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Abstract:

Several studies show that polyphenol oxidase (PPO) in red clover reduces proteolysis
and increases nitrogen use efficiency of the ruminant, but not much is known about
factors affecting PPO activity in red clover plants. PPO activity was analysed in red
clover plants from legume-grass mixtures subjected to three different management
systems. The cutting frequency (3 or 5 cuts) caused only minor differences in PPO
activity, whereas a significant increase in PPO activity could be proved for the rota-
tional grazing system (RG), compared to the simulated grazing system (SG, 5 cuts)
with equal use frequency. Results indicate a metabolic adaptation of the red clover
plants due to the grazing process itself, leading to a control factor which has to be
considered in case of red clover nutrition properties.

Einleitung und Zielsetzung:

Voraussetzung fiir eine Verringerung der Umweltbelastung durch Stickstoffaustrage
und eine effiziente N-Nutzung im Grinland ist unter anderem eine verbesserte Stick-
stoffnutzungseffizienz (NUE) der Wiederkauer. Bisher dominierende Futterlegumino-
sen wie WeiRklee oder Luzerne bieten hohe Futterqualitat, weisen aber erhéhte Ab-
bauraten des Rohproteins auf, die beim Wiederkduer durch einen ungunstigen
Protein-Energie-Quotienten des Futters zu einer Verringerung der NUE fihren kon-
nen. Wahrend bei der Stallhaltung ein Ausgleich in der Rationsgestaltung durch Kraft-
futter, Futterzusatze mit geschitztem Protein oder physikalische bzw. chemische
Behandlungen des Futters erzielen lasst, ist bei der Weidehaltung eine gezielte Ver-
anderung der UDP-Fraktion auR3erst schwierig zu gestalten. In einigen Leguminosen-
arten vorkommende sekundére Pflanzeninhaltsstoffe wie kondensierte Tannine oder
Polyphenoloxidase (PPO) wirken hemmend auf den raschen Proteinabbau in den
Vormégen. Die Wirkung der Tannine ist weitgehend erforscht und es wurden entspre-
chende Grenzkonzentrationen im Futter ermittelt, die den gewiinschten Effekt erzie-
len, ohne die Leistung des Tieres negativ zu beeinflussen. Fir die PPO liegen noch
keine vergleichbaren Daten vor, bei vielen Mechanismen und Einflussfaktoren besteht
erheblicher Forschungsbedarf.

Generell ist die im Rotklee enthaltene PPO verantwortlich fir die enzymatische Brau-
nungsreaktion vieler Pflanzen, bei der durch die Oxidation von o-Diphenolen sehr
reaktive o-Quinone entstehen, welche mit weiteren Phenolen und Proteinen Komplexe
bilden kénnen. Die Rolle der PPO-Reaktion ist noch nicht vollstandig geklart, es wird
aber angenommen, dass sie zum Schutz vor Fral3 durch Herbivore dient. In der Wie-
derkduerernéhrung tUbernehmen die Quinon-Protein-Komplexe die Funktion eines
geschitzten Proteins und kénnen zu einem reduzierten Proteinabbau im Pansen und
folglich zur Verbesserung der NUE beitragen (BRODERICK et al. 2001). Ergebnisse
verschiedener Studien bestatigen die Wirkung der PPO-Aktivitat in der Tierernghrung.
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In mehreren Untersuchungen wurde fir Rotklee im Vergleich zu Luzerne mit ver-
gleichbaren Proteingehalten ein verringerter Proteinabbau sowohl in Silage als auch
im Pansen festgestellt und dieser Effekt auf die PPO-Aktivitat im Rotklee zuriickge-
fuhrt (SULLIVAN & HATFIELD 2006, JONES et al. 1995). Nach der Aufnahme von
Rotklee als Futterpflanze wurde eine resultierende verbesserte NUE bei Wiederkéau-
ern beobachtet, die durch Veranderungen der Anteile an ausgeschiedenem N in
Milch, Blut und Kot belegt wurde (BRODERICK et al. 2001). Es wird angenommen,
dass variierende Gehalte an PPO in Rotklee unterschiedlich starke Effekte auf die
Proteinverdaulichkeit haben. Sowohl Gehalt als auch Aktivitdt der PPO in Rotklee
kénnen durch verschiedene Faktoren beeinflusst werden. Unterschiede treten unter
anderem zwischen verschiedenen Rotklee-Sorten auf (FOTHERGILL & REES 2005),
kénnen aber auch durch Wachstumsbedingungen oder jahreszeitliche Effekte bedingt
sein. Weiterhin werden mehrere PPO-Gene in den jeweiligen Pflanzenteilen unter-
schiedlich stark exprimiert, weshalb die PPO-Aktivitét in einer Rotkleepflanze wahrend
des Wachstums je nach phéanologischem Entwicklungsstadium bzw. zum entspre-
chenden Zeitpunkt dominierenden Pflanzenorgan schwanken kann (SULLIVAN et al.
2004, KIM et al. 2001). So ist auch bei unterschiedlicher Nutzung von Rotkleeauf-
wiichsen ein variierender PPO-Gehalt bzw. -Aktivitat zu vermuten.

Vergleichende Studien zur PPO-Aktivitat in Schnitt- und Beweidungssystemen sind
nicht bekannt, es sind jedoch Einflisse durch das Alter der Aufwiichse bzw. durch den
mit der Beweidung einhergehenden Verbiss, Tritt und N-Eintrag durch Kot und Harn
zu erwarten.

Methoden:

Datenbasis der Untersuchung bilden Ergebnisse eines aktuellen Projektes zur Leis-
tungsfahigkeit von Leguminosenarten unter Beweidung und Schnitthutzung. Der
Versuch wurde als Spaltanlage in vollstandig randomisiertem Blockdesign mit drei
Wiederholungen angelegt. Beprobt wurden im Rahmen der hier relevanten Fragestel-
lung im Jahr 2005 als erstem Hauptnutzungsjahr die Parzellen mit Rotklee-Gras-
Gemenge unter drei verschiedenen Nutzungsarten: Simulierte Beweidung (SBW) mit
einer 5-Schnitt-Nutzung, Beweidung (BW) als Umtriebsweide mit einer Besatzstarke
von 2 GV/ha und ebenfalls 5 Nutzungsterminen sowie Siloschnitt (Silo) mit einer 3-
Schnitt-Nutzung. Zwischen den Terminen der 5-Schnitt-Nutzungen lagen jeweils etwa
30 Tage, der Siloschnitt erfolgte nach je etwa 50 Tagen. Im Falle der BW wurden die
Tiere je 3-5 Tage auf den Parzellen belassen, bis ein Weiderest von etwa 20% er-
reicht wurde. Fur das zweite Versuchsjahr 2006 wurde der Versuch ebenfalls im
Vorjahr angelegt, jedoch wurde hier der Vergleich der Schnittparzellen durch eine
weitere Variante mit mechanisch induziertem Stress (+MS) als Ersatz der bei der
Beweidung auftretenden Belastung durch Tritt und Biss erganzt. Hierbei wurden
Parzellen mit 3- bzw. 5-Schnitt-Nutzung (SBW+MS bzw. Silo+MS) unmittelbar nach
dem Schnitt mit einer Cambridge-Walze an zwei aufeinander folgenden Tagen ge-
walzt, um die mechanische Beschadigung durch Tritt und Biss der weidenden Tiere zu
simulieren. Die Probenahmen und weitere Aufarbeitung der Pflanzen erfolgten in
beiden Versuchsjahren nach gleichem Schema. Vor dem Schnitt wurde das phanolo-
gische Entwicklungsstadium in Anlehnung an FAGERBERG (1988) bonitiert, um
diesen Parameter in die Auswertung einbeziehen zu kénnen, die Daten zum Reifesta-
dium wurden als mean stage by count (MSC) angegeben. Weiterhin wurden die Ertra-
ge ermittelt und an getrockneten Proben die Ublichen Futterqualitdtsparameter erho-
ben, wie z. B. Faser- und Rohproteingehalt, Verdaulichkeit, ME und NEL. Fur die
Analyse der PPO-Aktivitat wurden unmittelbar vor dem jeweiligen Schnitttermin bzw.
Aulftrieb der Tiere auf den entsprechenden Parzellen Rotkleepflanzen in einer Schnitt-
héhe von 5 cm beprobt, in Blatt und Sténgel getrennt und sofort eingefroren, um den
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aktuellen biochemischen Status zu konservieren. Die Extraktion der PPO erfolgte in
Anlehnung an ESCRIBANO et al. (1997) aus gefrorenem Blattmaterial mittels Phos-
phatpuffer, die spezifische Aktivitat wurde anschlieBend unter Verwendung von Kaf-
feeséure als Substrat photometrisch bei 400 nm Uber einen Zeitraum von 12 Minuten
gemessen. Einzelne Beobachtungen der SBW- und BW-Systeme wurden einer Vari-
anzanalyse unterzogen. Schnitttermine wurden als wiederholte Messung betrachtet.
Unterschiede zwischen Systemen innerhalb eines Schnitttermins wurden anhand
eines Student-t-Tests verglichen und die Irtumswahrscheinlichkeiten durch den Bon-
ferroni-Holm-Test korrigiert.

Ergebnisse und Diskussion:

Im Jahr 2005 zeigte sich im Verlauf der Vegetationsperiode bei allen Systemen ein
Anstieg der PPO-Aktivitat in Rotklee mit hochsten Werten beim letzten Schnitttermin
(Abb. 1). Die Nutzungsfrequenz hatte hier nur einen geringen Einfluss auf die PPO-
Aktivitat,  wohingegen
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erhdhten N-Eintrag durch die weidenden Tiere im Rotklee die Produktion von PPO als
Schutz gegen Herbivore nachweisbar angeregt wird. Eine Verletzung oder Infektion
von Pflanzengewebe resultiert weiterhin oft in der Synthetisierung von Phytoalexinen
wie Chlorogensaure oder Kaffeeséaure, welche wiederum der PPO als Substrat dienen
und so eine Steigerung der Aktivitat bewirkt haben kdnnten.

Schlussfolgerungen:

Gesicherte Aussagen und Rickschlisse lassen sich auf Basis der bisher nur einjahrig
vorliegenden gesicherten Daten nicht treffen; unsere Beobachtungen zeigen jedoch,
dass hier das phéanologische Entwicklungsstadium hinsichtlich der PPO-Aktivitat von
geringer Bedeutung ist, wahrend unterschiedliche Nutzungssysteme einen deutlichen
Einfluss auf die PPO-Aktivitat in Rotklee haben kdnnen. Die Unterschiede sind auch 4
Wochen nach der jeweiligen Behandlung im Folgeaufwuchs noch messbar und
kénnen eine systemische Anpassung im Metabolismus der Pflanzen anzeigen. Fir die
Praxis kdnnte eine auf die PPO-Aktivitat abgestimmte Nutzung somit als Regulations-
mechanismus zu einer Verbesserung der NUE bei Wiederkauern beitragen. Zu dieser
Thematik gibt es jedoch noch umfangreichen Forschungsbedarf.
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