepidermiszel-
len und in Kontakt mit der ersten Schicht cortikaler Zellen (Abbildung 29A), was die aktive 
Besiedlung und Penetration in die Pflanze von den in Entfernung platzierten Inokulumspunk-
ten aus über das Erdsubstrat nachweist. In der Wurzel wuchs der Pilz endophytisch mit gera-
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den Hyphen und relativ seltener Verzweigung längs der Wurzelachse. Die Wirtszellen wurden 
nicht penetriert und es waren keine Abwehrreaktionen zu beobachten. 
 

 

Abbildung 29: Immunofluoreszenzmikroskopie mit einem primären Antikörper gegen Stago-

 
 den Wurzeln von Keimlingen mit natürlicher Pilzbefrachtung wies der Pilz das gleiche 

achstum, welches durch Reisolierung 

nospora 4/99-1. A) Wurzel von Phragmites australis aus einem Mikrokosmos mit 
Stagonospora 4/99-1 und Pflanzen aus kommerziellem Saatgut; die Pilzhyphen sind 
rot angefärbt. B) Blatt und C) Halm von P. australis aus Mikrokosmen ohne Inokula-
tion. Die Pflanzen wurden aus Saatgut vom Bodensee angezogen, wobei die ange-
wandte Oberflächensterilisation das Überleben von Endophyten gestattete; die Pilz-
hyphen sind orange-rot angefärbt. Maßstab (weiße Balken) = 20 µm. Fotos: Prof. Dr. 
Kurt Mendgen. 

In
Wachstumsmuster auf wie in den Mikrokosmospflanzen, die durch Zugabe von Agarstück-
chen mit Mycel inokuliert waren. In den Halmen der Keimlinge wurden regelmäßig einzelne 
gerade Hyphen unter den epidermalen Zellen im parenchymatischen Gewebe beobachtet. In 
Blättern wurden gelegentlich einzelne lange Hyphen gefunden, die durch die Parenchyme 
wuchsen (Abbildung 29B+C). 
Für Stagonospora konnte somit das endophytisches W
aus Mikrokosmen nach Oberflächensterilisation angezeigt war, auch durch Mikroskopie be-
stätigt werden. Hierdurch wurde ebenso eine genauere Aussage über die Lokalisation im 
pflanzlichen Gewebe ermöglicht. 
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3.6 Wuchsverhalten von Endophyten in vitro 

3.6.1 Temperaturoptimum 

Zur Gewährleistung eines für Mikrokosmosversuche und in vitro-Kompetitionstests geeigne-
ten Temperaturbereiches und zur Ermittlung physiologischer Unterschiede zwischen Arten 
der gleichen Gattung wurde das Wachstumstemperaturoptimum einzusetzender Pilze be-
stimmt. 
 

3.6.1.1 Vergleich der Gattungen 

Die Wuchsgeschwindigkeit verschiedener Stagonospora-Isolate, verwandter Referenzstämme 
von der CBS und weiterer Schilf-Endophyten wurde in einem Temperaturbereich von 10-
30°C mit Abständen von 5°C bestimmt (Abbildung 30). 
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Abbildung 30: Temperaturoptimum verschiedener Pilzgattungen. Die Werte basieren auf drei 

Replikaten pro Isolat und Temperatur auf Malzagar. Die Fehlerbalken repräsentieren 
die Standardabweichungen. Die Reihenfolge wurde nach Wuchsgeschwindigkeit 
und Gattungen sortiert. 
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Ein Isolat der Gattung Trichoderma repräsentierte die am schnellsten wachsende Art mit einer 
maximalen Wuchsgeschwindigkeit von 15 mm/Tag bei 25°C (Abbildung 30). Vertreter der 
Gattungen Sclerotinia mit 6,5 und Microdochium mit 4,3 mm/Tag waren als weitere schnell 
wachsende Arten erkennbar. Im Vergleich zu diesen Pilzgattungen lag die Wuchsgeschwin-
digkeit der Stagonospora-Isolate mit 1,3 bis 3,2 mm/Tag im mittleren Bereich (Abbildung 30 
und Tabelle 21). Stagonospora 4/99-1 zeigte ein Optimum bei 25°C, das gleiche galt für den 
Referenzstamm CBS343.86 mit identischer ITS-Sequenz. Die Stagonospora-Isolate 4/99-5 
und 4/99-18 wiesen Optima von 20°C auf. Die Wuchsoptima der anderen Pilze lagen eben-
falls bei 20°C, bzw. 25°C. Eine Ausnahme bildete Rhinocladiella, welcher bei 30°C die glei-
che Wuchsgeschwindigkeit wie bei 25°C aufwies. 
 
 

Tabelle 21: Wuchsgeschwindigkeiten der Stagonospora-Isolate vom Bodensee. Mittlere Wuchsge-
schwindigkeit aus 3 Replikaten auf Malzagar in mm/Tag bei verschiedenen Temperatu-
ren. Der verwendete Datensatz entspricht jenem in Abbildung 30. Hinter den Werten ist 
die Standardabweichung angegeben. Die Werte wurden auf eine Stelle nach dem Kom-
ma gerundet. Signifikanzangaben für die Betrachtung zwischen den verschiedenen Isola-
ten bei jeweils einer Temperatur (Dunnett’s Test): verschiedene Buchstaben = signifi-
kanter Unterschied (p < 0,05), gleiche Buchstaben = kein signifikanter Unterschied. 

Isolat 10°C 15°C 20°C 25°C 30°C 
4/99-1 0,5 ± 0,0  (a) 0,7 ± 0,0  (a) 0,9 ± 0,1  (a) 1,3 ± 0,2  (a) 0,6 ± 0,2  (a) 
4/99-5 1,2 ± 0,0  (b) 2,4 ± 0,1  (b) 3,2 ± 0,2  (b) 3,0 ± 0,4  (b) 0,0 ± 0,0  (b) 
4/99-18  0,6 ± 0,0  (ac) 1,4 ± 0,2  (c) 2,3 ± 0,0  (c)  1,6 ± 0,2  (ac)  0,2 ± 0,1  (bc)

 
Für die vom Bodensee stammenden Stagonospora-Isolate konnte trotz der geringen Anzahl 
von nur drei Replikaten gezeigt werden, dass diese sich hinsichtlich ihrer Wuchsgeschwin-
digkeit mehrheitlich signifikant voneinander unterschieden (Dunnett’s Test, p < 0,05). Die 
Wuchsgeschwindigkeit des Isolates 4/99-5 war von der von 4/99-1 bei allen 5 getesteten 
Temperaturen signifikant verschieden (Tabelle 21). 4/99-18 zeigte bei 3 der 5 Temperaturstu-
fen ebenfalls signifikante Unterschiede zu 4/99-1. Ebenso waren die Wuchsgeschwindigkei-
ten der Isolate 4/99-5 und 4/99-18 bei allen Temperaturen außer 30°C signifikant verschieden. 
Trotz naher Verwandtschaft konnten somit bedeutsame Unterschiede bei Wuchsgeschwindig-
keit und physiologischem Verhalten (Temperaturoptimum) nachgewiesen werden. 
 
Ein ähnliches Phänomen wurde auch für die Gattung Microdochium beobachtet. Diese zeigte 
zwischen den beiden hier repräsentierten Arten deutliche Unterschiede bei Temperaturopti-
mum und Verträglichkeit hoher Temperaturen (Abbildung 30). Daher wurde dieses Phänomen 
an mehreren Vertretern beider Arten sowie Referenzstämmen intensiver untersucht (siehe Ab-
schnitt 3.6.1.2). 
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3.6.1.2 Vergleich verschiedener Microdochium-Isolate 

Aufgrund der durch PCR nachgewiesenen unterschiedlichen Bevorzugung trockener, bzw. 
überschwemmter Ufer-Habitate durch die zwei Microdochium-PCR-Kladen (siehe Abschnitte 
3.2.2.2.1 und 3.2.2.2.3) und der unterschiedlichen Temperaturoptima bei der Untersuchung je 
eines Isolates dieser Arten (siehe Abschnitt 3.6.1.1) wurden diese Versuche nun auf vier bzw. 
fünf unabhängige Isolate je Art und zusätzliche Referenzstämme ausgeweitet (Tabelle 22). 
Die Messungen erfolgten ebenfalls im Bereich 10-30°C mit Abständen von 5°C. Die unter-
suchten Isolate stammten von Pflanzen aus verschiedenen Uferzonierungen, so dass Herkünf-
te von überschwemmten und trockenen Habitaten vertreten waren. 
 

Tabelle 22: Herkunft der im Temperaturoptimumstest eingesetzten Microdochium-Isolate. Nicht 
alle verwendeten Referenzstämme stammen von Schilf, jedoch durchgehend von Süßgrä-
sern (vgl. Tabelle 2). * Folgerung des Autors aufgrund der in Tabelle 2 wiedergegebenen 
Herkunftsangaben, welche durch die Bezugsquellen gemacht wurden. 

                      Herkunft 
PCR-
Klade Art/Sequenztyp Isolat-Nr. Pflanzenteil Habitat (Zonierung)

4/97-7 Wurzel überschwemmt 
5/97-48 Wurzel überschwemmt 
5/97-49 Wurzel überschwemmt 
5/97-54 Wurzel trocken 

A7 Wurzel trocken 
CBS137.64 Rhizosphäre trocken?* 

II Microdochium bolleyi 

CBS172.63 Erdboden trocken?* 
4/97-39 Halm trocken 
5/97-16 Wurzel trocken 
5/97-30 Wurzel überschwemmt 

Microdochium sp. 
(Sequenztyp 5/97-16-like) 

6/97-20 Wurzel überschwemmt 
5/97-66 Halm trocken 

I 

Microdochium phragmitis CBS285.71 Blatt/Halm?* ? 
 CBS110.94 Halmbasis trocken?* 
 Microdochium nivale CBS320.78 ? trocken?* 

 
Das Temperaturoptimum aller Isolate der Art Microdochium sp. mit Sequenztyp 5/97-16-like 
lag bei 20°C (Abbildung 31). Die Isolate der Art Microdochium bolleyi zeigten dagegen ein-
heitlich ein Optimum bei 25°C. Trotz Herkunft der Isolate der jeweiligen Sequenztypen aus 
verschiedenen Habitatstypen (vgl. Tabelle 22) zeigten diese bezüglich des Temperaturopti-
mums jeweils durchgehend sehr ähnliche Eigenschaften (Abbildung 31). Ebenso zeigte keines 
der Isolate vom Typ 5/97-16-like trotz verschiedener Herkünfte aus überfluteten und trocke-
nen Bereichen Wachstum bei 30°C. Dies lässt darauf schließen, dass bei beiden Arten Tempe-
raturoptimum und -sensitivität genetisch und nicht durch die Umgebung bedingt sind. 
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Abbildung 31: Temperaturoptimum von Microdochium spp. Die Wuchsgeschwindigkeiten in mm/ 

Tag basieren auf 3 Replikaten pro Isolat und Temperatur auf Malzagar. Die Fehlerbal-
ken repräsentieren die Standardabweichungen. 

 
Die Referenzstämme der Art M. bolleyi, CBS172.63 und CBS137.64, zeigten ein mit den M. 
bolleyi- Isolaten vom Bodensee übereinstimmendes Temperaturverhalten. Dabei wuchsen die 
CBS-Stämme bei allen Temperaturen im Durchschnitt etwas schneller als die vom Bodensee 
stammenden Isolate (Abbildung 32). Bei den mit dem Typ 5/97-16-like bezüglich ITS nicht 
sequenzgleichen Referenzstämmen der Art M. nivale CBS320.78 und CBS110.94 (87,7% 
bzw. 86,5% Identität, siehe Abschnitt 3.2.2) lag das Temperaturoptimum im Mittel bei 20°C. 
Dieser Wert lag jedoch nur sehr knapp über dem Wert bei 25°C. Bei 30°C zeigte diese Art 
wie der Typ 5/97-16-like keinerlei Wachstum (Abbildung 31 und Abbildung 32). Die beiden 
Vertreter der Art M. phragmitis (5/97-66 und CBS285.71) zeigten unterschiedliche Tempera-
turoptima bei 20°C bzw. 15°C. Die Optimumskurven dieser beiden Isolate ähnelten denen des 
Sequenztyps 5/97-16-like, verliefen jedoch infolge deutlich geringerer Wuchsgeschwindigkei-
ten viel flacher (Abbildung 32). Wie der Sequenztyp 5/97-16-like und die M. nivale-Arten 
zeigen die Vertreter von M. phragmitis bei 30°C kein Wachstum. Somit zeigte der vom Se-
quenztyp 5/97-16-like durch ITS-PCR nicht unterscheidbare, ebenfalls am Bodensee vor-
kommende M. phragmitis 5/97-66 ein ähnliches Wachstumsoptimum und Temperaturverhal-
ten (Abbildung 32). 
Die Zusammenfassung der einzelnen Isolate einer Art zeigte für den Sequenztyp 5/97-16 im 
Temperaturbereich von 10-20°C im Mittel ein schnelleres Wachstum als bei Microdochium 
bolleyi mit Sequenztyp 5/97-54 (Abbildung 32). In diesem Temperaturbereich verliefen die 
Anstiege der Temperaturkurven beider Arten parallel, was bedeutet, dass beide in diesem Be-
reich das gleiche Temperaturverhalten zeigten. Zwischen 20-25°C sank die Wuchsgeschwin-
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digkeit der Isolate des 5/97-16-Typs stark und lag bei 25°C unter jener der Isolate des 5/97-
54-Typs, wobei sich die Optimumskurven kreuzen. Bei 30°C zeigten die Isolate des 5/97-16-
Typs kein Wachstum mehr. Die Isolate des 5/97-54-Typs wuchsen dagegen bei 30°C im Mit-
tel noch schneller als bei 15°C. 
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Abbildung 32: Mittlere Wuchsgeschwindigkeiten der Microdochium-Arten. Für M. bolleyi 5/97-
54-like bzw. für M. spec. 5/97-16-like wurden je fünf bzw. vier Isolate vom Bodensee 
untersucht. Für M. bolleyi und M. nivale standen jeweils zwei CBS-Stämme als Refe-
renzen zur Verfügung. Für M. phragmitis stand ein Isolat vom Bodensee und ein 
CBS-Referenzstamm zur Verfügung. Pro Isolat standen Messungen aus drei Replika-
ten zur Verfügung. Die angegebenen Werte leiten sich aus den zuvor für jedes Isolat 
einzeln ermittelten Durchschnittswerten ab. Die Fehlerbalken geben die Standardab-
weichung an. Der verwendete Datensatz entspricht jenem in Abbildung 31. 

 
Die Wuchsgeschwindigkeiten der beiden häufigsten Sequenztypen vom Bodensee, M. bolleyi 
und M. sp. Sequenztyp 5/97-16-like wurden einem statistischen Vergleich unterzogen, um et-
waige signifikante Unterschiede zwischen beiden Typen aufzuzeigen. Die in Abbildung 32 
wiedergegebenen durchschnittlichen Wuchsgeschwindigkeiten dieser beiden Hauptvertreter 
(fett gedruckte Linien) wurden bei statistischer Analyse mit Dunnett’s Test bei 10°C, 15°C, 
25°C und 30°C als signifikant verschieden nachgewiesen (p < 0,05). Eine zusätzliche verfei-
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nerte Untersuchung mit multifaktorieller Varianzanalyse (MANOVA) unter Berücksichtigung 
der Abhängigkeit der einzelnen Replikate eines Isolates bestätigte die signifikanten Unter-
schiede (p < 0,05). Bei 20°C waren die Werte nicht signifikant verschieden. Ein Bereich ohne 
signifikante Unterschiede existiert zwangsläufig im Kreuzungsbereich der Kurven, wo sich 
die Wuchsgeschwindigkeiten nicht unterscheiden (bei ca. 21°C). 
Aus den obigen Daten ist eine auffällige Korrelation des Temperaturoptimums der beiden Mi-
crodochium-Arten mit der Bevorzugung gegensätzlicher Habitate durch die beiden PCR-
Kladen erkennbar (siehe Abschnitte 3.2.2.2.1 und 3.2.2.2.3). Hierbei zeigte die Art mit dem 
niedrigeren Temperaturoptimum eine Bevorzugung überschwemmter Habitate und jene mit 
dem höheren Optimum eine Bevorzugung trocken liegender Bereiche des Schilfgürtels. Eben-
so zeigte die temperaturempfindlichere Art M. sp. 5/97-16-like zusätzlich bei der Analyse des 
jahreszeitlichen Verhaltens mit PCR (Klade I) eine ausgeprägtere Verminderung der Detekti-
onshäufigkeit während der warmen Sommermonate als der auch bei höheren Temperaturen 
noch gut wachsende M. bolleyi (Klade II; siehe Abschnitt 3.2.2.2.2, Abbildung 14, Abbildung 
15). 
 

3.6.2 Kompetitionstests in vitro 

Kompetitionstests dienen zur Untersuchung der Wechselwirkung zwischen zwei oder mehre-
ren Organismen hinsichtlich Konkurrenz und Durchsetzungsfähigkeit. Durch den Einsatz we-
niger, definierter Organismen können aufgrund ihrer sonst zu großen Komplexität in der Na-
tur nicht analysierbare Systeme vereinfacht dargestellt und untersucht werden. 
Die durchgeführten in vitro-Kompetitionstests dienten zur Erzielung von Anhaltspunkten für 
die Durchsetzungsfähigkeit von Stagonospora-Isolaten gegenüber anderen Pilzgattungen im 
Freiland, bzw. in der Schilfpflanze. Gleichermaßen dienten sie dazu, mögliche Erklärungen 
für den offensichtlichen Verlust von Stagonospora im Makrokosmos (siehe Abschnitt 3.3.3) 
und das damit verbundene Ausbleiben von Wuchseffekten zu suchen. Diese Tests waren aus-
schließlich auf Stagonospora fokussiert, d.h. die zahlreichen anderen Schilfpilze wurden nicht 
untereinander kombiniert, da dies – insbesondere bei der Verwendung mehrerer verschiedener 
Medien – über den Rahmen dieser Arbeit hinausgegangen wäre. Die Tests wurden auf drei 
verschiedenen Medien durchgeführt, um eventuelle substratabhängige Variationen des Ver-
haltens erkennen zu können. Malzagar wurde als Standardvollmedium für Pilze verwendet, 
auf welchem alle im Test eingesetzten Pilze ursprünglich auch isoliert worden waren. SNA 
wurde als nährstoffarmes Minimal-Medium eingesetzt; autoklavierte Schilfblätter wurden 
verwendet, um dem natürlichen Substrat der Schilfendophyten möglichst nahezukommen. 
Aufgrund seiner geringen Wuchsgeschwindigkeit wurde das Stagonospora-Isolat 4/99-1 zwei 
Tage vor den schneller wachsenden Kompetitoren inokuliert. Auf Basis der möglichen Inter-
aktionen (Abbildung 33) wurde ein Punktesystem erstellt (siehe Abschnitt 2.3.3, Tabelle 3), 
das für die Ableitung eines Antagonismus-Index diente (modifiziert nach Yuen et al., 1999). 
Die dargestellten Werte basieren auf dem Gesamt-Phänotyp aller drei Replikate eines Ansat-
zes. Die Beurteilung erfolgte im Vergleich zu den Kontrollansätzen (jeder Kompetitor mit 
sich selbst kombiniert, siehe Abschnitt 2.3.3) hinsichtlich Wuchsverhalten, Koloniemorpho-
logie und Veränderung der Wachstumszone. Wesentliche Differenzen zwischen den Replika-
ten wurden nicht festgestellt. 
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D1B E 
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Abbildung 33: Interaktionstypen im Kompetitionstest. Dargestellt sind ausgewählte Beispiele der 

Wechselwirkungen zwischen Stagonospora-Isolaten und den Kompetitoren auf Malz-
agar. Die Inokulumspunkte liegen sich horizontal paarweise gegenüber (siehe 
Abbildung 3A). Stagonospora ist jeweils links platziert und der Kompetitor rechts.       
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Das interagierende Paar ist in Klammern hinter dem jeweiligen Interaktionstyp ange-
geben. Kategorien: A = Stagonospora überwächst Kompetitor (4/99-18 ↔ Cladospo-
rium 5/97-8). B = Stagonospora hemmt und umwächst Kompetitor (4/99-5 ↔ Rhino-
cladiella 6/97-36). C = Stagonospora hemmt Kompetitor (4/99-1 ↔ Geotrichum 6/97-
17). D1H = Beide Kompetitoren sind gehemmt, zusätzlich Ausbildung eines Hemm-
hofes (4/99-1 ↔ Microdochium 5/97-54). D1B = Beide Kompetitoren sind gehemmt, 
zusätzlich Ausbildung einer Barriere durch Stagonospora (4/99-18 ↔ Epicoccum 
4/99-12). E = Kompetitor hemmt Stagonospora (4/99-5 ↔ Penicillium 5/97-5). F = 
Kompetitor hemmt und umwächst Stagonospora (4/99-5 ↔ Sclerotinia 5/97-19). G = 
Kompetitor überwächst Stagonospora, im Beispiel ist die Stagonospora-Kolonie zu-
sätzlich lysiert (4/99-1 ↔ Trichoderma A11), für intakte 4/99-1-Kolonien siehe Inter-
aktionen C und D1H. Bemerkung zu den Interaktionen C, D1H und G: Bei dem Sta-
gonospora-Isolat 4/99-1 handelt es sich um eine relativ langsam wachsende Art (siehe 
Abbildung 30). 

 
 
Die Index-Werte für die Kompetitionsfähigkeit der Stagonospora-Arten lagen meist nahe an 
bzw. unter der Neutralitätsgrenze (Abbildung 34). Bei den Isolaten 4/99-5 und 4/99-18 
schwankten die Punktsummen (Summe aller für Stagonospora auf Basis der Interaktionstypen 
zugeordneten Punkte) in Abhängigkeit des Mediums, wobei SNA, das artifiziellste Substrat, 
die niedrigsten Punktsummen ergab. Lediglich für das Isolat 4/99-1 lagen sie bei allen drei 
Medien knapp über der Neutralitätsgrenze. Hieraus ergibt sich, dass die Stagonospora-Isolate 
zumindest unter den gewählten Versuchsbedingungen, d.h. den Medien und der Temperatur 
(20°C) nur mäßig kompetitionsfähig sind. Diese Temperatur wurde gewählt, da sie für alle 
hier untersuchten Isolate gute Bedingungen nahe deren Optimumsbereich bietet (siehe 
Abbildung 30). 
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Abbildung 34: Kompetitionsindex von Stagonospora-Isolaten gegen andere Schilfpilze in vitro. 
Dargestellt ist die Punktsumme, die sich aus den Interaktionen mit den anderen Pilzen 
auf drei verschiedenen Medien zugunsten von Stagonospora ergab. Die Angabe NG, 
Zahl und Pfeil markieren die Neutralitätsgrenze der Gesamtheit der Interaktionen. Die 
Neutralitätsgrenze ist definiert durch den halbmaximal möglichen Wert, den ein Isolat 
erreichen kann. Die Neutralitätsgrenzen weichen bedingt durch die unterschiedliche 
Anzahl eingesetzter Kompetitorstämme voneinander ab. A) Index für Stagonospora 
gegen 19 verschiedene Isolate auf Malzagar; die maximal mögliche Punktsumme be-
trägt 114. B) und C) Index für Stagonospora gegen 20 verschiedene Isolate auf SNA 
(B) und Schilfblättern (C); die maximal mögliche Punktsumme beträgt 120. n.d. = 
keine Daten vorhanden. 
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Abbildung 35: Einfluss der Kompetitoren auf Stagonospora auf Malzagar. Auf Basis der be-

obachteten Interaktion werden maximal 6 Punkte zugeordnet: > 3 Punkte = Kompeti-
tor beeinträchtigt Stagonospora; 3 Punkte = neutrale Interaktion; < 3 Punkte = Kom-
petitor wird durch Stagonospora gehemmt. Über jeder Säule ist der Interaktionstyp 
angegeben (siehe Tabelle 3). * keine Darstellung der Interaktion mit sich selbst          
(= neutral, 3 Punkte). n.d. = keine Daten vorhanden. 
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Abbildung 36: Einfluss der Kompetitoren auf Stagonospora auf SNA. Auf Basis der beobachteten 

Interaktion werden maximal 6 Punkte zugeordnet: > 3 Punkte = Kompetitor beein-
trächtigt Stagonospora; 3 Punkte = neutrale Interaktion; < 3 Punkte = Kompetitor 
wird durch Stagonospora gehemmt. Über jeder Säule ist der Interaktionstyp angege-
ben (siehe Tabelle 3). * keine Darstellung der Interaktion mit sich selbst (= neutral, 3 
Punkte). 
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Abbildung 37: Einfluss der Kompetitoren auf Stagonospora auf Schilfblättern. Auf Basis der be-

obachteten Interaktion werden maximal 6 Punkte zugeordnet: > 3 Punkte = Kompeti-
tor beeinträchtigt Stagonospora; 3 Punkte = neutrale Interaktion; < 3 Punkte = Kom-
petitor wird durch Stagonospora gehemmt. Über jeder Säule ist der Interaktionstyp 
angegeben (siehe Tabelle 3). * keine Darstellung der Interaktion mit sich selbst (= 
neutral, 3 Punkte). n.d. = keine Daten vorhanden. 
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Bei Betrachtung der Kompetition innerhalb der drei Stagonospora-Isolate zeigten die Isolate 
4/99-1 und 4/99-5 insgesamt die gleiche Kompetitionsfähigkeit (insgesamt je 19 Punkte, 
Summe aus Abbildung 35, Abbildung 36, Abbildung 37). 4/99-18 war bei der gattungsinter-
nen Kompetition das Isolat mit der geringsten Durchsetzungsfähigkeit (insgesamt 13 Punkte, 
Neutralitätsgrenze = 18 Punkte). Die aus dem Kompetitionstest erhaltenen Ergebnisse wieder-
spiegeln hierbei auch näherungsweise die Häufigkeitsverhältnisse bei der Isolierung aus 
Schilfsamen (siehe Tabelle 12); das kompetitionsschwächste Isolat 4/99-18 war zugleich auch 
das seltenste. Die Interaktion der einzelnen Kompetitoren gegenüber Stagonospora zeigte bei 
Betrachtung ihrer Abhängigkeit von den verschiedenen Medien kein einheitliches Muster. Für 
einige Gattungen, wie z.B. Cladosporium, wurde eine deutliche, z.T. gegenläufige Variation 
des Verhaltens sowohl in Abhängigkeit des Mediums als auch der anwesenden Stagonospora-
Isolate festgestellt (Abbildung 35, Abbildung 36, Abbildung 37). Unter den ausgewählten 
Gegenspielern erwiesen sich Vertreter der Gattungen Trichoderma und Gliocladium als be-
sonders starke Kompetitoren; sie waren auf allen drei Medien meist deutlich dominant über 
alle Stagonospora-Isolate. Durch Trichoderma wurden die Stagonospora-Kolonien über-
wachsen und vollständig lysiert (siehe z.B. Abbildung 33G). Das kompetetive Verhalten von 
Stagonospora gegenüber Microdochium (5/97-54) wurde in den durchgeführten Tests als z.T. 
dominant ermittelt. Dominanz von Stagonospora zeigte sich bei den Isolaten 4/99-1 und 4/99-
5 (6 bzw. 3 Punkte für Microdochium, Neutralitätsgrenze = 9 Punkte; Abbildung 35, 
Abbildung 36, Abbildung 37). Dagegen dominierte Microdochium über das Isolat 4/99-18 (9 
Punkte bei Neutralitätsgrenze = 6 Punkte; Abbildung 35, Abbildung 36). Das Ergebnis passt 
zu dem bei 4/99-1 durch PCR nachgewiesenen, unter dem Zufalls-Erwartungswert liegendem 
gemeinsamen Auftreten beider Gattungen in Pflanzen im Freiland (siehe Abschnitt 3.2.2.2.5). 
Insgesamt zeigen die Ergebnisse der durchgeführten in vitro Kompetitionstests, dass die 
Kompetitionsfähigkeit der Stagonospora-Arten meist nahe an bzw. unter der Neutralitäts-
grenze der Interaktion lag. Lediglich für das Stagonospora-Isolat 4/99-1 schien ein leichter 
kompetetiver Vorteil zu bestehen. Hieraus lässt sich ableiten, dass die Durchsetzungsfähigkeit 
von Stagonospora auch im Freiland begrenzt sein dürfte, was möglicherweise das schlechte 
Reisolierungsergebnis aus dem Makrokosmos erklärt (vgl. Tabelle 20, Abschnitt 3.3.3). 
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4. Diskussion 

4.1 Isolierung und Charakterisierung von Stagonospora spp. als Endophy-
ten im Schilf 

4.1.1 Stagonospora spp. als samenbürtige Endophyten 

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass samenbürtige endophytische Pilze beim Schilf vorkommen. 
Analog den Koch’schen Postulaten für Pathogene (Schlösser, 1997) wurde dabei für die Ver-
treter der Gattung Stagonospora die Assoziation mit dem Wirt gezeigt. Dies geschah durch 
die Erfüllung der in den Koch’schen Postulaten geforderten Isolierung aus dem Wirt, Haltung 
in Reinkultur, Re-Infektion, den Nachweis der Wirkung auf den Wirt sowie Re-Isolierung und 
Identitätsvergleich. Zusätzlich zu den Berichten über endophytisches Vorkommen von Stago-
nospora-Arten in Weizen (Leuchtmann, 1984; Sieber, 1985; Sieber et al., 1988) und in ande-
ren Pflanzen (siehe unten) findet sich hierdurch ein weiterer Beleg für samenbürtig- endophy-
tisches Vorkommen von Stagonospora-Arten. Es wurde deutlich, dass Vertreter der Gattun-
gen Stagonospora (mit Teleomorphen in Phaeosphaeria), die bisher allgemein bei Monocoty-
ledonen häufig als Pathogene angesehen wurden, darüber hinaus auch als neutrale Endophy-
ten, und sogar als mutualistische Partner betrachtet werden können. Durch die vorliegende 
Arbeit konnte außerdem gezeigt werden, dass samenbürtige mutualistische Pilze außer bei 
Weidegräsern, bei denen Neotyphodium/Epichloë-Arten als symbiontische Partner auftreten, 
auch bei primär nicht landwirtschaftlicher Nutzung dienenden Gräsern wie Schilf vorkom-
men. 
 
In der vorliegenden Arbeit wurden drei Stagonospora-Arten von Schilf am Bodensee isoliert, 
deren Artzugehörigkeit nicht vollständig aufklärbar war. Auf Grund der teilweise unzurei-
chenden Auflösung in der Phylogenie (siehe Abbildung 6) ließ sich bei den Isolattypen 4/99-5 
und 4/99-18 die Artzugehörigkeit nicht eindeutig klären. Daher wurden in dieser Arbeit alle 
drei Typen nur als Stagonospora sp. bezeichnet. 
Eine ähnliche Situation, in der über die ITS-Sequenzen alleine die phylogenetischen Zusam-
menhänge nicht vollständig aufgeklärt werden konnten, fand sich bereits bei der ebenfalls im 
Schilf an Bodenseestandorten in mehreren Arten vorkommenden Gattung Cladosporium 
(Wirsel et al., 2002). Eine vollständige Aufklärung war hierbei erst durch die zusätzliche Er-
stellung einer Actin-Phylogenie und deren Kombination mit der ITS-Phylogenie möglich. 
Solche zusätzlichen phylogenetischen Untersuchungen an weiteren Genen für Stagonospora 
durchzuführen, wäre über den Rahmen dieser Arbeit hinausgegangen und wurde daher nicht 
gemacht. 
Es ist möglich, dass zwei der drei am Bodensee entdeckten Stagonospora-Typen neue, unbe-
kannte Arten repräsentieren. Ihre Sequenzen sind nicht mit den ITS-Sequenzen bekannter Re-
ferenzarten identisch. Diese Entdeckung zeigt auf, dass es sich bei diesen Endophyten nicht 
um Varianten handelt, die sich direkt von bereits bekannten Pathogenen ableiten. Vielmehr 
könnte es sich um neue Arten handeln, ähnlich der Situation der endophytischen Gemein-
schaft einer Kiefernart (Pinus monticola), welche eine bisher unbekannte Biodiversität auf-
zeigte (Ganley et al., 2004). Als Ursprung für die strikt asexuellen samenbürtigen Gras-
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Endophyten der Gattung Neotyphodium wurde der spontane Verlust des sexuellen Status bzw. 
vegetative Hybridisierung (Anastomose) zwischen zwei Arten nachgewiesen (Moon et al., 
2004; Schardl et al., 2004). Unter den Vertretern dieser Gattung wurde dabei ein Vorherr-
schen von Hybriden gezeigt, die alle Einzelentstehungen ohne gemeinsamen Ursprung sind. 
Da alle Isolate des Stagonospora-Sequenztyps 4/99-1 keinerlei Sporulation zeigten, ist es er-
wägenswert, ob dieser Typ möglicherweise ebenfalls durch derartige Vorgänge entstanden 
sein könnte. 
 
Die Vertreter der Teleomorph-Gattung Phaeosphaeria Miyake und der dazugehörigen Ana-
morph-Gattung Stagonospora (Sacc.) Sacc. kommen überwiegend auf Blättern und Stängeln 
von Monocotyledonen (Einkeimblättrige Pflanzen) vor (Leuchtmann, 1984; Shoemaker & 
Babcock, 1989). Etliche Vertreter sind Parasiten auf Getreide, Wildgräsern, Seggen und Bin-
sen (Shoemaker & Babcock, 1989). Daneben wurde auch über saprophytisches Auftreten auf 
abgestorbenen Pflanzenteilen berichtet (Leuchtmann, 1984). Einige Vertreter kommen aber 
auch als Endophyten vor. Unter diesen ist ein bekanntes Getreidepathogen, Stagonospora no-
dorum (Brönnimann, 1968; siehe auch Abschnitt 1.3.3), das bei Weizen auch endophytisch 
und in samenbürtiger Assoziation vorkommt (Leuchtmann, 1984; Sieber, 1985; Sieber et al., 
1988; Sieber, 2002). Ursache für den Wechsel zwischen beiden Verhaltensweisen dürfte ein 
Gleichgewicht zwischen pilzlicher Virulenz und pflanzlicher Abwehr sein. Dessen Verschie-
bung aufgrund von Umweltbedingungen und des Alters der Wirtspflanze kann zu erhöhter 
pilzlicher Virulenz bzw. geringerer pflanzlicher Abwehr und somit zum Krankheitsausbruch 
führen (Schulz et al., 2002). Des weiteren können die genetischen Unterschiede zwischen pa-
thogenen und endophytisch-mutualistischen Stämmen der gleichen Art gering sein, was an ei-
ner Colletotrichum-Mutante gezeigt wurde (Freeman & Rodriguez, 1993; Redman et al., 
1999; vgl. Abschnitt 1.3.3). Aufgrund der Definition endophytischer Pilze (siehe Abschnitt 
1.3.3) ist hier nicht auszuschließen, dass es sich um eine lange Latenzphase eines prinzipiell 
als pathogen anzusehenden Pilzes handelt. Publikationen über die Auslösung eines der von 
Endophyten bekannten positiven Effekte durch S. nodorum bei Weizen liegen nicht vor 
(Sieber et al., 1988). 
Endophytisches Vorkommen von Phaeosphaeria/ Stagonospora-Arten ist jedoch nicht nur bei 
Gräsern bekannt. Auch in Farnen der tropischen und gemäßigten Zonen (Petrini et al., 1992; 
Fisher & Punithalingham, 1993; Fisher, 1996) und in Palmen (Rodrigues & Samuels, 1990; 
Taylor et al., 1999) wurde endophytisches Vorkommen von Vertretern der beiden Gattungen 
beschrieben. 
Von den mehr als 120 Arten der Gattung Phaeosphaeria kommen 10 auch auf Schilf vor 
(Leuchtmann, 1984; Shoemaker & Babcock, 1989; Camara et al., 2002). Unter diesen wie-
derum sind 5 Arten, die möglicherweise nur auf Schilf vorkommen. Auch für mehrere Stago-
nospora-Arten ohne bekanntes Teleomorph wurde in der Vergangenheit das saprophytische 
und parasitische Vorkommen auf Schilf beschrieben (z.B. Cunnell, 1957; Apinis et al., 1975; 
Taligoola et al., 1975; Bán et al., 2000; Engloner et al., 2000; vgl. Abschnitt 1.4). Über einen 
endophytischen, also symptomlosen Status von Phaeosphaeria- bzw. Stagonospora-Arten in 
lebendem Schilf konnten in der Literatur jedoch keine Hinweise gefunden werden. 
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4.1.2 Besiedelte Pflanzenteile und Besiedlungsmuster 

Bei der Untersuchung vegetativer Pflanzenteile wurde Stagonospora im Schilf in allen Pflan-
zenteilen nachgewiesen, wobei in adulten Pflanzen die oberirdischen Teile deutlich bevorzugt 
wurden (siehe Abschnitt 3.2.1.3.1). Die Microdochium-Arten traten dagegen v.a. in den unter-
irdischen Teilen auf (siehe Abschnitt 3.2.2.2.1). 
Am Beispiel Stagonospora konnte bei adultem Schilf und natürlich besiedelten Keimlingen 
durch PCR das Vorkommen eines samenbürtigen Endophyten in allen Pflanzenteilen – insbe-
sondere auch in den Wurzeln – gezeigt werden. Bei jungen Keimlingen und inokulierten steri-
len Mikrokosmospflanzen lag eine sehr ausgeprägte Besiedlung der Wurzeln vor. 
Das endophytische Wachstum von Stagonospora im Schilf konnte zusätzlich zur Reisolierung 
aus oberflächensterilisierten Mikrokosmospflanzen auch durch Mikroskopie bestätigt werden. 
Das Wachstumsmuster in planta zeigte dabei folgenden Befund (siehe Abschnitt 3.5 und 
Abbildung 29): In die Wurzel penetrierte der Pilz nur 1-2 Zellschichten tief und wuchs zwi-
schen den Wurzelepidermiszellen und in Kontakt mit der ersten Schicht cortikaler Zellen. In 
diesem Bereich wuchs der Pilz mit geraden Hyphen und relativ seltener Verzweigung längs 
der Wurzelachse. Eine Penetration der Wirtszellen wurde bei den in dieser Arbeit durchge-
führten lichtmikroskopischen Untersuchungen nicht beobachtet. In den Halmen der Keimlin-
ge wurden einzelne gerade Hyphen unter den epidermalen Zellen im parenchymatischen Ge-
webe beobachtet. In Blättern wurden einzelne lange Hyphen gefunden, die durch die Paren-
chyme wuchsen. 
 
Nach Abschluss dieser Arbeit wurden weitergehende cytologische Untersuchungen des Infek-
tionsprozesses an Schilf-Wurzeln mittels Lichtmikroskopie, cryo-Raster- und Transmissions-
elektronenmikroskopie durchgeführt (Gao & Mendgen, Manuskript eingereicht). Hierbei 
zeigte Stagonospora an jungen Schilfkeimlingen nach dem Erreichen der Wurzel die Ausbil-
dung eines Hyphennetzes auf der Wurzeloberfläche. Die Penetration in die Wurzel erfolgte 
direkt oder nach der Bildung Appressorien-ähnlicher Strukturen. Hierbei erfolgte keine Auf-
lösung der Kutikula an der Penetrationsstelle. In anderen Fällen wurde eine seitliche Verdrän-
gung der Wurzelepidermiszellen beobachtet, wobei der Pilz sich in den entstandenen Spalt 
zwängte. Wie bereits zuvor beobachtet, blieb das Wachstum von Stagonospora auf die Wände 
zwischen den Wurzelepidermiszellen und der ersten Schicht cortikaler Zellen beschränkt. Nur 
wenige Hyphen drangen tiefer ein und erreichten die nächste Gewebsschicht. Durch die An-
wesenheit der Pilzhyphen wurden pflanzliche Reaktionen ausgelöst. Sie bestanden in Verän-
derungen der Cytoplasmamembran und Ablagerungen an der Zellwand. Vereinzelt verließen 
Hyphen ihren Weg in der Zellwand, um ins Cytoplasma epidermaler oder corticaler Zellen zu 
penetrieren. Diese Penetrationsversuche wurden durch sofortige Papillenbildung von der 
Pflanze unterbrochen, wobei die Zellen vital blieben. Nur in seltenen Fällen wurden infolge 
erfolgter Penetration abgestorbene Zellen beobachtet. Die eingedrungenen Pilzhyphen blieben 
jedoch auf diese Zellen beschränkt und drangen nicht tiefer ins Gewebe ein (Gao & Mendgen, 
Manuskript eingereicht). Aus der cytologischen Untersuchung von Stagonospora-infizierten 
Schilfwurzeln ist somit ersichtlich, dass Stagonospora Wurzelgewebe besiedeln kann, ohne 
größere Schäden zu verursachen. 
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Die verwandte, als Getreidepathogen bekannte (Brönnimann, 1968), aber auch endophytisch 
vorkommende Art Stagonospora nodorum (Spelzenbräuneerreger, Teleomorph Phaeosphae-
ria nodorum) besiedelt bei Winterweizen ebenfalls alle Teile der Pflanze. Sie war endophy-
tisch in unteren Halmabschnitten häufiger als in Blättern, aber auch in Wurzeln von Bedeu-
tung (Riesen, 1985; Sieber, 1985; Sieber et al., 1988; Sieber, 2002). Das endophytische 
Wachstum von S. nodorum in Weizen ähnelt bezüglich der besiedelten Organtypen jenem bei 
Stagonospora im Schilf. Das Wachstum erfolgte ebenfalls interzellulär; nach dem Erreichen 
der Parenchyme folgten die Hyphenstränge jedoch den pflanzlichen Gefäßgeweben (Riesen, 
1985). Bei einer weiteren verwandten Art, Stagonospora innumerosa, welche Blätter der Flat-
ter-Binse (Juncus effusus) symptomlos besiedelt, wurde eine ähnliche Beschränkung des 
Wachstums wie bei Stagonospora 4/99-1 in Schilfwurzeln beobachtet. Hierbei blieb die Be-
siedlung auf jeweils einzelne Blattepidermiszellen der Binse beschränkt (Cabral et al., 1993). 
 
Durch die samenbürtigen Grasendophyten der Gattungen Epichloë/ Neotyphodium werden    
oberirdische Teile, v.a. Nodien- und basale Blattmeristeme, sowie Blattscheiden und -spreiten 
besiedelt. Zugleich wird allgemein ein Ausschluss der Wurzeln bei der Besiedlung der Pflan-
ze festgestellt (Siegel et al., 1984; Hinton & Bacon, 1985; Leuchtmann & Clay, 1997; Sieber, 
2002; Schardl et al., 2004). Lediglich bei einer Art dieser Gruppe wurde auch das Vorkom-
men in Wurzeln von Keimlingen beobachtet (Azevedo & Welty, 1995). Generell unterschei-
det sich das Ausbreitungsverhalten von Stagonospora spp. in der Pflanze also von der Mehr-
heit der Arten der bisher am besten untersuchten samenbürtigen Gattung Neotyphodium. 
Die Gattung Epichloë (Anamorph Neotyphodium) zeigt interzelluläres Wachstum im Apo-
plast; es werden keine intrazellulären Hyphen und keine Haustorien gebildet (Schardl, 2001; 
Schardl et al., 2004). Bei der Besiedlung der oberirdischen Pflanzenteile zeigten die Pilz-
hyphen wenige Verzweigungen (Christensen et al., 2002). In Blattscheiden erfolgte auch eine 
Besiedlung der Gefäßbündel (Christensen et al., 2001). P-Endophyten, die zuvor auch als 
Phialophora- und Gliocladium-like Isolate bezeichnet wurden und ebenfalls samenbürtig sind 
(An et al., 1993; Siegel et al., 1995), wachsen in oberirdischen Teilen mit deutlich mehr Ver-
zweigungen als Epichloë bzw. Neotyphodium spp. und zeigen dabei auch größere Hyphen-
mengen (Christensen et al., 2002). 
Piriformospora indica, ein in Wurzeln wachsender Endophyt (Stamm Basidiomycota, Familie 
Sebacinaceae), der bei verschiedenen Pflanzengattungen über Sekundärstoffe und mykorrhi-
zaähnliche Funktionen starke Wuchsförderung hervorruft, bildete nach dem Kontakt Appres-
sorien. Nach der anfänglich interzellulären Besiedlung zeigte er anschließend in den Cortex- 

Zellen auch eine intrazelluläre Besiedlung mit Hyphenknäueln und Verzweigungen in den 
Zellen (Varma et al., 1999). 
Bei der Besiedlung von Wurzeln durch „Dark Septate Endophytes“ (DSE), z.B. Phialocepha-
la fortinii in Pinus (Kiefer), wurde ein den Beobachtungen bei Stagonospora im Schilf an-
fänglich ähnliches Besiedlungsmuster beobachtet (Jumpponen & Trappe, 1998; Sieber, 2002): 
Zunächst wurde die Wurzel von einem oberflächlichen Hyphennetz überzogen, dann erfolgte 
eine Besiedlung zwischen den corticalen Zellen mit einer Wuchsrichtung parallel zur Haupt-
achse der Wurzel. Schließlich wurden corticale Zellen penetriert mit Bildung von Appresso-
rien und intrazellulären Zellaggregaten. 
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Aus den Daten, die bei vegetativen Teilen des Schilf erhalten wurden, ist insgesamt zu fol-
gern, dass es sich bei Stagonospora 4/99-1 offenbar um einen weiteren systemischen Pilz 
handelt, da alle Pflanzenteile besiedelt werden. Das Besiedlungsmuster von Stagonospora 
spp. ähnelt hierbei jenem einiger anderer Endophyten, zeigt jedoch kein völlig zu irgendeinem 
Typ passendes Muster. Es zeigt den DSE ähnliche Wurzelbesiedlung, während wiederum das 
gering verzweigte Hyphenwachstum in den oberirdischen Teilen eher Neotyphodium gleicht. 
Aber auch beim Vergleich mit Pathogenen zeigt sich, dass sich Stagonospora anfänglich hin-
sichtlich des Infektionsvorganges nicht von diesen unterscheidet (Gao & Mendgen, Manu-
skript eingereicht). Von pathogenen Wurzelpilzen unterscheidet sich das Wachstumsmuster 
von Stagonospora 4/99-1 schließlich durch die begrenzte Ausbreitung (Gao & Mendgen, Ma-
nuskript eingereicht) und das Fehlen makroskopisch sichtbarer Symptome (Kexiang Gao, per-
sönliche Mitteilung), welches auch bereits in den Mikrokosmen festgestellt wurde. Das auf 
bestimmte Gewebe begrenzte Wachstum von Stagonospora in der Schilf-Pflanze deutet wie 
auch bei Stagonospora innumerosa in Binsen auf eine Regulation des Besiedlungsausmaßes 
durch die Wirtspflanze durch deren Abwehrreaktionen hin (Cabral et al., 1993). Hierbei könn-
ten vom Pilz ausgeschiedene und von der Pflanzenzelle als Elicitor erkannte Moleküle einen 
Regulationsmechanismus darstellen (Gao & Mendgen, Manuskript eingereicht). 
 
Für Stagonospora sp. 4/99-1 liegen offenbar Differenzen zwischen den Verteilungsmustern in 
jungen Pflanzen im Labor und jenen in adulten Pflanzen voll etablierter Bestände im Freiland 
vor. Beim PCR-Nachweis an Material aus adulten, also mindestens 3-jährigen Pflanzen von 
Seeuferbeständen wurde eine verstärkte Besiedlung oberirdischer Teile im Vergleich zu den 
unterirdischen Teilen festgestellt (siehe Abschnitt 3.2.1.3.1). Sowohl in Mikrokosmen mit 4-5 
Monate alten, also relativ jungen Pflanzen, als auch bei der Untersuchung von jungen Keim-
lingen aus Saatgut mit natürlicher Pilzbefrachtung wurde ein entgegengesetztes Muster fest-
gestellt. Bei beiden wurde eine deutliche Bevorzugung der Wurzeln detektiert (Abbildung 11, 
Abbildung 20). Eine ähnliche Beobachtung wurde auch bei einer der sonst nur in oberirdi-
schen Teilen vorkommenden Neotyphodium-Arten gemacht. Hier konnte gezeigt werden, dass 
der Pilz zumindest temporär doch in Wurzeln junger Keimlinge vorkommt (Azevedo & Wel-
ty, 1995). Dabei wurde eine Abnahme der Infektionshäufigkeit mit zunehmendem Alter der 
Keimlinge festgestellt. Gegensätzliche Beobachtungen des Verhaltens des Pilzes in jungen 
und adulten Pflanzen bzw. in Mikrokosmos-Kulturen und Pflanzen im Freiland sind demnach 
kein Einzelfall. Sie könnten in der physiologischen Situation der Pflanze und den im Freiland 
hinsichtlich Sporenflug sowie Kompetition anderen Bedingungen begründet liegen. Trotz der 
gegensätzlichen Befunde bei der Wurzelbesiedlung von jungen und adulten Pflanzen wurde – 
sowohl in Mikrokosmen als auch in Keimlingen aus Saatgut mit natürlicher Pilzbefrachtung – 
auch an jungen Pflanzen das Aufsteigen von Stagonospora in die oberirdischen Schilf-
Pflanzenteile nachgewiesen. 
 
In Samen konnte für Stagonospora 4/99-1 eine natürliche Pilzbesiedlung mit einem Mittel-
wert von 29% bei der Untersuchung von 96 einzelnen Samen nachgewiesen werden (siehe 
Abschnitt 3.2.1.3.3). In Extremfällen erreichte die Besiedlungshäufigkeit Werte bis zu 86% 
für einzelne Standorte und Jahre. Bei Keimlingen, die aus Saatgut mit natürlicher Pilzbesied-
lung angezogen wurden, wiederspiegelte die Detektionshäufigkeit des Einwuchses in die 
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Keimlinge den kultivierungsunabhängig nachgewiesenen Besiedlungsgrad der Samen (siehe 
Abschnitt 3.2.1.4 und Abbildung 11). Damit wurde ein hohes Maß an Lebensfähigkeit des in 
den Samen befindlichen Pilzes nachgewiesen. 
Die verwandte Art Stagonospora nodorum wurde in Winterweizensamen mit 1,7% bis 3,7%, 
teilweise auch mit bis zu 13% Isolierungshäufigkeit nachgewiesen (Riesen, 1985; Sieber, 
1985; Sieber et al., 1988). Somit wird diese Art auf dem Weg über die Samen offenbar etwas 
seltener übertragen als Stagonospora sp. 4/99-1 beim Schilf. Hierbei ist eine begrenzte Ver-
gleichbarkeit von Isolierung und PCR zu berücksichtigen (siehe auch Abschnitt 4.2.1). Auch 
für andere Gras-Endophyt-Systeme liegen Daten über das Ausmaß der samenbürtigen Besied-
lung vor: An Samen von verschiedenen Arten der Gattung Festuca (Schwingel) aus natürli-
chem Vorkommen wurden maximale Pilzbesiedlungshäufigkeiten durch Epichloë/ Neotypho-
dium von 32% bis 98% bzw. 82% bis 87% mit Hilfe von Mikroskopie sowie serologischen 
Techniken ermittelt (Saikkonen et al., 2000; Rolston et al., 2002). Außerdem konnten an Fe-
stuca-Keimlingen aus Samen von zuvor artifiziell inokulierten Pflanzen Besiedlungsgrade 
von 31% bis 100% durch verschiedene als samenbürtig bekannte Vertreter der Gattungen    
Neotyphodium (alte Bezeichnung: Acremonium), Epichloë sowie Phialophora- und Gliocla-
dium- ähnliche Typen nachgewiesen werden (Latch & Christensen, 1985). Hierbei ist zu be-
rücksichtigen, dass eine andere Ausgangssituation vorliegt, da die artifizielle Inokulation 
durch Platzierung von Mycel ins Koleoptilgewebe von Sämlingen erfolgte. Aufgrund der rela-
tiv langen Zeit von der Keimung bis zur Fruktifikation der adulten Pflanze, kann daraus ver-
mutlich dennoch das Ausmaß der prinzipiell möglichen natürlichen Verbreitungsfähigkeit 
dieser Pilze über Samen abgeleitet werden. 
Eine pilzliche Besiedlung der Samen mit 100% Häufigkeit stellt einen Idealfall vertikaler   
Übertragung dar, der in natürlichen Habitaten kaum erreicht wird (Lewis et al., 1997; Ravel et 
al., 1997). Die tatsächlich vorkommenden Besiedlungshäufigkeiten sind meist deutlich gerin-
ger. Eine Ursache für geringere Besiedlungshäufigkeiten ist die Tatsache, dass der Pilz nicht 
in alle Samen einwächst. Zusätzlich unterliegen die samenbürtigen Pilze im Verlauf längerer 
Ruhezeiten der Samen einer Vitalitätseinbuße, die von Lagerdauer und Umwelteinflüssen ab-
hängig ist (Leuchtmann & Clay, 1997; Ravel et al., 1997). 
Trotz eventueller Fehlmengen bei der Übertragung ist die Persistenz einer samenbürtigen 
Pilzart in einer Pflanzenpopulation gesichert (Ravel et al., 1997; Saikkonen et al., 2002). Dies 
ist sogar auch dann noch möglich, wenn der Pilz auf die Pflanze überwiegend nachteilig 
wirkt, aber in einer bestimmten Lebensphase des Wirtes von Vorteil ist (Faeth & Sullivan, 
2003). Unvollständige samenbürtige Übertragung könnte dabei teilweise durch eine auch bei 
asexuellen Endophyten gelegentlich vorkommende horizontale Übertragung mittels Hyphen 
oder Konidien sowie durch Wurzel-Wurzel-Kontakt der Wirtspflanzen ausgeglichen werden 
(Faeth, 2002; Faeth & Sullivan, 2003). 
Für Stagonospora 4/99-1 beim Schilf wurde insgesamt ein ähnliches Ausmaß der samenbürti-
gen Besiedlung wie bei anderen Gras-Endophyt-Systemen ermittelt. Mögliche Erklärungen 
für die Persistenz des vertikal übertragenen Pilzes in den Wirtspopulationen finden sich in 
dessen Bedeutung für die Schilfpflanze hinsichtlich Wuchsförderung (siehe Abschnitt 3.3.2.1) 
bzw. in einer offenbar temporär in besonderem Maße bestehenden Rolle bei den jungen 
Keimlingen (vgl. Faeth & Sullivan, 2003). Hier kann neben der Wuchsförderung der in die-
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sem Stadium empfindlichen Pflänzchen, die noch nicht mit weiteren Mikroorganismen besie-
delt sind, auch zusätzlicher Schutz vor Infektion eine Rolle spielen. 
 

4.1.3 Lebenszyklus von Stagonospora im Schilf 

Im Rahmen dieser Arbeit konnten Lebenszyklus und Verbreitungsmechanismen des Pilzes 
Stagonospora sp. Sequenztyp 4/99-1 im Schilf nicht vollständig aufgeklärt werden. Dennoch 
ergeben sich aus den verschiedenen Experimenten und aus der Literatur genügend Anhalts-
punkte, um einen möglichen, jedoch teilweise als vorläufig zu betrachtenden Lebenszyklus zu 
erstellen (Abbildung 38). 
Die Ergebnisse von PCR-Detektion an Freilandmaterial (Abbildung 10) sowie PCR und Mi-
kroskopie an Keimlingen (Abbildung 11, Abbildung 29 B und C) deuten insgesamt darauf 
hin, dass der Pilz das ganze Jahr über in Wurzeln adulter Schilfpflanzen persistiert und sich 
während der Vegetationsperiode in den oberirdischen Teilen der Pflanze stark ausbreitet, d.h. 
in die frisch gebildeten oberirdischen Teile einwächst. In Grasendophyten-Systemen mit Neo-
typhodium konnte gezeigt werden, dass die Ausbreitung endophytischer Pilze in der Pflanze 
mit der Entwicklung der oberirdischen Pflanzenteile synchronisiert sein kann (Tan et al., 
2001; Christensen et al., 2002). Diese Beobachtungen lassen bei Stagonospora einen ähnli-
chen Mechanismus vermuten. 
Stagonospora ist im Juni in Halmen und Blättern nachweisbar und kommt somit bereits vor 
Beginn der von Juli/August bis September dauernden Blütezeit auch in den oberirdischen 
Pflanzenteilen vor (Abbildung 10). Auf dem Weg über den Stängel werden die Blüten und 
schließlich auch die Samen infiziert. Aus den Samen gehen wiederum infizierte Keimlinge 
hervor, womit der Pilz vertikal auf die nächste Wirtsgeneration übertragen worden ist. Durch 
PCR und Mikroskopie an Keimlingen aus Samen mit natürlicher Pilzbefrachtung konnte an 
einem natürlichen System die Effektivität des Pilzes bei der Samenverbreitung und dem Ein-
wuchs in die verschiedenen Pflanzenteile, insbesondere in die Wurzeln, gezeigt werden 
(Abbildung 11, Abbildung 29 B und C). 
Die Besiedlung der Wurzeln junger Winterweizenpflanzen mit der verwandten Art Stago-
nospora nodorum war bei Keimung aus unbehandeltem Saatgut bis zu 8x höher als bei Pflan-
zen aus mit Fungizid gebeiztem Saatgut (Sieber, 1985; Sieber, 2002). Dies deutet bei einer 
weiteren Stagonospora-Art die samenbürtige Übertragung auf die nächste Wirtsgeneration an. 
Die Daten für Stagonospora 4/99-1 zeigen eine mögliche vertikale Übertragung des Pilzes auf 
die nächste Wirtsgeneration an. Der gleiche Übertragungstyp liegt auch beim Lebenszyklus 
von Neotyphodium-Arten bzw. bei der fakultativ asexuellen, vertikalen Verbreitung mancher 
Epichloë-Arten vor (Tsai et al., 1994; Bush et al., 1997; Leuchtmann & Clay, 1997; Schardl 
& Clay, 1997; Schardl & Phillips, 1997; Leuchtmann & Schardl, 1998; Schardl, 2001). Im 
Gegensatz zu Stagonospora, dessen Persistenz vermutlich auf der Überwinterung in den Wur-
zeln basiert, ist bei Neotyphodium die Persistenz in der Wirtspflanze auch ohne Wurzelbesied-
lung möglich. Der Pilz bleibt offenbar in meristematischen Geweben erhalten, von denen aus 
die sich daraus neu entwickelnden oberirdischen Abschnitte erneut infiziert werden (Hinton & 
Bacon, 1985). Ob Stagonospora zusätzlich ebenfalls in Meristemen persistiert, ist nicht be-
kannt. 
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Allgemein gilt, dass im Falle rein vertikaler Übertragung bei asexuellen Arten der Pilz sein 
sexuelles Rekombinationspotential und damit auch seine unabhängige Phase verloren hat; es 
liegt dann eine große Abhängigkeit des Pilzes von der Wirtspflanze vor (Saikkonen et al., 
2004). Hierbei führt die nur noch über die Samen erfolgende Verbreitung potentiell zu einer 
verminderten Neuinfektion uninfizierter Pflanzen. Somit würde auch Stagonospora in diesem 
Fall (von Ausnahmen abgesehen) keine neuen, noch nicht-infizierten Pflanzen besiedeln kön-
nen. Gleichzeitig wäre wegen unterschiedlicher Genflüsse bei Endophyt und Wirt wie auch 
bei Neotyphodium eine Auseinanderentwicklung der Interaktionspartner möglich (siehe auch 
Abschnitt 1.3.5), die zu einer Inkompatibilität zwischen beiden Organismen führen kann, wo-
durch dann mutualistische Effekte im Laufe der Zeit eine Abschwächung erfahren oder ganz 
verloren gehen könnten (Sullivan & Faeth, 2004). 
 
Für die Infektion der nachfolgenden Pflanzengeneration über die Samen gibt es offenbar kein 
einheitliches Verhalten endophytischer Pilze. Für zwei Neotyphodium-Arten wurde eine In-
fektion des Embryo erst im Moment der Samenkeimung beschrieben. Bei der Keimung wuchs 
der Pilz entweder aus der Aleuron-Schicht des infizierten Samens bzw. aus Bereichen zwi-
schen Endosperm und Epithelien des Scutellums in den sich entwickelnden Embryo bzw. 
Keimling ein (Hinton & Bacon, 1985; Schmidt, 1991). Dagegen wurde bei N. lolii in Lolium 
gezeigt, dass die jungen Embryonen noch ohne Mycel sind, aber schon während der Samen-
reifung infiziert werden. Hierbei wurde auch nachgewiesen, dass der Pilz ausschließlich durch 
maternales Gewebe übertragen wird (Majewska-Sawka & Nakashima, 2004). Auch bei einem 
samenbürtigen p-Endophyten (hier ein Phialophora-ähnlicher Typ) wurde eine Konzentration 
der Pilzhypen in Embryonen des Grases Festuca festgestellt (An et al., 1993). Bei der Sym-
biose von Phomopsis casuarinae in Casuarina equisetifolia (Kasuarbaum, Eisen-
Grenadillholz) lag im Gegensatz zu den gerade beschriebenen Systemen eine pilzliche Be-
siedlung der inneren Samenschale vor, während der Embryo und die Keimblätter zunächst 
noch nicht infiziert waren (Bose, 1947). Der gleiche Entwicklungsgang wurde auch bei einem 
samenbürtigen pilzlichen Symbionten in der Pflanzenfamilie Cistaceae (Cistrosen) festgestellt 
und bedeutet, dass der Embryo im ganzen Lebenszyklus das einzige Stadium ist, in welchem 
keine symbiontische Beziehung zwischen Pflanze und Pilz vorliegt (Boursnell, 1950). Wäh-
rend das Infektionsmuster je nach Art und Genotyp also zu variieren scheint, handelt es sich 
jedoch für jede Kombination stets um einen sehr spezifisch regulierten Vorgang (Majewska-
Sawka & Nakashima, 2004). Für die Assoziation von Stagonospora mit den Schilfsamen lie-
gen bezüglich der genauen Lokalisierung des Pilzes im Inneren des Samens und für den Zeit-
punkt des Einwuchses in den pflanzlichen Embryo noch keine Informationen vor. 
 
Neben der bisher beschriebenen Übertragung des Pilzes über die Samen ist ferner eine Infek-
tion der adulten Pflanzen durch Flug von Sporen denkbar, die auf im Herbst abgestorbenen 
Pflanzenteilen gebildet werden (Abbildung 38). Diese Sporenverbreitung könnte zu dem beo-
bachteten verstärkten Auftreten des Pilzes im Spätsommer, bzw. Früh-Herbst beitragen.          
Für die verwandte Art Stagonospora nodorum (Teleomorph Phaeosphaeria nodorum) bei 
Weizen wird neben deren samenbürtig-endophytischen Verbreitung eine Besiedlung neu ge-
bildeter Blätter von der Blattoberfläche her, d.h. durch Sporenflug bzw. -Transport durch 
Spritzwasser vermutet (Sieber, 1985). Dabei bildet der Pilz auf abgestorbenem Pflanzen- 
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material, d.h. auf im Winterhalbjahr auf Weizenfeldern verbleibenden Ernteresten Asco- bzw. 
Pyknosporen, von denen die Neuinfektion ausgeht (Brönnimann, 1968; Sieber, 1985). Auch 
für Schilf wurde die Besiedlung toter, stehender Halme durch sporulierende Stagonospora-
Arten beschrieben (Apinis et al., 1975). Am Beispiel des Kakaobaumes wurde ebenfalls die 
Bedeutung lokaler Blattinfektionen durch Sporenflug – allerdings nicht-systemischer – en-
dophytischer Pilze für die Besiedlung der Pflanze deutlich (Arnold et al., 2003). Da die Isolate 
des Sequenztyps 4/99-1 im Labor im Gegensatz zu den anderen Stagonospora-Sequenztypen 
nicht zum Sporulieren gebracht wurden, ist die Infektion durch Sporenflug jedoch nicht nach-
gewiesen. Untersuchungen diesbezüglich im Freiland wurden nicht durchgeführt. So lange 
hierfür kein Nachweis vorliegt, kann nicht definitiv geklärt werden, ob 4/99-1 wegen fehlen-
der Fähigkeit zur Sporulation bzw. Konidienbildung ausschließlich rein vertikal über die Sa-
men verbreitet wird, wie dies bei den Neotyphodium-Arten der Fall ist (Schardl & Phillips, 
1997; Saikkonen et al., 2004). Zu berücksichtigen ist jedoch, dass auch bei strikt asexuellen 
Pilzen horizontale Übertragung möglich ist (vgl. Abschnitt 4.1.2). Diese könnte durch 
Hyphen oder Wurzel-Wurzel-Kontakt der Wirtspflanzen erfolgen (Faeth, 2002; Faeth & Sul-
livan, 2003). 
 
Eine weitere Möglichkeit der Infektion adulter Pflanzen ist somit die Besiedlung von Wurzeln 
durch vegetatives Mycelwachstum im Boden. Sie wird z.B. auch für die „Dark Septate En-
dophytes“ (DSE) aufgrund deren Allgegenwart im Boden diskutiert (Jumpponen & Trappe, 
1998). Die Fähigkeit von Stagonospora zu saprophytischem Wachstum wurde durch Kulturen 
auf verschiedenen Medien belegt. Ebenso wurde die Fähigkeit zur Infektion der Wirtspflanze 
vom Erdboden aus durch die in den Mikrokosmen angewandte Inokulations-Methode auf der 
Erdoberfläche mit Distanz zur Pflanze und nachfolgender erfolgreicher Reisolierung nachge-
wiesen. Hierbei zeigte Stagonospora eine sehr gute Infektionsfähigkeit im Wurzelbereich, die 
mit dem Einwuchs in Keimlinge aus Samen mit natürlicher Pilzbefrachtung übereinstimmt 
(Abbildung 11, Abschnitt 3.3.2.1, Abbildung 20). Die Verfrachtung des Pilzes im Herbst zu-
sammen mit dem seneszenten Blattmaterial auf den Boden wurde nicht durch eigene Untersu-
chungen belegt. Sie kann jedoch aufgrund von Beobachtungen bei der nahe verwandten Art 
Stagonospora nodorum, welche den Winter auf abgestorbenen Getreideteilen überdauert 
(Brönnimann, 1968; Sieber, 1985) als möglich angenommen werden. Nach Überwinterung im 
abgestorbenen Material könnte der Pilz im Frühjahr die Wurzeln der Schilfpflanze aufgrund 
der nachgewiesenen Fähigkeit zum saprophytischen Wachstum zusätzlich neu infizieren. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Diskussion   106

 

Abbildung 38: Potentieller Lebenszyklus, Verbreitungsmechanismus und Infektionswege von 
Stagonospora sp. 4/99-1 im Schilf. Linker Zyklus (vertikale Übertragung, vegetati-
ver Teil I): Der Pilz persistiert in den Wurzeln adulter Pflanzen, steigt während der 
Vegetationsperiode in die oberen Teile auf und wächst über die Blüte in die Samen 
ein. Bei der Samenkeimung wächst der Pilz in den sich entwickelnden Keimling ein 
und persistiert in der adulten Pflanze. Rechter Zyklus: Vegetativer Teil II: Aus senes-
zenten abgefallenen Blatt- und Halmteilen wächst Pilzmycel in den Boden ein und in-
fiziert von dort aus die Wurzel. Generativer Teil (III): Paarung, Meiose und Sporula-
tion des Pilzes finden auf abgestorbenen Pflanzenteilen im Winterhalbjahr statt. 
Durch die Ascosporen bzw. durch asexuell gebildete Konidien werden die Wurzeln 
und die oberirdischen Teile der Pflanze erneut infiziert. Nicht sicher belegte Verbin-
dungen wurden mit einem Fragezeichen und gestrichelten Pfeilen versehen. 

 

4.1.4 Vertreter der Gattungen Microdochium und Trichoderma als Endophyten 

Vertreter der Gattung Microdochium sind als Pathogene unterschiedlicher Bedeutsamkeit an 
Getreide bekannt (Fitt & Hornby, 1978; Parry et al., 1995; Simpson et al., 2004). Einige Arten 
(M. bolleyi, M. nivale) treten an Weizen jedoch auch als symptomlose Wurzelendophyten auf, 
ferner kommen sie mit geringerer Häufigkeit als endophytische Besiedler oberirdischer Ab-
schnitte der Weizenpflanzen vor (Sieber, 1985; Sieber et al., 1988; Sieber, 2002). Für die Art 
Microdochium bolleyi ist zusätzlich auch die Wirkung als Biokontrollpilz bei Getreide be-
kannt (Kirk & Deacon, 1987; Douglas & Deacon, 1994). 
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Arten der Gattung Trichoderma sind allgemein als saprophytische bodenbürtige Biokontroll-
pilze (Kredics et al., 2003) bekannt. Berichte über endophytisches Vorkommen von Vertre-
tern dieser Gattung sind relativ selten. Beispiele sind aus Eucalyptus- Schösslingen, sowie aus 
Nelken bekannt (Bettucci & Saravay, 1993; Carver et al., 1996). Durch die Untersuchungen 
am Schilf, einschließlich der Reisolierung aus oberflächensterilisierten Wurzeln (siehe Ab-
schnitt 3.3.2.2, Abbildung 23), wurde für beide Gattungen ein zusätzlicher Nachweis für de-
ren endophytisches Auftreten erbracht. 
 

4.2 Vorkommen von Endophyten in natürlichen Habitaten 

4.2.1 Vergleich von klassischen und molekularen Nachweismethoden 

Bei Untersuchungen beim Schilf am Bodensee wurden, wie zuvor schon in anderen Arbeiten 
gezeigt, durch kultivierungsabhängige und -unabhängige Nachweisverfahren unterschiedliche 
mikrobielle Gemeinschaften des natürlichen Habitates erfasst (vgl. Borneman & Hartin, 2000; 
Viaud et al., 2000; Hunt et al., 2004). 
Beim Nachweis von Stagonospora spp. durch Isolierung und PCR aus Schilfbeständen am 
Bodensee wichen die in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse von jenen einer zuvor an insge-
samt 12 Pflanzen durchgeführten Isolierungskampagne vom April/Mai 1997 ab (Wirsel et al., 
2001). Während durch nested PCR weite Verbreitung von Stagonospora sp. 4/99-1 gezeigt 
wurde (siehe Abschnitt 3.2.1.3.1), wurden in der Isolierungskampagne keine Stagonospora-
Arten nachgewiesen. Für diesen Unterschied sind folgende mögliche Ursachen anzuführen: 
In der Isolierungskampagne wurden die vegetativen Pflanzenteile Blatt, Halm und Wurzel, je-
doch keine Samen untersucht. Die Beprobung dieser Teile fand im Frühjahr zu einer Jahres-
zeit statt, in der Stagonospora mit PCR in oberirdischen Abschnitten gar nicht oder nur in ge-
ringer Häufigkeit nachzuweisen war (Abbildung 10). Das persistente Vorkommen in Wurzeln 
weist in der PCR eine permanent geringere Häufigkeit im Vergleich zu den Werten oberirdi-
scher Abschnitte im Sommer auf. Diese geringere Besiedlung der Wurzeln senkte ebenfalls 
die Wahrscheinlichkeit, daraus Isolate zu erhalten. Neben weniger häufigem Vorkommen 
können das langsame Wachstum als Ursache für Überwachsen durch schneller wachsende Ar-
ten, die teilweise geringe Kompetitionsfähigkeit auf dem verwendeten Medium (Malzagar, 
vgl. Abbildung 35) sowie eventuell auch die fehlende, bzw. geringe Sporulation der Stago-
nospora-Arten die Gründe sein, dass diese nicht entdeckt wurden. 
Auch zwischen der Isolierung und dem PCR-Nachweis aus Samen liegen deutliche Differen-
zen vor. Durch PCR wurde eine deutlich höhere Pilzbesiedlungsquote nachgewiesen. Dieses 
Ergebnis kann in der verwendeten scharfen Oberflächensterilisation bei der Isolierung des 
Pilzes aus dem Saatgut begründet sein. Diese bedingt, dass nur Pilze aus tieferen Schichten 
auswachsen. Ebenso hängt der erfolgreiche Auswuchs des Pilzes von der Vitalität und opti-
malen Umgebungsbedingungen, wie z.B. der Wahl des Mediums, Temperatur und pH-Wert 
ab. Dagegen können bei den an nicht oberflächensterilisiertem Material durchgeführten PCR-
Tests auch weniger tief eingedrungene und fest an der Pflanzenoberfläche haftende Pilze und 
Sporen erfasst werden. Bei der PCR ist auch Amplifikation aus toten Zellen prinzipiell mög-
lich (Bridge, 2002). Daher kann eine weitere Ursache für die bei der Untersuchung des Stago-
nospora-Isolates 4/99-1 in Schilfsamen vom überschwemmten Reichenauer Standort von 
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1998 festgestellte Differenz (vgl. Tabelle 12, Tabelle 16) die Mortalität des Pilzes während 
der Lagerung des Saatgutes sein (vgl. Abschnitt 4.1.2). Darüber hinaus ist zu berücksichtigen, 
dass für die PCR-Analyse vegetativer Teile Material aus anderen Jahren verwendet wurde, so 
dass Schwankungen zwischen den Jahren einen zusätzlichen Faktor darstellen können. Eben-
so sind auch starke Schwankungen der Pilzbesiedlung einzelner Wirtspflanzen zu berücksich-
tigen. Diese wurden mit molekularen Methoden bei der Analyse der Pilzdiversität zwischen 
gleichzeitig untersuchten Schilf-Pflanzen des selben Standortes festgestellt (K. Neubert, per-
sönliche Mitteilung). Diese stellen neben jahreszeitlichen und mehrjährigen Schwankungen 
einen weiteren Faktor der Variabilität dar. 
 
Die Nachweisgrenze der PCR ist ein weiterer entscheidender Faktor: Mit der PCR wurde eine 
sehr empfindliche Methode für den Nachweis von Organismen in Umweltproben angewandt. 
Deren Sensitivität wurde durch eine 2-stufige nested PCR zusätzlich erhöht (Jackson et al., 
1991). Die Sensitivität eines PCR-Nachweises hängt von der Kopienzahl der ausgewählten 
Zielsequenz ab. In Eukaryonten liegen meist mehrere hundert Kopien des rDNA-Genclusters 
vor (Singer & Berg, 1992). Unter den gegebenen Voraussetzungen von Genomgröße und Ko-
pienzahl (siehe Abschnitt 3.2.1.2) ergibt sich, dass die bei etwa 4 fg Stagonospora-DNA lie-
gende Nachweisgrenze deutlich weniger als einem Zellkern entspricht (ca. 1/10 Kern; siehe 
Abschnitt 3.2.1.2, Abbildung 9). 
Am Kartoffelfäuleerreger Phytophthora infestans wurde in PCR-Systemen mit ITS-Primern 
eine Nachweisgrenze von 1 pg ermittelt. Durch die Wahl einer anderen Zielsequenz mit höhe-
rer Kopienzahl konnte die Nachweisgrenze bei Phytophthora um den Faktor 100 verbessert 
und mittels nested PCR zusätzlich auf 0,1 fg gesenkt werden (Judelson & Tooley, 2000). In 
dem bei Stagonospora angewandten nested PCR-System wurde somit eine gute Nachweis-
grenze erreicht, deren Empfindlichkeit jedoch von anderen Systemen noch übertroffen wird. 
 
Durch Klonierung von PCR-Produkten aus Gewebeproben von drei Schilfpflanzen des Stand-
ortes Mainau zur molekularen Untersuchung der Pilzdiversität im Schilf wurde der Stago-
nospora-Typ 4/99-1 nicht nachgewiesen, der Typ 4/99-18 jedoch immerhin mit 2,2% Häufig-
keit (Neubert et al., Manuskript eingereicht). Die Schwierigkeiten, Stagonospora 4/99-1 mit 
semi-quantitativen Methoden in einem geringen Stichprobenumfang nachzuweisen, deuten 
auf eine relativ geringe tatsächlich vorhandene Mycelmasse hin. 
Der Typ 4/99-1 konnte dennoch durch eine spezielle Isolierungstechnik aus gesunden, sym-
ptomfreien Wurzeln adulter Pflanzen des Standortes Mainau im Juni 2004 isoliert werden (K. 
Neubert, persönliche Mitteilung). Diese Isolierung erfolgte unter Verwendung sehr kleiner 
Probengrößen („Salami-Technik“), was zur Vermeidung von Überwachsen durch konkurrie-
rende Pilze diente. Sie bestätigt das durch nested PCR nachgewiesene Vorkommen von Sta-
gonospora sp. 4/99-1 in Wurzeln von Pflanzen im Freiland. Gleichzeitig wird dadurch das 
Vorkommen tatsächlich vitaler Stagonospora-Vertreter nicht nur in den Wurzeln junger, son-
dern auch in jenen adulter Pflanzen bestätigt. 
Insgesamt lässt sich aus den Daten der molekularen Methoden nested PCR bzw. Klonierung 
von PCR-Produkten und der Isolierung eine weite Verbreitung von Stagonospora sp. 4/99-1 
bei relativ geringer Mycelkonzentration unterstellen. 
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Bei der Untersuchung der Microdochium-Arten wurden ebenfalls Differenzen zwischen den 
Nachweisverfahren ermittelt. Für die beiden untersuchten Microdochium-Arten wurde durch 
Isolierung eine Bevorzugung überschwemmter Habitate bei der Besiedlung unterirdischer 
Pflanzenteile (Wurzeln) festgestellt (Wirsel et al., 2001). Die Überprüfung dieses Ergebnisses 
durch die kultivierungsunabhängige PCR-Technik ergab ein differenziertes und zum Teil ge-
gensätzliches Bild (siehe Abschnitte 3.2.2.2.1 und 3.2.2.2.3). Für diesen Vergleich wurden die 
durch Wirsel et al. (2001) festgestellten Häufigkeiten der verschiedenen Isolatgruppen gemäß 
ihrer Sequenztypen zusammengefasst. 
Für Microdochium sp. Sequenztyp 5/97-16-like wurde das Ergebnis der Isolierungskampagne 
mit einem Häufigkeitsverhältnis von 10:1 Isolaten für Wurzeln von überschwemmten Habita-
ten im Vergleich zu trockenen Habitaten durch den kultivierungsunabhängigen Nachweis ten-
denziell bestätigt. Hierbei betrug das Verhältnis detektierter PCR-Signale 2,6:1. Für Microdo-
chium bolleyi ergab die Isolierung ein Häufigkeitsverhältnis von 3:1 Isolaten für Wurzeln von 
überschwemmten Habitaten im Vergleich zu trockenen Habitaten. Dieses Ergebnis konnte 
durch die kultivierungsunabhängige PCR-Technik nicht bestätigt werden. Hier betrug das 
Verhältnis 1:3,1. Es zeigt somit eine nicht erwartete bevorzugte Besiedlung von Wurzeln in 
trockenen Habitaten an. Die Bevorzugung der Wurzeln gegenüber den oberirdischen Pflan-
zenteilen konnte dagegen für beide Arten bestätigt werden. Der hier vorliegende scheinbare 
Widerspruch kann ebenfalls in den bereits oben angeführten Unterschieden der Analysetech-
niken begründet sein. 
 
Microdochium-Vertreter konnten bei der Untersuchung der Pilzdiversität durch Klonierung 
von PCR-Produkten aus Gewebsproben von drei Schilfpflanzen des Standortes Mainau nicht 
nachgewiesen werden (K. Neubert, persönliche Mitteilung). Aus den nested PCR-Ergebnissen 
können dagegen beide Microdochium-Typen als am Bodensee weit verbreitet angesehen wer-
den. In der Isolierungskampagne waren sie ebenfalls häufig, was an einer besonders guten 
Isolierbarkeit liegen könnte. Die angewandte nested PCR-Methode ist sehr sensitiv. Die PCR-
Detektionshäufigkeit erlaubt jedoch keine quantitative Schlussfolgerung, da auch sehr geringe 
Pilzmengen in der Pflanze erfasst werden. Die erhaltenen Ergebnisse lassen daher – wie bei 
Stagonospora – insgesamt vermuten, dass für diese Pilze trotz des verbreiteten Nachweises 
möglicherweise ebenfalls eine relativ geringe tatsächlich vorhandene Mycelkonzentration 
bzw. Mycelmasse anzunehmen ist. 
 

4.2.2 Bevorzugung bestimmter Habitate durch Endophyten 

Für Stagonospora wurde eine Bevorzugung des Reichenauer Standortes gegenüber Mainau 
festgestellt. Dabei wurde deutlich, dass dieser Unterschied aus den Differenzen zwischen den 
überschwemmten Habitaten beider Standorte resultiert (siehe Abschnitt 3.2.1.3.1). Hierbei 
zeigte Stagonospora eine Bevorzugung für Pflanzen des etwas gesünderen überschwemmt 
stehenden Bestandes im Vergleich zu dem stark geschädigten am Mainauer Standort und den 
gesunden trocken stehenden Habitaten beider Standorte. 
Für die beiden Microdochium-Typen nahm das Habitat Mainau-überschwemmt ebenfalls Ex-
tremwerte ein: Klade I (M. sp. 5/97-16-like) wies auf diesem Standort die höchste Detektions-
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häufigkeit auf, während es sich für Klade II (M. bolleyi) um den Standort mit dessen gering-
ster Detektionshäufigkeit handelte (siehe Abschnitt 3.2.2.2.1 und Tabelle 17). Somit zeigte 
die eine Microdochium-Art bevorzugtes Auftreten in dem nach dem Hochwasser von 1999 als 
stark geschädigt klassifizierten Schilfbestand, während die andere diesen möglicherweise 
mied, da sie in gesünderen Beständen häufiger und gleichmäßiger auftrat. 
Bei Schilfbeständen in Ungarn wurde eine Abhängigkeit des Befalls mit pathogenen Pilzen 
von der gegebenen Qualität der Schilfbestände festgestellt (Bán et al., 2000). Für eine obligat 
biotrophe Art (Puccinia phragmitis) wurde dabei ein verstärkter Befall in qualitativ besseren 
Beständen beobachtet. Dies wurde durch die für den Pilz günstigere Nahrungsverfügbarkeit 
erklärt. 
Ob die beobachteten Differenzen der Besiedlungshäufigkeit am Bodensee Folge der an beiden 
überschwemmten Standorten unterschiedlichen vorliegenden Schädigungsgrade der Schilfbe-
stände (siehe Abschnitt 2.1.1) oder eine Ursache dafür sind (z.B. durch selteneres Vorkom-
men eines positiv wirkenden Pilzes), oder ob ganz andere Faktoren als Ursache vorliegen, 
kann hier nicht geklärt werden. 
 
Außer den Standortbevorzugungen wurden noch weitere Präferenzen festgestellt: 
Vertreter der Gattung Microdochium zeigten im Gegensatz zu Stagonospora (siehe Abschnitt 
3.2.1.3.1) eine Bevorzugung bestimmter Habitatstypen (siehe Abschnitte 3.2.2.2.3 und 4.2.1). 
Hierbei bevorzugte die PCR-Klade I signifikant die Schilf-Wurzeln überschwemmter Habita-
te, während für die restlichen Pflanzenteile ein solcher Unterschied zwischen überschwemm-
tem und trockenem Habitat nicht vorliegt. PCR-Klade II zeigte im Gegensatz dazu eine signi-
fikante Bevorzugung von Wurzeln in trockenen Habitaten. Für die übrigen Pflanzenteile lag 
hier ebenfalls kein signifikanter Unterschied zwischen den Habitatstypen vor. Beide zeigten 
somit eine gegensätzliche Habitatsbevorzugung, die auf der Besiedlung der Wurzeln basiert. 
Diese bevorzugte Besetzung verschiedener, räumlich getrennter Nischen ist hier aber nicht als 
gegenseitige Vermeidung beider Arten infolge eines direkten Antagonismus zwischen Vertre-
tern beider PCR-Kladen zu deuten, da ein gemeinsames Vorkommen beider Pilze in der glei-
chen Probe statistisch signifikant begünstigt ist (positive Korrelation, siehe Abschnitte 
3.2.2.2.4 und 4.4.1). 
 
Für die festgestellte gegensätzliche Bevorzugung sind zunächst mehrere mögliche Gründe an-
zuführen. Denkbar sind unterschiedliche Substratnutzung bzw. -verfügbarkeit, der Vitalitäts-
zustand der Pflanzen, andere vorherrschende Temperaturen in den Habitaten sowie die poten-
tielle Empfindlichkeit mancher Pilze gegen anoxische Bedingungen. 
Für Schilfpflanzen wurde eine Abhängigkeit des Aminosäure- bzw. Kohlenhydratgehaltes 
vom Habitat gezeigt (Koppitz, 2004). Basalinternodien von Pflanzen aus gefluteten Habitaten 
wiesen dabei einen höheren gesamten Aminosäuregehalt und einen verminderten gesamten 
Kohlenhydratgehalt im Vergleich zu Pflanzen aus trockenen Habitaten auf. Ebenso variieren 
Inhaltsstoffe zwischen gesunden und durch Hochwasser geschädigten Schilfpflanzen 
(Koppitz, 2004; Koppitz et al., 2004). 
Bei gemeinsam in der gleichen Schilfpflanze endophytisch vorkommenden Vertretern der 
Gattung Cladosporium wurden Unterschiede im Kohlenstoff-Katabolit-Spektrum als trennen-
der Faktor gezeigt; d.h. das Vorkommen war sympatrisch (Wirsel et al., 2002). Daher war für 
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die Microdochium-Arten zu prüfen, ob ebenfalls Unterschiede im Substratnutzungsmuster im 
Zusammenhang mit habitats- und vitalitätsabhängigem Nährstoffgehalt der Wirtspflanze als 
trennender Faktor in Frage kamen. 
Für die Microdochium-Arten scheint dem Substratnutzungsmuster jedoch keine entscheidende 
Bedeutung zuzukommen. Zwischen den am Bodensee vorkommenden Microdochium-Arten 
wurden teilweise Unterschiede bei der Fähigkeit zur Nutzung von Aminosäuren bzw. Koh-
lenhydraten festgestellt (K. Neubert, pers. Mitteilung). Beide Typen wuchsen gleich gut auf 
der Aminosäure Asparagin, die in Schilfpflanzen von überfluteten Standorten in höherer Kon-
zentration als auf trockenen Standorten vorkommt (Koppitz, 2004). Auch für Gamma-
Aminobuttersäure, die in durch Hochwasser extrem geschädigtem Schilf im Vergleich zu ge-
sünderen Pflanzen stark erhöht vorkommt (Koppitz, 2004; Koppitz et al., 2004), zeigten die 
beiden Haupttypen keine wesentlichen Unterschiede. Die Durchschnittswerte für die Substra-
te schwankten teilweise innerhalb einer PCR-Klade stärker als zwischen den beiden Kladen. 
Lediglich bei wenigen Substanzen (Phenylethylamin, Malonsäure, Lactulose, D-Melibiose, 
D-Raffinose) liegen statistisch signifikante Unterschiede vor (K. Neubert, pers. Mitteilung). 
Dies zeigt trotz der überwiegend einheitlichen Substratnutzungsmuster auf, dass dennoch 
physiologische Unterschiede zwischen beiden Arten bestehen. Für die Bedeutung dieser Sub-
stanzen im Schilf, bzw. deren Konzentrationen in Abhängigkeit der Umweltbedingungen 
konnten in der Literatur keine Daten ausfindig gemacht werden. 
 
Die aus der Bevorzugung gegensätzlicher Habitate resultierende Besetzung unterschiedlicher 
Nischen zeigt eine auffällige Korrelation zum Temperaturoptimum der beiden Microdochium-
Arten (siehe Abschnitt 3.6.1.2 und Abbildung 32). Hierbei zeigt die PCR-Klade mit Vertre-
tern mit dem niedrigeren Temperaturoptimum (Klade I) eine Bevorzugung überschwemmter 
Habitate und jene mit dem höheren Optimum (Klade II) eine Bevorzugung trocken liegender 
Bereiche des Schilfgürtels. Vorläufige Temperaturmessungen im Uferbereich des Standortes 
Mainau im Bodensee während der Vegetationsperiode haben ergeben, dass die Temperaturen 
des überschwemmten Gewässersediments und der trockenliegenden Uferböschung im Bereich 
der untersuchten Wurzeltiefe des Schilfes (ca. 20 cm tief) nicht wesentlich voneinander ver-
schieden sind (K. Neubert & Dr. Jan Nechwatal, Konstanz, unveröffentlichte Daten). Sie sind 
im Gewässersediment aber tendenziell etwas höher als im trocken liegenden Bereich. Des 
weiteren liegen die Werte in einem Bereich, der die Arten kaum voneinander trennen kann 
(20-23°C im Juni/Juli). Daher scheidet die Bodentemperatur als Ursache der beobachteten 
Habitatsbevorzugung offenbar aus. Zusätzlich ist ein Bezug zum Bodenfeuchtegehalt nicht 
auszuschließen. In diesem Zusammenhang wäre ein Vergleich zwischen heißen und kühleren 
Sommern interessant. Aus dem vorhandenen Datensatz ist jedoch infolge zu geringen Pro-
benumfanges mancher Jahre und ungeeigneter Vergleichsjahre kein statistisch sinnvoller Ver-
gleich möglich. 
Beide Kladen zeigten in den warmen Sommermonaten eine deutlich geringere Detektionshäu-
figkeit, als während der kühleren Monate im Frühjahr und Spätherbst (Abschnitt 3.2.2.2.2, 
Abbildung 15). Damit zeigten sie ein ähnliches saisonales Verhalten, trotz der gleichzeitig be-
stehenden Unterschiede bei Temperaturoptimum und Habitatsbevorzugung. Die Abnahme der 
Detektionshäufigkeit ist jedoch bei der temperaturempfindlicheren Klade I etwas ausgeprägter 
als bei Klade II, was mit den jeweiligen Temperaturoptima erklärt werden kann. 
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Dass bei der Besiedlung der oberirdischen Pflanzenteile für keinen der beiden Pilze eine Ha-
bitatsbevorzugung erkennbar war, könnte darin begründet sein, dass diese in beiden Habitats-
typen ähnlichen äußeren Bedingungen unterworfen sind. Da Isolate der jeweils gleichen Art 
trotz Herkunft aus verschiedenen Habitatstypen übereinstimmende Temperaturoptima und       
-sensitivität aufwiesen, scheint dies genetisch und nicht durch die Umwelt bedingt zu sein. 
 
Ein weiterer, die Habitate unterscheidender Faktor ist die Sauerstofflimitierung in den Sedi-
menten überfluteter Standorte. Für die Klade II (Typ M. bolleyi-like) wurde durch PCR eine 
Vermeidung überfluteter Habitate bzw. damit einhergehend die Bevorzugung trockener, gut 
durchlüfteter Böden festgestellt. Daraus könnte unterstellt werden, dass die Vertreter dieser 
Gruppe eine verminderte Fähigkeit zum Wachstum oder Überleben unter sauerstofflimitierten 
Bedingungen aufweisen. Tatsächlich ist M. bolleyi strikt aerob (Damm et al., 2003), was aber 
auch für die Vertreter des Typs M. sp. 5/97-16-like gilt (U. Damm, pers. Mitteilung). Außer-
dem scheint dies nicht der entscheidende Faktor zu sein, da durch Damm et al. (2003) die Fä-
higkeit von M. bolleyi zur Konidienkeimung an der oxisch-anoxischen Grenzfläche nahe der 
Schilfwurzel und die Infektion submerser Wurzeln gezeigt wurde. Ermöglicht wird dies durch 
den Sauerstoffgradienten, der infolge von Verlusten aus der Wurzel im anoxischen Milieu 
entsteht (vgl. Abschnitt 1.1.3). Ob Unterschiede zwischen beiden Kladen hinsichtlich der mi-
kro-oxischen Infektionsfähigkeit vorliegen oder diese sich im Sauerstoffbedarf unterscheiden, 
ist nicht bekannt. 
 
Insgesamt ist zu folgern, dass die festgestellte Tendenz der räumlichen Trennung beider Arten 
offenbar nicht Folge eines direkten Antagonismus, unterschiedlicher Substratnutzung oder        
-verfügbarkeit und der in den Habitaten herrschenden Bodentemperaturen ist. Unterschiede in 
der Empfindlichkeit der Pilze gegenüber anoxischen Bedingungen konnten ebenfalls nicht als 
Ursache nachgewiesen werden. Damit konnte bisher die Ursache der unterschiedlichen Habi-
tatsbevorzugung nicht aufgeklärt werden. Es bleibt offen, welche weiteren Faktoren Ursache 
für das beobachtete Verhalten sind. Denkbar sind die hier nicht untersuchte Anwesenheit kon-
kurrierender Pilze, die Bevorzugung für den einen oder anderen Habitatstyp zeigen; bisher 
nicht erkannte habitatsabhängige Abweichungen der pflanzlichen Inhaltsstoffverteilung und 
Unterschiede in der Vitalität der Wirtspflanzenbestände. 
 
Durch Isolierung (Wirsel et al., 2001) wurde auch für Trichoderma sp. endophytisches Vor-
kommen in Schilf mit einer fast ausschließlichen Bevorzugung von Schilfwurzeln in trocken 
liegenden Uferzonen festgestellt. Das durch die PCR erhaltene Ergebnis widerspiegelt und 
bestätigt somit den kultivierungsabhängigen Nachweis durch Isolierung (siehe Abschnitt 
3.2.3). 
Vergleichbare Habitatsbevorzugungen von Microdochium- bzw. Trichoderma-Arten konnten 
in der Literatur nicht ausfindig gemacht werden. Für Microdochium nivale- Varietäten wurde 
jedoch bei Kompetitionsversuchen eine temperaturabhängige unterschiedliche Wirtspräferenz 
zwischen Weizen- und Roggenpflanzen festgestellt (Simpson et al., 2004). Dies belegt variab-
les Verhalten von eng verwandten Arten dieser Gattung in Abhängigkeit von den Umweltbe-
dingungen. Phänomene, die der Habitatsbevorzugung durch Schilfendophyten vergleichbar 
sind, wurden z.B. von pathogenen Armillaria-Arten (Hallimasch) bekannt (Blodgett & Wor-
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rall, 1992). Hier zeigte eine der Arten unabhängig von der Wirtsverfügbarkeit bzw. -art Präfe-
renz für trockene Standorte. 
 

4.3 Einfluss von Endophyten auf die Pflanze 

4.3.1 Eigenschaften von Mikrokosmen 

Eine Pflanze kann gleichzeitig durch mehrere mutualistische und/ oder pathogene Pilzarten 
besiedelt werden, zwischen denen antagonistische und/ oder synergistische Wechselwirkungen 
bestehen können. Daher war ein Ausschluss weiterer Pilze zur störungsfreien Untersuchung 
der Interaktion von zwei Organismen bzw. der Auswirkungen ihrer Interaktion nötig. Infolge 
der Verwendung von axenischen Wirtspflanzen, autoklavierter Erde und sterilen Wachstums-
bedingungen konnten auch das Ergebnis möglicherweise beeinflussende weitere Organismen 
wie Herbivoren, Insekten und Nematoden ausgeschlossen werden. Die angewandte Mikro-
kosmen-Methodik simulierte eine Situation mit Besiedlung der Pflanze durch Pilze vom Bo-
den aus. Es konnte durch dieses Inokulationssystem gezeigt werden, dass der Pilz vom ent-
fernten Inokulumspunkt zur Pflanze wuchs und diese besiedelt hat. Da eine künstliche Verlet-
zung der Pflanze zum Zweck der erleichterten Besiedlung vermieden wurde und stattdessen 
der Pilz aktiv auf die Pflanze zuwachsen musste, darf das gewählte Inokulationssystem als 
sehr naturnah betrachtet werden. 

Die aus den axenischen Mikrokosmen erhaltenen Ergebnisse haben jedoch nur eine begrenzte 
Vergleichbarkeit mit der Situation im Freiland. Die in dieser Arbeit vorgestellten Mikrokos-
men wurden bei einer Lichtintensität von 55-60 µE x m-2 x sec-1 kultiviert. Dieser Wert kenn-
zeichnet Schwachlicht, ist jedoch mit den experimentellen Bedingungen einiger anderer Mi-
krokosmen mit Gras-/ Mikroorganismen-Interaktionen vergleichbar. In diesen wurden Lichtin-
tensitäten von 86, 110, 318 bis zu 450 µE x m-2 x sec-1 eingesetzt (Cheplick et al., 1989; Me-
harg & Killham, 1995; Malinowski et al., 1997b; Newsham, 1999). Im Freiland liegt dagegen 
mit 500-1000 µE x m-2 x sec-1 eine höhere Lichtintensität vor, unter der die Photosysteme der 
Pflanze und somit die Produktivität anderen Bedingungen unterliegen. Weitere Unterschiede 
sind im Freiland im Jahresverlauf wechselnde Tag-Nacht-Längen, Temperaturschwankungen 
im Tages-, Wochen- und Monatsverlauf sowie die größere Substratmenge und die standortab-
hängige Variation von deren Qualität. Im Freiland besteht außerdem eine Kompetition vieler 
Pilz- und Bakterienarten an, bzw. in der gleichen Pflanze. Dadurch können die durch einen 
Interaktionspartner bedingten Auswirkungen, z.B. eine Förderung der Biomasseproduktion, 
durch direkte Wechselwirkungen mit anderen Mikroorganismen bzw. durch Überlagerung 
gegenteiliger Effekte kompensiert werden (vgl. Abschnitt 4.4.2). 
 

4.3.2 Wuchseffekte durch symbiontische Pilze 

Mit Ausnahme der Gattung Neotyphodium (siehe Abschnitt 1.3.5) und ihrer Verwandten ist 
relativ wenig über die funktionellen Beiträge samenbürtiger Endophyten bekannt. Über even-
tuelle positive Wirkungen der samenbürtigen Stagonospora-Art und anderer Endophyten in 
Weizen ist nichts bekannt (Sieber et al., 1988). 
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Neben den Beobachtungen an Neotyphodium-/ Gras-Interaktionen wurde bei Casuarina equi-
setifolia und bei Helianthemum chamaecistus (Zwerg-Heideröschen) das Vorkommen samen-
bürtiger Pilze beobachtet. Bei beiden Systemen wurde eine durch die Anwesenheit des Pilzes 
gesteigerte Vitalität der Keimlinge festgestellt (Bose, 1947; Boursnell, 1950). 
Durch Inokulation axenischer Schilf-Pflanzen mit Stagonospora und den Nachweis der Eta-
blierung einer engen Assoziation durch Reisolierung und Mikroskopie konnte in der vorlie-
genden Arbeit ein eindeutiger Bezug zwischen der Anwesenheit des Pilzes und einer physio-
logischen Antwort des Wirtes dargestellt werden. 
Dieser weitere Nachweis für die Existenz mutualistischer samenbürtiger Endophyten lässt 
vermuten, dass diese eine größere ökologische Bedeutung haben als bisher allgemein ange-
nommen. 
 
Durch symbiontische endophytische Pilze bedingte Wuchssteigerungen sind z.T. sehr varia-
bel. Die Effekte sind oft nicht nur spezifisch für die Wirtsart (siehe Abschnitt 1.3.5), sondern 
können auch von den Kulturbedingungen wie z.B. Temperatur und Nährstoffgehalt, bzw. der 
leichten oder schwereren Aufschließbarkeit vorhandener Nährstoffe abhängig sein (Marks & 
Clay, 1996; Malinowski & Belesky, 1999; Sieber, 2002). Des weiteren kann auch der Geno-
typ der Wirtspflanze innerhalb der gleichen Art einen Einfluss auf die Auswirkung der Inter-
aktion haben (Marks & Clay, 1996; Malinowski & Belesky, 1999; Malinowski et al., 2000; 
Cheplick & Cho, 2003). 
Verschiedentlich finden sich Hinweise auf für die Pflanze zusätzlich auftretende metabolische 
Kosten durch eigentlich symbiontisch-wuchsfördernde Pilze. Diese verborgenen Kosten fallen 
prinzipiell immer an, u.a. dadurch, dass der Pilz im Inneren der Pflanze von deren Photo-
synthaten lebt (Faeth & Sullivan, 2003). Unter Nährstoffbegrenzung können sie bedeutsam 
werden (Cheplick et al., 1989; Malinowski & Belesky, 1999). Sie äußern sich dann in einer 
geringeren Biomasseproduktion Endophyten-infizierter Pflanzen. Dieses Phänomen kann in-
folge der Kompetition zwischen Pilz und Pflanze um die wenigen verfügbaren Nährstoffe   
oder Photosynthate (Cheplick et al., 1989) oder auch durch erhöhten Energieverbrauch infolge 
pflanzlicher Abwehrreaktion (Sieber et al., 1988) auftreten. Für bisher generell als mutua-
listisch angesehene asexuelle Endophyten wird aus den genannten Beobachtungen unterstellt, 
dass diese zumindest unter bestimmten Umständen parasitische Wechselwirkungen mit ihren 
Wirten haben können (Faeth, 2002; Faeth & Sullivan, 2003). Auch für Mykorrhiza-Pilze 
wurde ein solches Kontinuum zwischen mutualistisch und parasitisch in Abhängigkeit der 
Umweltbedingungen festgestellt (Johnson et al., 1997). 
Bei Stagonospora und Microdochium sind in dieser Arbeit diese zusätzlichen Kosten infolge 
der Überlagerung durch die deutliche Wuchsförderung verborgen geblieben. Es kann aber 
aufgrund der aus der Literatur bekannten Phänomene nicht pauschal davon ausgegangen wer-
den, dass die positiven Effekte der in dieser Arbeit untersuchten Pilze auch unter allen ande-
ren möglichen Umweltbedingungen bestehen bleiben. 
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4.3.3 Mögliche Ursachen der durch Endophyten ausgelösten Wuchseffekte 

Die Ursachen der bei Endophyten beobachteten wuchsfördernden Wirkung auf die Wirts-
pflanze können vielfältig sein. Mögliche Ursachen sind die Bildung von Hormonen, eine      
eventuell von weiteren Sekundärstoffen ausgelöste allgemeine Anregung der Pflanze, Über-
nahme einer Mykorrhiza-ähnlichen Funktion durch den Pilz und auch die Bildung bzw. der 
Transport von Vitaminen durch den Pilz zur Pflanze. 
 
In einigen Fällen wurden von Pilzen produzierte Phytohormone, wie Auxine, Cytokinine, 
bzw. Gibberelline für die pflanzenwuchsfördernde Wirkung verantwortlich gemacht 
(Newsham, 1999; Tudzynski & Sharon, 2002). Bei dem Wurzelendophyten Piriformospora 
indica liegt eine Wuchsförderung durch auch in Flüssigkulturen gebildete Sekundärstoffe vor, 
die auf verschiedene Pflanzenarten wirken (Varma et al., 1999). Für eine Phaeosphaeria-Art 
(P. sp. L487) wurde Gibberellin-Produktion nachgewiesen (Kawaide et al., 1995; Kenmoku et 
al., 2001; Tudzynski & Sharon, 2002), was belegt, dass Vertreter dieser, das Teleomorph zu 
Stagonospora darstellenden Gattung prinzipiell als Hormonproduzenten in Frage kommen 
können. 
Tests der Flüssigkultur-Überständen von Stagonospora-Arten auf Gibberellin-Gehalte zeigten 
nur bei einem Stagonospora-Isolat (4/99-18) einen schwachen Effekt auf junge Reispflanzen 
(siehe Abbildung 28), der auf schwache Gibberellin-Produktion schließen lässt. Der Flüssig-
kultur-Extrakt aus 4/99-1, welcher in Schilf-Mikrokosmen ebenfalls eine Wuchssteigerung 
hervorrief, zeigte bei Reis keine Wirkung (siehe Abschnitt 3.4). Flüssigkultur-Extrakte des 
Hormonproduktion zeigenden Isolates 4/99-18 ergaben in Abhängigkeit der verwendeten Me-
dien unterschiedliche Wirkung, d.h. in einem Medium erfolgte keine Hormonproduktion, im 
anderen eine schwache Produktion. 
Es sollte daran erinnert werden, dass das verwendete Testsystem nur den Nachweis von Gib-
berellinsäure, jedoch nicht von anderen Hormonen wie Cytokininen erlaubte. Wäre Hormon-
produktion die wesentliche Ursache für die beim Schilf beobachtete Wuchssteigerung, so wä-
re die Produktion von Cytokininen als wahrscheinlicher anzunehmen als Gibberellinprodukti-
on (B. Tudzynski, Westfälische Wilhelmsuniversität Münster, pers. Mitteilung). 
Neben dem eingeschränkten Nachweisbereich des verwendeten Testsystems besteht die Mög-
lichkeit, dass Stagonospora nur wenig Gibberellin bzw. auf den verwendeten Medien über-
haupt keine Hormone produziert. Auf eine solche Variabilität weisen auch die oben beschrie-
benen Befunde des Isolates 4/99-18 hin. Für die oben erwähnte Art Phaeosophaeria sp. L487 
wurde Gibberellin-Produktion in Flüssigkulturen nachgewiesen (Kawaide et al., 1995; Ken-
moku et al., 2001), was eine prinzipielle Hormonproduktion dieser Gattung auch in vitro be-
legt. Da durch Endophyten bedingte Wuchseffekte oft als genotyp- bzw. wirtsartabhängig be-
schrieben wurden (siehe Abschnitte 1.3.5 und 4.3.2), ist es dennoch nicht auszuschließen, 
dass eine signifikante Hormonproduktion in manchen Fällen nur im Kontakt mit einer Wirts-
pflanze erfolgt. Bisher ist nicht bekannt, ob die in dieser Arbeit verwendeten Stagonospora-
Arten Gene für die Gibberellinsynthese haben oder nicht. Infolge der verschiedenen in Frage 
kommenden Hormongruppen und einer umgebungsabhängigen Hormonproduktion durch den 
Pilz kann auf Basis des bisher erhaltenen Ergebnisses keine definitive Aussage getroffen wer-
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den, ob Hormone für den durch Stagonospora bedingten Wuchseffekt ursächlich sind oder 
nicht. 

Eine weitere, in dieser Arbeit nicht untersuchte Möglichkeit ist der Transport bzw. die Pro-
duktion von Vitaminen durch den Pilz. Vitaminproduktion durch Pilze ist bekannt und wird 
auch industriell genützt (Stahman, 2002). Diese Möglichkeiten wurden bereits bei früheren 
Arbeiten über die Wirkung samenbürtiger Pilze als wuchsfördernd in Betracht gezogen (Bose, 
1947; Boursnell, 1950). Aktuelle Angaben zur Produktion von Vitaminen durch endophyti-
sche Pilze oder dadurch ausgelöste Vitalitätssteigerung des Wirtes konnten in der Literatur 
nicht gefunden werden. Daher sind diese Vermutungen mit Vorsicht zu betrachten und wahr-
scheinlich nicht Ursache des beim Schilf beobachteten Effektes. 

Eine Mykorrhiza-ähnliche Funktion ist bei Endophyten, insbesondere bei wurzelbesiedelnden 
Arten wie den DSE, als direkter Wirkmechanismus für die Wuchsförderung der Wirtspflanze 
ebenfalls in Betracht zu ziehen (Bose, 1947; Jumpponen & Trappe, 1998; Newsham, 1999; 
Jumpponen, 2001). Für Piriformospora indica wurde neben der oben erwähnten Produktion 
von Sekundärstoffen ebenfalls eine solche Mykorrhiza-ähnliche Funktion als Ursache der be-
obachteten Wuchsförderungen der Wirtspflanzen ermittelt (Singh et al., 2003). Bei einer der-
artigen Funktion führt der Pilz über in das umliegende Substrat einwachsende Hyphen der 
Pflanze Nährstoffe zu. Diese erhöhte Nährstoffaufnahme könnte auch mit der Mobilisierung 
schwer aufschließbarer mineralischer und organischer Komplexe durch den Pilz einhergehen, 
wie es bei Mykorrhiza bereits gezeigt wurde (Hodge et al., 2001; Landeweert et al., 2001). 
Bei dem in dieser Arbeit verwendeten Mikrokosmos-System lag eine Substrat-Limitierung 
vor, da durch die Düngung von nicht-inokulierten Kontrollpflanzen eine Wuchssteigerung er-
zielt wurde. Dieser Effekt gibt einen Hinweis auf eine Mykorrhiza-ähnliche Funktion der 
Schilf-assoziierten Pilze, welche hier als Wirkmechanismus zugrunde liegen könnte. Auch die 
ausgeprägte Besiedlung der Wurzeln durch Stagonospora legt dies nahe (vgl. Abbildung 11; 
Abbildung 20). 
Trifft diese Folgerung zu, so ist es möglich, dass für den beschriebenen Wuchseffekt eine Ab-
hängigkeit vom Boden-Substrat vorliegen kann. Bei leicht aufschließbaren bzw. gut löslichen 
und im Überschuss vorhandenen Mineralien bringen Mykorrhizapilze häufig keinen Vorteil 
mehr (Johnson et al., 1997); bei sehr starker Nährstofflimitierung wiederum kann durch die 
metabolischen Kosten, die Endophyten verursachen, der Wuchsertrag der Pflanze gemindert 
werden (siehe Abschnitt 4.3.2). 

Neben der hormonell bedingten Wuchsförderung und dem direkten Mechanismus einer my-
korrhizaähnlichen Funktion gibt es bei Endophyten noch einen weiteren Wirkmechanismus: 
Durch blattbesiedelnde Endophyten der Gattung Neotyphodium konnte eine verstärkte Mine-
ralstoffaufnahme im Vergleich zu nicht-infizierten Pflanzen festgestellt werden (Malinowski 
& Belesky, 1999; Malinowski et al., 2000). Hierbei genügt die Endophytenaktivität in den 
oberirdischen Pflanzenteilen, um eine Veränderung von Stoffwechselaktivität, Exsudation 
und Morphologie im Wurzelbereich auszulösen (Sieber, 2002). Ein Hinweis auf diesen Me-
chanismus wurde in dieser Arbeit nicht gefunden, da Stagonospora v.a. die Wurzeln besiedel-
te. Insgesamt ist aufgrund der in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse eine mykorrhizaähnliche 
Funktion von Stagonospora als wahrscheinlichste Ursache des beobachteten Wuchseffektes 
anzunehmen. 
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4.4 Gegenseitige Beeinflussung endophytischer Pilze 

4.4.1 Gemeinsames Auftreten verschiedener Arten 

Im allgemeinen wird eine Pflanze nicht nur durch eine Endophytenart besiedelt, die alle ande-
ren Pilze ausschließt. Mehrere Arten einschließlich pathogener Pilze können gleichzeitig auf-
treten. Samenbürtige Gras-Endophyten kommen oft in mehreren eigenständigen Genotypen in 
der gleichen Wirtsart vor (Schardl et al., 2004). Bei Epichloë/ Neotyphodium-Arten wurde ein 
co-symbiontisches Auftreten zusammen mit p-Endophyten nachgewiesen, die ebenfalls sa-
menbürtig übertragen werden (An et al., 1993; Siegel et al., 1995). Die verschiedenen Pilzar-
ten kommen dabei auch zusammen im selben Samen vor. Ob die im Bodensee-Schilf vor-
kommenden drei verschiedenen samenbürtigen Stagonospora-Arten auch gemeinsam in der 
gleichen Pflanze auftreten, bzw. im gleichen Samen übertragen werden können, kann auf-
grund der vorhandenen Daten nicht beurteilt werden. Dies begründet sich darin, dass die Iso-
late jeweils von separaten Samen und mehreren Blüten stammten, sowie in der Tatsache, dass 
für die Sequenztypen 4/99-5 und 4/99-18 kultivierungsunabhängige Daten für Samen gänzlich 
fehlen. Auch für vegetative Pflanzenteile (vgl. Abschnitt 4.2.1) liegen nur sehr wenige Daten 
vor. 
 
An Schilf wurde eine hohe Endophytendiversität beobachtet (Wirsel et al., 2001). Eine mögli-
che Ursache für diese Vielfalt ist die Vermeidung von Konkurrenz durch Nutzung verschie-
dener Substrate, d.h. pflanzlicher Metabolite oder auch zeit-räumlicher Nischen innerhalb der 
Wirtspflanze. Die aus dem gleichen Probenmaterial durchgeführten nested PCR-Tests ermög-
lichen eine Analyse des gemeinsamen Vorkommens verschiedener Pilzarten: 
Bei der Betrachtung der Wechselwirkung zwischen den beiden untersuchten Microdochium-
Kladen wurde trotz deren gegensätzlicher Habitatspräferenz (siehe Abschnitte 3.2.2.2.3 und 
4.2.2) für das gemeinsame Vorkommen in der gleichen Probe eine statistisch signifikante Be-
günstigung (positive Korrelation) festgestellt (siehe Abschnitt 3.2.2.2.4). Die Ursache hierfür 
könnte möglicherweise ein Schilfgenotyp sein, der von Microdochium-Arten generell bevor-
zugt oder leichter infiziert wird. 
 
Das gemeinsame Vorkommen von Stagonospora 4/99-1 mit beiden Microdochium-Arten lag 
im Schilf von Bodenseestandorten in der Gesamtheit aller Pflanzenteile jeweils unter dem 
theoretischen Erwartungswert einer Zufallsverteilung (siehe Abschnitt 3.2.2.2.5). Hierdurch 
wird eine Tendenz der gegenseitigen Vermeidung beider Arten angezeigt. Diese schwach ne-
gative Korrelation für das gemeinsame Vorkommen ist jedoch nicht statistisch signifikant. 
Die Ergebnisse der in vitro Kompetitionstests (siehe Abschnitt 3.6.2) zeigen an, dass im 
Schilf eine – zur Zeit nicht klarer herausstellbare – gegenseitige Vermeidung infolge der 
leichten Dominanz von Stagonospora 4/99-1 vorliegen könnte (siehe auch Abschnitt 4.4.2). 
Für die verwandte Art Stagonospora nodorum wurde an Winterweizen auf Basis der Isolie-
rung aus den Pflanzen eine deutliche negative Korrelation des gemeinsamen Auftretens mit 
Microdochium bolleyi beschrieben (Chi-Quadrat-Unabhängigkeitstest; Sieber, 1985; Sieber, 
2002). Hierbei war das gemeinsame Vorkommen in Wurzeln nur etwa halb so häufig, wie aus 
einer Zufallsverteilung zu erwarten gewesen wäre; d.h. die Arten scheinen sich gegenseitig zu 
vermeiden. Diese negative Beziehung wurde außer für die Wurzeln auch für oberirdische 
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Pflanzenteile (Halme) gezeigt. Im weiteren wurde eine zeitliche Sukzession der Besiedlung 
festgestellt. Stagonospora nodorum dominierte bei der Weizenentwicklung in den Wurzeln 
die frühen Sukzessionsstadien, Microdochium bolleyi dagegen die späten Stadien. Unklar 
blieb bei diesen Untersuchungen, ob ein echter Antagonismus vorlag oder lediglich eine vom 
Sukzessionsstadium abhängige Dominanz (Sieber, 2002). In einer weiteren Arbeit an Weizen 
wurde – ebenfalls nach Isolierung – in 3,1% aller Stagonospora (Phaeosphaeria) nodorum- 

Vorkommen ein gemeinsames Auftreten mit M. bolleyi ermittelt (Riesen, 1985). Dabei wurde 
jedoch nur eine Abhängigkeit von der Pilz-Häufigkeit an einem Standort, ohne erkennbare 
gegenseitige Wechselwirkung vermutet. Auch von Schilf wurde eine negative Korrelation des 
Vorkommens von Stagonospora sp. und weiterer Pilze berichtet (Bán et al., 2000). Es handelt 
sich hierbei v.a. um das gemeinsame Vorkommen mit dem Rostpilz Puccinia phragmitis. 
 
Bei der statistischen Betrachtung der in dieser Arbeit erhaltenen PCR-Daten ist generell fol-
gendes zu beachten: Die für jede Probe einzeln durchgeführten, sehr sensitiven PCR-Tests 
waren nicht quantitativ, sondern gaben eine alles-oder-nichts-Antwort (siehe Abschnitt 2.5.7). 
Damit lieferten sie keine Information über eine eventuelle unterschiedliche Gewichtung der 
Mycelmasse zweier in der gleichen Probe vorkommenden Arten. Für Untersuchungen hin-
sichtlich positiver oder negativer Korrelation des gemeinsamen Vorkommens zweier Pilzarten 
und Schlußfolgerungen hinsichtlich Kompetition bzw. Antagonismus muss zusätzlich die 
zugrunde liegende Probengröße berücksichtigt werden. Der Umfang des für die DNA-
Präparation eingesetzten Probenmaterials war mit mehreren Teilen des gleichen Organtyps 
bzw. mehrere cm langen Probestücken im Vergleich zu Pilzhyphen relativ groß (vergleiche 
Abschnitt 2.4.2). Selbst bei Verwendung von nur einem Probestück ist bei einer Größe von 
mehreren Zentimetern eine vollständige räumliche Trennung zweier Pilzarten denkbar. Dies 
würde noch verstärkt gelten, wenn diese unterschiedliche Gewebsschichten bevorzugen. So-
mit ist es möglich, dass eventuelle grundsätzlich vorhandene antagonistische Effekte, Konkur-
renz um Metabolite bzw. Raum oder die Besetzung verschiedener kleinräumiger Nischen 
nicht ermittelt werden konnten. Das Vorhandensein solcher kleinräumigen Nischen bzw. das 
Verteilungsmuster der Pilze wurde z.B. an Douglasien-Nadeln (Pseudotsuga menziesii) deut-
lich (Carroll, 1995). 
 

4.4.2 Kompetition 

Die für Schilf festgestellte hohe Diversität assoziierter Endophyten bedingt, dass neben der 
Vermeidung von Konkurrenz durch Nutzung unterschiedlicher Substrate oder räumlicher Ni-
schen auch Kompetition um Raum oder Pflanzenmetabolite stattfinden kann. Mittels Kompe-
titionstests wurden Wechselwirkungen von Stagonospora mit anderen Pilzen in vitro unter-
sucht. Das Ziel hierbei war, die Durchsetzungsfähigkeit des auf Schilf positiv wirkenden Sta-
gonospora zu ermitteln. 
Bei der Interpretation von in vitro-Testergebnissen ist allgemein zu berücksichtigen, dass sie 
die Situation in vivo nur teilweise wiederspiegeln können. Bei Untersuchungen der kompete-
tiven Wechselwirkungen zwischen Microdochium spp. und Fusarium sp. wurde eine begrenz-
te Übertragbarkeit von in vitro-Ergebnissen auf die Situation in planta festgestellt (Simpson et 
al., 2004). In vivo liegt eine andere physiologische Situation vor, aufgrund derer ein anderes 
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Verhalten des Pilzes möglich ist. In vitro-Ergebnisse sind daher nur begrenzt repräsentativ für 
die Situation im Freiland (Sieber, 2002). Ferner werden bei in vitro Tests allgemein die Inter-
aktionspartner zur Vermeidung zu vieler Variablen paarweise zusammengesetzt; dagegen ist 
im Freiland, bzw. in einer Wirtspflanze die Anzahl der wechselwirkenden Interaktionspartner 
deutlich höher. Bei in vitro-Tests erwies sich bereits die Prognose für drei-Arten-Systeme auf 
der Basis von zwei-Arten-Systemen als nicht zuverlässig durchführbar (Sturrock et al., 2002), 
was die Problematik der Übertragbarkeit ins Freiland deutlich werden lässt. In der vorliegen-
den Arbeit wurden die Kompetitionstests nur bei einer einheitlichen Temperatur durchgeführt. 
Hierbei ist zu berücksichtigen, dass die Verhältnisse der Wuchsgeschwindigkeiten infolge un-
terschiedlicher Temperaturoptima (siehe auch Abbildung 32) und das Verhalten bei höheren 
oder niedrigeren Temperaturen anders sein können (Sturrock et al., 2002). Ein technisches 
Problem liegt in der unterschiedlichen Wuchsgeschwindigkeit der Kompetitoren. Dies kann 
die Interpretation erschweren, da ein rasch wachsender Kompetitor stets eine Tendenz hat, die 
Kolonie eines langsamwüchsigen zu umwachsen und damit überlegen zu erscheinen, ohne 
dass eine echte antagonistische Wirkung vorliegt. Durch vorgezogene Inokulation des lang-
samer wachsenden Stagonospora-Isolates 4/99-1 wurde versucht, diesem Phänomen entge-
genzuwirken. Diese Vorgehensweise wurde z.B. auch von Yuen et al. (1999) angewandt. 
 
Die Kompetitionsfähigkeit der Stagonospora-Arten lag insgesamt meist nahe an bzw. unter 
der Neutralitätsgrenze (= Gleichwertigkeit der Kompetitoren) der Interaktion. Lediglich für 
das Stagonospora-Isolat 4/99-1 schien ein leichter kompetetiver Vorteil zu bestehen (siehe 
Abschnitt 3.6.2 und Abbildung 34). Aus den erhaltenen Daten lässt sich insgesamt ersehen, 
dass die Durchsetzungsfähigkeit von Stagonospora im Freiland möglicherweise begrenzt ist. 
Als besonders starke Kompetitoren, gegen die sich Stagonospora nicht durchsetzen kann, er-
wiesen sich Vertreter der Gattungen Gliocladium und Trichoderma (siehe Abbildung 35, 
Abbildung 36, Abbildung 37). Diese sind in der Literatur aufgrund ihrer ausgeprägten ant-
agonistischen Wirkung gegen andere Mikroorganismen als Biokontrollpilze bekannt gewor-
den (Papavizas, 1985; Kredics et al., 2003). Das Verhältnis von Stagonospora 4/99-1 gegen-
über Microdochium 5/97-54 wurde in den durchgeführten Tests (siehe Abschnitt 3.6.2) als 
leichte Dominanz von Stagonospora über Microdochium ermittelt. Dieses Ergebnis wieder-
spiegelt auch die durch PCR festgestellte schwach negative Korrelation beim gemeinsamen 
Auftreten in der Pflanze im Freiland (siehe Abschnitte 3.2.2.2.5 und 4.4.1). 
 
Aus der vorhandenen Literatur ist eine gewisse Kompetitionsfähigkeit in vivo von Stago-
nospora spp. gegenüber anderen Pilzen ersichtlich: In Weizen wurde eine antagonistische Be-
ziehung zwischen S. nodorum und Microdochium bolleyi beschrieben, bei der die Pilze offen-
bar Raumkonkurrenten sind und keine absolute Dominanz der einen über die andere Art be-
steht (Sieber, 1985). Die Grundlage dieser negativen Beziehung beider Arten konnte jedoch 
noch nicht aufgeklärt werden (Sieber, 2002; siehe auch Abschnitt 4.4.1). Ebenso wurde bei 
Weizen eine Verhinderung der Ausbreitung einer Epicoccum-Art durch die Anwesenheit von 
S. nodorum festgestellt (Sieber, 1985). Stagonospora-Arten sind auch als Hyperparasiten auf 
verschiedenen, u.a. pathogenen Pilzen an Eiche (Quercus sp.) bekannt geworden (Vajna, 
2003). Stagonospora zeigte bei den in dieser Arbeit durchgeführten Tests hinsichtlich Kom-
petition und negativer Korrelation des Auftretens zusammen mit Microdochium im Freiland 
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somit insgesamt ein ähnliches Verhalten, wie es an anderen Systemen ebenfalls beschrieben 
wurde. 
 
Folgende weitere Anhaltspunkte für die mögliche begrenzte in vivo- Kompetitionsfähigkeit 
des in dieser Arbeit ausführlicher untersuchten Stagonospora-Isolates 4/99-1 ergeben sich aus 
den Mikro- und Makrokosmos-Experimenten: Beim Einwuchs in Schilf-Keimlinge aus Saat-
gut mit natürlicher Pilzbefrachtung zeigten sich Differenzen zwischen der Besiedlung der 
Wurzeln bei der unbehandelten bzw. der oberflächensterilisierten Variante (siehe Abschnitt 
3.2.1.4 und Abbildung 11). Dies kann auf die unterschiedlichen Bedingungen zurückgeführt 
werden, denen Stagonospora ausgesetzt war: Bei der oberflächensterilisierten Variante war er 
weniger dem Konkurrenzdruck solcher Pilzarten ausgesetzt, die sich auf der Oberfläche des 
nicht behandelten Materials befinden. Somit könnte dem geringeren Besiedlungserfolg an den 
Wurzeln offenbar ein kompetetiver Nachteil zugrunde liegen, der sich auch im gleichzeitigen 
verstärkten Ausweichen des Pilzes in die oberirdischen Abschnitte wiederspiegelt (vgl. 
Abbildung 11). 
 
Ein weiterer Hinweis auf die in vivo-Kompetitionsfähigkeit ergibt sich aus dem im Freiland 
angesetzten Schilf-Makrokosmos. Hier konnte bereits drei Monate nach dem Auspflanzen 
Stagonospora mikrobiologisch nicht mehr nachgewiesen werden, obwohl der Pilz während 
der gesamten Vorkultivierungsphase nachweisbar war (siehe Abschnitt 3.3.3). Mit der Abwe-
senheit oder dem eventuell nur noch geringen Vorkommen des Pilzes fällt auch das Ausblei-
ben der in den Mikrokosmen beobachteten Wuchssteigerung zusammen. Dieser Beobachtung 
liegt offenbar ein Verdrängungsprozess durch andere die Wurzeln ebenfalls besiedelnde Pilz-
arten zugrunde. Ähnliche Vorgänge wurden bei DSE (Dark Septate Endophytes) an vitalen 
Kiefernsämlingen während deren Anzucht in Baumschulen beobachtet. Hier wurden die wäh-
rend der ganzen Anzuchtdauer persistenten Pilze nach der Auspflanzung durch Mykorrhiza-
pilze verdrängt (Sieber, 2002). 
Hierzu ist nochmals zu bemerken, dass der Pilz in der früheren Isolierungskampagne (Wirsel 
et al., 2001; vgl. Abschnitt 4.2.1) nicht gefunden wurde, obwohl er gemäß dem PCR-
Nachweis (siehe Abschnitt 3.2.1.3.1) regelmäßig – wenn auch mit einer möglicherweise ge-
ringen Mycelmasse – in den Schilfbeständen am Bodensee vorkommt. Somit ist neben einer 
vollständigen Verdrängung durch andere Pilze also auch ein schlechtes Auswachsen infolge 
einer Konkurrenzsituation bei der Reisolierung, besonders bei stark verminderter Häufigkeit, 
denkbar. PCR-Daten, die eine weitergehende Aussage hinsichtlich Restvorkommen von Sta-
gonospora sp. 4/99-1 erlauben würden, liegen jedoch nicht vor. 
 
Entgegen der in vitro festgestellten, insgesamt im neutralen Bereich liegenden – also begrenz-
ten – Kompetitionsfähigkeit und der beim Freilandversuch beobachteten offensichtlichen 
Verdrängung durch andere Pilze kommt Stagonospora im Schilf am Bodensee verbreitet, 
wenn auch mit möglicherweise nur geringer Konzentration (vgl. Abschnitt 4.2.1) vor. Offen-
bar kann sich der Pilz unter geeigneten, noch nicht bekannten und im Freilandversuch nicht 
bereitgestellten Bedingungen trotzdem gegen andere Kompetitoren durchsetzen oder mit ih-
nen koexistieren. Möglicherweise liegt dies an der Besetzung kleiner räumlicher bzw. ökolo-
gischer Nischen. 
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In dem an Bodenseestandorten vorliegenden Fall einer Koexistenz mit weiteren Pilzen kann 
durch diese eine Überlagerung des von Stagonospora ausgelösten Wuchseffektes stattfinden. 
Damit ist es möglich, dass dieser samenbürtigen symbiontischen Gattung eine bedeutsame 
Rolle nur temporär in der frühen Phase der Etablierung neuer Schilfbestände aus Keimlingen 
zukommt, während andere Pilze die jungen Pflanzen noch nicht besiedelt haben. Diese tem-
poräre Bedeutung liefert gleichzeitig eine mögliche Erklärung für die Persistenz dieses verti-
kal übertragenen Pilzes in den Wirtspopulationen (vgl. Faeth & Sullivan, 2003; Abschnitt 
4.1.2). 
Über diese sich an nicht-überfluteten Standorten vollziehende Keimlingsentwicklung des 
Schilfes (siehe Abschnitte 1.1.1 und 1.1.2) hinaus könnte die Bedeutung von Stagonospora 
habitatsabhängig sein. Überflutete und somit extreme Habitate, sind für die an Schilf auf tro-
ckenen Standorten vorkommenden arbuskulären Mykorrhiza-Pilze nicht geeignet (Wirsel, 
2004). In solchen Habitaten ist eine Übernahme der nährstofftransportierenden und nischen-
besetzenden Funktion derselben durch endophytische Pilze bei manchen Pflanzenarten mög-
lich (Thormann et al., 1999; Sieber, 2002). Hinweise auf einen derartigen Ersatz von Mykor-
rhiza durch Endophyten finden sich auch in anderen extremen Habitaten, z.B. arktischen und 
alpinen kalten Standorten, sowie in Halophyten auf Standorten mit hoher Salzkonzentration 
(Sieber, 2002). Hier fehlt ebenfalls die arbuskuläre Mykorrhiza, während Wurzelendophyten 
vorhanden sind. 
 

Allgemein ist ein Vorteil endophytischer Pilze im Freiland gegenüber saprophytischen bei der 
Nützung des pflanzlichen Materials als Substrat zu erwarten. Dieser begründet sich darin, 
dass die Endophyten beim Abbau des seneszenten Materials im Herbst bereits in den Pflan-
zenteilen anwesend sind und damit einen Vorsprung haben, während reine Saprobier diese 
erst von außen besiedeln und eindringen müssen (Sieber, 1985; vgl. Hudson, 1968). 
 
Abschließend lässt sich feststellen, dass unter den zahlreichen mit der Schilf-Pflanze assozi-
ierten Pilzen mutualistische Endophyten vorkommen, die über die Samen übertragen werden 
können. Diese können in Abhängigkeit der Umweltbedingungen der Pflanze einen Vitalitäts-
vorteil verleihen. Sie scheinen v.a. temporär bei der Etablierung junger Keimlinge von beson-
derer Bedeutung zu sein. Durch die erbliche Assoziation haben die Pflanzen einen Vorteil von 
Anfang an, während Keimlinge aus endophytenfreiem Saatgut erst aus der Umgebung besie-
delt werden müssten, um einen durch den Pilz vermittelten Vorteil zu nutzen. 
 

4.5 Ausblick 

In dieser Arbeit erfolgte eine konzentrierte Bearbeitung einiger weniger Gruppen aus der gro-
ßen Vielfalt schilfassoziierter Pilze. Trotz der Beschränkung auf wenige Pilze konnten nicht 
alle Fragestellungen beantwortet werden, bzw. sind während der Arbeit neue Perspektiven 
aufgetreten. Deshalb sollen abschließend noch ungeklärt gebliebene und neue interessante 
Fragen und künftige mögliche Arbeitsfelder angesprochen werden. 
 
Teile des Lebenszyklus, der Infektionswege und der Verbreitungsmechanismen von Stago-
nospora im Freiland sind noch nicht sicher ermittelt (siehe Abbildung 38). Zur Aufklärung 
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des Infektionsweges über die Wurzeln könnte hier die Beprobung abgestorbener Pflanzenteile 
im Freiland während des Winters, sowie die Entnahme von Bodenproben in der Nähe der 
Pflanzen beitragen. Über die Isolierung aus diesen Materialien und die Beobachtung von Spo-
rulation wären das Vorkommen und die Vitalität des Pilzes in der Umgebung ohne direkten 
Kontakt zur Pflanze nachweisbar. Durch die Aufstellung von Sporenfallen im Frühjahr, bzw. 
Sommer würde man Aufschluß bekommen, ob der Pilz im Freiland sporuliert und dadurch 
mit einer zusätzlichen Infektion der Schilfpflanzen durch Sporenflug zu rechnen ist. 
Durch die Isolierung, bzw. den PCR-Nachweis von Stagonospora aus scharf oberflächensteri-
lisierten Schilfsamen wurde nachgewiesen, dass sich der Pilz im Inneren der Samen befindet. 
Über die genaue Lokalisierung des Pilzes in den verschiedenen Schichten des Schilf-Samens 
und den Zeitpunkt der Infektion des pflanzlichen Embryos ist jedoch noch nichts bekannt. 
Immunofluoreszenzmikroskopie an keimenden Samen mit natürlicher Pilzbefrachtung könnte 
hier hilfreich sein. 
 
Die optimalen Infektions-, bzw. Durchsetzungsbedingungen von Stagonospora sind eine wei-
tere offene Frage. An jungen Schilfkeimlingen wurde bei den verwendeten Mikrokosmossys-
temen eine gute Infektionsfähigkeit von Stagonospora festgestellt. Für manche endophytische 
Pilze wurde bei artifizieller Inokulation eine Alters-, Umgebungs- und Methodenabhängigkeit 
der erfolgreichen Infektion festgestellt (Latch & Christensen, 1985). Dementsprechend kann 
auch bei Stagonospora mit einer von den Bedingungen abhängigen Infektionsfähigkeit ge-
rechnet werden. Hierbei wäre es interessant zu wissen, ob nicht nur die mechanisch weniger 
festen Wurzeln junger Keimlinge, sondern auch jene älterer Pflanzen infiziert werden können, 
bzw. bis zu welchem Alter der Wurzelabschnitte Infektion erfolgen kann. 
 
Für die Durchsetzungsfähigkeit von Stagonospora in vivo sind neben den idealen Bedingun-
gen bei der Interaktion mit der Wirtspflanze Wechselwirkungen mit anderen Pilzen und deren 
Optimalbedingungen von Bedeutung. Die durchgeführten in vitro-Kompetitionstests wurden 
auf unterschiedlichen Substraten, aber bei einer einheitlichen Temperatur angesetzt. Das 
Wuchsverhalten der Pilze ist jedoch stark temperaturabhängig, so dass das Ergebnis der Inter-
aktion einer Pilzkombination mit der Temperatur variieren kann. Bei einer Fortführung von in 
vitro-Studien ist daher die Einbeziehung verschiedener Temperaturen sinnvoll. In diesem Zu-
sammenhang können auch Anhaltspunkte für molekulare Mechanismen beobachteter Interak-
tions-Phänomene wie Hemmhofbildung oder Lyse gewonnen werden. Dies könnte durch die 
Applikation von Flüssigkulturüberständen auf die Kolonie eines der Kompetitoren erfolgen. 
Kompetitionstests in vivo durch Inokulation von Mikrokosmospflanzen mit zwei Pilzarten 
würden authentischer als in vitro Tests die mikroskopische Beobachtung von deren Ausbrei-
tungsverhalten gestatten. Zusätzlich würde dieses Testsystem die Untersuchung des Gesamt-
effektes antagonistisch bzw. synergistisch wirkender Pilze auf die Pflanze im Vergleich zu 
den durch die Pilze bedingten Einzeleffekten erlauben. 
Über die Analyse der Kompetition endophytischer Pilze in vivo hinaus ist es untersuchens-
wert, ob Schilfendophyten ebenso, wie teilweise von anderen Endophyten berichtet (Arnold et 
al., 2003; siehe auch Abschnitte 1.3.5 und 1.3.6), ihrer Wirtspflanze einen Schutz vor patho-
genen Pilzen, z.B. Oomyceten wie Phytophthora- oder Pythium-Arten, vermitteln. Dieser 
könnte bei Stagonospora-Arten, die infolge der Samenbürtigkeit bereits in den jungen Keim-
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lingen anwesend sind, von besonderer Bedeutung während dieser empfindlichen Phase sein. 
Wissenswert wäre auch, ob ein möglicher Schutz systemisch oder lokal ist, ob er auf Raum- 
und Nahrungskonkurrenz oder auf direktem Antagonismus beruht und ob er von einer Vorbe-
siedlung durch den Endophyten abhängt oder auch nach Infektion durch Verdrängung des Pa-
thogens erfolgen kann (vgl. Clay, 2004). 
 
Die Mechanismen, die der Wuchsförderung zugrunde liegen, konnten in dieser Arbeit nicht 
sicher aufgeklärt werden. Im Falle einer hormonal bedingten Förderung konnten zwar Gibbe-
relline als entscheidender Mechanismus offenbar ausgeschlossen werden. Für weitere Hor-
mongruppen ist dies jedoch noch nicht geklärt, da diese nicht untersucht wurden. Ebenso ist 
die Möglichkeit einer vom Medium abhängigen Hormonproduktion eine offene Frage. Zur 
Klärung einer Mykorrhiza-ähnlichen Funktion und deren Leistungsfähigkeit wäre eine Unter-
suchung verschiedener Pflanzsubstrate mit variablem Nährstoffgehalt zweckmäßig. Weiterhin 
besteht die Möglichkeit, dass Schilfendophyten Mykorrhiza-Funktionen an überschwemmten 
Standorten, auf denen arbuskuläre Mykorrhiza-Pilze nicht vorkommen, übernehmen können 
(vgl. Abschnitt 4.4.2). Dieser Ersatz von Mykorrhiza könnte durch die Inokulation von Schilf-
Mikrokosmen mit Kombinationen von Endophyten und Mykorrhizapilzen unter Variation der 
Feuchtebedingungen untersucht werden. Das Besiedlungsausmaß und der Einfluss auf den 
Wuchs der Pflanzen würden hierbei den Nutzen der Pilze in Abhängigkeit der Habitate auf-
zeigen. In diesem Zusammenhang wäre nicht nur der Einfluss der Pilze auf äußere Wuchspa-
rameter, sondern auch auf den Nährstoff- und Chlorophyllgehalt der Pflanzen zu untersuchen, 
da dieser u.U. auch bei identischen Biomasseparametern variieren kann. 
 
Da für viele endophytische Pilze ein Kontinuum zwischen latentem Parasitismus und Mutua-
lismus besteht (vgl. Abschnitt 1.3.3), was in ähnlicher Weise auch für Mykorrhiza-Pilze exis-
tiert (Johnson et al., 1997), bleibt zu klären, ob die in dieser Arbeit festgestellte positive Wir-
kung von Stagonospora allgemein stabil ist, oder ob bei Verschiebung der äußeren Bedingun-
gen der Pilz auch negative Effekte haben kann. Im weiteren ist auch nicht bekannt, ob die be-
arbeiteten Stagonospora-Isolate nur Schilf als alleinige Wirtspflanze haben oder ob sie auch 
auf anderen Pflanzen mutualistisch sein können oder sonstigen Einfluss nehmen. 
 
Abschließend bleibt zu klären, welche Rolle die während der ganzen Vegetationsperiode und 
offenbar auch während der ganzen Lebensdauer des Schilfes vom Keimling an gegenwärtigen 
und fördernden Pilze beim Eintritt der Seneszenz im Herbst spielen und wieviel sie zum Ab-
bau des toten Materials beitragen. 
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5. Zusammenfassung 
Von oberflächensterilisierten Schilf- Samen (Phragmites australis) vom Bodensee wurden en-
dophytische Pilze isoliert, die mittels klassischer und molekularer Taxonomie identifiziert 
wurden. Die meisten dieser Isolate wurden als drei verschiedene Stagonospora-Arten identifi-
ziert. Damit wurde gezeigt, dass in Schilf mehrere Arten samenbürtiger Endophyten vorkom-
men. Der häufigste Typ (Sequenztyp 4/99-1) hatte innerhalb der aus Samen erhaltenen Isolate 
einen Anteil von 46%. Er weist eine mit dem Stamm Stagonospora neglecta var. colorata 
CBS 343.86 übereinstimmende ITS-Sequenz auf. 
Für Stagonospora 4/99-1 wurden auf Basis der Variabilität der internal transcribed spacer 
(ITS) der ribosomalen DNA spezifische PCR-Primer entwickelt. Nested PCR-Analysen zeig-
ten, dass diese Art in Samen je nach Standort und Jahr mit einer Häufigkeit von bis zu ca. 80% 
vorkommt. Es wurde an Mikrokosmen mit Keimlingen, die aus Samen mit natürlicher En-
dophytenbefrachtung angezogen wurden, gezeigt, dass der Pilz in Wurzeln und oberirdische 
Teile der sich entwickelnden Keimlinge einwuchs und somit erfolgreich auf die nächste 
Wirtsgeneration übertragen wurde. 
Das Vorkommen dieser Art wurde an vier Bodensee-Standorten über eine Zeitspanne von drei 
Jahren durch nested PCR an insgesamt 252 Proben verschiedener Organe von 66 Pflanzen, 
sowie zusätzlich an Samen untersucht. Die Ergebnisse zeigen an, dass Stagonospora 4/99-1 in 
Wurzeln und Rhizomen in niedriger Häufigkeit persistiert, während der Vegetationsperiode in 
den wachsenden Halm aufsteigt, wo er ebenso wie in Blättern im Spätsommer in höherer Häu-
figkeit vorkommt. Er wächst vermutlich in die Samenanlage ein, um so auf die Nachfolgege-
neration übertragen zu werden („vertikale Transmission“). 
Zur Untersuchung des Einflusses Schilf-assoziierter Pilze auf den Wirt wurden Methoden zur 
Gewinnung axenischer Keimlinge aus Samen entwickelt. In solchen Mikrokosmen wurde ein 
signifikant verstärktes Wachstum von Schilf nach Inokulation mit Stagonospora und Micro-
dochium über einen Zeitraum von 4-5 Monaten festgestellt. Dies zeigt, dass auch bei Schilf 
mutualistische Pilze vorkommen, für die eine erbliche Assoziation mit ihrer Wirtspflanze be-
steht. 
Pflanzen aus Mikrokosmen und Keimlinge aus Samen mit natürlicher Pilzbefrachtung wurden 
zur genauen Lokalisierung des Pilzes immunofluoreszenzmikroskopisch mit einem gegen Sta-
gonospora gerichteten Antikörper untersucht. Die Pilzhyphen wuchsen v.a. zwischen den Epi-
dermiszellen der Wurzeln und in Kontakt mit der ersten Schicht cortikaler Zellen. In Blättern 
und Halmen von Keimlingen wurde in Parenchym-Geweben das Vorkommen einzelner 
Hyphen beobachtet. Durch die Lokalisierung im gesunden Pflanzengewebe wurde der en-
dophytische Status des Pilzes bestätigt. Ergebnisse aus in vitro-Kompetitionstests zeigten eine 
begrenzte Konkurrenzfähigkeit der Stagonospora-Isolate gegen andere Schilf-assoziierte Pil-
ze. 
Die erhaltenen Daten deuten insgesamt darauf hin, dass samenbürtige Stagonospora-Arten v.a. 
bei Schilfkeimlingen eine besondere, möglicherweise temporäre Bedeutung haben. Hierbei 
können sie aufgrund einer mykorrhizaähnlichen Funktion den jungen, noch nicht durch andere 
Pilze infizierten Keimlingen bei der Besiedlung neuer Standorte Vorteile verschaffen. 
Für weitere Endophyten, Microdochium spp. und Trichoderma sp., wurde an Wurzelproben 
durch nested PCR eine spezifische Bevorzugung überschwemmter bzw. trockener Habitate 
gezeigt. Für zwei Vertreter der Gattung Microdochium wurde hierbei eine entgegengesetzte 
Bevorzugung der unterschiedlichen Habitate gezeigt. Zusätzlich konnte gezeigt werden, dass 
sich diese nahe verwandten Arten auch hinsichtlich ihrer optimalen Wachstumstemperatur un-
terscheiden. 
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6. Anhang 

6.1 Herkunft der Chemikalien 

Die verwendeten Standardchemikalien waren von analytischem Reinheitsgrad. Sie wurden, 
sofern in der unten aufgeführten Liste nicht anders erwähnt, von den Firmen Merck (Darm-
stadt), Riedel-de-Haen (Seelze), Roth (Karlsruhe) und Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Tauf-
kirchen) bezogen. 
 
Agar (Agar-Agar) Serva, Heidelberg 
Agarose (Neeo) Roth, Karlsruhe 
Ampicillin, Na-Salz Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
Big Dye Terminator Cy-
cle Sequencing Kit 

Perkin Elmer Applied Biosystems, Boston, MA, USA 

BSA Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz 
Chelex 100 Bio-Rad Laboratories GmbH, München 
dNTP’s Fermentas GmbH, St. Leon-Rot 
Gerstenmalzextrakt Biomalt Kraftnahrung, Villa Natura Gesundprodukte GmbH, Kirn 
MgCl2 Fermentas GmbH, St. Leon-Rot 
NucleoSpin Plant Kit Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Düren 
PCR-Primer MWG-Biotech AG, Ebersberg 
Reaktionspuffer für PCR Fermentas GmbH, St. Leon-Rot bzw. MWG-Biotech AG, Ebers-

berg 
Streptomycinsulfat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
Taq DNA-Polymerase Fermentas GmbH, St. Leon-Rot bzw. MWG-Biotech AG, Ebers-

berg 
Triforin („Saprol neu“) Cyanamid Agrar GmbH & Co. KG, Schwabenheim 
V8-Gemüsesaft Campbell Grocery Products Ltd., Norfolk, England 
 
 

6.2 Abkürzungen 
 
Annealing Anlagerung der Primer 
BSA Rinderserum-Albumin (Bovine serum albumin) 
ca. circa 
CBS Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht, Niederlande 
cfu Colony forming units 
cm Zentimeter 
CTAB Cetyltrimethylammoniumbromid 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA Desoxy-Ribonucleinsäure 
dNTP Desoxynukleotidtriphosphat(gemisch) 
DSE Dark septate endophytes 
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EtOH Ethanol 
fg Femto-Gramm, 10-15 g 
g Gramm 
g Erdbeschleunigungsfaktor = 9,81 m/s2 (nur für Zentrifugation) 
GA3 Gibberellinsäure 
H2O Wasser 
l Liter 
leg. legit = gesammelt von (Person) 
Mg Magnesium 
MgCl2 Magnesiumchlorid 
min Minute(n) 
mm Millimeter 
mM millimolar 
µ mikro 
µE Mikro-Einstein 
Na Natrium 
Na2SO4 Natriumsulfat 
NaOCl Natriumhypochlorit, „Chlorbleichlauge“ 
ng Nano-Gramm, 10-9 g 
(NH3)2SO4 Ammoniumsulfat 
p.a. Für Analyse 
PBS Phosphat Buffered Saline 
PCR Polymerase Chain Reaction (Polymerase-Kettenreaktion) 
pg Piko-Gramm, 10-12 g 
pH potentia Hydrogenii 
rpm Umdrehungen pro Minute (rotations per minute) 
RT Raumtemperatur 
S Svedberg, Sedimentationskoeffizient 
sec Sekunde 
SNA Synthetischer Nährstoffarmer Agar 
Std. Stunden 
Taq Thermophilus aquaticus 
U Unit (Einheit für Enzymaktivität) 
w/v weight/volume, d.h. Gewicht pro Volumen 
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