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EINLEITUNG

Alle zwei Jahre wird in Wien ein Symposium iiber Phytomedizin und Pflanzenschutz
im Gartenbau abgehalten. Das 3. derartige Symposium fand vom 17. bis 20. September
2001 statt. Das Symposium umfasste folgende Arbeitsbereiche: Schidlinge, Niitzlinge,
Krankheitserreger, abiotische Schadfaktoren und Unkriuter im Zierpflanzenbau, Gemi-
sebau, Weinbau, Obstbau, Offentlichen Griin sowie im Gewiirz- und Arzneipflanzen-
bau.

Das Symposium wurde vom Institut fiir Obst- und Gartenbau der Universitit fiir Bo-
denkultur in Zusammenarbeit mit dem Bundesamt und Forschungszentrum fiir Land-
wirtschaft (Institut fiir Phytomedizin) und der Deutschen Phytomedizinischen Gesell-
schaft organisiert.

Beim Symposium wurden 56 wissenschaftliche Vortrdge gehalten und 45 Poster pri-
sentiert.

Einige diesen Beitrigen zugrunde liegenden Arbeiten werden nun in diesem Heft der
PFLANZENSCHUTZBERICHTE und im folgenden Heft des Bandes 60 vorgestellt.

Gerhard Bedlan
fiir das Organisationskomitte des
3. Symposiums Phytomedizin und Pflanzenschutz im Gartenbau
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A guideline for the detection of selected plant vi-
ruses in forest tree seeds

Ein Leitfaden zum Nachweis ausgewahlter Pflanzenviren in Forst-
saatgut

CARMEN BUTTNER & MARTINA BANDTE
Humboldt-Universitiit zu Berlin,Institut fiir Gartenbauwissenschaften, Fachgebiet Phy-
tomedizin, Lentzeallee 55/57, D-14195 Berlin, Germany

Summary

We report about the transmission of plant viruses in forest tree seeds and give a guide-
line for the detection of viruses in deciduous forest tree seeds in general and then focuse
on the detection of widespread infections caused by seedtransmissible pathogen cherry
leaf roll virus (CLRV).

Serological methods, dot blot hybridization and as well as a modified immunocapture
RT-PCR (IC-RT-PCR) are demonstrated to detect the most described and observed
seedtransmissible viruses as there are nepoviruses, ilar- cucumo- and tobamoviruses.
Applied methods are valued and discussed.

The application of a conserved primer pair is shown to be suitable for the detection of
e.g. CLRV which was easily detectable all over the year in collected seeds collected
from a CLRV-infected birch-tree.

Key words: plantviruses, forest tree seeds, diagnosis, test procedures, cherry leaf roll
virus

Zusammenfassung

Wit berichten iiber die Ubertragung von Pflanzenviren mit Forstsaatgut und geben einen
Leitfaden zum Nachweis der Viren in Samen von Laubgehélzen im allgemeinen und
fokussieren dann auf die Diagnose weitverbreiteter Infektionen, die durch das samen-
iibertragbare Kirschenblattrollvirus (cherry leaf roll virus, CLRV) verursacht werden.
Serologische Methoden, dot-blot Hybridisierung und eine modifizierte immuno-capture
RT-PCR (IC-RT-PCR) werden vorgestellt, um die am hiufigsten beobachteten und
beschriebenen sameniibertragbaren Viren, die Nepo-, Ilar-, Cucumo- und Tobamoviren
nachzuweisen. Die vorgestellten Methoden werden diskutiert und bewertet.

Die Anwendung eines hochkonservierten Primerpaars wird als geeignete Methode bei-
spielsweise zum Nachweis des CLRV gezeigt. Damit lisst sich der Erreger wihrend des
ganzen Jahres leicht in Samen einer CLRV-infizierten Birke nachweisen.



Stichwérter: Pflanzenviren, Forstsaatgut, Diagnose, Testverfahren, cherry leaf roll
virus

Introduction

Investigations on spread of viruses in selected German forest ecosystems and nurseries
of North and West Germany confirm former studies from different countries, as
NIENHAUS and CASTELLO (1989) reviewed, that many diverse deciduous trees of any
age are virusinfected (FUHRLING and BUTTNER, 1997).

From the economic point of view one should be aware that virus diseased plants may
increase production costs because of the possibly decreased growth of infected stock
plants and that they may damage subsequent field performance. Virus infection alters
plants predisposition and these trees become more susceptible to abiotic and biotic
stress impact and may even lead to completely degenerating, dieing trees.

Referring to the International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) there are 32
groups of well-characterized viruses but only about twelve of these have been com-
monly detected in trees and shrubs (COOPER, 1993) and there are only a few virus
groups with a marked preference for woody perennial hosts use pollen and/or seed to an
important extent for their dissemination as there are nepoviruses, ilarviruses and cu-
cumoviruses. Seed transmission may be of very considerable economic importance,
because viruses may persist in seed for long periods so that commercial distribution of a
seedborne virus over long distances may readily occur (BUTTNER and BANDTE, 2000).

Nepoviruses being transmitted by seed and pollen and by other causes such as nema-
todes and mechanical means have been frequently detected in trees and shrubs: cherry
leaf roll virus (CLRV) is the most common and the most detected virus in many species
as there are e.g. Betula sp., Cornus sp., Fagus sylvatica L., Fraxinus excelsior L.,
Juglans regia L., Rhamnus catharticus L. and Sambucus nigra L.. The virus causes
chlorotic ring spots and lines, in many cases small leaves and may finally lead to degen-
erating twigs or trees (BANDTE and BUTTNER, 2001). Furthermore arabis mosaic virus
(AMV) occures in ash.

Ilarviruses tend to be host specific and be transferred via pollen. They are widespread in
fruit trees and cause serious losses. Elm mottle mosaic virus (EIMMV) in Syringa vul-
garis L. and in Ulmus glabra L. has been recorded as well as apple mosaic virus
(ApMV) in Rosa spp. and Corylus avelana 1. and prunus necrotic ringspot virus
(PNRV) in Aesculus hippocastanum L.

Cucumoviruses are transmitted in seeds and are very common to be found in cultivated
plants. The main member cucumber mosaic virus was detected in Lonicera pericly-
menum L. and Ligustrum spp..

Tobamoviruses are known to be transmitted by contaminating the seed coat and infect
the seedling when germinating. Tobamoviruses have been detected in Quercus robur L.
and Acer spp. (FUHRLING and BUTTNER, 1998).

Most of the virus infected plants cause a serious source for the widespread of the patho-
gens, because they are easiliy transmitted by seed and pollen and/or by soil, water or
through vectors.



Two general types of seed transmission can be distinguished. Seed transmission may be
the result of contamination of the seed coat with virus particles, resulting in subsequent
infection of the germinating seedling by mechanical means. The external virus can be
inactivated by certain treatment eliminating almost all seed-borne infection.

In the more common type of seed transmission the virus is found within the tissues of
the embryo which may become infected through the ovary or via the pollen.

Most seed-transmitted viruses are also transmitted through pollen from infected plants,
and all known pollen transmitted viruses are also seed transmissible. The mechanisms
transmitting pollen are either within the sperm cell nucleus or cytoplasma or second on
the exine of the pollen grains. The germ tubes growing from such pollen may then pick
up virus particles and carry active to the ovule.

In case that cure of virus infections is not possible, prevention is an important tool to
control plants. Except for eliminating affected and unthrifty trees, it is usually impracti-
cal to prevent the spread of viruses between trees in the field after planting into the
field. Attention is inevitably focused on the nursery production of planting stock where
critical examination and assessment of vigour can be practised routinely.

Prevention tools are possible when the pathogen is detected and its general properties
including its mechanisms of natural dispersal are known. Therefore diagnostic trails
have to be established (BUTTNER et al., 1996).

In this paper we will give a guideline and a laboratory manual for diagnostic tools to
detect the most common seed- and pollen transmissible viruses affecting woody peren-
nials.

Material and Methods

In regard to the most common virus in forest trees we focuse on the nepovirus CLRV
which is a seed- and pollen transmissble pathogen to demonstrate a modified PCR-
technique to detect the pathogen in leaves and seeds. Furthermore the hybridization
technique is applied to detect previously unknown tobamoviruses of diseased oak- and
acer trees. The ilarviruses and the cucumoviruses were identified by the serological test
ELISA.

When testing seeds, there are two trails to prepare the samples, first the direct prepara-
tion of the seeds when possible. And second using leaf tissue after the seeds have ger-
minated. In all cases of the procedures the seed coat has to be removed before starting
the sample preparation.

The electronmicroscopy has to be regarded as not reliable and a less suitable tool to
detect viruses directly from seeds, because of the irregular distribution of the pathogens
in seed lots and the low concentration of the pathogens. In some cases the ELISA over-
comes this problem, but still phenolic compounds may disturb clear results. Only the
methods based on nucleic acid detection such as hybridization or amplification of char-
acteristic fragments have shown progresses to reach a higher sensitive testing and reli-
able results.

Double antibody sandwich ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay)
(CLARK AND ADAMS, 1977, VAN REGENMORTEL, 1982)



If bacterial contamination is likely to occur, 0,02 % sodium azide may be added to all
buffers used in the assay.

10 x PBS (phoshate buffered solution, pH 7,4): NaCl (80 g), KH,PO, (2 g),
Na,HPO, x 2 H,O (14,4 g), KCl (2 g) add aqua dest. 1000 ml

Preparation of the antibody
the globulins should be prepared by precipitation from antiserum with an equal volume
of 4 M ammonium sulfate
2
stir solution slowly for an hour at room temperature

l
centrifuge the solution (8000 rpm for 10 min)

resolve the pellet in 1ml phosphate-buffered saline pH 7.4 (PBS) (half concentration)
l

remove ammonium sulfate by dialysis using PBS (half concentration )

ELISA-Testing

Step 1:  coating (specific antibodies are adsorbed to the plate)
antibodies are diluted in coating buffer (usually 1:1000, but has to be tested
before in dependance on the quality of the anitbodies)

use 200 pl / well for coating (coating by passive adsorption)

incubate at 37 °C for 4 hrs
\2
‘wash 3 times with PBS-T
(PBS containing Tween 20 (0,05 %)) Use 3 minutes intervals between
washes

Step 2: sample preparation (virus is added)
viral antigens in seeds or leaf material are extracted (1:10 - 1:30 in PBS-T)

\

transfer 200 pl of the sample into the wells

incubate overnight at 4 °C
\2

wash 3 times with PBS-T, use 3 minutes intervals between washes

to reduce nonspecific reactions and increase the sensivity of the virus detection polyvi-
nyl pyrrolidone (1-2 %), urea (1 M) or reducing agents (Guggerli, 1979) may be added
to the buffer

Step 2 a: blocking (gives in some cases better results)
block with 200 pl 1 % Bovine serum albumin (BSA) per well
2



incubate for 2 hrs at room temperature
2
wash 3 times with PBS-T
2

use 3 minutes intervals between washes

Step 3: conjugate (enzyme labeled specific antibodies are added)
antivirus enzyme conjugate is diluted in PBS-T (usually 1:500-1:1000, but
has to be determined empirically)

transfer 200 pl per well

incubate at 37 °C for 4 hrs
l

wash 3 times with PBS-T, use 3 minutes intervals between washes

the enzyme conjugate most commonly used is prepared with alkaline phosphatase
(Boehringer, Mannheim or Sigma, St. Louis, Missouri) by coupling the globulins with
enzyme at 1 ml:0,1 ml (v:v, globulin:enzyme) using 0,06 % glutaraldehyde. The conju-
gate should be stored at 4 °C in the presence of 1 % bovine serum albumin.

Step 4: substrate (enzyme substrate is added)
dilute (just before use !) the substrate p-nitrophenyl phosphate (1 mg/ml) in
(0,1 M diethanolamine buffer pH 9.8)
l

transfer 250 pl into each well

\:

results are scored visually by appearance of a yellow colour, or adsorbances
at 405 nm are read by spectrophotometer or ELISA-reader

. reaction is stopped by the addition of 50 ul of 3 M NaOH to each well

Results are considered positive if the adsorbance is twice that found with healthy con-
trols, or alternatively, if it is two standard deviation units higher than the mean of a
negative control curve.

Immunocapture-reverse transcriptase polymerase chain reaction (IC-RT-PCR)
(BUTTNER et al., 1996; WERNER et al., 1997)

sample preparation

a)
grind plant tissue under liquid nitrogen

homogenize the powder in buffer; 1:10, w.v
(PBS-Tween, 2% (w/v) Polyvinylpyrrolidone 40 (PVP 40))



b)
homogenize plant tissue with sterile seasand in buffer; 1:10, w.v
(PBS-Tween, 2% (w/v) Polyvinylpyrrolidone 40 (PVP 40))

Coating and reverse transcription
coat sterile reaction tubes (0,5 ml, Eppendorf Safelock) with 50 pl purified CLRV spe-

cific antibodies (40 pg/ml in 50 mM carbonate buffer, pH 9.6)

\2
incubate for 3 hrs at 37 °C

l

wash the tubes 3 times for 3 minutes with 150 pl PBS-Tween

(20 mM phosphate buffer, pH 7.4, 135 mM NacCl, 0.05% (v/v) Tween 20)

2

incubate the coated tubes with 50 pl of the plant extracts (see sample preparation)
over night at 4 °C
2
wash 3 times for 3 minutes with 150 pl PBS-Tween
2
centrifuge the tubes briefly and remove remaining washing buffer
2
add buffer to a total volume of 20 ul; S0 mM Tris-HCI, pH 8.3, containing
75 mM KCl, 3 mM MgClp 10 mM DTT, 1 mM dNTP’s, 20 U ribonuclease inhibitor

(Promega, Madison), 200 U M-MLYV reverse transcriptase (GIBCO BRL, Inchinnan),
100 pmol CLRYV specific first strand primer (5'-GTC GGA AAG ATT ACG TAA AAG
G-39)

)
incubate the captured virions for 1 h at 37 °C,

2
heat denaturation at 95 °C for 3 min

\:

amplify aliquots of 2 pl of the reverse transcription reaction in a subsequent PCR

Polymerase chain reaction
mix: 2 ul aliquot of the reverse transcription reaction
20 pmol first strand primer
20 pmol second strand primer

25 U Taq-DNA-Polymerase
\!
add 100 pl buffer (10 mM Tris-HCI, pH 8.3, containing 1,5 mM MgCl,, 50 mM KCI)
!
amplification of the viral cDNA in a thermocycler
35 cylcles: primer annealing at 51 °C for 60 s

chain elongation at 72 °C for 60 s
denaturation at 95 °C for 30 s



Gelelectrophoesis of the amplification products
melt 2 g agarose in 100 ml 1 x TBE-buffer
(10 x TBE: 0,9 M Tris, 0,9 M boric acid, 50 mM EDTA)
d

cool down to approximately 60 °C
add ethidium bromide (7 pl of a 10 mg/ml stock solution)
transfer agarose into a electrophorese chamber (Biometra midi-gel)

prepare samples (aliquotes of the PCR products): add 1:1 loading buffer (gylcerol (87
%) 8 ml, 10 x TBE 4 ml, aqu. dest. 28 ml, 0,01 % bromephenolblue,
0,01 % xylencyanol)
l

carry out electrophoretic separation at 70 mA

visualize nucleic acid fragments under UV-light

Dot blot hybridization (MILTENBURG ET AL., 1995)
It is necessary to use sterile Eppendorf tubes and DEPC-treated aqua dest. to produce
the mentioned buffers.

RNA-extraction from plant tissue
grind 200 mg plant tissue in a mortar with liquid nitrogen to a fine
homogenous powder

transfer to a sterile eppendorf tube

add 800 pl denaturation buffer (4 M guanidinium isothiocyanate, 0.2 M mercaptoetha-
nol) and vortex the mixture

l
centrifuge at 12.000 rpm for 5 min
l

suck off 500 pul supernatant and transfer to a fresh tube

for the chloroform/phenol extraction add 250 pl phenol and
250 pl chloroform/isoamylalcohol (v:v, 24:1) and vortex the mixture

centrifuge at 12.000 rpm for 3 min

repeat the chloroform/phenol extraction two more times
l
transfer than the supernatant to a fresh tube
!
add 500 pl chloroform
{



centrifuge at 12.000 rpm for 3 min
suck of the aqueous phase and transfer to a fresh tube

ethanol precipitation:
a) when using leaf tissue of soft wood
add 50 pl 4 M LiCl and 1,3 ml ethanol (96%) and vortex
b) when using seeds, leaf tissue of rosaceae or hardwood
add 60 pl 6 M NaCl and 1,3 ml ethanol (99,6%) and vortex
l
store at:  a) for 1 h at -80 °C or overnight at -20 °C
b) for 1 min on ice

{
centrifuge at 10.000 rpm for 30 min

remove supernatant and discard

l
add 1 ml ethanol (70 %)

continue sample preparation or store at -80°C when needed

sample preparation
centrifuge the tube at 15.000 rpm for 20 min

remove ethanol and discard

l
add 500 pl ethanol (70 %) and vortex

centrifuge at 15.000 rpm for 10 min

remove ethanol and discard

l
add 500 pl ethanol (70 %) and vortex

centrifuge at 15.000 rpm for 10 min

remove ethanol and discard

\!
dry pellet (dry by air or by speed vac 2 x 2 min)

blotting procedure
resolve pellet in 200 pl formaldehyde
(6 M in 10 x SSC (1,5 M NaCl, 0,15 M trisodiumcitrate))
\!



incubate 15 min at 65 °C
l

chill on ice
l
wet membrane (positively charged Nylon membrane) in sterile water and
incubate for 15 min in 20 x SSC

l

incubate blotting paper (whatman 3mm) for 15 min in 20 x SSC
wash sample wells of the blotting apparature with 400 pl 20 x SSC
l

load RNA samples into the sample wells (concentration has to be determined by ex-
periments, use two concentration steps)
d
incubate for 30 min at room temperature

\:

suck RNA samples through the membran with vacuum

wash with 500 pl 20 x SSC
l
incubate the membran for 1 h at 80°C
or UV-crosslinker the membrane (2000 pJoule x 100)

hybridization
transfer the membrane (printside up) into a hybridization flask

add 10 ml hybridization buffer (5 x SSC, 0,1% N-Lauroylsarcosin, 0,02 % SDS, 50 %
formamide, 2 % blocking reagent (Boehringer, Mannheim) and
125 pg/ml herring sperm DNA)
l

incubate for 1 h at 68 °C with continuous agitation

\s
add 50 pl of the hybridization probe (BUTTNER and FUHRLING, 1997)

incubate for overnight at 68 °C
l
remove hybridization buffer (can be reused for several times)
d
wash the membrane in 30 ml of wash solution I (2 x SSC, 0,1 % SDS) at 65 °C, three

times for 15 min each

l
wash the membran in wash solution I (0,1 x SSC, 0,1 % SDS) at room temperture
twice for 5 min each



detection

equilibrate the membrane in buffer I
(buffer I: 0,1 M maleic acid, 0, 15 M NaCl; pH 7.5, add 0,3 % Tween 20)
l
block the membrane by gently agitating the buffer II for 60 min
(buffer II: 1 % blocking reagent disolved in buffer 1)
l

dilute Anti-DIG-alkaline phosphatase 1:10000 (75 mU/ml) in buffer II. Mix gently by
inversion (the solution is stable for several days at 4 °C)

!

incubate the membrane in the antibody solution for 30 min (agitate the tray gently, en-

sure that the membrane is always covered)
A2
discard antibody solution and wash the membrane twice for 15 min in buffer I
A2
equilibrate the membrane in buffer III for 2 min
(buffer II: 0,1 M Tris HCI, pH 9.5; add 0,1 M NaCl, 0,05 M MgCl,)

2
dilute CSPD in buffer III (1:100)

place wet membrane between two sheets of plastic page protectors. Lift the top sheet
and add diluted CSPD (0,5 ml/100cm?2), distribute the drops over the surface by rocking
the membrane; wipe the top sheet to remove any bubbles to create a closed liquid seal
l
incubate the membrane for 5 min at room temperature

l

seal semi-dry membrane in a plastic bag

incubate for 15 min at 37 °C
l

expose the membrane to Hyperfilm-ECL (Amersham); start with 15 min

develop the film and expose the membrane again as long as needed

Results and Discussion

Viruses of woody forest plants and of their seeds are known to be difficult to detect due
to phenolic compounds in plant extracts and an often irregular distribution or the low
concentration of the pathogens within the plants and seeds when using serological
methods as a tool (BUTTNER and FUHRLING, 1996). But still these methods have to be
regarded as important diagnostic tools when considering the restricted capacity of the
test.

The objectivity of electron microscopy has increased by the use of immunological rea-
gents, but we cannot recommend it as a reliable test searching for viruses in seeds of

10



woody plants. When using antiserum coated electron microscope grids, virions can be
selectively adsorbed from plant extracts by additional precision when decorating the
particles with specific antibodies applied to the grids.These methods have been used to
locate cherry leaf roll virus on and in pollen from birch or walnut (MASSALSKI and
COOPER, 1984; MASSALKI et al., 1988), but is not suitable for routine testing.

The ELISA is a most sensitive immunological system. COOPER et al. (1986) detected
ilarviruses in cherry (Prunus avium) seed and poplar mosaic virus in large-scale surveys
of poplar germplasm. There are no reports on detecting cucumoviruses in forest tree
seeds by ELISA, but studies on seeds from herbaceous hosts confirm that the ELISA is
a reliable test.

Methods which detect nucleic acid are often essential when the pathogen being sought
lack protein. A new perspective for the diagnosis gives the combination of grafting
plants to transmit the pathogen to host plants and a modified technique of the polymer-
ase chain reaction (PCR) as well as the hybridization technique to detect the assumed
pathogen (BUTTNER et al., 1996). The PCR and hybridization technique are sensitive
methods to detect viruses of smallest amount. WERNER et al. (1997) evaluated a method
for detecting cherry leaf roll virus (CLRV) in seeds of birch and concluded that PCR
followed by immunocapture-reverse transcriptase is the most sensitive way to detect the
viral RNAs without a radioactive detection, which makes the system cheaper and more
reliable for routine use.

CLRYV was detected in single birch seeds but not in all seeds from an infected tree, even
if they derived from the same female inflorescence. This finding confirms previous
observations on the vertical spread of CLRV in cherry trees (LOW, 1995) and birch,
where healthy progeny could be issued from infected trees (COOPER, 1993). We have
shown 200 birch seeds from an infected tree to estimate the vertical transmission rate
and yielded 16 seedlings. All seedlings were tested for CLRV-infection by IC-RT-PCR.
Five of them were strongly infected, one showed a weak signal, and the other 10 seed-
lings seem to be uninfected (data not shown). A serial dilution of plant sap from leaf
buds of a CLRYV infected tree was carried out to determine the dilution limit of plant sap
for detection of CLRV by IC-RT-PCR. In comparison to ELISA techniques RT-PCR
approaches represent a remarkable improvement in sensitivity (WETZEL et al., 1992,
NOLASCO et al., 1993). Our results confirm that the RT-PCR assay is 1000-10.000 times
more sensitive than the ELISA. The IC-RT-PCR enables the detection of CLRV in
samples of very small amount such as in seeds (WERNER et al., 1996). In plant sap dilu-
tions and seeds, stored at 4 °C, CLRV could be detected by IC-RT-PCR within 3-4
weeks.

As shown by COOPER (1993) seed transmission rate of CLRV is very variable and de-
pends on whether male or female gametophytes derive from a CLRYV infected tree. The
rate of vertical transmission of viruses also depends on host factors, viral strains and
environmental conditions (MAULE and WANG, 1996), but the high sensitivity of the IC-
RT-PCR provides good means to detect CLRV infections even at low transmission rates
in spot-checks of seed material.

The hybridization technique can be applied to detect particular plant RNA viruses or
viroids in case that a specific RNA-probe is available. This probe has to be produced by
molecularbiological methods. In comparison to the described IC-RT-PCR it is not nec-

11



essary to have informations concerning the genom sequence to construct a probe.
Whereas the selected oligonucleotide primers used in the PCR are synthesizied based on
the sequence of conserved genom regions. Variing the hybridization conditions (espe-
cially temperature) a sequence homology of 60-70% in between the specific RNA probe
and the sample RNA is sufficient for the detection. If the reagents for both methodes,
the IC-RT PCR and the hybridization, are available the hybridization should be applied
if the identification of virus strains is not object of the investigation. The dot blot hy-
bridization is particularly qualified for routine diagnostic testing of a large scale sam-
ples. The PCR is more specific than the hybridization and enables the differentiation of
virus strains. This specifity excludes the application of the method for general virus
diagnosis purpose. Furthermore technical equipement and chemicals which are more
expensive.

Concluding remarks

By the worldwide shift from extensive to intensive forest management, systems of high
quality forest stands have been established. To preserve their value, more resources
must be committed to the protection of forest stands. Forest tree pathology plays a ma-
jor part in conserving the economic value of a forest stand (HUBBES, 1993). Therefore
potential and existing disease threats must be identified and prophylactic methods in-
cluding disinfecting trails for disease control have to be developed (BUTTNER and
Bandte, 2001). In contrast to other pathogens viruses can not be controlled by curative
treatments. Therefore prophylactic measures and the planting of virus-free seedlings are
the basic requirement to ensure a long-term economic forest stand. For instance, CLRV
is widely distributed, and early detection is an important part of the strategy for preven-
tion of the spread of the disease. In regard to CLRV, new stands should be established
with CLRV-free seedlings. As this pathogen is seed-transmissible to a high degree, seed
lots as well as growing seedlings have to be tested for CLRV infection before planting
into their final stand. A new infection in a stand may be introduced by contaminated soil
or water, but these transmission modes are epidemiologically of minor importance.
Molecular biological techniques may offer the basis for the establishment of a test suit-
able for routine diagnosis (BUTTNER et al., 1996). The required method demands high
reliability and sensitivity and has to be suitable for seeds as well as leaves and buds in
regard to practical approach.
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Zusammenfassung

Die Untersuchungen an der Cyclamensorte ‘Reinweil' zeigten, dass bei Pflanzen die
mit dem Erreger der Cyclamenwelke, dem Pilz Fusarium oxysporum f. sp. cyclaminis
(FOCy) wihrend der Bestdubung latent befallen waren, keine Einbufien sowohl im
Saatgutertrag als auch in der Saatgutqualitit auftraten. Eine Leistungsminderung, die
allerdings meist nicht statistisch abgesichert werden konnte, wurde erst im fortgeschrit-
tenem Stadium der Erkrankung sichtbar. Unabhingig vom Krankheitsverlauf bildeten
alle Pflanzen vitalen Pollen. Wihrend der Keimpriifung wurde FOCy nur bei einer sehr
geringen Anzahl Samen nachgewiesen.

Stichwaorter: Fusarium oxysporum £. sp. cyclaminis, Cyclamen, Saatgutertrag, Saat-
gutqualitét

Summary

The studies on the cyclamen cultivar 'Reinweif}' showed that in plants latently infected
with Fusarium oxysporum f. sp. cyclaminis during pollination, no losses in the seed set
as well as in the seed quality appeared. Only the plants pollinated in the advanced stage
of disease showed a decreased performance, which in most cases was not statistically
significant. Irrespectively of the course of disease, all plants developed viable pollen.
During germination test, FOCy was detected only in a very low number of seeds.

Key words: Fusarium oxysporum f. sp. cyclaminis, Cyclamen, seed set, seed quality

Einleitung

Cyclamen persicum MILL. gehort in Deutschland mit jdhrlich ca. 25 Mio. Stiick Topf-
ware zu den wirtschaftlich bedeutendsten blilhenden Topfpflanzen. Schitzungsweise
werden in Nordeuropa 300 bis 400 Sorten vermarktet (GRUNEWALDT, 2000). Alle Sor-
ten sind gegeniiber dem Erreger der Cyclamenwelke, dem bodenbiirtigen Pilz Fusarium
oxysporum f. sp. cyclaminis (weiterhin FOCy genannt) anfillig. Effiziente Pflanzen-
schutzmafBnahmen sind nicht méglich. Die Erkrankung kann in allen Entwicklungssta-
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dien der Pflanze erfolgen und zu grofien Ausfillen in der Cyclamenproduktion fiihren.
Typische Symptome der Krankheit sind verstopfte Leitbiindel und die daraus resultie-
rende Welke oberirdischer Pflanzenteile.

Der Pilz schwicht die Pflanzen und fiihrt letztendlich zu deren Absterben. Besonders
gefihrlich ist die Phase des latenten Befalls, deren Dauer sehr variabel ist und sich von
einigen Tagen bis zu mehreren Monaten hinziehen kann. In dieser Phase werden die
duBerlich noch symptomlosen Pflanzen wie gesunde betrachtet. Wiahrend Pflanzen mit
eindeutigen Krankheitssymptomen in der Regel aus dem Bestand entfernt werden,
verbleiben latent befallene und werden sowohl als miitterlicher als auch als viterlicher
Kreuzungspartner in die Bestdubungen einbezogen.

Bisher sind keine Literaturangaben beziiglich des Einflusses der Welkekrankheit auf
den Ertrag und die Qualitdt des Saatgutes bei Cyclamen bekannt. Aus diesem Grunde
wurde untersucht, ob und im welchen Malie sich der Befall mit FOCy auf die generative
Reproduktion und Qualitdtsmerkmale des Saatgutes auswirkt.

Material und Methoden

Fiir die Untersuchungen (Kabinengewichshaus konstant 18 — 20 °C) standen einjdhrige
Pflanzen der diploiden Sorte ‘Reinweil3* zur Verfiigung. Mit Bliihbeginn wurde jede
Pflanze einmalig im GieBverfahren mit 40 ml einer Sporensuspension in der Konzent-
ration 10° (Variante B) bzw. 10° (Variante C) Sporen/ml inokuliert. Variante A (Kon-
trolle) blieb unbehandelt. Als Sporenspender diente das FOCy-Isolat 62316 von der
BBA Berlin. Der Versuch wurde in drei Wiederholungen mit jeweils 10 (Variante A)
bzw. 15 Pflanzen je Wiederholung (Varianten B und C) angelegt.

Sichtbonituren der inokulierten Pflanzen fanden wéchentlich bis 24 Wochen nach der
Inokulation (Wnl) an Hand von Befallsstufen statt: O — optisch gesunde Pflanze; A —
Symptome an bis zu fiinf Bléttern oder bis zu 50 % der Blatter mit Chlorosen: S — starke
Befallssymptome an mehr als fiinf Blittern oder mehr als 50 % der Blitter mit Chloro-
sen und T — abgestorbene Pflanze,

Drei Wochen nach der Inokulation begannen die Bestdubungen, die bis zur 20. Wnl
durchgefiihrt wurden. Die Pflanzen der inokulierten Varianten befanden sich wihrend
der Bestdubungen vorwiegend in den Befallsstufen A und S. Jeweils 10 — 15 Bliiten pro
Pflanze wurden zweimalig (Anthesebeginn und drei Tage spiter) bestdubt. Zur Ver-
wendung kam ein Pollengemisch aller verfiigbaren Pflanzen der zu bestiubenden Vari-
ante.

Die Bestimmung der Pollenvitalitédt (300 Pollenkdrner/Probe) erfolgte von der 3. — 18.
Wnl wéchentlich sowie nach zehn Wochen Einlagerung der entsprechenden Proben bei
+4°C mit Fluoreszeindiacetat in Anlehnung an eine Firbemethode von HESLOP-
HARRISON und HESLOP-HARRISON (1970). Befallsstufen innerhalb der Varianten wur-
den bei der Pollenabnahme nicht beriicksichtigt.

Die Ernte der Samenkapseln erfolgte mit dem Weichwerden der Bliitenstiele. Alle Kap-
seln wurden unmittelbar nach der Emte mit Bacillol oberfléchlich desinfiziert.

Um die Ursache der Erkrankung zu bestétigen, fand nach der Samenernte die Reisolie-
rung des Erregers aus den Knollen inokulierter Pflanzen statt.

Die Tausendkornmasse (TKM) errechnete sich nach Auswiegen von je acht willkiirlich
gezogenen Proben & 100 Samen nach ISTA-Vorschrift (1993).
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Die Keimfihigkeit von jeweils 4 x 50 Samen wurde sowohl auf Filterpapier als auch in
Substrat im Dunkeln bei 20 °C gepriift. Der Anteil normale Keimlinge wurde wochent-
lich 14 - 35 Tage nach Auflegen der Samen nach ISTA-Vorschrift (1979) bestimmt.
Normale Keimlinge, unvollstindig gekeimte Samen und nicht gekeimtes Saatgut aus
der Keimpriifung auf Filterpapier wurden bis zehn Wochen nach Auflegen der Samen
auf FOCy-Befall bzw. -kontamination untersucht.

Statistische Berechnungen

Die Auswertung erfolgte durch Varianzanalysen und anschliefende Mittelwertsverglei-
che mittels Newman-Keuls- (Pollenvitalitit, TKM, Keimfihigkeit) und Tukey-Test.
(Anteil abortierter Bliiten, Samenzahl/Kapsel). Die Irrtumswahrscheinlichkeit betrug o
=5%.

Ergebnisse

Befallsverlauf

Sowohl zwischen den Pflanzen einer Variante als auch zwischen den inokulierten Vari-
anten B und C zeigten sich Unterschiede im Befallsverlauf. Wihrend einige Pflanzen
sehr zeitig erste Krankheitssymptome ausprégten und die einzelnen Befallsstufen sehr
schnell durchliefen, war dieser Vorgang bei anderen verzogert.

Bereits zu Beginn der Bestiubungen (3 Wnl) traten Welkesymptome in den Befallsstu-
fen A und S (Tabelle 1) auf. Ab der 11. Wnl waren alle Pflanzen sichtbar krank. Der
Anteil Pflanzen mit Befallsstufe S stieg bei beiden Varianten kontinuierlich an, so daf}
sich zum Abschluss der Bestdubungen in der 20. Wnl in Variante B iiber 75 % der
Pflanzen in dieser Befallsstufe befanden. In Variante C, die sich durch einen schnelleren
Krankheitsverlauf auszeichnete, waren zu diesem Zeitpunkt schon iiber 77 % der Pflan-
zen abgestorben. Zum Ende der Kapselernte (24 Wnl) betrug der Anteil abgestorbener
Pflanzen in Variante B 17,8 % und in Variante C 95,5 %.

Tabelle 1: Anteil Pflanzen (%) der Befallsstufen O, A, S und T in den Varianten B und
C 3 — 24 Wochen nach der Inokulation (Wnl), n = 45 Pflanzen

Table 1. Percentage of plants (%) of stages O, A, S and T in the variants B and C 3 —
24 weeks after inoculation, n = 45 plants

Variante B Variante C
Wnl Befallsstufen Befallsstufen
o A S T (0] A S T

3 35.6 55,6 8.8 0,0 48,9 46,7 4.4 0,0
7 44 40,0 533 2,2 6,7 66,7 26,7 0.0
11 0,0 33,3 64.4 2,2 0,0 533 46,7 0,0
15 0.0 20,0 77.8 22 0.0 13,3 55.6 31,1
20 0.0 15,6 75,6 8.9 0.0 0.0 22,2 77,6
24 0.0 0,0 82,2 17,8 0,0 0,0 4.4 95,5
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Pollenvitalitdt

Pflanzen der inokulierten Varianten unterschieden sich iiber den gesamten Untersu-
chungszeitraum nicht signifikant von unbehandelten Pflanzen. Deformierte Pollenkor-
ner wurden unabhingig von der Befallsstufe vereinzelt beobachtet. Auch nach Einlage-
rung des Pollens iiber zehn Wochen unterlag die Pollenvitalitit keinen Verinderungen.

Saatgutertrag

Im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle abortierte in den inokulierten Varianten im
Mittel aller Befallsstufen eine hohere Anzahl bestdubter Bliiten (Tabelle 2). In Variante
C lag der Anteil Aborte bei Pflanzen die in Befallsstufe O bestdubt wurden, unter dem
der Kontrolle. Unter Beriicksichtigung der Einzelpflanzenwerte unterschieden sich in
Variante C die Befallsstufen O und C signifikant voneinander. Der mittlere Anteil abor-
tierter Bliiten nahm in den Varianten B und C mit Fortschreiten der Erkrankung zu.
Zwischen den Varianten und Befallsstufen ergaben sich keine signifikanten Unterschie-
de beziiglich der mittleren Samenzahl je Kapsel. Bei Pflanzen der inokulierten Varian-
ten, ab Befallsstufe A bestdubt, sanken die mittleren Samenzahlen je bestidubte Bliite
deutlich ab (Tabelle 2).

Tabelle 2: Einfluss der Inokulation mit FOCy auf den Anteil abortierter Bliiten und die
mittlere Anzahl Samen je Kapsel bzw. je bestdubte Bliite in Abhéngigkeit von der Be-
fallsstufe zum Bestdubungstermin, n = 30 bzw. 45 Pflanzen

Table 2: Effect of inoculation with FOCy on the proportion of aborted flowers and on
average number of seeds per pod and per pollinated flower in dependence on the stages
at pollination, n = 30 or 45 plants

Variante | Befallsstufe bestiubte Aborte | Samen/Kapsel | Samen/bestiubte
Bliiten (%) Bliite
A ohne 554 17,9 60,8 50,4
(Kon- (ab)
trolle)
B (10°) |O 119 20,1 78,2 48.6
(ab)
A 396 35,1 64,1 33,7
(ab)
S 342 45.9 49,3 19,7
(ab)
C(10% |O 83 6,3(a) |79,8 62.7
A 403 273 57,0 38,0
(ab)
S 224 65.3(b) [51,5 15.8

ab = Werte mit unterschiedlichen Buchstaben unterscheiden sich bei p<0,05 signifikant
voneinander

ab = values with different letters differ significantly at p<0.05

Saatgutqualitdt
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Zum Zeitpunkt der Samenernte befanden sich in den inokulierten Varianten mehr als 70
% der Pflanzen in Befallsstufe S. Von bereits abgestorbenen Pflanzen wurden 3,3 % (B)
bzw. 25.4 % (C) der Kapseln geerntet.

Samen der Varianten A und B unterschieden sich in ihrem Entwicklungszustand kaum
voneinander (Tab. 3). In Variante C wurde tiber alle Befallstufen der niedrigste Anteil
Kapseln mit optisch normal entwickelten Samen geerntet. Der Anteil Kapseln ohne
Samen lag hier, insbesondere bei den in Befallsstufe S bestdubten Bliiten, wesentlich
iiber dem der anderen Varianten (Tab 3).

Tabelle 3: Entwicklungszustand der Samen nach Bestiubung von Bliiten in unterschiedlichen
Befallsstufen

Table 3: Stage of development of seeds after pollination of flowers in

different stages of contamination

Variante/ Kapseln ohne Samen
Befallsstufe Samen (%) gesamt davon normal entwickelt (%)

A (Kontrolle) 7.4 27930 100,0
B(10°) O 5.4 5786 100,0

A 3.6 15189 100,0

S 4.4 11224 99.9
C(10% O 8.1 5304 89.8

A 13,0 15609 91.0

S 256 3538 83.7

Uber alle Befallsstufen bildeten Pflanzen der Variante C Samen mit der signifikant
niedrigsten TKM (Abb. 1). Zwischen der Kontrolle und Variante B ergaben sich keine
signifikanten Unterschiede.

Bei der Keimpriifung auf Filterpapier (Abb. 2a) hatten Samen der Variante B, Befalls-
stufe S eine signifikant geringere Keimfahigkeit. Alle anderen Proben unterschieden
sich nicht voneinander. In Substrat (Abb. 2b) war in den inokulierten Varianten ab Be-
fallsstufe A ein Absinken der Keimfihigkeit zu verzeichnen. Uber alle Befallsstufen
unterschieden sich beide Varianten nur wenig voneinander. Im Vergleich zur Kontrolle
zeigten nur Samen der Variante C, Befallsstufe S eine signifikant geringere Keimféhig-
keit.
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Varianten und Befallsstufen zum Zeitpunkt der Bestaubung
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Abbildung 1: Vergleich der Tausendkornmasse (TKM) zwischen den Varianten und
Befallsstufen der Pflanze zum Zeitpunkt der Bestdubung ab = Werte mit unterschiedli-
chen Buchstaben unterscheiden sich bei p<0,05 signifikant voneinander

Figure 1: Comparison of weight of 1000 seeds between the variants and stages of con-
tamination of plant at pollination, ab = values with different letters differ significantly

at p<0.05
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Abbildung 2a: Keimpriifung auf Filterpapier 35 Tage nach Auflegen der Samen

ab = Werte mit unterschiedlichen Buchstaben unterscheiden sich bei p<0,05 signifikant

voneinander

Figure 2a: Germination on top of paper 35 days after sowing, ab = values with differ-

ent letters differ significantly at p<0.05
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Varianten und Befallsstufen zum Zeitpunkt der Bestaubung
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Abbildung 2b: Keimpriifung in Substrat 35 Tage nach der Aussaat ab = Werte mit unterschiedli-
chen  Buchstaben  unterscheiden  sich  bei  p<0,05  signifikant  voneinander
Figure 2b: Germination in substrate 35 days after sowing,ab = values with different letters differ
significantly at p<0.05

Nachweis des Erregers

In allen Knollen der inokulierten Varianten wurden die fiir Fusarium-Befall typischen Verbriu-
nungen der Leitbiindel in unterschiedlicher Auspragung festgestellt. Nach Auflegen von Knollen-
scheiben auf Medium konnte ausnahmslos FOCy nachgewiesen werden (GERLACH und
NIRENBERG, 1982; CHAMPION, 1997; SEIFERT, 2000). Die Knollen der Kontrollpflanzen
blieben Fusarium frei.

Von 1067 normalen Keimlingen die aus der Keimpriifung auf Filterpapier zur Verfii-
gung standen, wurde zehn Wochen nach Auflegen der Samen bei vier (Variante B,
Befallsstufe A; Variante C, Befallsstufen O und A) Fusarium nachgewiesen. Von 262
unvollstindig oder nichtgekeimten Samen waren sechs bzw. zehn Wochen nach dem
Auflegen neun (Variante B, Befallsstufen O und A, Variante C, Befallsstufe A) mit dem
Erreger infiziert.

Diskussion

In der zahlreichen Literatur zur Fusarium-Welke bei Cyclamen wurde bisher die Prob-
lematik des Einflusses dieser Krankheit auf den Saatgutertrag und die Qualitdt der
Samen, Keimlinge und nachfolgend auf die Produktion von Jungpflanzen unter diesem
Gesichtspunkt nicht betrachtet. Durch den Verschluss von Leitbiindeln, bedingt durch
die Erkrankung, und die somit verminderte Versorgungsfunktion der generativen Orga-
ne, wire ein Absinken der Pollenvitalitit und anderer Leistungsparameter zu erwarten
gewesen. Das konnte in vorliegenden Untersuchungen nur bedingt bestitigt werden.
Latent befallene Pflanzen unterschieden sich nicht von gesunden Pflanzen. Bedingt
durch eine hoéhere Anzahl abortierter Bliiten bildeten erst im fortgeschrittenen Stadium
der Krankheit bestdubte Bliiten eine geringere Anzahl Samen. Der Pollen erkrankter
Pflanzen zeigte keine verminderte Vitalitit.
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Dass Fusarium-Befall einen Einfluss auf die Samenbildung und deren Qualitit haben
kann, zeigt eine Studie der Martin Luther Universitit Halle-Witttenberg 1998/1999
(1999). Durch Fusarium ssp. geschidigte Weizenkorner zeigten Schadsymptome am
Korn wie Schrumpfungen (Schmachtkorn) und eine graue filzige Oberfliche. Ahnlich
dieser Studie war auch in den eigenen Untersuchungen das spezifische Gewicht der
Samen stark kontaminierter Pflanzen (Variante C) geringer als das der Kontrolle und
der Variante A. Das bedeutet, dass der Welkeerreger in einer niedrigen Konzentration
zwar die Pflanze schwicht, aber es ihr trotzdem ermdglicht, noch iiber eine lingere Zeit
normal entwickeltes Saatgut zu produzieren. Die deutlich geringere Tausendkornmasse
der Samen aus Variante C stand in keiner Beziehung zur Keimféhigkeit.

Wihrend der Keimpriifung auf Filterpapier wurde in Proben der Befallsstufe S der Va-
riante B eine sehr starke Kontamination der Samen mit dem Pilz Chaetomium sp. beo-
bachtet. Diese Samen zeigten gleichzeitig eine sehr niedrige Keimf#higkeit. Keinen
erkennbaren Einfluss hatte der Pilz offenbar auf die Keimfdhigkeit der Samen in Sub-
strat.

Die Pilze der Gattung Chaetomium gehoren in der Mehrheit zwar zu den Saprophyten,
einige Arten sogar zu den Antagonisten der Erreger von Blattkrankheiten, z. B. Hel-
minthosporium victoriae bei Hafer (TVEIT und MOORE, 1954), Fusariose bei Hafer-
keimlingen (TVEIT und WOOD, 1955), es treten jedoch auch pathogene Arten, wie z. B.
Chaetomium sulphureum bei Kiimmel, (RATHORE, SOLANKI und BISNOI, 1990) auf.
SKOLKO und GROVES (1948) bzw. ROY (nach RICHARDSON, 1990) haben festgestellt,
daf bei einigen sehr stark mit Chaetomium spp. kontaminierten Samenpartien von Hafer
bzw. Reis, niedrige Keimraten zu verzeichnen waren. Diese wurden nachweislich durch
Chaetomium spp. verursacht.

Die Keimpriifung in Substrat entspricht den Bedingungen in der Praxis am ehesten. Sie
stellt eine grofiere Beanspruchung fiir den keimenden Samen dar, so dass hier Quali-
taitsméngel deutlicher ausgeprigt werden als in der Petrischale. Das bestitigten die ge-
wonnenen Ergebnisse.

Als Ursache fiir das Auftreten des Erregers in einigen wenigen Keimlingen wihrend der
Keimpriifung auf Filterpapier wird die Ubertragung von der Kapselschale anhaftenden
Sporen auf die Samenoberfliche wihrend der Erte vermutet.

Aufgrund des durchgefiihrten Versuches kénnte der Eindruck entstehen, dafl bei leich-
tem (latentem) FOCy-Befall Cyclamenbestdnde bestidubt und Saatgut produziert werden
kann, da der Pilz kaum Einfluss auf den Ertrag und die Qualitdt der Samen hat. Solche
Schlussfolgerungen wiren jedoch gefahrlich. Auch wenn die direkte FOCy-
Ubertragung von der infizierten Mutterpflanze in das Saatgut wihrend der Samenent-
wicklung als wenig wahrscheinlich erscheint, bleibt immer die Gefahr der Verschlep-
pung des Erregers von erkrankten auf die gesunden Pflanzen bei normaler, girtnerischer
Bearbeitung der Cyclamenbestinde bestehen. AuBerdem ist bisher nicht bekannt, ob
und welche Auswirkungen Samen, die nach Bestdubung latent befallener Pflanzen ge-
bildet wurden, auf die weitere Entwicklung und Gesundheit der Jungpflanzen haben.
Weitere Versuche zur Klirung dieses Problems werden zur Zeit fortgefiihrt.
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Zusammenfassung

Das Auftreten der Johanniskrautwelke stellt fiir den Anbau von Johanniskraut (Hyperi-
cum perforatum L.) eine grofie Gefahr dar. Als Ursache fiir die Krankheit wurde der
Pilz Colletotrichum cf. gloeosporioides diagnostiziert. Um den Erreger wirksam be-
kidmpfen zu kénnen, war es notwendig, Kenntnisse zu der bislang noch unerforschten
Biologie und Epidemiologie des Erregers zu erhalten. In Untersuchungen mit verschie-
denen Isolaten von Colletotrichum unterschiedlicher Herkunft wurde nachgewiesen,
dass der Erreger auf Johanniskraut spezialisiert ist und eine hohe Aggressivitit aufweist.
Der Erreger befillt die Pflanze in verschiedenen Entwicklungsstadien. Im Keimlings-
und Jungpflanzenstadium reagieren die Pflanzen stark anfillig. Geringe Inokulumdich-
ten (10%) konnen bereits stirkere Ausfille an Jungpflanzen (20%) verursachen. Koni-
dien des Pilzes sind in erster Linie fiir die Verbreitung des Erregers im Bestand, Asko-
sporen fiir die Uberdauerung des Pilzes von Bedeutung. Untersuchungen zum Krank-
heitsverlauf an den Sorten ‘Topaz‘, ‘Hyperixtrakt* und ‘Motiv* zeigten, dass zwischen
den Sorten groBie Unterschiede in der Anfilligkeit fiir die Johanniskrautwelke bestehen.

Stichwoérter: Colietotrichum cf. gloeosporioides, Hypericum perforatum, Biologie,
Epidemiologie, Infektionsmethoden

Summary

Wilt of St. John’s wort is a great danger in the growing of St. John’s wort (Hypericum
perforatum L.). The disease is caused by the fungus Colletotrichum cf. gloeosporioides.
To be able to efficiently control the pathogen, it was necessary to gather knowledge
about the biology and epidemiology of the fungus, which were largely unknown before.
Studies with a number of isolates of Colletotrichum of various origins have shown that
the pathogen is specialised on St. John’s wort and that it is very aggressive. The patho-
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gen attacks the plant at verious growth stages. The plants are particularly susceptible
during the germinating and seedling stages. Feeble inoculum densities (10?) are able to
cause quite high losses (20 %) in young plants. The fungal conidia play a role in
spreading the pathogen in the crop, while the ascospores are responsible for its endur-
ance. Studies about the disease curve made with the varieties ‘Topaz’, ‘Hyperixtract’,
and ‘Motiv’ showed that there are great varietal differences in susceptibility to the wilt
disease.

Key words: Colletotrichum cf. gloeosporioides, Hypericum perforatum, biology,
epidemiology, infection methods

Einleitung

Johanniskraut (Hypericum perforatum L.) ist eine Heilpflanze, die in der Humanmedi-
zin zur Behandlung psychovegetativer Storungen und depressiver Verstimmungszu-
stinde eingesetzt wird. In den 90ziger Jahren war im Anbau von Johanniskraut eine
stark steigende Tendenz zu verzeichnen. Der Anbau erreichte in Deutschland Ende der
90ziger Jahre einen Umfang von mehr als 500ha (HOPPE, 2000). Dem gegeniiber stand
eine damals noch unbekannte Krankheit, die sogenannte Johanniskrautwelke. Aufgrund
fehlender Kenntnisse zur Krankheitsursache konnten den Anbauern keine wirksamen
GegenmaBnahmen empfohlen werden. Aus dieser Situation heraus entstand Ende 1997/
Anfang 1998 ein von der pharmazeutischen Industrie gefordertes Forschungsvorhaben,
an dem vier Forschungseinrichtungen — die Fachhochschule Weihenstephan, Phar-
maplant Artern, die Humboldt-Universitdt Berlin (HUB) und die Biologische Bundes-
anstalt fiir Land- und Forstwirtschaft (BBA)- beteiligt waren. Das Ziel des dreijahrigen
Forschungsvorhabens bestand darin, nach Untersuchungen zur Atiologie detaillierte
Kenntnisse zur Biologie und Epidemiologie des Erregers zu erarbeiten, um darauf auf-
bauend gezielt Moglichkeiten zur Bekdmpfung priifen zu kénnen.

In der vorliegenden Arbeit wird der Erreger der Johanniskrautwelke vorgestellt ein-
schlieBlich der Ergebnisse der Untersuchungen zur Spezifitdt und Aggressivitit, zu den
Infektionsbedingungen, zum Einfluss der Inokulumdichte und zur Bedeutung der
Fruchtform des Pilzes.

Material und Methoden

Erregermaterial

Der Stamm von Colletotrichum cf. gloeosporioides mit der Kenn-Nr. 100 diente in allen
Untersuchungen als Standard- bzw. Vergleichsisolat. In die Untersuchungen zur Patho-
genitit wurden neben zwei Isolaten von Johanniskraut zehn Colletotrichum- bzw. Glo-
merella -Isolate verschiedener Wirtspflanzenherkiinfte (Erica gracilis, Crassula spec.,
Calluna vulgaris, Alnus cordata, Ligustrum vulgare, Sambucus nigra, Phalaenopsis
spec.) einbezogen. Fiir vergleichende Priifungen zur Aggressivitdt von Colletotrichum
cf. gloeosporioides wurden zehn Isolate verschiedener Herkunftsorte Deutschlands
ausgewihlt.
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Pflanzenmaterial

In den Untersuchungen wurden als Standard bzw. Vergleichsvarianten die Sorten ‘Mo-
tive, ‘Hyperixtrakt® und ‘Topaz‘ verwendet. Die Anzucht der Pflanzen erfolgte nach der
Kulturanleitung von BOMME (1986). Fiir die Priifung an Einzelpflanzen wurden die
Keimlinge in Multitopfpaletten pikiert bzw. je nach Versuchsfrage aus den Multitopf-
paletten nach etwa vier- bis sechswochiger Kultivierung in 13er Topfe gepflanzt.

Infektionsmethoden

Die Anzucht und Vermehrung des Erregers erfolgte nach den von Gérber und Schenk
(2002) entwickelten Methoden, die fiir verschiedene Fragestellungen erprobt wurden.
Die Pflanzen wurden inokuliert, indem die Erregersuspension in unterschiedlichen Ver-
fahren und an unterschiedliche Pflanzenteile ausgebracht wurde:

A. Inokulation der Wurzeln durch Eingieflen von 50ml Konidiensuspension in das
Pflanzloch beim Umtopfen der Jungpflanzen in 13er Topfe

B. Inokulation der Blitter und Stingel durch Uberspriihen von 6 bis 7 Wochen alten
Pflanzen mit einer Konidiensuspension (30 ml pro Pflanze in 13er Topfen)

C. Inokulation der Pflanzen am Stingelgrund durch Angiefien mit 1 ml Erregersuspen-
sion (Konidien- oder Askosporensuspension) bei Jungpflanzen in Multitopfpaletten
bzw. 30 ml Erregersuspension bei etwa 7 Wochen alten Jungpflanzen in 13er Topfen.

Die Inokulumdichte betrug jeweils 10° Bei den Inokulationsmethoden B und C wurden
die Pflanzen nach der Inokulation fiir 24 bis 36 Stunden mit einer Folie abgedeckt, um
eine hohe Luftfeuchte zu gewihrleisten.

Die Multitopfpaletten bzw. Topfe wurden in Blocken auf Tische im Gewichshaus bei
Temperaturen von 23°C am Tag und 15°C in der Nacht und 80% R.L. aufgestellt. In der
lichtarmen Zeit wurde eine Zusatzbelichtung von 6.00 Uhr bis 22.00 Uhr eingeschaltet.
Zur Abtrennung der einzelnen Priifvarianten wurden Schotten aus Plexiglas aufgestellt,
um Mischinfektionen zu vermeiden.

Der Priifumfang in den Versuchen mit Topfpflanzen umfasste pro Variante 10 bis 15
Topfe. Bei der Priifung in Multitopfpaletten wurden zwei bis drei Wiederholungen pro
Variante (eine Multitopfpalette entspricht einer Wiederholung). Zum Vergleich wurde
jeweils eine nicht inokulierte Kontrollvariante (UK) einbezogen.

Versuchsauswertung

Die Ausprigung von Krankheitssymptomen an Topfpflanzen wurde fiir eine Dauer von
25 bis 35 Tage nach Inokulation beobachtet und die Stirke des Befalls in etwa dreita-
gigen Abstinden mit Befallsbeginn mit Hilfe selbst erarbeiteter Boniturschemata (1-
kein Befall, 5- sehr starker Befall) eingeschitzt.

Der Krankheitsbefall an Jungpflanzen in Multitopfpaletten wurde bewertet, indem mit
Befallsbeginn die abgestorbenen, kranken und gesunden Pflanzen in etwa dreitdgigen
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Abstinden gezdhlt wurden. Als krank wurden alle Pflanzen bezeichnet, die Lésionen an
einem oder mehreren Trieben aufwiesen bzw. welk waren.

Ergebnisse

Krankheitsursache und Schadbild

Zur Atiologie der Johanniskrautwelke und Symptomatologie wurden erste Untersu-
chungen von Gerlach (1997) und Girber (1999) veroffentlicht. Bei dem Erreger handelt
es sich um Colletotrichum cf. gloeosporioides (Teleomorph: Glomerella cf. cingulata),
der an Johanniskraut eine Anthraknose verursacht. An Jungpflanzen sind die vom Erre-
ger gebildeten Acervuli hdufig am Stingel unterhalb der Keimblitter zu finden. Ober-
halb der Befallsstellen beginnen die Keimlinge zu welken und sterben ab. In den mit
Setae besetzten Acervuli werden einzellige, hyaline Konidien gebildet, die als schleimi-
ge, lachsfarbene Konidienmasse makroskopisch sichtbar sind. Im Feldbestand wird an
den Pflanzen zunichst hdufig ein Erschlaffen der Triebspitzen beobachtet. Mit Fort-
schreiten der Krankheit beginnen einzelne Triebe zu welken, die spiter an der Stingel-
basis infolge der Umgiirtelung durch den Erreger umknicken. Die Pflanzen verbraunen
und sterben vollig ab. An holzigen Pflanzenteilen findet man haufig auch die Haupt-
fruchtform des Pilzes. Eine Besonderheit des Pilzes besteht darin, dass er in vitro neben
Avervuli nach etwa zehntigiger Kulturdauer reichlich Perithezien mit Askosporen
bildet.

Pathogenitit von Colletotrichum anderer Wirtspflanzenherkiinfte

Da in den vergangenen Jahren an Zierpflanzen und Gehélzen verstiarkt Colletotrichum
spp. bzw. Glomerella cingulata als Erreger nachgewiesen wurde, sollte gepriift werden,
ob diese pathogenen Formen auch an Johanniskraut einen Krankheitsbefall verursachen
kénnen. In den Infektionsversuchen (Inokulationsmethode A und B) erwiesen sich nur
die von Johanniskraut isolierten Stimme als pathogen, wobei die Sorten unterschiedlich
anfillig reagierten (Abb. 1). Die von anderen Wirtspflanzenherkiinfte isolierten Pilze
waren an Johanniskraut nicht pathogen, unabhéngig davon, welches Inokulationsverfah-
ren angewandt wurde. Die Ergebnisse zur Pathogenitit ergéinzen die Kenntnisse aus der
Literatur, dass es sich bei Colletotrichum cf. gloeosporioides um eine auf Johanniskraut
spezialisierte Form handelt.

Pathogenitit von Colletotrichum cf. gloeosporioides an Kartoffel

Kartoffelpflanzen im Stadium 14 bis 16 wurden durch Uberspriihen mit einer Konidien-
suspension von Colletotrichumct. gloeosporioides inokuliert und auf Befallssymptome
kontrolliert. Nach etwa 3 Wochen waren am Sténgel der Kartoffel strichférmige, braune
Lisionen zu beobachten, aus denen der Pilz reisoliert werden konnte. Die Kartoffel-
pflanzen zeigten leichte Welkeerscheinungen, erholten sich aber wieder. Im weiteren
Beobachtungszeitraum nahmen die Krankheitssymptome nicht weiter zu.
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Abb.1: Pathogenitdt von Colletotrichum spp. anderer Wirtspflanzenherkiinfte an Jo-
hanniskraut

Fig. 1: Pathogenicity of Colletotrichum isolates of other host plant origins to St. John’s
wort
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Abb. 2: Pathogenitit von Colletotrichum cf. gloeosporioides verschiedener Herkunfts-
orte an Johanniskraut

Fig. 2: Pathogenicity of Colletotrichum cf. gloeosporioides of various places of origin
to St. John’s wort
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Pathogenitit von Colletotrichum cf. gloeosporioides verschiedener Herkunftsorte an
Johanniskraut

In den Untersuchungen wurde eine sehr starke Aggressivitit des Erregers ermittelt
(Abb. 2).

Alle getesteten Isolate aus verschiedenen Anbaugebieten Deutschlands waren pathogen.
Bei einem Eingieflen der Erregersuspension in das Pflanzloch wurden insgesamt hohere
Befallswerte erreicht als bei einem Ubersprithen der Pflanzen. Offensichtlich konnten
sich die Pflanzen bei einem Aufspriithen der Erregersuspension auf die Blitter und Trie-
be nach lidngerer Versuchsdauer regenerieren. Bei einer Anreicherung des Erregers am
Stingelgrund scheint sich dagegen die Pflanze nur schwer zu erholen. Die Versuchser-
gebnisse zur Pathogenitdt zeigen, dass es sich bei Colletotrichum cf. gloeosporioides
um einen Erreger mit einer hohen Aggressivitit handelt. Die Isolate 114 und 124 mit
einer geringeren Aggressivitit lassen keinen Zusammenhang zum Herkunftsort erken-
nen.

Krankheitsverlauf bei verschiedenen Inokulationsverfahren

Der Krankheitsverlauf wurde an der anfilligen Johanniskrautsorte Motiv‘ und der
weniger anfilligen Sorte ‘Hyperixtrakt® bei Inokulation nach Methode A und B beo-
bachtet. Beide Inokulationsverfahren fiihrten zu hohen Infektionsergebnissen (Abb. 3).
Bei Inokulation der Pflanze iiber den Boden baut sich der Befall kontinuierlich auf.
Nach ca. 14 Tagen wurden erste Welkesymptome an der anfilligen Sorte ‘Motiv* beo-
bachtet. Wahrend an der weniger anfilligen Sorte ‘Hyperixtrakt® 30 Tage nach Inokula-
tion nach wie vor kein nennenswerter Befall auftrat, waren die Pflanzen der anfilligen
Sorte Motiv* nahezu alle abgestorben. Bei einer Infektion durch Ubersprithen der
Pflanzen wurde zunéchst an beiden Sorten deutliche Krankheitsymptome in Form von
Nekrosen an Blittern und Stingeln beobachtet. Wahrend die weniger anfillige Sorte
‘Hyperixtrakt® ca. 14 Tage nach Inokulation begann, sich zu erholen und starken, ge-
sunden Neuaustrieb zu bilden, schritt bei der Sorte "Motiv‘ die Krankheit weiter voran.

/ Motiv

Bonitumote

Bonitumote

0 10 15 2 x kil
Tage nach Inokulation Tage nach Inckulation
Inokulationsverfahren A Inokulationsverfahren B

Abb.3: Krankheitsverlauf der Johanniskrautwelke bei verschiedenen Inokulationsver-
fahren
Fig. 3: Disease curve of wilt of St. John’s wort with various methods of inoculation
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Die Beobachtungen zum Krankheitsverlauf ergaben, dass bei einer Inokulation der
Pflanze am Stingelgrund dem natiirlichen Infektionsweg offenbar am stirksten entspro-
chen wird. In weiterfilhrenden Untersuchungen wurde daher ausschliefilich das Inoku-
lationsverfahren C angewandt, bei dem die Erregersuspension unmittelbar an den Stén-
gelgrund der Pflanze ausgebracht wird.

Einfluss der Inokulumdichte auf die Krankheitsentwicklung

In den Abbildungen 4 und 5 sind die Infektionsverldufe bei unterschiedlichen Inoku-
lumdichten fiir die unterschiedlich anfilligen Sorten ‘Hyperixtrakt‘, ‘Topaz‘ und ‘Mo-
tiv* dargestellt. An Jungpflanzen in Multitopfpaletten (Abb. 4) wurden bei geringen
Inokulumdichten von 10 bis 10*> Konidien/ml Suspension ein z.T. starker Krankheitsbe-
fall von bis zu 25% festgestellt. Sichere Infektionsergebnisse wurden jedoch erst bei
héheren Inokulumdichten erreicht. Bei einer Inokulumdichte von 10° kann sich die
Infektion in relativ kurzer Zeit aufbauen. Andererseits ist der Infektionsdruck nicht zu
hoch, so dass Unterschiede in der Anfilligkeit der gepriiften Sortengut gut erkennbar
sind. Ahnliche Ergebnisse wurden bei der Priifung an Topfpflanzen erzielt (Abb. 5).
Pflanzen in spateren Entwicklungsstadien sind jedoch bedeutend weniger anfillig als
Jungpflanzen. Bei den niedrigen Konidiendichten von 10 und 10> war kein bzw. nur
geringer Befall zu verzeichnen. Mit einer Konidiendichte von 10* wurden gleichfalls
sichere Infektionsergebnisse erzielt. Bei den Sorte ‘Motiv‘ und ‘Topaz® baute sich die
Infektion sehr schnell auf. Innerhalb einer Woche nach Inokulation war die Mehrzahl
der Pflanzen stark befallen. Deutlich widerstandsfihiger zeigte sich die Sorte ‘Hype-
rixtrakt’
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Abb. 4: Einfluss der Inokulumdichte auf die Krankheitsentwicklung an getopften
Pflanzen
Fig. 4: Influence of inoculum density on the development of disease on potted plants
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Abb. 5: Einfluss der Inokulumdichte auf die Krankheitsentwicklung an Jungpflanzen
Fig. 5: Influence of inoculum density on the development of disease on young plants
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Abb. 6: Krankheitsentwicklung an Topfpflanzen bei einer Konidien- und Askosporenin-
fektion

Fig. 6: Development of disease on potted plants with infection by conidia and infection
by ascospores
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Abb. 7: Krankheitsentwicklung an Jungpflanzen bei einer Konidien- und Askosporenin-
fektion

Fig. 7: Development of disease on young plants with infection by conidia and infection
by ascospores

Krankheitsentwicklung bei einer Konidien- und Askosporeninfektion

Mit diesen Untersuchungen sollte die Bedeutung der verschiedenen Fruchtformen des
Pilzes fiir die Infektion gekldrt werden. Sorten mit unterschiedlicher Anfilligkeit wur-
den in verschiedenen Entwicklungsstadien der Pflanzen entweder mit einer Konidien-
suspension oder mit den Askosporen des Pilzes inokuliert (Inokulationsverfahren C). In
den Kontrollvarianten erhielten einige Pflanzen auf Grund ihres schlechten Zustandes
die Boniturnote 2. Ursache hierfiir war ein z.T. starker Mehltaubefall, der die Auswer-
tung erschwerte. Latenter Colletotrichum -Befall wurde nicht nachgewiesen.

Aus den Abbildungen zur Krankheitsentwicklung an Jungpflanzen in Multitopfpaletten
und an ilteren, getopften Pflanzen (Abb. 6 und 7 ) ist ersichtlich, dass Askosporen des
Pilzes in weitaus geringerem MafBe Infektionen verursachen als Konidien. Je zeitiger die
Inokulation im Entwicklungsstadium der Pflanzen erfolgt, um so anfilliger erweisen
sich diese.

Vorkommen des Erregers am Samen

Eine primére Infektionsquelle fiir das Auftreten der Johanniskrautwelke ist das Saatgut.
Nachfolgend soll lediglich die Situation in der Praxis beziiglich der Infektion von Saat-
gut aufgezeigt werden, wie sie sich in den Jahren 1998/1999 darstellte. Bei den unter-
suchten Proben handelte es sich um Saatgut, das fiir die Aussaat und Anzucht von
Pflanzen fiir Anbaubetriebe in den Jahren 1998/99 verwendet wurde. Von den insge-
samt 92 untersuchten Saatgutproben waren ca. 30% der Proben mit Colletotrichum
infiziert (Abb. 8). Von den befallenen Saatgutproben wurde etwa fiir die Hilfte der
Proben ein Befall des Saatgutes von mehr als ein Prozent ermittelt, d. h. an einem von
100 untersuchten Samen war Colletotrichum cf. gloeosporioides im Agarplattentest
(GARBER, 2001) nachweisbar.
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Abb. 8: Anteil befallener Saatgutproben mit Colletotrichum cf. gloeosporioides — Be-
fallssituation in der Praxis 1998/1999

Fig. 8: Portion of seed samples infested with Colletotrichum cf. gloeosporioides — prac-
tical situation of infestation in 1998/1999

Die stark befallenen Saatgutchargen wurden hauptséchlich im Jahr 1998 ermittelt. Von
dieser Befallssituation ausgehend musste in den betroffenen Jungpflanzenbetrieben mit
starken Ausfillen gerechnet werden.

Diese Situation war Ausgangspunkt fiir umfangreiche Untersuchungen zur Samenbiir-
tigkeit des Erregers und zur Aufklirung des Infektionszyklus.

Diskussion

Der Erreger der Johanniskrautwelke, Colletotrichum cf gloeosporioides, stellt europa-
weit eine Gefahr fiir den Anbau von Johanniskraut dar. Davon zeugen Berichte tiber ein
Erstauftreten des Erregers aus verschiedenen europdischen Lindem (GERLACH, 1997,
SCHWARCZINGER und VAINA, 1998,1999; GARBER, 1999; DEBRUNNER et al., 2000;
MIKOLAJEWICZ und FILODA, 1999). Der Erreger zeichnet sich durch eine hohe
Wirtsspezifitit und Aggressivitdt aus. Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten
Pathotests mit Colletotrichum- und Glomerella-Isolaten verschiedener Wirtspflanzen-
herkiinfte untermauern die Erkenntnis, dass es sich bei Colletotrichum an Johanniskraut
um einen auf die Wirtspflanze spezialisierten Erreger handelt. Andererseits ist noch
nicht eindeutig geklirt, inwieweit Pflanzen der Familie der Nachtschattengewdchse
durch den Erreger infiziert werden konnen und welche Bedeutung diese fiir die Uber-
tragung oder Uberdauerung des Erregers einnehmen. Im Infektionsversuch konnte zwar
der Erreger an Kartoffel nachgewiesen werden, die Bedeutung der Kulturart in der
Fruchtfolge als potentielle Krankheitsgefahr kann jedoch aus diesen Untersuchungen
nicht abgeleitet werden.

Der Erreger ist hochvirulent an Johanniskraut und vermag die Pflanze in verschiedenen
Entwicklungsstadien zu befallen. Im Keimlings- und Jungpflanzenstadium reagieren die
Pflanzen stark anfillig. Die Konidien, die sich rasch bei feuchtem Mikroklima im Be-
stand verbreiten, konnen schon bei geringer Inokulumdichte (10°) an den Jungpflanzen
starkeren Krankheitsbefall bzw. Pflanzenausfille verursachen. Zwischen den Sorten von
Johanniskraut wurden Unterschiede in der Anfélligkeit fiir die Welkekrankheit ermittelt.
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Da Colletotrichum cf. gloeosporioides in vitro sehr schnell beide Fruchtformen bildet,
sollte im Pflanzentest die Infektiositdt der Konidien und Askosporen des Pilzes ver-
gleichend getestet werden. Zur Bedeutung der verschiedenen Fruchtformen fiir die In-
fektion wird aus den vorliegenden Untersuchungen im Wesentlichen abgeleitet:

1. Die Konidien des Erregers infizieren die Pflanze in verschiedenen Entwicklung-
sstadien in starkem Mafe und sind fiir die Verbreitung der Krankheit im Pflanzen-
bestand von grofer Bedeutung.

2. Askosporen scheinen in erster Linie fiir die Uberdauerung des Erregers von we-
sentlicher Bedeutung zu sein.

Mit den Untersuchungen zum Infektionsverlauf bei Anwendung verschiedener Inokula-
tionsverfahren, unter Berlicksichtigung unterschiedlicher Entwicklungsstadien der
Pflanze und Inokulumdichten wurden wichtige methodische Grundlagen fiir die Erar-
beitung einer Resistenzpriifmethode geschaffen. Die ziichterischen Bemiihungen, dem
Anbauer ertragssichere und leistungsfihige Sorten mit einer hoher Widerstandsfahigkeit
gegeniiber der Johanniskrautwelke zur Verfiigung zu stellen , sind aulerordentlich grof.
Die Ziichtung resistenter Sorten fiir den Johanniskrautanbau findet grofie Beachtung, da
die Johanniskrautwelke mit chemischen Pflanzenschutzmitteln schwer bekdmpfbar ist
(SCHMATZ und DICK,1998) und auch die Zulassungssituation im Heil- und Gewiirz-
pflanzenbereich duflerst schwierig ist (HEROLD,1999).
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Zusammenfassung

In zweijdhrigen Untersuchungen wurde das Aufireten der Kohldrehherzmiicke (Conta-
rinia nasturtii) in der Vorderpfalz beobachtet und die Bekdmpfung der ersten Generati-
on anhand eines Temperatursummenmodells iiberpriift. Dabei konnten im rdumlichen
Auftreten Unterschiede aufgezeigt werden. Die Verteilung im Bestand konnte an der
geographischen Lage als auch an der Fruchtfolge festgemacht werden. Anhand eines
von NOLL (1959) entwickelten Temperatursummenmodells kann das Erstauftreten des
Schidlings recht termingenau vorhergesagt werden und somit eine gezielte Bekdmpfung
der ersten Generation erfolgen.

Stichwoérter: Kohldrehherzmiicke, Contarinia nasturtii, Vorderpfalz, Temperatur-
summenmodell, rdumliches Aufireten, Verteilung im Bestand, Erstaufireten, Bekdmp-
fung

Summary

Regional appearance of the swede midge (Contarinia nasturtii) in the vegatable pro-
duction area of the palatinate was observed during two years. Control of the first gene-
ration by using a temperature modell by NOLL (1959) was investigated. There are diffe-
rences in the regional appearance and distribution in the field. Via the temperature mo-
dell it is posible to determine the first appearance of the insect almost exactly. By cont-
rolling the first generation further generations cannot develop extremely.

Key words: swede midge, Contarinia nasturtii, Palatinate, temperature model, regio-
nal appearance, distribution in the field, first appearance, control
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Einleitung

Im Gemiiseanbaugebiet Vorderpfalz wird auf einer Fliche von 420 Hektar Brokkoli
angebaut. Dies entspricht einer Pflanzenmenge von etwa 16 Millionen. 75 Prozent der
Anbaufliche befinden sich im Grofiraum Frankenthal. Seit einigen Jahren wird dort von
zunehmenden Problemen mit dem Schidling Kohldrehherzmiicke (Contarinia nasturtii)
an Brokkoli berichtet. Dieses Tier legt seine Eier in die Nidhe des Vegetationspunktes
der Pflanze. Die daraus schliipfenden Larven schiddigen durch Frafl. Schwere Wachs-
tumsstorungen der Pflanze sind die Folge. Dadurch kann es zu starken Ausfillen bis hin
zum Totalausfall einzelner Sitze kommen.

Trotz intensiver, vorbeugender Behandlung mit Insektiziden kommt es aufgrund der
versteckten Lebensweise des Tieres zu starken Schiden. Verstirkt wird diese Proble-
matik durch die, bedingt durch die Nivellierung des Pflanzenschutzgesetzes, stark ein-
geschriankte Mittelverfiigbarkeit. Es stehen keine Mittel mit systemischer Wirkung zur
Verfiigung, so dass eine erfolgreiche Bekdmpfung nur durch genaue Terminierung der
BekidmpfungsmaBinahmen moglich ist. Fiir die Betriebe ist die Feststellung dieser Ter-
mine durch die geringe Grofie des Schiidlings jedoch nicht moglich.

Material und Methoden

Um eine gezielte Bekdmpfung zu erméglichen, ist es von grofier Bedeutung, das Auf-
treten der ersten Generation vorherzusagen. In den Niederlanden wird zu diesem Zweck
ein Prognosemodell recht erfolgreich angewendet, das auf Untersuchungen von NOLL et
al. (1942) und NOLL (1959) zuriickgeht (CONTARPE, BOUMA 1996). Es basiert auf der
Summierung der Tagesdurchschnittswerte der Bodentemperatur in 5 cm Tiefe. Um das
witterungsgestiitzte Modell anwenden zu konnen, ist es jedoch nétig, Befallslagen zu
kennen.

Die vorliegenden Untersuchungen hatten das Ziel das regional unterschiedliche Aufire-
ten des Schidlings zu erfassen sowie eine Uberpriifung des Prognosemodells fiir den
Raum Vorderpfalz vorzunehmen.

Ergebnisse und Diskussion

Zur Biologie der Kohldrehherzmiicke: Sie gehort zur Familie Cecidomyiidae, Unterfa-
milie Cecidomyiinae, Gattung Contarinia, Art Contarinia nasturtii, erstmals beschrie-
ben von KIEFFER (1888). Das erwachsene Tier ist etwa 1,5 mm bis 2 mm lang. Die Eier
sind circa 0,3 mm lang, etwa 0,08 mm breit, wurstférmig gestreckt und leicht ge-
kriimmt. Das Weibchen legt die Eier in Gelegen von etwa 8 — 20 Stiick tief zwischen
die Blattstiele der jiingeren Herzblitter. Man kann an einer Pflanze bei starkem Befall
mehrere Eigelege finden (bis zu 100 Eier). Das Weibchen kann insgesamt bis zu 200
Eier ablegen.

Die Larven sind weifllich bis schwach gelblich gefirbt, manchmal auch tiefgelb. Sie
werden etwas iiber 2 mm lang. Die Larven konnen mehrere Zentimeter weit springen
(UNRUH 1974). Nach Abschluss ihrer Entwicklung begeben sich die Larven in die Erde,
wo sie sich in einen mit kleinsten Erdteilchen durchsetzten, etwa 2 mm groflen Kokon
einspinnen (NOLL et al. 1942), der durch die anhaftenden Erdteilchen kaum vom Erd-
reich zu unterscheiden ist.
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Die Kohldrehherzmiicke iiberwintert als Larve im Boden in geringer Tiefe ( circa 2 — 7
cm (SCHRAMEYER 2001)). Nach erfolgter Verpuppung wandert die Puppe zur Erdober-
flaiche (NOLL et al. 1942), dort erfolgt der Schlupf der Miicken. Dazu ist jedoch eine
ausreichende Bodenfeuchtigkeit und eine Bodentemperatur von mehr als 15 °C nétig.
Bei groBer Trockenheit im Boden (pF > 3,4) verbleibt die Larve in der Ruhephase, ohne
sich zu verpuppen, auf diese Weise konnen sie mehr als 12 Monate iiberdauern (Uber-
liegen). Bei geniigender Bodenfeuchte endet diese Ruhephase und die Larve verldsst
den Kokon, bewegt sich zur Erdoberfldche und verpuppt sich dort ereut, um schliefl-
lich zu schliipfen (READSHAW 1966).

Die Lebensdauer der adulten Tiere betréigt bei 20 °C etwa 4 — 5 Tage (NOLL et al.
1942). Sie halten sich vor allem zwischen den dufieren Herzblittern auf (UNRUH 1974).
Zur Eiablage werden windgeschiitzte Standorte bevorzugt. Das Weibchen beginnt damit
schon 1 — 2 Stunden nach der Paarung, meist an Gruppen benachbarter Pflanzen
(READSHAW 1966.

Die Eiablage erfolgt in einem Temperaturbereich von 16 — 26 °C (STOKES 1953, zitiert
in: NOLL 1959), wobei das Temperaturoptimum bei 20 — 22 °C liegt. Die Entwicklungs-
zeit der Eier betrigt bei 20 °C 4 — 5 Tage, bei 15 °C etwa 9 Tage (NOLL et al. 1942).

Die Larven leben gesellig (2 — 40 pro Pflanze (SCHRAMEYER 2001)) und fressen an der
Oberfldche der Blattstiele in den Blattachseln. Mit Hilfe von Speicheldriisen produzie-
ren sie ein Sekret, das die Kutikula auflost und die Zellen der Blattoberflidche verfliis-
sigt. Wihrend der Frafiperiode sind sie in eine Fliissigkeit eingebettet, die aus Zellin-
halten, Speichelsekreten und Ausscheidungsprodukten besteht (READSHAW 1966). Die
Entwicklungszeit der Larven liegt bei circa 8 — 14 Tagen, in Abhéngigkeit von der
Temperatur. Nach Abschluss ihrer Entwicklung wandern sie zur Verpuppung in den
Boden. Dies geschieht ausschliefSlich nachts (BAUR 2001) und bei hoher Luftfeuchte
(LEGRAND 2001). Nach etwa 10 — 20 Tagen schliipfen die Miicken der nichsten Gene-
ration (SCHRAMEYER 2001

Der Schaden entsteht durch die Einwirkung der Kohldrehherzmiickenlarven auf die
jiingsten Pflanzenteile. Die Larven erndhren sich durch oberflichlichen Schabefrafy
(BEDLAN et al. 1992). An den Frafstellen kommt es zur Einkriimmung des Blattstiels,
auf der gegeniiberliegenden Seite entsteht eine Verdickung. Es kommt zu Verdrehungen
des Blattes. An den befallenen Stellen entstehen Verkorkungen, diese werden aber erst
nach einigen Tagen sichtbar (UNRUH 1974). Bei starkem Befall wird oft der Vegetati-
onspunkt vollstindig zerstort (Herzlosigkeit). Anfillig sind Pflanzen jeden Alters. Bei
spiter Eiablage wird die Blume geschédigt und ist durch Verkriippelungen und Laub-
durchwuchs nicht zu vermarkten (LEGRAND 2001).

Zu den Wirtspflanzen gehoren Kohlarten, Kohlriiben, Speiseriiben, Radies, Rettich,
Raps, Riibsen, Senf, Kresse, Markstammkohl sowie kreuzbliitige Unkrduter. Nach bis-
herigen Erfahrungen scheint Brokkoli besonders bevorzugt zu werden. Zu priifen ist
noch, ob Sortenunterschiede beziiglich der Anfilligkeit bestehen. Hierzu gibt es Anga-
ben aus der Schweiz (BAUR 2001), wonach z.B. die Sorte ,Marathon‘ besonders anfillig
ist. Diese wird im Anbaugebiet Vorderpfalz als Standardsorte angebaut.

Von einer Einschleppung des Schidlings, etwa durch verseuchte Jungpflanzen, ist nicht
auszugehen, denn nach NOLL et al. (1942) gab es schon 1912 Schiden durch die Dreh-
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herzmiicke an Kopfkohl in Kandel (Pfalz). Wahrscheinlicher ist, dass das stirkere Auf-
treten des Schédlings in engem Zusammenhang mit der Steigerung des Kohlanbaues
steht (Verdopplung des Anbaus in den letzten 10 Jahren von 220 auf 420 Hektar). Wei-
tere Griinde fiir eine Zunahme des Schidlings konnten eine enge Fruchtfolge und man-
gelnde Feldhygiene sein. Zum Teil werden im Untersuchungsgebiet zwei Sitze Brok-
koli pro Jahr auf dieselbe Fliche gepflanzt.

Im Jahr 2000 wurde mit der systematischen Erfassung der Befallsflichen begonnen. Zu
diesem Zeitpunkt wurde davon ausgegangen, dass sich die Tiere durch optische Kon-
trolle anhand der Fiihlergliederung und der Fliigelstruktur unter dem Binokular bestim-
men lassen. Zur sicheren Bestimmung der Kohldrehherzmiicke eignet sich nach
SCHRAMEYER (2001) die Kontrolle der Triebspitzen auf abgelegte Eier bzw. dort be-
findliche Larven. Die Bestimmung der Miicken durch optische Kontrolle unter Zuhilfe-
nahme von Gelbschalen ist ungeeignet, denn es bestehen Verwechslungsmoglichkeiten
mit Kohlschotenmiicke (Dasineura brassicae), Weizengallmiicke (Contarinia tritici),
Erbsengallmiicke (C. pisi) oder Luzernebliitengallmiicke (C. medicaginis).

Obwohl die Triebspitzenkontrolle sehr aufwendig ist, kann mit ihrer Hilfe ein Befall
sehr sicher diagnostiziert werden. Die Untersuchungen fanden auf insgesamt 18 Stand-
orten in der Zeit vom 2. Mai bis 4. Oktober 2001 statt. Es wurden zweimal wochentlich
Triebspitzen von je 20 Pflanzen eines Standortes entnommen und méglichst noch am
selben Tag unter dem Binokular auf Eiablage und Larvenbesatz untersucht. Als Schad-
schwelle nennt SCHRAMEYER (2001) ein Eigelege an 20 untersuchten Pflanzen.

Das Untersuchungsgebiet befindet sich im Anbaugebiet Vorderpfalz und erstreckt sich
vom Rhein in Hohe Ludwigshafen westwirts bis zu einer Linie Dirmstein — Maxdorf.
Dabei reicht die Ausdehnung im Norden bis Bobenheim-Roxheim, im Siiden bis zur A
650. Der Schwerpunkt der untersuchten Flichen lag im Raum Frankenthal (Morsch,
Ormsheimer Hof) sowie in der Gemarkung Dirmstein. Das Gebiet ist gekennzeichnet
durch eine Jahresdurchschnittstemperatur von 10,3 °C und einen Jahresniederschlag von
etwa 580 mm. Aufgrund der relativ geringen Niederschlige ist eine Feldberegnung,
mittels Rohrberegnung oder Beregnungsmaschinen, notwendig und auch allgemein
tiblich.

In der Vorderpfalz trat die Kohldrebherzmiicke im Jahr 2001von Anfang Mai (auf ver-
friihten Flichen), bzw. Mitte Mai (unverfriihte Flichen) bis Oktober in fiinf Generatio-
nen auf, dabei verlief das Auftreten der einzelnen Generationen sowohl in klar abge-
grenzten Phasen als auch stark iiberlappend, verursacht durch Uberliegen der Larven.
Als Anhaltspunkt nennt SCHLAGHECKEN (2001) den Beginn der Holunderbliite als ers-
ten Schlupftermin.

Fiir die Untersuchungen wurden sowohl mit Folie/Vlies verfriihte als auch unverfriihte
Flachen herangezogen. Auf einigen Fldchen konnte das Auftreten der Drehherzmiicke
iiber den gesamten Beobachtungszeitraum verfolgt werden, da zwei Sitze hintereinan-
der angebaut wurden. Dies wirkte sich sicher positiv auf den Befall aus. Die Praxis, die
Bestinde nach der Emnte zum Teil geraume Zeit stehen zu lassen, verstirkt diesen Ef-
fekt. Es wurden auf 17 von 18 untersuchten Standorten Drehherzmiicken gefunden,
dabei befand sich das Hauptbefallsgebiet nordlich und westlich von Frankenthal-
Morsch.
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Der Befall ist von Fliche zu Fliche unterschiedlich, dabei spielen die geographischen
und klimatischen Verhiltnisse eine Rolle. Auch innerhalb einer Fliache kann die Be-
fallshéhe, in Abhéngigkeit von den Umweltbedingungen, unterschiedlich sein. Beson-
ders giinstig sind windgeschiitzte und feuchte Lagen, an denen héherer Befall festge-
stellt werden konnte. Bei Anbau zweier Sitze in Folge nivelliert sich beim zweiten Satz
die Befallshéhe innerhalb der Fliche durch Ausbreitung der Tiere iiber den Bestand.
Die Drehherzmiicke kann aktiv geringe Entfernungen iiberbriicken und damit auf be-
nachbarte Flichen vordringen. Durch chemische Bekdmpfungsmafinahmen kann die
Drehherzmiickenpopulation reduziert, jedoch nicht vollstindig ausgeschaltet werden.
Eine zu geringe Fruchtfolge (Selbstfolge) und schlechte Feldhygiene (Nichtbeseitigen
abgeernteter Bestinde) wirken sich befallssteigernd aus.

Wie bereits erwihnt, kommt der Bestimmung des ersten Schlupftermins der Kohldreh-
herzmiicke grofite Bedeutung zu. Nur wenn dieser bekannt ist, kann eine effektive Be-
kdampfung der ersten Generation vorgenommen werden. Diese sorgt gleichzeitig indi-
rekt fiir eine Populationsverringerung der nachfolgenden Generationen.

Die iiberwinternde Drehherzmiickenlarve beendet ihre Diapause, wenn im Friihjahr die
Bodentemperatur erstmals iiber 21 °C steigt und an den darauffolgenden Tagen etwa 20
mm Niederschlag fallen. Die Entwicklung wird durch die starke Wasseraufnahme ange-
regt, die Temperaturerhhung allein geniigt jedoch nicht (NOLL 1959). Nach der Ein-
wirkung einer bestimmten Temperatursumme ist die Entwicklung abgeschlossen und
die Miicke kann ausschliipfen. Der Faktor Niederschlag kann bei den vorliegenden
Untersuchungen vernachlissigt werden, da die untersuchten Flichen regelmiBig bewis-
sert werden.

Die Grundlage zur Berechnung der Temperatursumme bildet die verbesserte Tempera-
tursummenregel nach BLUNCK (1923). Die Temperatursumme (C) ist das Produkt aus
Zeit (t) in Tagen und mittlerer Tagestemperatur (T) in °C, gemessen in 5 cm Bodentiefe,
(=t * T), vermindert um das Produkt aus Zeit (t) und Schwellenwert (T,). T, bezeichnet
den Entwicklungsnullpunkt, unterhalb dieser Temperatur findet keine Entwicklung der
Puppe statt). C=t*(T-T)

In den Jahren 1955 und 1957 konnte NOLL (1959) durch umfangreiche Versuche mit
Drehherzmiickenzuchten als Schwellenwert (To) 7.2 °C % 0,09 und als Konstante (C)
160 + 0,6 bestimmen.

Die Messung erfolgt nach folgendem Prinzip: Steigt die absolute Temperatur in 5 cm
Bodentiefe zum ersten Mal iiber 21 °C (fiir etwa 1 — 2 Stunden), beendet die Larve ihre
Diapause und beginnt mit der Verpuppung. Der darauffolgende Tag markiert den An-
fangspunkt der Messung. Am 1. Mai 2001 lag die Temperatur mit 20,7 °C zwar gering-
fiigig unter dem Grenzwert, wurde jedoch als ausreichend betrachtet. Die Summierung
begann einen Tag spiter, am 2. Mai. Durch Addition der Tagesdurchschnittstemperatu-
ren in 5 cm Bodentiefe wird die Wirmesumme ermittelt. Dabei wird von jedem Sum-
menbestandteil der Schwellenwert T, subtrahiert. Dies wird solange fortgesetzt, bis der
C-Wert erreicht ist. '
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Beispiel: Tagl O —Temp.12,2-72=5 Summe=>5
Tag2 ©-Temp.143-72=7,1 Summe = 12,1
Tag3 O -Temp.16,5-72=93 Summe = 21.4 usw.

Mit Hilfe des Prognosemodells konnte das Erscheinen der ersten Generation auf unver-
frithten Flidchen mit einer Genauigkeit von 2 — 3 Tagen vorhergesagt werden. Als erster
Schlupftermin wurde der 17. Mai berechnet. Die durchschnittliche Temperatur inner-
halb des Zeitraums betrug 17,5 °C (mittlere wirksame Temperatur 10,3 °C). Die auf-
grund dieser Temperatur berechnete Entwicklungsdauer liegt bei 16 Tagen. Damit
stimmt sie sehr gut mit den Versuchsergebnissen von NOLL (1959) iiberein.

Zur Vorhersage des Schlupfes der ersten Generation auf mit Vlies/Folie verfriihten
Fldchen ist die Messung der Bodentemperaturwerte unter der Abdeckung nétig, da dort
die Werte hoher liegen. Auf solchen Flachen erschienen die Miicken bis zu zwei Wo-
chen friiher als auf unverfriihten Fldchen.

Zur Berechnung des Schlupftermins wurden Wetterdaten der Station Kleinniedesheim
des Agrarmeteorologischen Messnetzes Rheinland-Pfalz verwendet. Die Wetterstation
liegt etwa 5 km nordwestlich von Frankenthal auf einer H6he von 105 m iiber Normal-
null.

Um einen Anhaltspunkt zu erhalten, ob die verwendeten Wetterdaten zur Berechnung
des Schlupftermins herangezogen werden konnen, wurde im Untersuchungsgebiet in
der Zeit vom 15. Juni bis zum 20. September 2001 eine Vergleichstemperaturmessung
durchgefiihrt. Die Ergebnisse stimmten tendenziell mit den Wetterdaten der Wettersta-
tion Kleinniedesheim iiberein, mit einigen Abweichungen nach unten, bedingt durch
den nicht reprisentativen Standort des Temperatursensors.
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Resistenz gegen das Kohlschwarzringflecken-Virus
(Turnip mosaic virus) in Brassica oleracea-Primitiv-
formen

Resistance to Turnip mosaic virus in Brassica oleracea primitive
forms
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Zusammenfassung

Das Turnip mosaic virus (TuMV) ist ein bedeutendes Virus im Kohlanbau. Insbesonde-
re bei Kopfkohl kann das TuMV bis zu 25 % Ertragsausfille und durch Gewebenekroti-
sierungen auch Qualititsminderungen verursachen. Eine effektive Bekdmpfung der
Viren mit Pflanzenschutzmitteln ist nicht moglich. Eine sinnvolle Alternative bietet hier
die Verbesse-rung der Resistenz der Kohlpflanzen gegen das Virus. In Brassica olera-
cea L.-Primitivformen wurden neue Ressourcen mit Resistenz gegen das TuMV er-
schlossen. Durch sukzessive Selektion war es moglich, sieben Linien aus den B. olera-
cea-Primitivformen mit Resistenz gegen jeweils drei TuMV-Pathotypen zu entwickeln.
In ersten Kreuzungen mit einer B. oleracea-Kulturform konnte diese Resistenz in die
Nachkommenschaft (F;) libertragen werden.

Stichworter: Brassica oleracea L. -Primitivformen, Kohlschwarzringflecken-Virus
(Turnip mosaic virus, TuMV), Evaluierung, TuMV-Resistenz.

Summary

Turnip mosaic virus (TuMV) is one of the most important pathogens in vegetable bras-
sica crops. In white cabbage TuMV infection causes up to 25% yield losses and also
necrosis during cold storage of the heads. The best way for plant protection is the estab-
lishment of resistance to different TuMV pathotypes in white cabbage (Brassica olera-
cea L.). In B. oleracea primitive forms there were evaluated new resources with resis-
tance to TuMV for the first time. Seven inbred lines with resistance to three different
TuMV pathotypes were developed through successive selection. The resistance was
successful transfered into a B. oleracea culture form.

Key words: Brassica oleracea L. primitive forms, cabbage black ringspot virus
(Turnip mosaic virus, TuMV), evaluation, TuMV resistance.

Einleitung
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Das Kohlschwarzringflecken-Virus (Turnip mosaic virus, TuMV) gehért zu den bedeu-
tendsten Pathogenen an Gemiise-Brassica. Die potentielle Schadwirkung des TuMV an
Kohl (Brassica oleracea L.) resultiert aus der Anfilligkeit aktueller Kohlsorten
(KRAMER ET AL., 1995), einem auflerordentlich grofen Wirtspflanzenkreis (ED-
WARDSON & CHRISTIE, 1991) in Verbindung mit einer Ausweitung des Rapsanbaues
sowie dem Auftreten unterschiedlicher TuMV-Pathotypen (JENNER & WALSH, 1996).
Beim Weiflkohl (B. oleracea L. var. capitata) kann das TuMYV bis zu 25 % Ertragsver-
lust hervorrufen, sowie stark qualitdtsmindernde Gewebenekrotisierungen insbesondere
beim Lagerkohl bewirken (GLAESER, 1970; WALKEY & WEBB, 1978; WALKEY & PINK,
1988; PINK & WALKEY, 1990; KRAMER, ET AL., 2000a, b).

Eine effektive Bekdampfung des TuMV mit Pflanzenschutzmitteln ist nicht méglich.
Dariiber hinaus ist die Applikation von Insektiziden zur Unterdriickung der Vektoren
kostenaufwendig und belastet Kohlgemiise und Umwelt gleichermaflen. Das sind Griin-
de, um nach einer nachhaltigen Alternative zu suchen. Diese liegt in der Verbesserung
der TuMV-Resistenz des Kopfkohls durch Etablierung von Resistenz gegen unter-
schiedliche TuMV-Pathotypen. Vor diesem Hintergrund wurde nach neuen resistenzge-
netischen Ressourcen in B. oleracea-Primitivformen gesucht. In einem Screening- und
Selektionsprogramm wurden Linien aus B. oleracea-Primitivformen mit Resistenz ge-
gen jeweils 3 TuMV-Pathotypen entwickelt. In ersten Kreuzungsschritten wurde damit
begonnen, diese Resistenz in eine B. oleracea-Kulturform zu iibertragen (KRAMER ET
AL. 2000a).

Material und Methoden

Pflanzenanzucht

In die Evaluierungen auf TuMV-Resistenz wurden insgesamt 6 Herkiinfte von B. olera-
cea-Primitivformen einbezogen. Diese Primitivformen stammten von Madeira sowie
von der Kanarischen Insel Teneriffa. Die Anzucht der Pflanzen erfolgte unter Gewéchs-
hausbedin-gungen in Topferde bestehend aus 50 % Torf, 35 % granuliertem Vulkanton
und 15 % Rindenhumus.

Virusisolate

Die einzelnen TuMV-Isolate wurden auf Chinakohl ‘Asko‘ (B. rapa L. ssp. pekinensis
(Lour.) Hanelt) erhalten und vermehrt. Die Pathotypisierung von TuMV-Isolaten mit
vier B. napus-Differentiallinien (B. napus L. var. oleifera Del.; B. napus L. var. na-
pobrassica (L.) Rchb.) sowie eine Erweiterung des TuMV-Isolatespektrums, um die fiir
den europdischen Raum relevanten Pathotypen, erfolgte in Zusammenarbeit mit
WALSH, J. und JENNER, C. (Horticultural Research Institute Wellesbourne, Grof3britan-
nien). In den Resistenzpriifungen wurden bis zu 8 TuMV-Isolate, die 6 Pathotypen
reprisentieren, als Einzelisolate und in 2 Isolatgemischen (Mix lund 2) eingesetzt (Ta-
belle 1).

Tab. 1: Turnip mosaic virus-Isolate und Isolatgemische (Mix 1; 2) fiir die Re-
sistenzpriifungen
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Tab. 1: Turnip mosaic virus isolates and mixture land 2 for resistance scree-
nings

TuMV- Pathotypen Herkunft
Isolate
. . JENNER & WALSH .
Mix 1 Mix 2 (1996) Wirt Land
1 1 4rx Alliaria petiolata Ungarmn
2 2 4% B. olera.cea var Deutschland
capitata
8 8 4** Brassica napus Deutschland
14 14 6 B.rapa ssp. olei- | e ischland
fera
17+ 17+ 1% B. rapa ssp. rapi- | Grofbritannien
fera
22% 5 B. rapa SSP- Dianemark
napobrassica
23* 7 Raphanus sativus Nepal
4% g B. oleracea var. | Tschechische
capitata Republik

*TuMV-Isolate von JENNER & WALSH, HRI Wellesbourne, Grofibritannien
** haufigste Pathotypen, JENNER & WALSH (1996)

Virusinokulation

Das Inokulum wurde durch Mérsem infizierter Chinakohlblitter in 0,05 M Phosphat-
puffer pH 7,0 (w:v, 1:10) hergestellt. Die Testpflanzen wurden dann im 3- bis 4-Blatt-
Stadium mit Karborund (SiC) bestdubt und mechanisch durch Abreiben mit einem
Glasspatel inokuliert (KRAMER ET AL., 1995, 1998).

Resistenzpriifung und -bewertung

Die Resistenzpriifungen erfolgten sowohl unter Gewéchshausbedingungen als auch im
Frei-land. In der Regel wurden 12 Pflanzen in dreifacher Wiederholung getestet. Im
Freiland wurden die Pflanzen in randomisierten Blockanlagen angebaut. Als Anfillig-
keitsstandards dienten die Chinakohlsorte ‘Asko’ und die Weilkohlsorte ‘Krautman®.
Die Bonitur und der Nachweis des TuMV in den Pflanzen erfolgten 28 Tage (Gewichs-
haus) bzw. bis zu 150 Tage (Freiland) nach der Inokulation.
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Die visuelle Symptombonitur wurde in Anlehnung an WALKEY & PINK (1988) nach
einem neunstufigen Boniturschliissel durchgefiihrt. Die Bestimmung der relativen Vi-
ruskonzen-tration in den Pflanzen erfolgte mit dem Double Antibody Sandwich (DAS)-
ELISA nach CLARK & ADAMS (1977). Im DAS-ELISA wurde ein polyklonales Antise-
rum aus dem Institut fiir Resistenzforschung und Pathogendiagnostik (BAZ) eingesetzt.

Zur Ermittlung der postinfektionellen Viruskonzentration wurden pro Pflanze repri-
sentativ von Blittern unterer, mittlerer und oberer Insertion 6 Blattscheiben mittels
Korkbohrer (& 18 mm) ausgestanzt. Anhand der Extinktionswerte im DAS-ELISA
wurde die Infektionsrate in Prozent (Anteil infizierter Pflanzen) ermittelt. Als infiziert
wurden Pflanzen eingestuft, bei denen die Extinktionswerte im DAS-ELISA bei E os.m
> 0,1 lagen. Pflanzen, die keine Symptome zeigten und im DAS-ELISA negativ rea-
gierten (E4os,m < 0,1), wurden als virusfrei klassifiziert und entsprechend selektiert.

Ergebnisse

1. TuMV-Resistenz in Brassica oleracea-Primitivformen

Die 6 B. oleracea-Primitivformen wurden gegen 8 TuMV-Isolate und 2 Isolatgemische
(Mix 1 und 2) getestet. Das Reaktionsbild war entsprechend der Virulenz der unter-
schiedlichen TuMV-Isolate und der Herkunft der Primitivformen differenziert (Tabelle
2). Die Isolate 14 (Pathotyp 6), 17 (Pathotyp 1), 23 (Pathotyp 7) und 24 (Pathotyp 3)
konnten keine bzw. nur einzelne Pflanzen infizieren (Tabelle 2). Hingegen lagen die
Infektionsraten bei den Isolaten 1, 2, 8 (Pathotyp 4) sowie dem Isolat 22 (Pathotyp 5)
vergleichsweise hoch (Tabelle 2).

Tab. 2: Infektionsraten (%) in Brassica oleracea-Primitivformen nach Inokulation mit
unterschiedlichen TuMV-Isolaten und Isolatgemischen (Mix lund 2)

Tab. 2: Infection rate (%) in Brassica oleracea primitive forms after inoculation with
different TuMYV isolates and mixture 1 and 2

TuMV-Isolate

Brassica oleracea- Infektionsraten (%)
Primitivform i i
1| 2| 8|17 |2]23]2 Ml“ M;"
A 138/1* 10 0 0 0 0 [ng |ng (ng | O | ng
A 140%* 60 0 0 0 0 0 0 0 10 20
A 141*
gelb blithend 90 20 50 0 0 20 0 0 70 50
A 141*
weib blithend 60 60 90 0 10 70 0 10 75 55
Al41/1* 60 60 90 0 10 70 0 10 25 30
A 201** 30 100 10 0 10 50 10 10 10 0

*) Herkunft Madeira, **) Herkunft Teneriffa; n.g. — nicht gepriift;
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2. Entwicklung TuMV-resistenter Linien in Brassica oleracea-Primitivformen

In den Herkiinften A138/1 und 141/1 wurden virusfreie Einzelpflanzen (symptomlos,
DAS-ELISA negativ) gegen TuMV-Mix 1 (Tabelle 1) selektiert. Durch sukzessive
Selektions- und Selbstungsschritte iiber 4 Generationen konnten insgesamt 4 (A 141/ 1)
bzw. 3 (A 138/1) Linien mit Resistenz gegen TuMV-Mix 1 entwickelt werden (Abbil-
dung 1).

1004

80+

60 " ASA

40+
A 138/1

> 7 AR
” A 1411

Infektionsrate (%)

20

A

Linienaufbau in Brassica oleracea - Primitivformen

Abb. 1: Aufbau von Linien aus den B. oleracea-Primitivformen A 138/1 und A 141/1
mit Resistenz gegen TuMV-Mix 1, ASA: Anfilligkeitsstandard Chinakohl ‘Asko*,
ASK Anfilligkeitsstandard Weilkohl ‘Krautman‘, A: Ausgangsmaterial der B. olera-
cea-Primitivformen, I: Inzuchtlinien 1. bis 4. Generation

Abb. 1: Development of lines from B. oleracea primitive forms A 138/1 and A 141/1
with resistance to TuMV mixture 1, ASA: susceptible reference Chinese cabbage cv.
Asko, ASK susceptible reference white cabbage cv. Krautman, A: original B. oleracea-
primitive forms, I: inbred lines 1. to 4. generation

3. Stabilitit von TuMV-Resistenz in Linien der Brassica oleracea-Primitivformen

Zum Vergleich der Resistenzstabilitidt wurden I;-Linien der B. oleracea-Primitivformen
an 2 Standorten (Quedlinburg und Aschersleben, Deutschland) angebaut. Am 1. Stand-
ort wurden die Pflanzen mechanisch mit TuMV-Mix 1 inokuliert und am 2. Standort
dem natiirlichem Befallsdruck durch Aphiden von einem benachbarten, TuMV-
infiziertem, Rapsfeld ausge-setzt. Nach mechanischer Inokulation mit TuMV-Mix 1
(Tabelle 1) blieben alle Pflanzen virusfrei (Infektionsrate 0 %). In Relation dazu lagen
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bei vergleichsweise hohem Befallsdruck durch Aphiden vom Rapsfeld die Infektions-
raten zwischen 0 und 28,6 % (Abbildung 2).

(=
S
\

0
o
)

D
o
|

" naturl.Befallsdruck

&~
(=]
|

Infektionsrate (%)

)
(=]
|

/
mechan.Inokulation

Asko Krautman A138/5 A138/8 Al41/2 Al41/4
1,-Linien von Brassica oleracea -Primitivformen

o

Abb. 2: TuMV-Mix1-Resistenz in I,-Linien von B. oleracea-Primitivformen nach me-
chan- ischer Inokulation und bei natiirlichem Blattlausbefall von einem TuMV-
infizierten Rapsbestand (B. napus L.)

Abb. 2: Resistance to TuMV mixture 1 in lines (1) of B. oleracea primitive forms after
mechanical inoculation and by natural aphid transmission from TuMYV infected oilseed
rape (B. napus L.)

4. Ubertragung von TuMV-Resistenz in eine Brassica oleracea-Kulturform

Die Ubertragung der TuMV-Resistenz aus den B. oleracea-Primitivformen A 138/1 und
A 141/1 in eine B. oleracea-Kulturform erfolgte durch Kreuzung. Insgesamt wurden 17
F;-Familien erzeugt und unter Feldbedingungen auf Resistenz gegen TuMV-Mix 1
getestet. Im Hinblick auf die TuMV-Resistenz zeigten die F-Hybriden von 11 Familien
(64,7 %) ein uniformes Reaktionsbild (Abbildung 3). Die Pflanzen waren symptomlos
und im DAS-ELISA negativ. In 6 Familien war die TuMV-Resistenzreaktion inhomo-
gen. Die Infektionsraten lagen hier zwischen 3,3 % und 58.3 %.
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Abb. 3: TuMV-Resistenz in F;-Hybriden aus B. oleracea-Primitiv-form A 138/1 x B.
oleracea-Kultur-form
Abb. 3: Resistance to TuMV in F, hybrids B. oleracea primitive form A 138/1 x B.
oleracea culture form

Diskussion

Eine effektive und dauerhafte Kontrolle der durch das TuMV ausgeldsten Kohlschwarz-
ring-fleckigkeit des Kopfkohls setzt die Verfiigbarkeit von neuen genetischen Ressour-
cen mit Resistenz gegen unterschiedliche TuMV-Pathotypen voraus. Von Bedeutung
fiir die Ent-wicklung von TuMV-resistentem Kohl ist das Auftreten von insgesamt 12
TuMV-Pathotypen, von denen 3 offensichtlich h#ufiger vorkommen (JENNER &
WALSH, 1996). Erstmals konnte in 6 Brassica oleracea-Primitivformen von Madeira
und der Kanarischen Insel Teneriffa Resistenz gegen 3 unterschiedliche TuMV-
Pathotypen nachgewiesen werden. Das Niveau der Resistenz (Infektionsrate, Symptom-
stirke, relative Viruskonzentration ) in den einzelnen B. oleracea-Primitivformen war
von den TuMV-Pathotypen abhéngig (Tabelle 2). So war der Anteil resistenter Pflanzen
(Infektionsrate 0 %) gegen die TuMV-Isolate 1, 2 und 8 (Pathotyp 4) vergleichsweise
niedriger als gegeniiber den TuMV-Isolaten 14 und 17 (Pathotypen 6 und 1). Die Ursa-
che ist in einer hoheren Virulenz der Pathotyp-4-Isolate zu suchen. Das gefundene Er-
gebnis steht in Ubereinstimmung mit Resistenzuntersuchungen von JENNER & WALSH
(1996) an Raps. Eine vergleichbare Virusstamm-abhingige Reaktion gegeniiber 4
TuMV-Stammen fanden WALKEY & PINK (1988) in 3 Weilkohlsorten mit Resistenz
gegen einen TuMV-Stamm. In der Mehrzahl sind jedoch die im Anbau befindlichen
WeiBkohlsorten TuMV-anfillig (POLAK, 1983, KRAMER et al., 1995). Bisher wurden
Resistenzen gegen unterschiedliche TuMV-Pathotypen nur bei Radies (Raphanus sati-
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vus L.) (KANEKO ET AL., 1996, KRAMER ET AL., 1998) sowie in einigen chinesischen
und japanischen Herkiinften des Chinakohls (B. rapa ssp. pekinensis) nachgewiesen
(PROVVIDENTI, 1980). Mit den B. oleracea-Primitivformen stehen zum ersten Mal Re-
sistenzdonoren mit Resistenz gegen unterschiedliche TuMV-Pathotypen innerhalb der
Art B. oleracea zur Verfiigung. Durch die nahe Verwandschaft der B. oleracea-
Primitivformen zu den B. oleracea-Kulturformen kann der Resistenztransfer durch
Kreuzung erfolgen.

Zunichst wurden Linien mit Resistenz gegen unterschiedliche TuMV-Pathotypen aus
den B. oleracea-Primitivformen entwickelt, die dann genutzt wurden, um die Resistenz
in Kopfkohl einzulagern. Ausgehend von Einzelpflanzen der Herkiinfte A 138/1 und
A141/1 konnten durch sukzessive Selektions- und Selbstungsschritte 7 Linien mit ver-
besserter Resistenz (Infektionsrate 0 %) gegeniiber dem TuMV-Mix 1 (3 Pathotypen)
aufgebaut werden (Abbildung 1).

Beim Anbau ausgewihlter I,-Linien der B. oleracea-Primitivformen an 2 Standorten
mit unterschiedlichen Infektionsbedingungen, lagen die Infektionsraten in einigen I,-
Linien unter Befallsdruck mit Aphiden héher als nach mechanischer Virusinokulation
(Abbildung 2). Moglicherweise war hier der Infektionsdruck durch einen permanent
hohen Blattlausbefall (kein Insektizideinsatz) insgesamt zu hoch. Dariiber hinaus wur-
den offensichtlich vom be-nachbarten Rapsfeld, das mit einem TuMV-Isolatgemisch
infiziert worden war, auch TuMV-Isolate iibertragen, gegen die nicht ausreichend Re-
sistenz vorlag.

Die erzielten Resultate finden bei der Fortsetzung der Selektions- und Kreuzungsarbei-
ten zur Ubertragung von TuMV-Resistenz in Kopfkohl Eingang.
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Stress management by Bacillus subtilis
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Zusammenfassung

In einem Capsicum anuum — Gefdssversuch unter Gewichshausbedingungen zeigten
sich positive Effekte einer Saatgut- bzw. Giessbehandlung bei pikierten Sdmlingen mit
FZB24°® sowohl bei Kultivierung ohne als auch mit Salzstress auf den Gesundheitsstatus
der Jungpflanzen und insbesondere auf den Paprikaertrag am Versuchsende nach 18
Kulturwochen. In einem anschliessenden Screening unter 35 Bacillus spp. wurden
Salztoleranz, antifungale Aktivitdt und Pflanzenwachstumsférderung unter Salzstress-
bedingungen gepriift. Im Ergebnis der Untersuchungen sollen nun fiir 6 geeignete
Stimme erste Schritte einer zukiinftigen Entwicklung als Biofertilizer fiir speziell aride
Klimabedingungen eingeleitet werden.

Stichworter: Salzstress, Salztoleranz, Bacillus, Saatgutbehandlung, Giessbehandlung,
Capsicum anuum, antifungale Aktivitit, Pflanzenwachstumsforderung

Summary

Seed dressing or soil drenching of young seedlings of Capsicum anuum with FZB24°®
showed positive effects on the health of young plants and the yield after 18 weeks under
normal or salt stress conditions in a greenhouse pot trial. In a following screening of 35
Bacillus spp. salt toleranz, antifungal activity and plant growth promotion was tested.
Six strains with weak or without antifungal activity induced noticeable salt taolerance
and growth promotion in a Zea mays test system. First steps in the development of a
biofertilizer for arid climate conditiones are started.

Key words: Salt stress, Bacillus, seed dressing, soil drenching, antifungal activity,
plant growth promotion

Einleitung

Pflanzen unterliegen biotischen und abiotischen Stressfaktoren. Die Wirkung von Ba-
cillus subtilis FZB24® gegen verschiedene Mycosen bei unterschiedlichen Kulturpflan-
zenarten wurde umfangreich belegt (Bochow 1992, Junge et. al 2000). Am Beispiel von
Salzstress wurde nun untersucht, in welchem Mafe Bacillus subtilis FZB24® in der
Lage ist, die Toleranz von Kulturpflanzen gegeniiber abiotischen Stressfaktoren des
Pflanzenwachstums zu erhdhen.
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Insbesondere in Gebieten mit aridem Klima mindern Versalzung und Wassermangel die
Féhigkeit des Bodens, den Pflanzen als Standort zu dienen und hohe Pflanzenertrige zu
erzeugen. Zielstellung war es, in einem Salzstress-Ertragsversuch mit Capsicum anuum
Salzschidden und insbesondere Fruchtbildung bei Paprikapflanzen, die mit dem Pflan-
zenstirkungsmittel FZB24® behandelt wurden, zu verfolgen. Schlussfolgernd aus den
dabei gewonnenen Erkenntnissen wurde anschliessend ein Screening nach neuen, das
Pflanzenwachstum unter Salzstress fordernden Bakterien begonnen. Es sollte herausge-
funden werden, in wieweit diese Eigenschaft unter sporenbildenden Bakterien verbreitet
ist und ob es deutlich spezialisierte Stimme gibt. Spezielles Interesse gilt dabei Stim-
men, die neben hoher Salztoleranz und Phytoeffektivitit eine nur geringe oder keine
antifungale Leistung aufweisen, um diese Stimme in eine zukiinftige Entwicklung als
Biofertilizer fiir aride Klimabedingungen einzubeziehen. Fiir eine Anmeldung als Bio-
fertilizer ist eine ausgeprigte antifungale Aktivitit der Bakterienstimme nicht er-
wiinscht.

Material und Methoden

Gewichshausversuch mit Capsicum anuum

Es wurde ein 18-wochiger Topfversuch mit Capsicum anuum, der Sorte 'Pustagold’,
durchgefiihrt. Der Versuch lief vom April bis zum September. Drei Wochen nach der
Aussaat wurden die Sdmlinge pikiert und nach weiteren zwei Wochen zum Versuchsan-
satz in die Versuchsgefifie getopft. Die Topfgrofie betrug 13 cm. Es wurde humose
Einheitserde des Typs ED73 verwendet. In einem Teil der Varianten erfolgte eine Salz-
applikation in das Substrat mit jeweils 1,5g / Topf NaCl. Nach 14 Versuchstagen wurde
der Einfluss der Versalzung auf den Gesundheitsstatus (0 = gesund, 1= deutlich geschi-
digt) der Paprikajungpflanzen visuell bonitiert. Von der neunten bis zur 18. Versuchs-
woche erfolgte die Ernte der Paprikaschoten sowie die Erfassung der Fruchtmassen.

Bacillus subtilis Applikationen im Versuch mit Capsicum anuum
In dem Versuch kam das Pflanzenstirkungsmittel Bacillus subtilis FZB24® zum Ein-

satz, entweder zur Saatgutbeizung als FZB24®Trockenbeize (TB:; 0,5 g auf 500 Samen)
oder unmittelbar nach dem Topfen im Gieverfahren in Form der wasserloslichen For-

mulierung FZB24®WG (20 ml 107 cfw/ml pro Topf) oder als Kombination beider Ver-
fahren.

Bakterienstimme fiir das Screening

In das Screening wurden auler Bacillus subtilis FZB24 weitere 35 Bacillus-Stimme aus
der FZB-Stammsammlung einbezogen. Diese Stimme stammten aus natiirlichem Feld-
boden, girtnerischen Substraten oder aus Komposten.

Alle in die Untersuchung einbezogenen Bakterienstimme wurde auf ihre Salztoleranz
getestet. Zu diesem Zweck wurden wissrige Zellsuspensionen der Isolate auf Bakteri-
enndhragar (DEV; Merck), dem unterschiedliche Konzentrationen NaCl zugesetzt wur-
den (0 ... 10 %), ausgespatelt und im Zeitraum von 72 h (30°C) ihre Wachstumsfihig-
keit beurteilt. Des weiteren wurde die antifungale Aktivitat der Isolate bzw. Stimme
gegen die Testpilze Alternaria radicina und Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum
ermittelt. Die Testungen erfolgten in Petrischalen nach der bei FILIPPI et al. (1984) be-
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schriebenen Methode. Als ,,antifungal gering aktiv* wurde ein Testbakterium bewertet,
sobald ein Hemmhof zwischen diesem und dem Priifpilz auftrat. Betrug der Hemmhof
mehr als 5 mm, wurde das Bakterium als ,,antifungal aktiv* bewertet.

Pflanzliches Testsystem fiir das Screening

Es wurde ein hydroponisches Testsystem verwendet auf der Basis von Zea mays. Desin-
fiziertes Saatgut (10% iges Calciumhypochlorit + 1% Tween 80, 25 min.) wurde 4 Tage
bei 20°C im Dunkeln auf feuchtem, sterilem Filterpapier in Petrischalen vorgekeimt und
anschlieffend wurden jeweils 15 gleichméBig entwickelte Keimlinge pro Variante mit
ihrer Radicula in den mit 15 Lochern versehenen Deckel eines Plastcontainers (Volu-
men 1.2 1) gefidelt. Es wurde Pflanzen-N#hrlosung nach HOAGLAND (SIGMA) verwen-
det, der, aufler in der unbehandelten Kontrollvariante, versporte Bakterienzellen in einer
Konzentration von 10° cfu/ml zugesetzt wurden. Fiir jede Bakterienbehandlung ein-
schlieBlich der Kontrollvariante wurden in getrennten Containern jeweils drei Salzkon-
zentrationsstufen des hydroponischen Kulturmediums mittels NaCl eingestellt (0 %; 0,6
%: 0,9 %). Die Kultivierung erfolgte bei ca. 25°C bzw. nachts bei 18°C im natiirlichen
Tag-Nacht-Rhythmus. Nach 6 Tagen Kulturzeit wurden das Gesamtpflanzengewicht,
die Spross- und ,

Wurzellinge ermittelt. Die Ergebnisse wurden varianzanalytisch verrechnet und die
statistischen Differenzen mittels Student-Newman-Keuls-Test bei einer Irrtumswahr-
scheinlichkeit von 0,5 % abgeschitzt.

Ergebnisse und Diskussion

Paprikaversuch
Das Ausmaf} der Salzschidigung im Gewichshausversuch mit Capsicum anuum konnte

durch eine Giessbehandlung mit F ZB24WG® - und noch effektiver durch Kombination

von Saatgutbeizung (FZB24TB®) und Giessapplikation - deutlich verringert werden
(siche Abbildung 1). Die Emte der Paprikapflanzen erfolgte vierzehntégig von der 9. bis
zur 18. Versuchswoche. Die Ergebnisse der Ertragsentwicklung (sieche Abbildungen 2

und 3) zeigen, dass die Giessbehandlung mit FZB24WG® sowohl in der Variante ohne
Salz (T) als auch insbesondere bei Versalzung (S+T) Fruchtzahl und Fruchtgewicht
erheblich gegeniiber den entsprechenden Kontrollvarianten (K bzw. S+) forderte. Die
Saatgutbehandlung zeigte in Verbindung mit versalzenem Substrat (S+A) positive Ef-
fekte.

Auf nicht versalzenem Boden (A) lagen die Ertragswerte leicht unter der Variante mit
Giessbehandlung (T). Die Kombinationen von Saatgutbeize und Giessbehandlung
(A+T), (S+A+T) waren entweder besser als alleinige Saatgutbehandlung (S+A) oder
entsprachen ihr (A), waren aber immer schlechter als alleinige Giessbehandlung (T),
(S+T). Insgesamt zeigten die durchgefiithrten Antagonistenapplikationen deutlich positi-
ve Effekte auf die Ertragsbildung bei Gemiisepaprika sowohl in nicht versalzenem als
auch in versalzenem Kultursubstrat. Dabei waren Giessapplikationen zum Topfen be-
sonders wirksam. Dieser Versuch bestitigte hiermit die bereits durch BOCHOW et al.
(2000) gefundenen positiven Effekte auf das Ertragsverhalten von Paprika und Auber-
ginen unter Salzstressbedingungen.
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Gesundheitsindex (%)

K (A) ) (A+T)

H Einheiterde O Einheitserde+Salz i

Abb. 1: Gesundheitsindex in % (visuelle Bonitur, 0 ...1) bei Capsicum anuum 14 Tage
nach dem Topfen in Einheitserde ohne / mit Salz nach Behandlung mit F ZB24TB® zur

Aussaat (A) oder mit FZB24WG® zum Topfen (T) oder kombiniert mit beiden Be-
handlungsarten (A+T)

Screening .

Alle in das Screening einbezogenen 35 Bakterienstimme wiesen eine relativ hohe
Salztoleranz von iiber 7 % auf. Etwa 43 % der Stimme waren nicht oder gering antifun-
gal aktiv. Entsprechend der Zielstellung des Screenings wurden von diesen Stimmen 15
Kandidaten mit geringer oder fehlender antifungaler Leistung und hoher Salztoleranz
fiir die Pflanzentestung auf der Basis von Zea mays ausgewihlt. In Tabelle | sind die
Ergebnisse der 10 Tage alten, nach Vorkeimung mit den ausgewihlten Bakterien be-
handelten Maissdmlinge dargestellt. Es wurden die Sprosslinge, Wurzellinge und das
Pflanzenfrischgewicht ohne und mit Salzstress (0,6 % NaCl, 0,9 % NaCl) ermittelt und
gegeniiber der unbehandelten Kontrolle bewertet.
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Abbildungen 2 und 3: Emteverlauf (Fruchtfrischmasse in g) bei Capsicum anuum durch

Behandlung mit FZB24TB® zur Aussaat (A) oder mit FZB24WG® zum Topfen (T)
oder kombiniert mit beiden Behandlungsarten (A+T) in Einheitserde Typ ED73 ohne
Versalzung (Abbildung 2) oder mit Versalzung (Abbildung 3, S+)

Im Ergebnis der Testungen zeigte sich, dass fast alle ausgewdhlten Isolate in der Lage
waren, die Entwicklung der Maiskeimlinge positiv zu beeinflussen. Unter den Bedin-
gungen eines mittleren Salzstresses (0,6 % NaCl) war das aber seltener der Fall als bei
hoherem Salzstress (0,9 % NaCl). Neben FZB24 zeigte auch der Teststamm 10 eine
durchgehend giinstige Beeinflussung der Pflanzenentwicklung. Teststamm 11 steigerte
bei 0 % und 0,6 % deutlich das Wachstum der Maiskeimlinge. Die Teststimme 2, 8 und
9 verbesserten ohne Salzstress und insbesondere in den Varianten mit 0,9 % NaCl das
Pflanzenwachstum und der Teststamm 15 nur unter héheren Salzstressbedingungen.
Diese Ergebnisse deuten an, dass das Phianomen der Pflanzenwachstumsbegiinstigung
unter Salzstressbedingungen moglicherweise bei Bacillus spp. weiter verbreitet ist. Die
fiir einige Bacillus-Arten bekannte hohere Salztoleranz (SNEATH et al. 1986) kénnte
Ursache dafiir sein, dass diese Stimme sich trotz hoherer Salzkonzentrationen im
Nihrmedium in der Pflanzenumgebung (Rhizosphire) etablierten und mittels spezifi-
scher, phytoeffektiver Metabolite (DOLEJ, 1998) das Pflanzenwachstum teilweise deut-
lich begiinstigten. In den meisten Féllen waren die unter Salzstress erfolgreichen Stim-
me auch ohne Salzstress pflanzenwachstumsfordernd. Im Falle des Teststammes 15
wire in weitergehenden Untersuchungen zu ermitteln, ob hier méglicherweise ein fiir
Salzstressbedingungen ,spezialisierter Stamm vorliegt. Insgesamt konnten neben
FZB24® mit Hilfe des beschriebenen Zea mays — Testsystems mindestens sechs Stim-
me ermittelt werden, die in einem nichsten Schritt unter Gewichshausbedingungen auf
die Relevanz und den Grad der gefundenen pflanzenfordernden Fihigkeiten gepriift
werden sollen. Geeignete Stimme sollen zukiinftig als Biofertilizer fiir speziell aride
Klimabedingungen entwickelt werden.
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Tabelle 1: Phytoeffektive Leistung (Sprosslidnge Spl, Wurzellinge W1, Pflanzengewicht
Gg) aus-gewihlter Bakterienstimme im Pflanzentest mit Zea mays ( Merkmale mit
positiven, statistisch signifikanten Unterschieden zur Kontrolle sind fett und mit Gross-
buchstaben geschrieben, positive, nicht signifikante Unterschiede kursiv und mit Klein-
buchstaben, fehlende Unterschiede sind durch Striche gekennzeichnet)

Stamm Salzkonzentration (%)
0 0.6 0.9
FZB24 Spl, W1, Gg Spl, W1, Gg Spl, W1
1 A, W1, Gg - Wi
2 W1, Gg - Spl, A, W1, Gg
3 W1, Gg - spl
4 WL, Gg - -
5 - Wi Gg
6 Wi - Gg
7 Wi - -
8 Spl, W1, Gg spl, gg Spl,Gg
9 Spl, W1, Gg spl, wi, gg Spl
10 Spl, W1, Gg Spl, W1 Spl
11 Spl, W1, Gg Spl, W1, Gg spl, a, gg
12 W1, Gg - -
13 spl, wl, a, gg spl, wi, a, gg spl
14 spl, wi, gg spl, wl, a, A
15 spl, wl, a, gg wi SpL, A, Gg
Literatur

BocHow, H.: Phytosanitary Effects of Bacillus subtilis as Biocontrol Agent.-
Med.Fac.Landbouww.Univ.Gent, 57/2b, 387-393, 1992.

BocHow, H., EL-SAYED S.F., JUNGE, H.: Use of Bacillus subtilis as biocontrol agent.
IV. Salt-stress tolerance induction by Bacillus subtilis FZB24 seed treatment in tropical
vegetable field crops, and its mode of action.- Zeitschr. PflIKrankh. 108(1), 21-30, 2001.

DOLEJ, S.: Wirkungen von Stoffwechselprodukten des Rhizobakteriums Bacillus subti-
lis im Pathosystem Tomate (Lycopersicon esculentum) — Fusarium ocysporum
[fsp.radicis-lycopersici.: Dissertation, Humboldt Universitit zu Berlin, 1998.

Frrep1, C., BAGNOLIL, G., TREGGI, G., PICCI, G.: Antagonistic effects of soil bacteria on
Fusarium oxysporum f. sp. dianthi: Plant and Soil. 80, 119-125, 1993.

JUNGE,H., KREBS, B., KILIAN, M.: Strain selection, production, and formulation of the

biological plant vitality enhancing agent FZB24® Bacillus subtilis.- Pflanzenschutz-
Nachr. Bayer1/00,1, 94-104, 2000.

SNEATH, P.H.A., MAIR, MLE., HOLT, I.G.: Bergey's Manual of Systematic Bacteriol-
ogy, Vol.2.Ed. William&Wilkins,Baltimore,1986.

(Manuskript eingelangt am 18. Dezember 2001, angenommen am 15. Jéanner 2002)

60



Pflanzenschutzberichte
Band 60, Heft 1, 2002
ISSN 0031-675X

Entwicklung einer praxisgerechten Formulierung
und Applikationstechnik von hypovirulenten Crypho-
nectria parasitica - Stammen zur biologischen Be-
kampfung des Edelkastanienrindenkrebses in Oster-
reich

Development of a formulation and application technique of hypovi-
rulent Cryphonectria parasitica - strains usable in practice for bio-
logical control of chestnut blight in Austria

THOMAS RUHMER & MICHAEL STELZL
Hygienicum, Institut fiir Mikrobiologie & Hygiene-Consulting GmbH

Zusammenfassung

Der Edelkastanienrindenkrebs bedroht seit mehr als zehn Jahren die heimische Edel-
kastanie Castanea sativa. Ganze Bestinde in den ansonsten dichten Laubwildern der
siidlichen Steiermark und des Burgenlandes sind durch diese Krankheit abgestorben. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde ein Préparat, der ,Pilzkleister”, entwickelt. Pilzmycelien
von hypovirulenten Stimmen von Cryphonectria parasitica werden in eine Matrix auf
Stiarkebasis eingebettet und konnen so einfach fiir Behandlungen des Rindenkrebses
eingesetzt werden. Der Pilzkleister nutzt das Prinzip der iibertragbaren Hypovirulenz
von C. parasitica fiir die Auslosung der Heilungsreaktionen. Durch den Pilzkleister ist
eine direkte Behandlung von Befallsstellen mit gutem Erfolg méglich. Die direkte Be-
handlung mit hypovirulenten Pilzstimmen von Cryphonectria parasitica ermoglicht
gleichzeitig die kiinstliche Verbreitung der Hypovirulenz in Osterreich. Ein natiirliches
Auftreten der Hypovirulenz in Osterreich konnte bisher noch nicht beobachtet werden.
Der Pilzkleister ist ein Jahr lang lagerfihig und in der Praxis gut anwendbar.

Stichwoérter: Cryphonectria parasitica, Hypovirulenz, Pflanzenschutz, Kastanie, E-
delkastanie, Rindenkrebs, Formulierung, Applikation, biologischer Pflanzenschutz,
Castanea sativa, Krankheit

Summary

More than ten years chestnut blight is threatening the native chestnut tree in Austria
Castanea sativa. Entire stands in otherwise dense deciduous woods of Southern Styria
and Burgenland have died because of this disease. In the framework of these studies a
formulation - the ,Pilzkleister (= fungal goo) - has been developed. Fungal mycelia of
hypovirulent strains of Cryphonectria parasitica are embedded in a starch-based matrix
and are simple usable for treatments of chestnut blight. The ,,Pilzkleister* is using the

61



principle of transmissible hypovirulence of C. parasitica for causing healing reactions.
Highly successful direct treatments of necroses get possible with the ,,Pilzkleister. The
direct treatment with hypovirulent fungal strains of Cryphonectria parasitica makes
artificial dissemination of hypovirulence in Austria possible at the same time. Natural
occurrence of hypovirulence has not been observed in Austria until now. The ,Pilz-
kleister* is storable for one year and well-applicable in practice.

Key words: Cryphonectria parasitica, hypovirulence, plant protection, chestnut, e-
dible chestnut, blight, formulation, application, biological plant protection, Castanea
sativa, disease

Einleitung

Der Edelkastanienrindenkrebs wurde in Osterreich erstmals 1964 von Prof. Donaubauer
beschrieben. In den letzten zehn Jahren hat sich die Krankheit, die vom Ascomyceten
Cryphonectria parasitica ausgelost wird, stark ausgebreitet. Aufgrund der geographi-
schen Verbreitung der heimischen Edelkastanienart Castanea sativa sind vor allem die
Regionen der Steiermark siidlich von Graz sowie das siidliche Burgenland von dieser
Pilzkrankheit betroffen (WAINDINGER-WILHELM, 1993).

Der Pilz dringt iiber Wunden ins Rindengewebe ein und verstopft die Leitbahnen, wo-
durch Baumteile und sogar ganze Baume aufgrund der unzureichenden Wasser- und
Nihrstoff-versorgung absterben. Typische Eintrittswunden fiir den Pilz stellen haupt-
sdchlich mechanische Verletzungen, wie zum Beispiel Veredelungs- oder Schnittstellen,
Windschédden oder Wildfegeschiden, dar (Abb. 1).

In den fiinfziger Jahren wurde die hypovirulente Form des Pilzes Cryphonectria parasi-
tica vom italienischen Wissenschafter Antonio Biraghi entdeckt. Die Eigenschaften
dieser hypovirulenten Pilzform verursachen ein deutlich schwicheres Krankheitsbild.
Mikroskopische Untersuchungen des Osterr. Forschungszentrums Seibersdorf haben
gezeigt, dass die Pilzhyphen der hypovirulenten Pilze im Gegensatz zu den virulenten
Formen nicht in die Rindenzellen eindringen. Ausserdem konnte gezeigt werden, dass
die Genexpressionen bei Befall mit beiden Formen jeweils differieren (KUDERA ET AL.,
2001). Durch diese abgeschwichte Symptomatik ist der Baum in der Lage, die Befalls-
stelle durch Kallusbildung zu iiberwuchern und die Krankheit zu iiberleben.

Die hypovirulenten Merkmale werden durch ein Virus ausgeldst. Dieses Virus gehort zu
den Mycoviren und besteht aus einer Doppelstrang-RNA (dsRNA) ohne Proteinhiille
(MACDONALD & FULBRIGHT, 1991).

Diese dsRNA wird nicht in die sexuellen Vermehrungseinheiten, die Ascosporen iiber-
tragen, ist jedoch in den Hyphenzellen und Konidiosporen zu finden (CHEN ET AL.,
1993; HEINIGER & RIGLING, 1994). Durch Hyphenanastomosen kann die dsRNA auf
virulente Formen iibertragen werden, was eine Konversion zur hypovirulenten Form
bewirkt. Das Prinzip der iibertragbaren Hypovirulenz ist die Grundlage fiir die Ent-
wicklung dieser biologischen Bekdmpfungsmethode. Diese Konversion findet beinahe
ausschlieBlich zwischen Pilzen derselben vegetativen Kompatibilititsgruppe (VC-
Gruppe) statt. In Osterreich wurden bisher 15 unterschiedliche VC-Gruppen kartiert,
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wobei tber 80% der Pilzisolate nur zu zwei VC-Gruppen gehoren (KUDERA ET AL.
2001). ’
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ADbb. 1: Typisches Krankheitsbild des Edelkastanienrindenkrebses.
Fig. 1: Characteristic disease symptoms of chestnut blight.

Das Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung einer Formulierung und die Optimierung
der Applikationstechnik zur Ausbringung hypovirulenter Cryphonectria parasitica -
Staimme. Wichtige Kriterien fiir die Entwicklung einer geeigneten Formulierung sind
die Wachstumseigenschaft der Pilzmycelien, die Lagerfiahigkeit des Priparates und die
Wirtschaftlichkeit des Produktionsprozesses.

Material und Methoden

o Pilzstimme:
Fiir die Versuche wurden 13 hypovirulente Cryphonectria parasitica - Stimme, die
in vitro konvertiert wurden, verwendet. Die 13 Stimme wurden von Frau Dr. Eva
Wilhelm vom Osterreichischen Forschungszentrum Seibersdorf zur Verfiigung ge-
stellt und gehoren zu drei unterschiedlichen VC-Gruppen. Die Konversion der Pilz-
stimme wurde im Laber des Osterreichischen Forschungszentrums Seibersdorf
durchgefiihrt.

¢ Néhrmedium:
Fiir die Laborversuche und die Stammbaltung wurde Kartoffel-Glucose-Agar mit
Zusatz von 100mg/l Methionin und 0,2 mg/l Biotin (PDA,;) verwendet (A-
NAGNOSTAKIS, 1982a).

e Pilzkleister:
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Mycel der hypovirulenten Pilzstimme wird in eine Stirkematrix eingebettet und in
sterile Einmalspritzen eingefiillt. Dabei sind die Pilzzellen gleichmiBig in der ge-
samten Matrix verteilt. Der Kleister wird jeweils mit einem einzigen C. parasitica-
Stamm hergestellt.

Untersuchung der optimalen Lagerungsbedingungen fiir den Pilzkleister:

Der Pilzkleister wurde sofort nach der Herstellung bei unterschiedlichen Temperatu-
ren gelagert. Die untersuchten Temperaturbedingungen unfassten Raumtemperatur
(ca. 22°C), Kiihlschrankbedingungen (ca. +4°C) und Tiefkiihlbedingungen (ca. -
20°C). Nach einem Jahr wurde eine Spatelspitze des Pilzkleisters entnommen und
zentral auf eine PDA,-Platte gelegt. Es wurden jeweils drei Parallelansétze unter-
sucht. Die Platten wurden sieben Tage bei 25°C im Dunkeln inkubiert. Die Durch-
messer der Kolonien wurden durch Abmessen nach der Bebriitung bestimmt und als
Wachstumswerte fiir die Auswertung herangezogen.

Optimierung der Applikation:

Auf einer Versuchsfliche in der Siidsteiermark wurden Befallsstellen ausgewihlt.
Die Nekrosen waren durchschnittlich 100 cm® groB. Die Behandlung erfolgte mit
zwei Methoden:

1. Es wurde ober- und unterhalb der Befallsstelle mit einem Akkubohrer ein 8 mm
starkes Loch gebohrt. Je nach Nekrosengrofie miissen verschieden viele Locher
gebohrt werden. Es sollte moglichst auf eine vollstindige Eingrenzung der Be-
fallsstelle von allen Seiten geachtet werden. In die Locher wurde der Pilzkleister
gefiillt und mit einem Abdeckband abgedeckt. Das Abdeckband wurde nach 14
Tagen wieder entfernt. Die Entwicklung der behandelten Stelle wurde laufend
beobachtet und dokumentiert.

2. Ober- und unterhalb der Nekrose wurde ein rechteckiger Rindenlappen ange-
schnitten, der mit seiner Oberseite am Trieb hdngenblieb. Auch hier muss bei der
Behandlung auf eine méglichst vollstindige Eingrenzung geachtet werden. Unter
den Lappen wurde der Pilzkleister gefiillt, der Rindenlappen wurde angedriickt
und mit dem iiberquellenden Kleister verstrichen. Eine Abdeckung ist bei dieser
Methode nicht notwendig. Die Entwicklung der behandelten Stelle wurde lau-
fend beobachtet und dokumentiert.

Ergebnisse
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Eigenschaften der hypovirulenten C. parasitica - Stimme in Kleisterformulierung
Entnimmt man mit dem Spatel einen kleinen Teil der Formulierung (Durchmesser =
3 bis 5 mm), so befinden sich darin Mycelfragmente, die wachstumsfihig sind, das
heisst das Pilzmycel ist gleichméBig in der gesamten Matrix verteilt. Die Wachs-
tumsleistung der Pilzstdmme wird durch die Formulierung nicht beeinflusst. Die
Koloniebildung der Pilze auf Nihrbodenplatten zeigt durch das Einbetten in die
Matrix keine Verdnderungen.

Eigenschaften des Priparates ,,Pilzkleister*

Der Pilzkleister weist eine pastenartige, schmierige Konsistenz auf. Das Préparat ist
aufgrund der sterilen Produktionstechnik wenig anfillig fiir Schimmelbildung. Die
Ausgangsprodukte sind giinstig und leicht verfiigbar. Somoit wurde auch der 6ko-
nomische Aspekt fiir die Herstellung der Formulierung berticksichtigt.



Der Herstellungsprozess ist durch die sterile Arbeitstechnik und das manuelle Ab-
fillen in die Einmalspritzen entsprechend aufwéndig und kann noch weiter verein-
facht und automatisiert werden.

Lagerfahigkeit des Pilzkleisters (Abb. 2)
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Abb. 2: Wachstumswerte der 13 hypovirulenten Versuchsstimme in Kleisterformu-
lierung auf PDA;-Platten nach einer Lagerzeit von 12 Monaten bei unterschiedli-
chen Temperaturbedingungen.

Fig. 2: Growth values of the 13 hypovirulent test strains formulated as ,.Kleister
(=goo) on PDA ;,-petri dishes after the storage time of 12 months at different tempe-
ratures.

Der Pilzkleister ist iiber einen Zeitraum von 12 Monaten bei kithlen Bedingungen
gut lagerfihig. Die Temperaturen sollten dabei moglichst unter +4°C liegen und
nicht unter 0°C absinken, da ein mehrmaliges Auftauen und Einfrieren die Pilzzellen
schiadigen kann. Ein einmaliges Einfrieren hingegen kann durchaus als Lagerungs-
form gewdhlt werden. Eine Aufbewahrung bei Raumtemperatur zeigt negative Aus-
wirkungen auf das Wachstum des Pilzmycels.

Der 12 Monate gelagerte Pilzkleister zeigt hinsichtlich der Wachstumsleistung der
hypovirulenten Stimme einen Unterschied im Vergleich zur ungelagerten Formulie-
rung direkt nach der Produktion, der als statistisch nicht signifikant ermittelt wurde
(siche Abb. 3).
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Abb. 3: Gemittelte Wachstumswerte nach einem Jahr Lagerzeit bei unterschiedli-
chen Temperaturbedingungen. Als statistisch signifikant wird nur der Unterschied
der Raumtemperatur zu den anderen Temperaturen und der ungelagerten Formulie-
rung ausgewiesen.

Fig. 3: Growth means after one year storage at different temperatures. Only the dif-
ference between room temperature and the other ones and non-stored formulation
respectively is statistically significant.

Optimale Applikationstechnik

Die einfachste Methode zur Ausbringung des Pilzkleisters stellt die Methode des
Anschneidens eines Rindenlappens dar (siehe Abb. 4). Durch das Andriicken des
Rindenlappens wird ein Auswaschen des Kleisters nach dem Aufbringen verhindert.
Der Pilz dringt in dieser Zeit in das Rindengewebe ein und kann dort weiterwachsen.
Der Materialaufwand fiir diese Methode ist minimal. Fiir das Anschneiden der Rinde
ist nur ein Messer mit einer scharfen Klinge notwendig.

Der optimale Behandlungszeitpunkt ist das Friihjahr, wenn die Edelkastanie im Saft
steht und keine Frostgefahr mehr besteht, bei warmen Witterungsbedingungen sind
Behandlungen bis in den Herbst méglich. Es wird empfohlen, eine Erstbehandlung
mit den zwei in Osterreich dominanten VC-Gruppen durchzufiihren. Die erwiinschte
Heilungsreaktion nach einer solchen Behandlung ist in Abb. 5 dargestellt. Sollte
keine Heilung erfolgen, wird eine Probe aus der Nekrose entnommen, die VC-
Gruppe bestimmt und die Befallsstelle mit dem entsprechenden hypovirulenten
Konversionspartner weiterbehandelt.



Abb. 4: Applikationsstelle nach Behandlung mit der
Rindenlappenmethode

Fig. 4: Application after treatment according to
bark-lobe-method

Abb. 5: Behandelte Nekrose mit erwiinschter Heilungsreaktion. Erstes Bild: direkt nach
der Behandlung, zweites Bild: zwei Jahre nach der Behandlung mit Pilzkleister.

Fig. 5: Cured necrosis with desired reaction. First picture: right after treatment, second
picture: two years after treatment with Pilzkleister (= fungal goo).

Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeiten konnte eine Formulierung fiir hypovirulente Cryphonectria
parasitica - Stamme entwickelt werden, in der die Pilze lagerfihig sind und das
Wachstum des Pilzmycels wihrend der Lagerung uneingeschrinkt erhalten bleibt. Das
Mycel ist dabei in eine Matrix eingebettet, die auf einer Stirkemischung basiert. Die
entwickelte Formulierung wird als ,,Pilzkleister* bezeichnet. Mit diesem Pilzkleister ist
es moglich, durch direktes Aufbringen Befallsstellen zu behandeln. Schwierig und teil-
weise unmdoglich ist die Behandlung mit dieser Methode bei schwer zuginglichen Stel-
len und &lteren Bdumen, die einige Meter Hohe erreichen kdnnen.
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Zur Behandlung solcher Problemstellen ist eine kiinstliche Verbreitung der Hypoviru-
lenz in betroffenen Regionen notwendig. Zu diesem Zweck ist eine Sensibilisierung von
jungen Edelkastanien in der Baumschule der néchste Schritt der Applikationsoptimie-
rung. Durch die Behandlung von solchen Jungbdumen sind diese auf der einen Seite
selber vor einem Angriff durch virulente Pilzstimme geschiitzt. Auf der anderen Seite
wird durch das Aussetzen der Jungpflanzen gleichzeitig hypovirulentes Pilzmaterial in
ein bestimmtes Gebiet eingebracht und kann auf natiirlichem Wege weiter verbreitet
werden. Fiir die Weiterverbreitung sind hauptséchlich der Wind und tierische Vektoren
verantwortlich. Insekten stellen sicher den wichtigsten tierischen Vektor dar (A-
NAGNOSTAKIS, 1982b; WILLEY, 1982).

Es besteht noch weiterer Forschungsbedarf zur Optimierung der biologischen Bekdamp-
fungsmethode gegen den Edelkastanienrindenkrebs in Osterreich. Zur Zeit steht ein
Priparat zur Verfligung, zur Ermittlung der besten Verbreitungstechnik der Hypoviru-
lenz werden noch weitere Forschungsarbeiten durchgefiihrt.
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