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1 Einleitung

Der Anbau von Olsaaten hat in den letzten 30 Jahren im Vergleich zu anderen
Kulturpflanzen weltweit stetig an Bedeutung gewonnen. Insbesondere in den europdischen
Léndern ist die Rapsproduktion von 2,8 Mio. t im Jahr 1976 auf 15,2 Mio. t im Jahr 2004
angestiegen (MIELKE, 2005). Davon wurden allein in Deutschland im Jahr 2004 5,3 Mio. t
Raps (Brassica napus ssp. oleifera) produziert. Mit einer Anbaufliche von 1,3 Mio. ha
konnte damit die bisher grofSte Rapsanbaufliche in Deutschland erreicht werden. Dies
entspricht ungefdhr 11% der gesamten nutzbaren Ackerfliche (RAPOOL, 2005; UFOP,
2005). Der zweitgroBBte Produzent in der Europdischen Union ist nach Deutschland
Frankreich (4,0 Mio. t), gefolgt vom GroB3britannien (1,6 Mio. t), Polen (1,5 Mio. t) und
Tschechien (0,43 Mio. t). Weltweit sind China (12 Mio. t), Kanada (7,7 Mio. t) und Indien
(6,6 Mio. t) die wichtigsten Anbauldnder fiir Raps (MIELKE, 2005).

Die Hauptgriinde fiir die Ausdehnung der Rapsanbaufldche in Deutschland sind einerseits
in einer steigenden Nachfrage nach Speisedl (REUTER, 2003) andererseits aber auch in der
steigenden Bedeutung der Rapspflanze als Biodiesel zu sehen (BOCKEY, 2003). Zudem
kommt seit 1993 dem Anbau von Raps als nachwachsender Rohstoff auf
Stilllegungsflachen eine grofe Bedeutung zu (PARKHOMENKO, 2003). Zudem spielt die
verbesserte Preis- und Marktsituation der Kulturpflanze eine groBe Rolle bei der
Fruchtfolgegestaltung in den landwirtschaftlichen Betrieben. Ein weiterer Vorteil der
Rapspflanze gegeniiber anderen Kulturpflanzen ist der sehr gute Vorfruchtwert,
gekennzeichnet durch die lange Bodenbedeckung und die gute Durchwurzelung des
Bodens (CHRISTEN & SIEBLING, 1999; HONERMEIER et al., 2002). Ebenso fordern ein hohes
Leistungspotential der Sorten und eine hohe Ertragssicherheit die Attraktivitit dieser

Pflanze (DIEPENBROCK et al., 1999).

Die traditionellen Anbauregionen mit den stidrksten Anbaudichten in Deutschland sind
Mecklenburg-Vorpommern, Thiiringen, Sachsen und Schleswig-Holstein (REUTER, 2003).
Durch die zum Teil sehr engen Fruchtfolgen und hohen Anbaudichten in diesen Regionen
nehmen vor allem die bodenbiirtigen Pilzkrankheiten, wie Sclerotinia sclerotiorum und
Verticillium longisporum, aber auch die stoppelbiirtigen Krankheiten wie Phoma lingam
bzw. seine sexuelle Form Leptosphaeria maculans zu (GARBE, 1999). Die
Weillstingeligkeit, verursacht durch den Erreger S. sclerotiorum, ist eine der weltweit

wichtigsten Krankheiten an Raps. Der Erreger besitzt einen sehr weiten
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Wirtspflanzenkreis, zu dem insgesamt 64 Pflanzenfamilien und 361 Spezies gehoren.
Neben den Brassicaceae werden auch Solanaceae, Chenopodiaceae und Apiaceae sowie
zahlreiche andere Arten befallen (PURDY, 1979; BOLAND & HALL, 1994). Das Auftreten
des Schaderregers kann je nach Witterung, Jahr und Anbauregion stark schwanken und bei
epidemischem Auftreten zu erheblichen Ertragsausfillen fiihren. Nicht selten kénnen in

einigen Jahren und Regionen Ertragsverluste von iiber 50% entstehen (POPE et al., 1989).

S. sclerotiorum (Lib.) de Bary gehort zur Abteilung der Ascomyceten und hier zur Klasse
der Discomycetes (BORNER, 1996). Bei S. sclerotiorum handelt es sich um einen
monozyklischen Erreger, der keine Konidienformen bildet. Mit Hilfe von Dauerorganen,
den Sklerotien, kann der Schaderreger bis zu 10 Jahre im Boden iiberleben (ADAMS &

AYERS, 1979) (Abb. 1).
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Abb. 1: Entwicklungszyklus von S. sclerotiorum an Raps verandert nach PAUL (2003)

Bei geeigneten Witterungsbedingungen und Lage der Sklerotien konnen diese im Friihjahr

karpogen keimen und ein bis mehrere tellerférmige, hellbraune Apothezien ausbilden.
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Dabei kann sich eine zunehmende Ablagetiefe hemmend auf die Keimung der Sklerotien
auswirken (MITCHELL & WHEELER, 1990; KRUGER, 1975a). Eine Verlagerung der
Sklerotien im Boden kann auch durch die Bodenbearbeitung herbeifiihrt werden.
WILLIAMS et al. (1995) stellten fest, dass das tiefe Eingraben der Sklerotien bei der
konventionellen Bodenbearbeitung zu einer Verringerung der Keimung und damit zu einer
geringeren Apothezienbildung fiihrt. Weitere Standortfaktoren wie die Bodenart und die
Stickstoffdiingung tliben keinen Einfluss auf das Auskeimen der Sklerotien aus (KRUGER,
1977; SINGH & SINGH, 1983). Neben den Standortbedingungen spielen besonders die
Witterungsfaktoren, wie Temperatur und Bodenfeuchte, eine wichtige Rolle bei der
Keimung. Die optimalen Temperaturen fiir eine Apothezienkeimung liegen im Bereich von
7-11°C, wihrend bei Temperaturen von durchschnittlich 18°C und tiefen Temperaturen
zwischen 4-8°C sowie nach kurzen Frostperioden von -15°C, keine Entwicklung der
Apothezien bzw. eine Hemmung der Keimung beobachtet werden konnte (KRUGER, 1977;
ABAWI & GROGAN, 1979). Je hoher die Bodenfeuchte ist, desto hoher ist auch die
Keimungungsrate der Sklerotien (FERRAZ et al., 1999). SINGH & SINGH (1983) berichten,

dass sich eine Bodenfeuchte von 30% besonders giinstig auswirkt.

In den aufwachsenden Apothezien befinden sich die Ascusschlduche, die jeweils acht
einzellige, elliptische Ascosporen enthalten (KOHN, 1979). Erst wenn die Apothezien eine
bestimmte Grofle erreicht haben, schleudern sie die Ascosporen in StoBen aus (SAUR,
1983). Bis zu 30 Millionen Sporen konnen von jedem gebildeten Apothezium entlassen
werden (VENETTE, 1998). Die ausgeschleuderten und mit dem Wind verbreiteten
Ascosporen konnen so auf die Bliitenblitter des Rapses gelangen und dort unter giinstigen
Bedingungen auskeimen. Nach KRUGER (1975) stellen die Bliitenblétter eine wichtige
Nahrstoffquelle fiir die keimenden Sporen dar. Auch JAMAUX et al. (1995) konnten mit
Hilfe elektronenmikroskopischer Aufnahmen feststellen, dass die Sporen von .
sclerotiorum nur in Gegenwart von Bliitenbléttern in der Lage sind, den Sténgel bzw. die
Laubblétter zu infizieren. Fallen die infizierten Bliitenblétter in die Blattachsel der Pflanze,
konnen sie von dort den Stidngel infizieren. Die Infektion des Stdngels und die weitere

Verbreitung im Stdngel erfolgt ausschlielich iiber Myzelwachstum.

Die Witterungsbedingungen gehdéren zu den wichtigsten Einflussfaktoren fiir eine
erfolgreiche Infektion durch Ascosporen. Von entscheidender Bedeutung fiir ein hohes
Befallsniveau, ist das Zusammentreffen des Ascosporenfluges mit dem Herabfallen der

Bliitenblétter. ABAWI & GROGAN (1979) berichten, dass Ascosporen bis zu 12 Tage
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iiberleben konnen. Die Temperaturen fiir eine Infektion durch Ascosporen liegen im
Bereich von 8-27°C (YOUNG et al., 2004; AHLERS & HINDORF, 1987), wobei 16-20°C
optimal sind (ABAWI & GROGAN, 1979). CAESAR & PEARSON (1983) beobachteten, dass
sich Temperaturen von iiber 25°C schidlich auf das Uberleben der Ascosporen auswirken.
Relative Luftfeuchten von 83% stellen die unterste Grenze einer Keimung der Ascosporen
dar (AHLERS, 1987). Nach KRUGER (1979) liegen die optimalen Luftfeuchten fiir eine
Infektion bei 84-92%. In Arbeiten von JAMAUX et al. (1995) konnte mit Hilfe von
elektronenmikroskopischen Aufnahmen der Infektionsweg der Ascosporen iiber das
Bliitenblatt in das Rapsblatt genau beschrieben werden. Nach der Sporenkeimung erfolgte
die Penetration des Bliitenblattes nach 20-30 Stunden bei einer Luftfeuchte von 100% und
bei Raumtemperatur. Nach drei bis vier Tagen konnten erste Symptome auf der Oberfléche

des Laubblattes beobachtet werden.

Der Schaderreger besitzt zwei Moglichkeiten, die Pflanze zu befallen. Neben der
karpogenen Keimung durch Freisetzung von Ascosporen wird teilweise auch iiber eine
direkte Infektion der unterirdischen Pflanzenteile durch das im Boden wachsende Myzel
berichtet (LE TOURNEAU, 1979). Diese Art der Infektion ist jedoch nur bei direktem
Kontakt von Sklerotium und Wurzel iiber Ausscheidung von Wurzelexsudaten moglich
(MCQUILCKEN et al.,, 1994). Vom Befall der Pflanze bis zu den ersten sichtbaren
Symptomen konnen je nach Witterung 10 - 14 Tage liegen. Der Befall duflert sich in
weillen bis gelblichen Lédsionen an Haupt- und Seitentrieben, wéhrend sich im
Stangelinneren weiles wattiges Myzel mit griulichen bis schwarzen Sklerotien befindet.
Durch die Zerstérung der Leitbahnen und Gefdle werden die Pflanzenteile, die sich
oberhalb der infizierten Stelle befinden, notreif und sterben vorzeitig ab. Bei der Ernte
fallen die Sklerotien aus den Stingeln heraus und werden bei der nachfolgenden
Bodenbearbeitung zusammen mit den Ernteresten in den Boden eingearbeitet (PAUL,

2003).

Die Schwierigkeiten bei der Bekdmpfung von S. sclerotiorum liegen darin, dass zum
optimalen Spritzzeitpunkt (wdhrend des Infektionsgeschehens zum Zeitpunkt der Bliite)
die Befallssymptome an der Pflanze in der Regel noch nicht zu sehen sind und daher nicht
als Grundlage fiir eine Behandlungsentscheidung herangezogen werden koénnen. Zudem
wird die Behandlung gegen die Weilstingeligkeit durch die nur begrenzte kurative und
protektive Wirkung der Fungizide erschwert (PAUL et al., 2000; PAUL, 2005). Eine direkte

Bekdmpfung der Krankheit ist derzeit mit entsprechenden chemischen Fungiziden zum
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Zeitpunkt der Bliite oder mit dem biologischen Priaparat Contans WG® (Prophyta GmbH)
nach der Rapsernte auf die Stoppeln moglich (VON TIEDEMANN et al., 2001). Bei der
Bliitenbehandlung ist kein genauer Spritzzeitpunkt vorgegeben, in den letzten Jahren hat
sich aber besonders in den traditionellen Anbaugebieten der prophylaktische Einsatz zum
Zeitpunkt der Vollbliite (BBCH 65) durchgesetzt. Aufgrund des jahrlich unterschiedlich
starken Auftretens von S. sclerotiorum erweist sich eine Behandlung nicht in jedem Jahr
als wirtschaftlich. WAHMHOFF (2000) konnte in seinen Auswertungen aus den Jahren 1981
und 1991 zeigen, dass sich nur ein durchschnittlicher Ertragsgewinn von 2,96 dt/ha durch
eine Bliitenbehandlung gegen S. sclerotiorum ergab. In der gleichen Studie konnte fiir den
gleichen Zeitraum ein Anteil von 73% unwirtschaftlicher Fungizidmafnahmen gegen S.
sclerotiorum ermittelt werden. Durch den sehr hohen Anteil an unwirtschaftlichen
Fungizidapplikationen gegen die WeiBstidngeligkeit und im Hinblick auf die sich stindig
verindernden =~ Rahmenbedingungen in  der Landwirtschaft, kommt einer
umweltvertrdglichen und standortgerechten Bearbeitung der landwirtschaftlichen Flachen
eine immer grofler werdende Bedeutung zu. Im Pflanzenschutzgesetz vom 15. September
1986, § 6 Absatz 1, wurden die Grundsitze des Integrierten Pflanzenschutzes erstmalig
vom Gesetzgeber beriicksichtigt. Diese sind auch heute noch im geltenden
Pflanzenschutzgesetz (§ 2a, Absatz 1) im Zusammenhang mit der guten fachlichen Praxis
beriicksichtigt. Nach der Definition des Integrierten Pflanzenschutzes wird unter
vorrangiger Beriicksichtigung biologischer, biotechnischer und pflanzenziichterischer
sowie anbau- und kulturtechnischer MaBnahmen die Begrenzung der Anwendung
chemischer Pflanzenschutzmittel auf das notwendige Mal3 gefordert. An die Stelle von
prophylaktischen Behandlungen sollen gezielte Spritzungen treten, die auf der Grundlage
von Befalls-Verlust-Relationen, Diagnose- und Prognoseverfahren beruhen (BURTH et al.,

1994).

Erste Ansidtze zur Abschitzung der Behandlungswiirdigkeit von S. sclerotiorum in der
Praxis basieren auf einem von AHLERS (1989) entwickelten Fragebogen. Zur Bewertung
einer moglichen Infektion durch Sclerotinia sind der vorjdhrige Befall, die Fruchtfolge, der
Gefihrdungsgrad der Lage, das Erscheinen der Apothezien und insbesondere die
Witterungsverhiltnisse wihrend der Bliitezeit des Rapses von besonderem Interesse
(AHLERS, 1989). Dabei wird jeder Parameter mit einer bestimmten Anzahl an Punkten
bewertet und zu drei verschiedenen Terminen wahrend der Bliite (BBCH 63, 65 und 69)

erhoben. Die Bekdmpfungsmafinahme richtet sich nach der erreichten Gesamtpunktzahl
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und nach Befallslage. In dem untersuchten Zeitraum wird die Zuverldssigkeit der
Fragebogenmethode mit etwa 60% angegeben, wobei ein Uberschitzen der
Bekdmpfungswiirdigkeit vorherrscht. Auf gleicher Grundlage wie der Fragebogen von
AHLERS (1989), wurde in Schweden eine Risiko-Punkt-Tabelle entwickelt (TWENGSTROM
et al., 1998). Neben der Fruchtfolge, dem Krankheitsauftreten in der letzten Wirtspflanze
und der Bestandesdichte werden auch die Apothezienentwicklung und verschiedene
Witterungsparameter mit erfasst. Je nach Uberschreiten einer gewissen Gesamtpunktzahl
wird eine Behandlung gegen S. sclerotiorum empfohlen. Die Ergebnisse zeigten, dass sich
fiir den Wertebereich zwischen 40 und 50 Punkten eine sehr unsichere Prognose ergibt. In
einer Weiterentwicklung der Bewertungstabellen wurde von AHLERS (1986) ein
mathematisches Verfahren, basierend auf einer Diskriminanzanalyse, erarbeitet, welches
ausgehend von einem Schwellenwert von 10% tolerierbarem Befall die
Bekidmpfungswiirdigkeit zum Zeitpunkt der Bliite feststellt. Als nachteilig erweist sich die
Anlage und Auswertung von Sklerotiendepots und Sporenfallen. Der hohe Zeitaufwand
der Datengewinnung ist aus heutiger Sicht nicht praktikabel. Die ersten Untersuchungen
im Feld lieferten keine ausreichenden Ergebnisse fiir einen grof3flichigen praktischen
Einsatz (AHLERS & HINDORF, 1987). Eine weitere Moglichkeit zur Vorhersage des
Befallsauftretens von S. sclerotiorum besteht in der Anlage von Sklerotiendepots, an denen

die Heranreifung von Apothezien verfolgt wird (NORDIN et al., 1992).

Das agrarmeteorologische Simulationsmodell SKLERO des Deutschen Wetterdienstes
berechnet die Infektionswahrscheinlichkeit auf der Basis des Mikroklimas im Bestand,
verschiedener meteorologischer Faktoren, des Rapsentwicklungsstadiums und einer
Stiagigen Wettervorhersage (FRIESLAND, 1998 und 2000). Das Bestandesklima wird dabei
aus stiindlich gemessenen GroBlen wie der Bodenfeuchte, rel. Luftfeuchte und
Lufttemperatur simuliert, um aufwindige direkte Messungen im Bestand zu umgehen. Im
Weiteren wird das Erscheinen der Apothezien und der Ascosporenflug vorhergesagt und
erst wenn diese Faktoren ermittelt werden konnten, berechnet das Modell ab Bliihbeginn
die stiindlichen Infektionswahrscheinlichkeiten. Auf der Grundlage von Infektionsstunden
und -druck wird der ,,meteorologische Infektionsdruck® tdglich auf einer Skala von

»keiner* bis ,,extrem hoch* eingestuft.

Neben der Erarbeitung von Prognoseverfahren zum Befallsauftreten von S. sclerotiorum
anhand von Wetterdaten und verschiedenen schlagspezifischen Daten konnen auch

unterschiedliche quantitative Testmethoden als eine zusétzliche Moglichkeit zur Erfassung
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des voraussichtlichen Befalls dienen. Einen Ansatzpunkt zu einer verbesserten
quantitativen Befallsvorhersage bietet der im kanadischen Sommerrapsanbau praktizierte
Petaltest. Hierbei werden zu drei Entwicklungsstadien im Raps (Blithbeginn, Vollbliite und
Blithende) Bliitenblétter aus dem Bestand entnommen und mit einem spezifischen Agar-
Test auf Kontamination bzw. Infektion mit S. sclerotiorum untersucht (GUGEL & MORALL,
1986). Die Bliitenblattkontamination spiegelt dabei die vorhergehende Apothezienbildung,
den Ascosporenflug und die bis zum Zeitpunkt der Probenahme herrschenden
Infektionsbedingungen wieder. Je spéter der Termin der Probenentnahme lag, desto besser
war die Vorhersagegenauigkeit. Multiple Regressionen aus Bliiteblattinfektion und
Bestandesdichteparametern (Blattflichenindex, Lichtdurchldssigkeit des Bestandes,
Pflanzenhohe) erklédrten den spateren Befall zu 55-98%. Unter praktischen Bedingungen
konnte eine Verbesserung der Vorhersagegenauigkeit des Petaltests mit zunehmend
giinstigen Infektionsbedingungen zur Zeit der Bliite festgestellt werden (TURKINTON &
MORRALL, 1993).

Eine weitere Moglichkeit zur Unterstiitzung von Prognosemodellen stellen serologische
Nachweisverfahren des Erregers dar. Der Nachweis und die Befallsquantifizierung mittels
ELISA fiir phytopthogene Pilze in Raps wurden bereits fiir Verticillium dahliae
(FORTNAGEL, 1994; CERNUSKO, 1995; HEPPNER, 1994) und fiir S. sclerotiorum (JAMAUX &
SPIRE, 1994) durchgefiihrt. Eine andere Alternative zur frithzeitigen Diagnose des
Bliitenblattbefalls kann ferner auch die PCR-Technik sein. In Arbeiten von FREEMAN et al.
(2002) wurden bereits spezifische Primer zum Nachweis von S. sclerotiorum auf
Bliitenblatter entwickelt. Bis jetzt kam es noch zu keiner praktischen Anwendung dieser
PCR. Eine weitere Entwicklung der konventionellen PCR stellt die Real-time PCR dar.
Diese relativ neue Technik in der Phytomedizin ermdglicht im Gegensatz zur
konventionellen PCR auch einen quantitativen Nachweis des Erregers (BATES et al., 2001;

SALM & GEIDER, 2004).

Obwohl in der Literatur zahlreiche Modellansidtze und Nachweismethoden zur frithen
Ermittlung des Befalls beschrieben worden sind, steht zurzeit noch kein geeignetes
Prognosemodell zur Einschitzung der Bekdmpfungswiirdigkeit von S. sclerotiorum im
Winterraps zur Verfiigung. Die vorliegende Arbeit hatte das Ziel, ein solches
Prognoseverfahren zu entwickeln und dies als Entscheidungshilfe fiir den Fungizideinsatz
in der Praxis nutzbar zu machen. In Zusammenarbeit mit den Pflanzenschutzdiensten der

Léander, der ZEPP (Zentralstelle der Léander fiir EDV-gestiitzte Entscheidungshilfen und



EINLEITUNG -8 -

Programme im Pflanzenschutz), ISIP (Informationssystem integrierte Pflanzenproduktion)
und dem DWD (Deutschen Wetterdienst) wurde das bereits vorhandene Prognosesystem
SKLERO (FRIESLAND, 1998) als Arbeitsmodell mit einbezogen und ein erweitertes
Prognosemodell auf diesem aufgebaut. In einem ersten Arbeitsschritt wurde das Modell
SKLERO anhand von Feldversuchen ausfiihrlich validiert. Insbesondere wurde hier eine
regional- und jahresspezifische Auswertung und die Bewertung von Grenzen und
Schwichen des Modells vorgenommen. Schwerpunkt dieser Untersuchungen war eine
Uberpriifung der Vorhersagegenauigkeit von SKLERO in Bezug auf das Erscheinen der
Apothezien und der Relation von vorhergesagter Infektionswahrscheinlichkeit zur
tatsdchlich eingetretenen Befallshdufigkeit in Abhingigkeit von Standort, Witterung und
Befallsdruck.

Des Weiteren wurde anhand von Datenerhebungen aus Feldversuchen der
Pflanzenschutzdienste der Léander der letzten 10 Jahre eine umfassende statistische
Auswertung zur Uberpriifung des Einflusses verschiedener schlagspezifischer Faktoren
und deren Wechselbeziehungen auf den Befall mit S. sclerotiorum vorgenommen. Die

bewerteten Faktoren wurden anschlieend in das Prognosemodell integriert.

Die Erstellung eines komplexen schlagspezifischen, befalls- und schadensbezogenen
Prognosemodells erfolgte durch die Verkniipfung mit der Berechnung schlagspezifischer
Schadensschwellen, die aus Befalls-Verlust-Relationen entwickelt wurden (DUNKER,

2004).

Zur Unterstiitzung der Behandlungsentscheidung durch das Prognosemodell wurden
verschiedene Methoden wie der ELISA, der pH-Indikator-Test und eine Real-time PCR fiir
den Nachweis von S. sclerotiorum auf befallenen Bliitenbléttern tiberpriift. Ziel war eine
moglichst schnelle, prizise und zuverldssige Methode fiir den Befall von S. sclerotiorum

auf Blutenblittern zu entwickeln.



MATERIAL UND METHODEN -9-

2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien

AuBer den unten aufgefiihrten Chemikalien wurden nur Standardchemikalien der Firma

Merck, Damstadt mit dem Reinheitsgrad ,,p.a“ oder ,,reinst™ verwendet.

Acrylamid 40%
Bacto Agar
Agarose
Bengalrosa
Biotin-X-NHS
Bromkresolgriin
Casein
Chloramphenicol
Chlortetracyclin
Coomassie Blue
CTAB
Czapek-Dox Broth
Diethanolamin

Dimethylformamid

DNA-Marker: pUC Marker Mix

dNTP

Loading Dye (BJ)
Lambada DNA

MgCl,
Streptomycinsulfat
Nonidet P-40
4-Nitrophenylphosphat
10x PCR-Puffer

Potato Dextrose Both
Proteinase K

Pepton

FLUKA Chemie GmbH, Neu-Ulm

SCHARLAU Chemie, Barcelona

MERCK®, Darmstadt

MERCK®, Darmstadt

SIGMA ALDRICH Chemie GmbH, Deisenhofen
MERCK®, Darmstadt

SERVA Feinchemikalien, Heidelberg

SERVA Feinchemikalien, Heidelberg

SIGMA ALDRICH Chemie GmbH, Deisenhofen
SERVA Feinchemikalien, Heidelberg

CARL ROTH®, Karlsruhe

SCHARLAU Chemie, Barcelona

SERVA Feinchemikalien, Heidelberg

SIGMA ALDRICH Chemie GmbH, Deisenhofen
MBI-Fermentas, St. Leon-Roth

BIOLINE GmbH, London

MBI-Fermentas, St. Leon-Roth

MBI-Fermentas, St. Leon-Roth

BIOLINE GmbH, London

FLUKA Chemie GmbH, Neu-Ulm

FLUKA Chemie GmbH, Neu-Ulm

SERVA Feinchemikalien, Heidelberg

BIOLINE GmbH, London

SCHARLAU Chemie, Barcelona

CARL ROTH®, Karlsruhe

CARL ROTH®, Karlsruhe
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PVPP SERVA Feinchemikalien, Heidelberg
Rinderserum albumin Fraktion V.~ SERVA Feinchemikalien, Heidelberg
SybrGreen Applied Biosystems®, Kalifornien, USA
StrAP ROCHE Diagnostics GmbH, Mannheim
Tag-Polymerase MBI-Fermentas, St. Leon-Roth

Triton X-100 MBI-Fermentas, St. Leon-Roth

Tween 20 FLUKA Chemie GmbH, Neu-Ulm

2.2 Nihrmedien und Pufferlosungen

Die beschriebenen Nidhrmedien wurden z.T. sowohl als Fliissig- wie auch als Festmedium

verwendet. Fiir die Verfestigung der Medien wurde 1,5% Bacto Agar zugesetzt. Die

sterilisierten Medien wurden vor dem Ausplattieren auf ca. 50°C im Wasserbad gekiihlt

und anschliefend in Polystyrolpetrischalen (9 cm Durchmesser, Fa. Greiner) ausplattiert.

Im Folgenden wird die Zusammensetzung der Ndhrmedien (1000 ml) angegeben.

Potato Dextrose Agar (PDA): pH 6,0

Potato Dextrose Broth (PDB) 20¢g

Bacto-Agar 15¢g

Streptomycinsulfat 200 mg/1

H2Opidest ad 1000 ml
Czapek Dox-Medium (CPD): pH 5,5

Czapek-Dox-Broth 334¢g

H2Opidest ad 1000 ml
CPD+P: Czapek Dox-Medium mit 0,1% Pepton (aus Casein)

Saccharose-Salz-Medium (SSM) (verdndert nach Hedke, 1992):

Agar
Saccharose
NH4NO3
KH,PO4

I5¢g
40¢g

lg
0,7g
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MgSO4 x 7H,0

KCl

CaCOs; (variiert)

Triton

Bromkresolgriin
Bengalrosa
Chloramphenicol
Streptomycin
Chlortetracyclin
Spurenelementstammldsung

H3Opidest

02¢g
0,14 g
2-8¢g
2 ml
80 mg
60 mg
60 mg
60 mg
20 mg
2 ml
ad 1000 ml

Spurenelementstammldsung 1000 ml davon enthalten:

FeSO, x 7TH,0
ZnCl,

MgCl, x 7TH,O
H2Opiest

lg

lg

0,6 g

ad 1000 ml

Phosphatgepufferte physiologische Kochsalzlosung (PPK): pH 7,2-7,4

(nach CASPER & MEYER, 1981)
NaCl
KH,PO,
Na,HPO, x 12 H,O
KCl

H3Ovidest

PPK-Tween: PPK + 0,05% Tween

Konjugatpuffer (nach CASPER & MEYER, 1981):

PPK-Tween + 0,2% RSA

80g
02¢g
29¢
02¢g

ad 1000 ml
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Waschpuffer (nach CASPER & MEYER, 1981):
72 PPK-Tween

Extraktionspuffer (nach CASPER & MEYER, 1981):
PPK-Tween + 0,2% PVP

Extraktionspuffer (nach HEPPNER, 1995):
Tris/HCI
NaCl
EDTA
Triton X-100

Casein

100 mM
2M

20 mM
0,1%
1,0%

Beschichtungspuffer pH 9,6 (nach CASPER & MEYER, 1981):

NaHCOs3
Na,COs
NaNj;
H2Opidest

Substratpuffer pH 9,8 (nach CLARK & ADAMS, 1977):
Diethanolamin

H>Ovidest

TES-Puffer: pH 8,0
Tris/HCI
EDTA
SDS
H2Opiest

TE-Puffer : pH 8,0
Tris/HCI
EDTA
HObidest

293 ¢g
1,59 ¢

2g

ad 1000 ml

97 ml
ad 1000 ml

100 mM

20 mM
1%

ad 1000 ml

10 mM
1 mM
ad 1000 ml
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Carbonatpuffer:

PEG:

50x TAE:

Saline:

Proteinase K:

CTAB:

pH 7,5
NaCl
NaHCOs;
H2Opigest

Polyethylenglykol 6000
NaCl

pH 8,5

Tris

Na,EDTA x 2H,0
H2Opidest

NaCl
H>Opidest

20 mg/ml geldst in sterilem, HyOpigest, aloquiert und bei -20°C

gelagert.

in 0,7 M NaCl und TE-Puffer

10g
10g
ad 1000 ml

30%
10,5¢g

0,04 M
2 mM
ad 1000 ml

85¢g
ad 1000 ml

SDS in HyOpigest 16sen und pH-Wert mit konz. HCI auf 7,2 einstellen.
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2.3 Herkunft und Bezeichnung der Pilzisolate

Fiir die Erprobung eines quantitativen Nachweises von S. sclerotiorum auf Bliitenblittern

wurden folgende in Tabelle 1 aufgefiihrte Pilzisolate verwendet.

Tab. 1: Bezeichnung und Herkunft der verwendeten Pilzisolate (- = nicht bekannt)

Pilzart zBeei;:hnung Wirt Herkunft Land | Jahr
Sclerotinia sclerotiorum | Ss 1.1 Brassica napus Biestow D 1998
Sclerotinia sclerotiorum | Ss 1.1a Brassica napus Petschow D 1998
Sclerotinia sclerotiorum | Ss 1.2 Brassica napus Sildemow D 1998
Sclerotinia sclerotiorum | Ss 1.3 Brassica napus Wolschendorf D 1997
Sclerotinia sclerotiorum | Ss 1.5 Brassica napus Biestow D 1997
Sclerotinia sclerotiorum | Ss 1.6 Brassica napus Diedrichshagen D 1997
Sclerotinia sclerotiorum | Ss 2.4 Helianthus annuus | Biestow D 1997
Sclerotinia sclerotiorum | Ss 3.4 Vica faba L. PM-Institut GWH | D 1997
Sclerotinia sclerotiorum | Ss 4.5 grambe abyssinica Biestow D 1997
Sclerotinia sclerotiorum | Ss 5.5 Camelina sativa Biestow D 1997
Sclerotinia sclerotiorum | Ss 6.12 Cannabis sativa Malchow/Poel D 1997
Sclerotinia sclerotiorum | Ss 11.4 - - - -
Ilc/)en’:gtrlzi‘;lélfﬂ VI 82 Brassica napus Mecklenburg D 1997
Z)ZZEZ:ZZ; VI 83 Brassica napus Mecklenburg D -
Ilc/)en’:gtrlzi‘;lélfﬂ V1 84 Brassica napus Mecklenburg -
Phoma lingam PIIB 23 Brassica napus Polen POL | -
Phoma lingam PIIB 39 Brassica napus Deutschland D -
Phoma lingam PIIB 42 Brassica napus Frankreich F -
Phoma lingam PIIB 2 Brassica napus Deutschland D 1986
Botrytis cinerea Bc 1.0 Helianthus annuus | Forchheim D 1986
Botrytis cinerea Be 1.1 Vica faba L. - - -
Fusarium culmorum Fc 33 Triticum aestivum Italien I -
Fusarium oxysporum Fo 36 - - - -
Fusarium graminearum | Fg 35 Triticum aestivum Gottingen D 1975
Verticillium albo-atrum | Vaa 1.0 Solanum tuberosum | Wisconsin USA | -
Verticillium dahliae Vd 76 - - - -
Verticillium dahliae Vd3 Fragaria ananassa | Miinsterland D 1997
Rhizoctonia solani Rs AG2-1 |- - - -
Alternaria brassicae Ab 4 Brassica napus Gottingen D 1988
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2.4 Sklerotienproduktion

Die Anzucht von Sklerotien erfolgte nach einer modifizierten Methode von SCHMIDT
(1990) in 1000 ml Erlenmeyerkolben auf einem Sand-Substrat-Gemisch. Die
Erlenmeyerkolben wurden mit 300 g grobem, auf 1 mm gesiebten Quarzsand gefiillt. Dazu
kamen 30 g gemahlene Vollkern-Haferflocken und 40-50 ml demineralisiertes Wasser.
Nach sorgféltiger Durchmischung und Homogenisierung wurden die Kolben mit Alufolie
verschlossen und zweimal im Abstand von 24 Stunden 40 min autoklaviert.

Die Sclerotinia-Isolate wurden in Petrischalen auf Potato-Dextrose-Agar (PDA)
angezogen. Die Schalen wurden bei 18-22°C bei Tageslicht etwa 5 Tage inkubiert, bis
deutlicher Myzelbewuchs und erste Exsudattropfchen zu sehen waren. Erst dann erfolgte
die Uberimpfung von zwei gut zerkleinerten PDA-Kulturen in die Kolben. Die Inkubation
erfolgte bei 18-22°C und Tageslicht. Ab dem Zeitpunkt deutlich erkennbaren
Myzelwachstums wurden die Kolben ein bis zweimal pro Woche kréftig geschiittelt, um
die Sklerotienbildung zu fordern. Die Ernte konnte nach 6-8 Wochen erfolgen. Dazu
wurden die Kolben auf ein 1 mm Rundsieb ausgegossen und unter flieBendem
Leitungswasser kréftig ausgespiilt. Die geernteten Sklerotien wurden fiir mehrere Tage auf

Filterpapier getrocknet und danach bei 4°C in einem geschlossenen Gefdl gelagert.

2.5 Apothezieninduktion

Fiir die Apothezieninduktion nach HEDKE (1992) wurden durchsichtige Quarkschalen (10
x 8 x 4,5 cm) mit 100 g geddmpfter und autoklavierter, auf 4 mm gesiebter Komposterde
gefiillt. Auf die Komposterde wurden 19 ml autoklaviertes Leitungswasser mit einer
Dispensette verteilt, um einen einheitlichen Feuchtegehalt von 54% Feldkapazitéit (w/w)
einzustellen. Nach Durchmischen und Einebnen der Bodenoberfliche wurden in jede
Quarkschale 6 Sklerotien des jeweiligen Isolats mit einer Pinzette 0,5 - 1 cm tief eingelegt.
Die Schalen wurden verschlossen, wobei die Deckel mit Lochern versehen wurden, um
eine stindige Luftzufuhr zu gewihrleisten.

Zur Konditionierung der Sklerotien kamen die Schalen zunéchst in einen Klimaschrank
mit einer Wechseltemperatur von 12 Stunden bei 15°C bzw. 10°C und durchgehender
Dunkelheit. Der Feuchtegehalt der Schalen wurde wochentlich kontrolliert und
gegebenenfalls durch Zugabe von autoklaviertem Wasser entsprechend dem

Ausgangsgewicht nachjustiert.
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Nach vier Wochen wurden die Quarkschalen fiir weitere 4 Wochen bis zum Auskeimen
der Apothezien unter Wechsel-NUV-Licht von 12 Stunden NUV-Licht und 12 Stunden
Dunkelheit pro Tag bei einer Temperatur von 18°C inkubiert. Das Auskeimen der

Apothezien wurde téglich kontrolliert.

2.6 Pilzanzucht

In 1000 ml Erlenmeyerkolben wurden jeweils 200 ml Czapek-Dox-Fliissigmedium
autoklaviert und anschlieBend mit 200 ppm Streptomycin und einem mit Pilz
bewachsenem Agarblock beimpft. Unter Schiitteln auf dem Horizontalschiittler (Gyrotory
Water Bath Shaker, G 67, New Brunswick Scientific, New York, USA) wurde das
Pilzmyzel fiir 5-7 Tage bei 18°C inkubiert. Das Myzel wurde anschlieend in einem
Biichnertrichter, der mit einem Papierfilter (Durchmesser 15 cm, Schleicher Schuell,
Dassel) ausgelegt wurde, unter Unterdruck durch eine Wasserstrahlpumpe geerntet.
AnschlieBend wurde zweimal mit demineralisiertem Wasser gespiilt. Das Myzel wurde fiir
zweil Tage in einer Gefriertrocknung getrocknet. Das getrocknete Myzel wurde bei -20°C
aufbewahrt.

2.7 Datenerhebung aus Feldversuchen

Fir die Datenerhebungen waren die Kontrollparzellen der Versuchsstandorte der
Pflanzenschutzdienste vorgesehen. Die Datenerhebung fand in den Jahren 2002-2005 auf
insgesamt 87 verschiedenen Fldachen statt (Abb. 2). Insgesamt haben sich zehn

Bundeslinder und elf Pflanzenschutzdienste an dem Projekt beteiligt (Tab. 2).

2.7.1 Anlage von Sklerotiendepots

Die Anlage der Sklerotiendepots erfolgte in allen Versuchsjahren im Herbst (Oktober). In den
Jahren 2002-2004 wurden an insgesamt 28 Versuchsstandorten Sklerotiendepots angelegt. Je
Depot wurden 70 Sklerotien von unterschiedlicher Grofle (aus Gottingen, gesammelt vom
Rapsfeld 1998 und 1999) in 2-3 cm Bodentiefe auf einer Fliche von 0,25 m” ausgelegt. Das
Depot wurde in unmittelbarer Nédhe der Versuchsanlage mit mdglichst gleichen

Schlagcharakteristika angelegt.
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Tab. 2: Beteiligung der Bundesldnder, Biologischen Bundesanstalt und Pflanzenschutz-
dienste am Projekt Sclerotinia-Prognose

Bundesland Biologische Bundesanstalt und Landwirtschaftsamter

Niedersachsen Biologische Bundesanstalt (BBA) Braunschweig

Mecklenburg-Vorpommern | Pflanzenschutzamt Mecklenburg-Vorpommern, Rostock

Schleswig-Holstein Amt fiir ldndliche Raume Kiel

Landwirtschaftskammer (LWK) Hannover:
Bezirksstelle Northeim, Braunschweig, Niendorf und
Niedersachsen Hannover

LWK Weser-Ems, Oldenburg

Landesanstalt fiir Verbraucherschutz und Landwirtschaft,

Brandenburg

Wiinsdorf

Landesanstalt fiir Landwirtschaft und Gartenbau,
Sachsen-Anhalt

Magdeburg
Sachsen Sachsische Landesanstalt fiir Landwirtschaft, Dresden
Thiiringen Thiiringer Landesanstalt fiir Landwirtschaft, Kiihnhduser
Nordrhein-Westfalen LWK Nordrhein-Westfalen, Bonn

Dienstleistungszentrum landlicher Raum Rheinhessen-

Rheinland-Pfalz Nahe-Hunsriick, Westpfalz, Mosel, Westerwald, Osteifel

Bayern Bayerisches Landesanstalt fiir Landwirtschaft, Miinchen

2.7.2 Erfassung des Vorjahresbefalls

Der Vorjahresbefall (Befall in % befallener Pflanzen pro Parzelle (geschitzt) des letzten
Rapses auf dem Standort) wurde in vier Befallsklassen eingestuft:

Klasse 0 : geringer Befall = 1- 7%

Klasse 1 : mittlerer Befall = 8 - 20%

Klasse 2 : hoher Befall = 21 - 40%

Klasse 3 : sehr hoher Befall = > 40%

2.7.3 Erfassung des Erstauftretens von Apothezien

Die Feststellung des Termins des ersten Erscheinens der Apothezien (tellerformige Gestalt) in
den Sklerotiendepots erfolgte durch regelmiflige Begehung und visuelle Bonitur ab Anfang
April.
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Berlin p )

Abb. 2: Standorte der Feldversuche in Kooperation mit den Pflanzenschutzdiensten der
Lander in 2002-2004.
Grau schattiert = Teilnahme des jeweiligen Bundeslandes am Projekt

2.7.4 Erfassung schlagspezifischer Daten

Folgende Daten wurden bei Auswertung der Versuchsberichte und beziiglich der

Versuchsstandorte erfasst:

Schlaglage

Angaben zur Fruchtfolge (Anteil Raps in der Fruchtfolge) in %
Aussaattermin

Auflauftermin

Saattiefe in cm

Bodenbearbeitung

Bodenart

Sorte

Entfernung der Wetterstation in km

Bestandesdichte im Friihjahr (Pflanzen/m?)
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- N-Diingung (kg oder 1/ha)

2.7.5 Erfassung des Knospenstadiums (BBCH 55)

Die Feststellung des Termins des Knospenstadiums (BBCH 55) erfolgte in allen Jahren durch
visuelle Bonitur. Laut WEBER & BLEIHOLDER (1990) ist das Knospenstadium BBCH 55
erreicht, wenn die Einzelbliiten der Hauptinfloreszenz sichtbar (geschlossen) sind, das heifit,
dass der Bliitenstand die Blattebene iiberragt hat und sich die Einzelbliiten voneinander

trennen.

2.7.6 Bonituren

Die Bewertung des Befalls mit S. sclerotiorum erfolgte in den Versuchsjahren durch die

Ermittlung des Anteils befallener Pflanzen (%) pro Parzelle zum BBCH 75-79.

2.8 Entnahme von Bliitenbléittern im Feld

Die Probenahme erfolgte diagonal gleichmafig verteilt in jeder Kontrollparzelle/
Wiederholung oder auf Praxisschligen an drei verschiedenen Punkten. An jedem der drei
Punkte wurden vier Rapspflanzen zufillig ausgesucht. Von jeder der vier Pflanzen wurden
jeweils 10 abgefallene Bliitenbldtter mit der Pinzette abgenommen und 5 Bliiten mit der
Schere abgeschnitten. Fiir jede Probeentnahmestelle wurden alle abgefallenen und alle festen
Bliitenblétter separat in jeweils einem Plastikrohrchen (Firma Sarstedt) gesammelt, so dass
pro Parzelle 6 Rohrchen bendtigt wurden (Abb. 3). Nach der Probeentnahme wurden die
Rohrchen mit den Bliitenblittern sofort in einer Kiihlhaltebox aufbewahrt und spétestens nach
24 Stunden bei 4°C im Kiihlschrank gelagert. Der Postversand erfolgte jeweils am
Wochenanfang nach Goéttingen, um einen ziigigen Transport zu gewdihrleisten und eine
eventuelle Lagerung unter ungiinstigen Bedingungen wihrend des Wochenendes auf der Post

zu verhindern.
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Die Entnahme der Bliitenblitter erfolgte zu drei Terminen wihrend der Rapsbliite:
1. BBCH 62 (20% der Bliiten am Haupttrieb offen)

2. BBCH 65 (Vollbliite, 50% der Bliiten am Haupttrieb offen; erste Bliitenblétter fallen
bereits ab)

3. BBCH 69 (Ende der Bliite)

i) = [
@) |0

— [l

Abb. 3: Entnahmepunkte der Bliitenblattproben am Beispiel einer Variante und
Wiederholung am Versuchsstandort. Je Entnahmepunkt wurden 5 feste Bliiten und 10
abgefallene Bliitenblétter von vier Rapspflanzen genommen. Die Rechtecke zeigen die
Anzahl der Proberéhrchen pro Wiederholung. An jedem Probenentnahmepunkt wurde ein
Rohrchen flir abgefallene Bliitenbldtter und ein Rohrchen fiir feste Bliitenblétter
genommen.

2.9 Feldversuche zur Uberpriifung des Prototyps SkleroPro und des Modells
SKLERO

In dem Jahr 2003/04 fand in den Versuchen der Pflanzenschutzamter und der Biologischen
Bundesanstalt eine erste Uberpriifung des Modellprototyps SkleroPro statt. Bei diesem
Prototyp handelte es sich zu diesem Zeitpunkt um eine eingeschrinkte schlagspezifische
Vorhersage, bei der die Berechnung einer flexiblen schlagspezifischen Schadensschwelle
fehlte. Anhand verschiedener Literaturangaben (AHLERS, 1986; KRUGER & STOLTENBERG,
1986) wurde eine feste Schadensschwelle von 15% Befallshdufigkeit angenommen, welche

insgesamt 60 gilinstigen Infektionsstunden entspricht.
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In der folgenden Tabelle (Tab. 3) ist der Versuchsplan fiir das Jahr 2003/04 aufgefiihrt. Die
Uberpriifung des Prototyps fand auf 21 Versuchsstandorten statt. Es wurden eine
unbehandelte Kontrolle und eine praxisiibliche Variante mit routineméfigem
Applikationstermin zur Vollbliite (BBCH 65) angelegt. Des Weiteren wurde ein Vergleich
des vorhandenen Modells (SKLERO) mit dem neuen Prototyp SkleroPro vorgenommen. In
den Varianten 2-4 wurde je nach Behandlungsempfehlung das Fungizid Cantus® (BASF;
Aufwandmenge 0,5 I/ha) eingesetzt. Im Versuchsjahr 2003/04 wurden in allen Varianten
(1-4) keine weiteren Herbst- bzw. Friihjahrsbehandlungen durchgefiihrt. Insektizide

wurden je nach Bedarf eingesetzt.

Tab. 3: Versuchsplan (2003/04) zur Uberpriifung des Prototyps SkleroPro im Vergleich
zum Modell SKLERO, zur unbehandelten Kontrolle und einer praxisiiblichen Variante im
Feld.

Aufwand- Applikationstermin Sonstige
menge l/ha BBCH Behandlungen

1. | Unbehandelte Kontrolle - - -

nach Prognoseempfehlung

Versuchsglieder

2. | SKLERO 0,5 Cantus SKLERO -
nach Prognoseempfehlung

3. | Prototyp 0,5 Cantus SkleroPro -

4. | Praxisiiblich 0,5 Cantus | BBCH 65 -

2.10 Implementierung von SkleroPro in die Praxis

Im Versuchsjahr 2004/05 fand die Praxiseinfiihrung des Modells SkleroPro in ISIP anhand
von 32 Versuchen der Pflanzenschutzdienste der Lénder und der Biologischen
Bundesanstalt statt. Der Versuchsplan ist der Tabelle 4 zu entnehmen. Neben der Variante
in der nach der Prognoseempfehlung von SkleroPro behandelt wurde, wurden eine
praxisiibliche Variante mit Behandlungstermin zur Vollbliite und eine Kontrolle in den
Versuchsplan aufgenommen. In allen Varianten wurde eine Friihjahrsbehandlung zum
BBCH 51-53 mit Folicur® (Bayer; Aufwandmenge 0,75 1/ha) appliziert, um ein Auftreten
anderer Pathogene in den Varianten zu vermeiden. Insektizide wurden je nach Bedarf
eingesetzt. In den Varianten 2 und 3 wurde je nach Behandlungsempfehlung das Fungizid

Cantus® (BASF; Aufwandmenge 0,5 1/ha) eingesetzt.



MATERIAL UND METHODEN -22 -

Tab. 4: Versuchsplan (2005) zur Praxiseinfilhrung des Modells SkleroPro mit zwei
Vergleichsvarianten, der Routinebehandlung zur Vollbliite und der Kontrolle.

. Aufwand- Applikationstermin Sonstige
Versuchsglieder menge I/ha BBCH Behandlungen
1. | Kontrolle - - Friihjahrsbehandlung
nach Prognoseempfehlung s
2. | SkleroPro 0,5 Cantus SKleroPro (in ISIP) Friihjahrsbehandlung
3. | Praxisiiblich 0,5 Cantus | BBCH 65 Friihjahrsbehandlung

2.11 Gewichshaus- und Klimakammerversuche

2.11.1 Pflanzenanzucht

Die Aussaat erfolgte in Pikierschalen in einem Gemisch aus Komposterde, Torf und Sand
in einem Verhéltnis von 2:1:1 (v:v:v) bei 18°C. Die 2-3 Tage alten vorgekeimten
Rapssamen von Rapid cycling Raps wurden in Plastiktopfe (9 x 9 cm) mit einer
Bodenmischung bestehend aus 2 Teilen geddmpfter Komposterde, 1 Teil Sand und 1 Teil
Einheitserde ausgepflanzt. Die Anzucht erfolgte im Gewéchshaus bei einer Tagesldnge von
16 h und 18°C und einer rel. Luftfeuchte von 65-75%. Nach ungefdhr 6-8 Wochen hatte
der Raps das BBCH 65 erreicht, so dass zu diesem Zeitpunkt alle Pflanzen inokuliert

werden konnten.

2.11.2 Kiinstliche Inokulation der Pflanzen

Von fiinf verschiedenen Sclerotinia-Isolaten (Ss 1.1; Ss 1.2; Ss 1.3; Ss 1.5; Ss 1.6) wurde
wie in Kapitel 2.6 Myzel in Fliissigkultur angezogen. Nach einer Woche Kulturdauer
wurde das Myzel nach der Methode von GIEFFERS (2001) von der iibrigen Néhrldsung
getrennt, dreimal mit sterilem (autoklaviertem) Wasser gewaschen, in ein Sieb (Teesieb)
zum Abtropfen iiberfiihrt und dann gewogen und mit 60% sterilem Wasser versetzt.
Danach wurde das Myzel/Wasser Gemisch mit dem Ultra-Turrax 30 s lang bei 1300 U/min
homogenisiert. Die Myzelsuspensionen der verschiedenen Isolate wurden mit einem
Zerstduber, der an einen Kompressor angeschlossen war, auf die Bliitenbldtter von

Rapspflanzen im Stadium BBCH 65 aufgespriiht.



MATERIAL UND METHODEN -23 -

Die Pflanzen wurden nach der Spriihinokulation bei einer Temperatur von 20°C, einer
Luftfeuchtigkeit von ca. 80% und einer Lichtdauer von 16 Stunden kultiviert. Das Ernten
der Bliitenblétter erfolgte nach 1, 2, 3, 4, 5 und 6 Tagen. Dabei wurden sowohl abgefallene
Bliitenbldtter als auch fest an der Bliite sitzende Bliitenblédtter entnommen und

anschlieBend zur Optimierung des ELISA-Tests und pH-Indikator-Tests eingesetzt.

2.11.3 Herstellung von Ascosporensuspensionen

Die Apothezien wurden wie in Kapitel 2.5 angezogen. Nach dem Aufwachsen der
Fruchtkoérper wurde ein 1,5 ml Eppendorfgefal umgekehrt auf die noch jungen Apothezien
aufgesetzt. Schon durch das leichte Beriihren beim Aufsetzen der Eppendorfgefiafle fand
ein Ausschleudern der Sporen statt. Dies konnte sehr gut an der Sporulationswolke und am
Beschlagen des Eppendorfgefdfles beobachtet werden. Danach wurden die Gefdfle vom
Apothezium entfernt und mit 500 pl sterilem Wasser versetzt. Fiir die Konservierung von
Sporensuspensionen wurden diese mit 2 Volumen Glycerin versetzt und bei -20°C
eingefroren. Die Sporendichte wurde mit Hilfe der Thoma-Zahlkammer unter dem
Mikroskop ausgezéhlt. Zur kiinstlichen Infektion der Pflanzen wurde eine Sporendichte

von 5x10* Sporen/ml hergestellt.

2.11.4 Boxentest

Der Boxentest diente der Bestimmung des Schwellenwertes der Temperatur, an dem eine
Infektion mit S. sclerotiorum beginnt. Fiir die Durchfithrung des Tests wurde die
Sommerrapssorte Heros (Saaten-Union) verwendet. Zur Keimung wurden die Rapssamen
in einer Schale mit einem Erde-Sand-Gemisch ausgelegt und bei Raumtemperatur fiir
einige Tage vorgekeimt. Nach vier Tagen wurden die Keimlinge in einer Bodenmischung,
bestehend aus 2 Teilen geddmpfter Komposterde, 1 Teil Sand und 1 Teil Einheitserde, in
Topfe der GroBe 11,5 cm x 11,5 cm ausgepflanzt. Fiir den Infektionsversuch wurden
insgesamt 100 Topfe verwendet. In jeden Plastiktopf kam jeweils ein Rapskeimling. Fiir
die Inokulation mit den fiinf Sclerotinia-Isolaten standen jeweils 20 Rapspflanzen zur
Verfiigung. Die Pflanzen wurden im Gewéchshaus unter normalen Bedingungen (18°C,
65% Luftfeuchte und 16 h Licht) angezogen. Fiir die Untersuchung des Schwellenwertes

der Temperatur wurden nur Pflanzen, die sich im Entwicklungsstadium 65 (Vollbliite)
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befanden genommen. Von jeder Pflanze wurde ein Stingelstiick mit Seitentrieben (Lange 8
cm) aus 30 cm Hohe herausgetrennt. Zwolf Boxen (24 x 34 x 13,5 cm) mit einem
luftdichten Deckel wurden fiir die Inkubation benétigt. In jede Box wurde ein Gitter in 1
cm Hohe hineingestellt, in welches die Stangelstiicke aufrecht gesteckt wurden. Es wurden
jeweils sechs Stidngel pro Box zwischen den Gitterstdben befestigt. Bei drei Sténgeln
wurde die Sporensuspension von 10 pl auf ein Bliitenblatt gegeben, welches vorher in die
Blattachsel gelegt wurde. Die Blattachseln der anderen drei Stdngel wurden direkt mit der
Sporensuspension beimpft. Um eine konstante Luftfeuchtigkeit von 99% in allen Boxen zu
gewdhrleisten wurde in jede Box 1 1 Wasser hineingefiillt. Die Boxen wurden bei
unterschiedlichen Temperaturen von 6-28°C in 2°C Schritten aufbewahrt. Alle
Temperaturbedingungen wurden in 2facher Wiederholung getestet. Die Pflanzen wurden

taglich auf Infektionen kontrolliert und nach 14 Tagen ausgewertet.

2.12 pH-Indikator-Test zum Nachweis von S. sclerotiorum auf Bliitenblittern

Ein Nachweis von S. sclerotiorum auf Bliitenbldttern ist durch die Verwendung eines pH-
Indikatormediums moglich. Bei dem nach HEDKE (1992) entwickelten SSM-Medium
handelt es sich um ein Agarmedium mit Bromkresolgriin als Indikator. Die
oxalsdurebildenden Pilze, zu denen auch S. sclerotiorum gehort, konnen so durch den
Farbumschlag des Mediums von blau zu gelb-orange identifiziert werden (CESSNA et al.,
2000). Mit Hilfe des pH-Tests sollte der Befall der Bliitenbldtter im Feld untersucht
werden, um daraus den spiteren Befall im Feld ableiten zu koénnen und so entweder als
Entscheidungshilfe fiir den Fungizideinsatz oder zur Uberpriifung der Aussagen des

Prognosemodells genutzt zu werden.

In einem ersten Ansatz wurden myzelbewachsene PDA-Stiickchen, die jeweils mit
verschiedenen Sclerotinia-Isolaten (Ss 1.1, Ss 1.2, Ss 1.3, Ss 1.5 und Ss 1.6) iiberwachsen
waren, auf das pH-Indikatormedium ausgelegt. Des Weiteren wurden myzelbewachsene
PDA-Stiickchen von verschiedenen Pathogenarten auf das Agarmedium {iberimpft und auf
eventuellen Farbumschlag untersucht. Um die Nachweisempfindlichkeit des Mediums fiir
S. sclerotiorum zu optimieren, wurden verschiedene Versuchsreihen mit unterschiedlichen
Calciumcarbonatgehalten angesetzt: 2, 3, 4 und 5 g/l CaCOs. In einem zweiten Ansatz

wurde der Befall mit S. sclerotiorum an kiinstlich infizierten Bliitenbléttern {iberpriift.



MATERIAL UND METHODEN -25-

Hierflir wurden drei infizierte Bliitenblatter auf einer Petrischale ausgelegt und taglich auf

Farbveridnderung kontrolliert.

Die von den Feldversuchen 2003 gesammelten Bliitenblattproben (Kapitel 2.3) wurden
zunichst eingefroren und spiter auf dem pH-Indikator-Medium auf Befall mit S.
sclerotiorum untersucht. Von jeder Kontrollfliche wurden insgesamt 36 feste und 36
abgefallene Bliitenblétter auf 24 Petrischalen verteilt und unter Wechsel-NUV-Licht (12 h)
bei 18°C aufbewahrt. Die Petrischalen wurden jeden Tag auf Myzelwachstum, Verfarbung
des Mediums und Sklerotienbildung kontrolliert. Die Bonitur erfolgte nach Anzahl
befallener Bliitenblitter pro Petrischale. Je nachdem wie viel Bliitenblitter befallen waren,

wurden verschiedene Klassifizierungen und Befallseinstufungen ermittelt (Tab. 5).

Da die Untersuchungen aus dem Versuchsjahr 2003 keine zufriedenstellenden Ergebnisse
lieferten, wurde die Methode insofern verbessert, dass im Jahr 2004 nur noch frisch

geerntetes Pflanzenmaterial untersucht wurde.

Tab. 5: Einteilung der mittels pH-Indikator-Test untersuchten Bliitenblatter nach
Befall und Klassifizierung. Es wurden jeweils drei Bliitenbldtter pro Petrischale
untersucht, bewertet und der durchschnittliche Befall ermittelt.

Anzahl befallener
Bliitenblitter pro Klassifizierung | Befallseinstufung
Petrischale
kein Befall der Bliitenblitter 0 kein
ein Blutenblatt befallen 1 schwach
zweil Bliitenblatter befallen 2 mittel
drei Bliitenblitter befallen 3 stark
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2.13 ELISA zum Nachweis von S. sclerotiorum auf Bliitenblittern

2.13.1 Herstellung des Antiserums

Das Antiserum fiir S. sclerotiorum wurde im Institut fiir Pflanzenpathologie und
Pflanzenschutz von der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. G.A. Wolf hergestellt und
freundlicherweise zur Verfiigung gestellt. Die Immunisierung der Kaninchen erfolgte in

der Arbeitsgruppe von Herrn Dr. Huth an der Biologischen Bundesanstalt Braunschweig.

2.13.2 Biotinylierung der Antikorper

Aufgrund der geringen Menge an biotinylierten Antikdrpern wurden diese wéhrend des
Untersuchungszeitraums neu hergestellt. Zur Markierung der Antikoérper wurden diese mit
Biotin gebunden. Die Biotinylierung der gereinigten IgG erfolgte weitgehend nach der
Methode von BIEBER (1990). Hierbei wurden die gereinigten Immunoglobuline (IgG) des
Rohserums zur vollstandigen Entfernung von freien Ammonium-Verbindungen iiber Nacht
griindlich gegen eisgekiihlten Carbonatpuffer dialysiert (24 h, dreimaliger Pufferwechsel).
Die Dialyse wurde in einem 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefdl durchgefiihrt, welches mit
einer Membran (Visking, Serva) verschlossen wurde. Unmittelbar vor der Kopplung wurde
Biotin X-NHS in wasserfreiem Dimethylformamid zu 1 mg/ml geldst und davon 50 pl/ml
zu 1 ml IgG gegeben. Nach 30 min Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Reaktion
durch 50 pl 1 M Tris/HCI (pH 7,5) pro ml Lésung gestoppt.

Die konjugierten Antikdrper wurden liber Nacht gegen 0,85% NaCl bei zweimaligem
Pufferwechsel dialysiert, um die freien Biotinmolekiile zu entfernen. Zur Stabilisierung
und Verbesserung der Haltbarkeit der biotinylierten IgG wurden 1% RSA und 50%
Glycerin zugegeben. Die Aufbewahrung erfolgte bei -20°C.

2.13.3 Aufbereitung von Pilzmaterial

Nach Anzucht der in Tab. 1 dargestellten Pilzisolate in Fliissigkultur wurde das Myzel wie
in Kapitel 2.6 geerntet. Das gefriergetrocknete Myzel wurde mit dem 2-fachen ihres
Gewichts mit Extraktionspuffer und Quarzsand im Porzellanmérser homogenisiert und

anschlieBend in einem Verhiltnis von 1:10 (w/v) mit Extraktionspuffer versetzt. Die
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Proben wurden tber Nacht im Kiihlraum bei 6°C auf dem Schiittler aufbewahrt.

AnschlieBend erfolgte die Proteinbestimmung nach BRADFORD (1976).

2.13.4 Aufbereitung von Pflanzenmaterial

Die frisch geernteten Bliitenblattproben von den Kontrollflichen der angelegten
Feldversuche wurden bei -10°C aufbewahrt. Von den 12 Proben pro Kontrollflaiche wurden
von jeder Probe jeweils 5 Bliitenblitter entnommen und in eine Mikrotiterplatte mit 2 ml
Vertiefung (Fa. NUNC; immuno Platte; Brand Produkt) aufgetragen. Anschlieend wurden
die Proben mit Extraktionspuffer im Verhéltnis 1:10 (w/v) extrahiert und iiber Nacht im
Kiihlraum bei 6°C auf dem Schiittler autbewahrt.

Aufgrund eines zu hohen Anteils falsch positiver Reaktionen mit abgefallenen
Bliitenblittern durch storende Bodeninhaltsstoffe aus dem ersten Versuchsjahr wurde nach
anderen Extraktionsverfahren gesucht. Die abgefallenen Bliitenblitter wurden danach mit

einem von HEPPNER (1995) entwickelten Puffer extrahiert.

2.13.5 Proteinbestimmung

Die Bestimmung der Proteingehalte erfolgte mit der Methode nach BRADFORD (1976), bei
der Rinderserumalbumin als Standard eingesetzt wird. Die Durchfithrung erfolgt in
Mikrotiterplatten (Typ 3595, Fa. Costar, Cambridge) mit einer nach UNGER (1989)
abgewandelten Variante. Die Bradford-Stammldsung wurde folgendermallen hergestellt:
100 mg Coomassie Brillant Blue G-250 wurde in 50 ml Ethanol (70%) geldst und mit 100
ml Phosphorsdure (85%) versetzt.

Die Stammlosung wurde zur Herstellung der Bradfordreagenz 1:6,6 mit H,O bidest.
verdiinnt und anschlieBend durch einen Glasfaserrundfilter (Schleicher und Schiill, Dassel)
filtriert. Je 30 pl Eichlosung (20-120 pg/ml; Rinderserumalbumin als Standard) bzw. Probe
wurden in Mikrotiterplatten mit 350 ul Kavititen (Typ 3595, Fa. Costar, Cambridge)
pipettiert und mit 300 ul Bradfordreagenz versetzt. Die Messung erfolgte nach 10 min
Inkubation bei RT im Photometer (Spectra II, SLT, Osterreich) bei 592 nm und einer

Referenzwellenldnge von 492 nm.
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2.13.6 Standardisierung des ELISA

Zum Nachweis von S. sclerotiorum auf Bliitenblittern wurde aufgrund der hoéheren
Spezifitit der direkte ELISA mit biotinylierten Detektionsantikérpern angewendet (DAS-
ELISA). Dabei erfolgt der Nachweis iiber ein Streptavidin-Phosphatase-Konjugat, das mit
Biotin in eine nichtkovalente Bindung mit hoher Affinitit eingeht. Dadurch kann die

Empfindlichkeit des ELISA wesentlich erhoht werden.

Die Erprobung und Optimierung des ELISA fiihrte zu folgendem Protokoll:

* Beschichten der Mikrotiterplatten mit je 100 pl spezifischen Antikérpern (1: 1000
verd.; Beschichtungspuffer) ; Inkubation iiber Nacht bei 4°C.

* 3 x 3 min waschen mit Waschpuffer

* Blocken mit 200 pl 0,2% RSA in Beschichtungspuffer, 1h bei 37°C

* 3 x 3 min waschen mit Waschpuffer

* Auftragen von extrahierter Pflanzenprobe (1:10 verd., Extraktionspuffer); Inkubation
iiber Nacht bei 4°C

* 3 x 3 min waschen mit Waschpuffer

» Zugabe von 100 pl biotinylierten Antikdrpern (1:1000 verd., PPK/Tween + 0,2%
RSA); Inkubation iiber Nacht bei 4°C oder 4 h bei 37°C.

* Zugabe von 100 pl Streptavidin-alkalischem Phosphatase-Konjugat, (1:10000 verd.,
Konjugatpuffer); Inkubation 1 h bei 37°C.

* 3 x 3 min waschen mit Waschpuffer

* Zugabe von 100 pl Substratldsung (2-Nitrophenylphosphat 1mg/ml; Substratpuffer);
Inkubation bei Raumtemperatur im Dunkeln

* Messung erfolgte bei 405 nm und einer Referenzwellenldnge von 592 nm nach 120, 180,

und 240 min

Der Elisa wurde in Mikrotiterplatten aus Polystyrol (Fa. NUNC U 96 Maxisorb; immuno
Platte; Brand Produkt) durchgefiihrt. Jede Probe wurde in zweifacher Wiederholung
angelegt und der Mittelwert wurde in die Auswertung iibernommen. Die zweite und dritte
Reihe wurden als Porteinstandard verwendet. Die Extinktionen wurden durch ein
Mehrstrahlphotometer (Spektra II, SLT Labinstruments) bei einer Wellenlédnge von 405nm
und einer Referenzwellenlinge von 592 nm gegen einen Leerwert (ohne Probenextrakt)

gemessen. Die Auswertung des ELISA variierte je nach Signalstirke von 1 bis 4 Stunden.



MATERIAL UND METHODEN -29 -

2.14 PCR

2.14.1 Isolierung genomischer DNA aus filamentosen Pilzen

Die verwendete Methode stellte eine modifizierte Form der Isolierung von Gesamt-DNA
nach MURRAY und THOMPSON (1980) und LiS und SCHLEIF (1975) dar. Fiir die DNA-
Isolierung wurden die Pilzisolate in Czapek Dox-Fliissigmedium angezogen. Das
gefriergetrocknete Myzel wurde zerkleinert und in einem Morser mit etwas Sand zu einem
feinen Pulver =zerrieben. AnschlieBend wurde das Myzelpulver in 50 ml
chloroformbestindige Falkonrohrchen (Fa. Sarstedt GmbH) mit 10 ml TES-Puffer und 0,2
ml Proteinase K iiberfiihrt und unter gelegentlichem Mischen 45 min bei 45°C inkubiert.
Zu dem Myzel-TES Gemisch wurden 3,9 ml einer 5 M NaCl Losung zugegeben und
vermischt. Proteine und Polysaccharide wurden durch Zugabe von 1,4 ml einer 10%igen
CTAB-Losung und einer zehnminiitigen Inkubation bei 65°C komplexiert. Zur
Abtrennung von Nukleinsduren aus proteinhaltigen Losungen wurde eine Chloroform-
Extraktion durchgefiihrt. Zur Entfernung der Proteine wurde eine Extraktion mit 10 ml
Chloroform-Isoamylalkohol (24:1 v/v) bei 30 min im Eiswasserbad durchgefiihrt. Die
Phasentrennung wurde durch eine fiinfzehnminiitige Zentrifugation bei 4500 U/min und
5°C herbeigefiihrt. Die Nukleinséuren blieben aufgrund ihrer hydrophilen Gruppen in der
oberen wissrigen Phase geldst, wahrend sich die enthaltenen Proteine zwischen beiden
Phasen, in der sogenannten Interphase, anordneten. Nach flinfzehnminiitiger Zentrifugation
bei 4500 U/min bei 5°C wurde die obere wissrige Phase vorsichtig abgenommen und in
ein neues Reaktionsgefdl tiberfiihrt. Die DNA wurde durch Zugabe von 10 ml Isopropanol
gefdllt und durch Zentrifugation sedimentiert (10 min bei 4200 U/min, RT). Nach
anschlieBendem Spiilen in 70%igem Ethanol und Trocknen fiir 10 min in der Speed-vac
(Fa. Eppendorf, Hamburg) wurde die DNA in 4,5 ml TE resuspendiert. Von der DNA-
Losung wurde eine 10 pl Probe aufgehoben und mit dem Rest eine PEG-Fillung
durchgefiihrt. Zu der restlichen DNA-Losung wurde 0,5 ml einer 5 M NaCl Losung und
1,5 ml einer 30%igen (w/v) PEG-3000 zugegeben und griindlich vermischt. Nach einer
Stunde bei Raumtemperatur wurde die DNA durch Zentrifugation (30 min, 4500 U/min,
RT) sedimentiert. AnschlieBend wurde das Pellet nochmals in 70%igem Ethanol gespiilt,
fiir 10 min in der Speed-vac (Fa. Eppendorf, Hamburg) getrocknet und in 1 ml TE

aufgenommen.
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2.14.2 DNA-Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration einer DNA-Losung wurde im Agarosegel abgeschitzt. Nach
Auftrennung der DNA in der Gelmatrix und Anfdrbung durch Ethidiumbromid konnte die
Fluoreszenz der DNA-Probe mit der Hilfe von Molekulargewichtmarkern aus Lambda
DNA (MBI, Fermentas), die eine DNA-Konzentration von 25, 50 und 100 ng DNA nach
einer Gelelektrophorese charakterisieren, verglichen werden. Entsprechend der
festgestellten Konzentration wurde die notwendige Menge der Ausgangslosung flir die

Analysen festgesetzt.

2.14.3 DNA-Gelelektrophorese und Geldokumentation

Zur analytischen Auftrennung der DNA wurden Agarosegelelektrophoresen in
Flachbettgelkammern durchgefiihrt. Fiir die Elektrophorese wurden 0,8 - 1,7% Agarose
(w/v) in 1x TAE Puffer verwendet. Vor dem Auftragen wurden die Proben mit 0,2
Volumen Loading Dye beschwert. Die Dauer der Gelelektrophorese ist abhingig von der
verwendeten Gelkammer. Die Elektrophorese wurde bei einer Spannung von 60-80 V in
Ix TAE-Puffer durchgefiihrt. Zum Anfarben der DNA-Banden wurde das Gel fiir ca. 10
min in einem Ethidiumbromid (EtBr)-Firbe-Bad (2 pl EtBr/1000 ml H,O) getrénkt. EtBr
ist ein interkalierender Farbstoff, der sich zwischen die DNA einlagert und nach der
Anregung mit UV-Licht eine rotliche Fluoreszenz (590 nm) aufweist. Anschliefend wurde
das Gel fiir ca. 10 min in einem Wasserbad getridnkt, um iiberschiissiges EtBr aus dem Gel
zu entfernen. Mit einem Geldokumentator (Fa. Biorad, Hagen) lieB sich die die
Fluoreszenz iiber eine Videokamera erfassen und mittels spezieller Software (Molekular

Analyst, Fa. Biorad Hagen) auswerten.

2.14.4 Standardisierung des PCR-Protokolls

Als Amplifikationsproben wurden zur Optimierung der PCR Gesamt-DNA verschiedener
Pilzisolate verwendet (siche Tab.1 in Kapitel 1.1). Die spezifischen Primer-Sequenzen von

S. sclerotiorum wurden von FREEMAN et. al (2002) entwickelt und iibernommen.
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Es wurde folgendes Primerpaar eingesetzt:
SSFWD 5'-GCTGCTCTTCGGGGCCTTGTATGC-3" und
SSREV 5 -TGACATGGACTCAATACCAAGCTG-3’

Der zu amplifizierende Abschnitt ist 278 bp grof3. Die Bedingungen fiir die Amplifikation
wurden optimiert. Hierbei wurden vor allem die Parameter Annealingtemperatur und
Magnesiumkonzentration variiert. Die ermittelten Konzentrationen fiir das PCR-
Reaktionsgemisch mit einem Gesamtvolumen von 25 pl setzte sich wie in Tabelle 6

dargestellt zusammen.

Die Ansétze wurden gemischt und im PCR Block 2 min bei 94°C denaturiert. Es schlossen

sich 30 Zyklen der folgenden Temperaturzyklen an:

Denaturierung 30s/94°C
Annealing 20s/68°C
Elongation 1 min/ 72°C

Nach dem letzten Zyklus wurde noch ein Extensionsschritt von 5 min / 72°C angehingt,

um nur teilweise verldngerte Produkte zu vervollstindigen.

Tab. 6: Reaktionsansatz fiir die PCR

Komponenten Endkonzentration/Reaktion Volumen/Reaktion
MgCl; (25 mM) 2.0 mM 1 ul

dNTP (2 mM) 0.2 mM 2.5ul
Puffer 10x Ix 25wl
Primer SSFWD (5 pmol / pul) 0.2 uM 1wl

Primer SSREV (5 pmol / ul) 0.2 uM 1l
Template (1 ng/pl) 1 ng/25 pl 1 ul
H;Obigest ad 25 ul 15.9 ul

Taq-Polymerase (5 U/ul) 0.7 U/25 pl 0.14 pl
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2.15 Real-time PCR zum Nachweis von S. sclerotiorum auf Bliitenblattern

Die Real-time PCR bietet im Gegensatz zur konventionellen PCR den Vorteil, dass die
Quantitit des zu amplifizierenden Produktes direkt abgelesen werden kann und der
Aufwand durch Einsparung des Gelschritts deutlich geringer ist. Als Detektionshilfsmittel
fiir die Amplifikationsmenge wurde der fluoreszierende Farbstoff SybrGreen® (Applied
Biosystems, Californien) eingesetzt. Alle Amplifikationsansdtze wurden im iCycler 1Q
(BioRad Laboratories, Californien) durchgefiihrt. Als Amplifikationsproben wurde
genomische DNA aus filamentosen Pilzen, Ascosporen sowie Bliitenbléttern verwendet.
Die Quantifizierung des Amplifikationsproduktes basiert auf der Software-gestiitzten
Berechnung eines Fluoreszenzschwellenwertes. Der Zyklus, in dem eine zu untersuchende
Probe diesen berechneten Fluoreszenzschwellenwert signifikant {iberschreitet, wird als
Schwellenwertzyklus (,,Threshold cycle® oder Ct-Wert) der jeweiligen Probe zugewiesen.
Der Schwellenwert ist umso schneller erreicht, je mehr DNA der Amplifikationsprobe
eingesetzt wird. Die Quantifizierung der Proben erfolgte {iber den Vergleich des
ermittelten Ct-Wertes der jeweiligen Probe mit den Ct-Werten des amplifizierten DNA-
Standards (Sporenstandard und Myzelstandard), die in jedem Ansatz parallel mitliefen. Am
Ende der PCR wurde zusitzlich eine Schmelzpunktanalyse durchgefiihrt, dabei wurde
durch kontinuierliches Erhitzen iiber ein vorgegebenes Temperaturintervall, die wihrend
der Amplifikation gebildete doppelstraingige DNA getrennt. Bei der Trennung lag das
gebundene SybrGreen® wieder frei in der Losung vor und die gemessene Fluoreszenz
nahm kontinuierlich wieder ab. Betrachtet man die Ableitung Zeit — Fluoreszenz

(d(RFU)/dt) so stellten sich unterschiedliche Amplifikate durch unterschiedliche Peaks dar.

2.15.1 Herstellung von linearem Polyacrylamid

Um die Ausbeute der DNA-Konzentration aus Sporenmaterial zu erhhen, wurde lineares
Polyacrylamid fiir die DNA-Isolierung aus Sporen verwendet. Zur Herstellung des linearen
Polyacrylamids wurde eine 5% Acrylamid-Losung ohne Bisacrylamid in 40 mM Tris/HCl
(pH 8), 20 mM Natriumacetat und 1 mM EDTA hergestellt. Durch Zugabe von
Ammoniumpersulfat wurde eine Endkonzentration von 0,1% eingestellt. Die
Polymerisation des Acryls erfolgte nach Zugabe von 0,001% TEMED und einer
Inkubation von 30 min bei RT. Zum Ausfillen des linearen Acrylamids wurde die viskose

Losung mit 2,5 Volumina Ethanol versetzt. Nach anschlieBender Zentrifugation (10 min,
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4500 U/min, RT) wurde der Uberstand verworfen und das Pellet in 10 mM Tris/HCl und 1
mM EDTA zu einer Endkonzentration von 5 mg/ml gelost. Die Aufbewahrung des

linearen Acrylamids erfolgte bei -20°C.

2.15.2 Isolierung genomischer DNA aus Ascosporen

Nach Auszdhlung der Ascosporen mit der Thoma-Zihlkammer wurde eine
Ausgangskonzentration von 50.000 Sporen/ml mit H,O bidest. eingestellt. Anhand dieser
Stammkonzentration wurde eine Verdiinnungsreihe mit 50mM Tris/HCI, 0,1% Nonidet
und 20mM EDTA hergestellt (50.000, 25.000, 10.000, 5000, 2500, 1000, 500, 250, 100,
50, 5 Sporen/ml). Jede Sporensuspension wurde mit einem Rapsbliitenblatt und 3
Wolframcarbit-Kugeln (Fa. Retsch, Diisseldorf) versehen und in einer Kugelmiihle (Fa.
Retsch, Diisseldorf) fiir 4 min geschiittelt. Nach anschlieBender Zentrifugation (10 min bei
4200 U/min, RT) wurde der Uberstand abgenommen und mit 20-50 pg 5%igem linearem
Polyacrylamid versetzt. Die DNA wurde durch Zugabe von 700 pl Isopropanol und 200 pl
Acrylamid bei einer Inkubationszeit von 20 min bei RT gefillt und durch Zentrifugation
sedimentiert. Nach anschlieBendem Spiilen in 70%igem Ethanol und Trocknen wurde die

DNA in 50 pl TE-Puffer resuspendiert.

2.15.3 Isolierung genomischer DNA aus Bliitenblittern vom Feld

Die frisch geernteten Bliitenblattproben aus den Kontrollflichen der Versuchsstandorte
wurden bei -10 °C eingefroren und aufbewahrt. Fiir den Nachweis von S. sclerotiorum auf
Bliitenblittern mittels Real-time PCR wurde eine Mischprobe aus den drei Rohrchen der
festen Bliitenblétter jeder Wiederholung angelegt, so dass insgesamt 4 Proben pro
Kontrollfliche analysiert wurden. Fiir die Mischprobe wurden von jeder der drei Proben
pro Wiederholung fiinf Bliitenblitter entnommen. Die Gesamtmenge pro Wiederholung
betrug somit 15 Bliitenbldtter. Diese Anzahl an Bliitenbléttern wurde in ein 2 ml Eppendorf
GefaB tberfiihrt und mit 1ml Puffer (50mM Tris/HCI, 0,1% Nonidet und 20mM EDTA)
versetzt. Zusétzlich wurden zu jeder Probe 4 Wolframcarbit-Kugeln (Fa. Retsch,
Diisseldorf) getan und in einer Kugelmiihle (Fa. Retsch, Diisseldorf) fiir 4 min geschiittelt.
Nach anschlieBender Zentrifugation (10 min bei 4200 U/min, RT) wurde der Uberstand

abgenommen und mit 20-50 pg linearem Polyacrylamid versetzt. In einem ersten
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Aufreinigungsschritt erfolgte die Extraktion mit Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol. Bei
dieser Reinigung wurde die DNA-Ldsung nacheinander mit einem Volumen Phenol und
einem Volumen Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) versetzt. Zwischen den beiden
Arbeitsschritten wurde die Losung zentrifugiert, dabei bildeten sich drei Phasen, die obere
wissrige Phase, die Interphase/organische Phase und die Phenolphase. Durch diese
Methode wurden Verschmutzungen denaturiert und sammelten sich in der organischen
Phase an, wihrend die Nukleinsdure in der oberen Phase verblieb. Nach der Zentrifugation
wurde jeweils die obere wissrige Phase in ein neues Eppendorf GefdB iiberfiihrt. Die DNA
wurde durch Zugabe von 700 pl Isopropanol und 200 pl Ammoniumacetat bei einer
Inkubationszeit von 20 min bei RT gefillt und durch Zentrifugation sedimentiert. Nach
anschlieBendem Spiilen mit 70%igem Ethanol und Trocknen wurde die DNA in 50 ul TE-

Puffer resuspendiert.

2.16 Verrechnung der Schlagdaten aus den einzelnen Bundesléindern

Durch eine umfassende statistische Analyse sollte der Einfluss pflanzenbaulicher und
standortbedingter Faktoren und deren Wechselbeziehungen auf das Auftreten der
Weillstangeligkeit ermittelt und quantifiziert werden. Grundlage fiir die statistische
Auswertung der Schlagdaten waren Befallserhebungen aus der Versuchstitigkeit der
einzelnen Pflanzenschutzamter und der Biologischen Bundesanstalt aus den
zuriickliegenden Jahren (1994-2004). Da in den einzelnen Datensdtzen der verschiedenen
Landern zum Teil unterschiedliche Schlagdaten fiir die Befallserhebung ermittelt wurden,
wurde bei der Verrechnung der Daten zum einen das gesamte Datenmaterial mit 811
Versuchsstandorten betrachtet und zum anderen die Datensétze einzeln analysiert (Tab. 7).
Es wurden dabei folgende Faktoren beriicksichtigt: Jahr, Aussaattermin, Sorte,

Bestandesdichte, Fruchtfolge, Vorfrucht, N-Diingung, Bodenbearbeitung, Bodenart.
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Tab. 7: Anzahl der Feldversuche der Pflanzenschutzdienste der Léander, eingeteilt nach
Bundesldndern und Jahren, fiir die Auswertung des Einflusses von schlagspezifischen
Faktoren auf den Befall mit S. sclerotiorum.

Anzahl Versuche

Gebiete (n) Jahre

Mecklenburg-Vorpommern 125 1994-2004
Schleswig-Holstein 40 1994-2004
Sachsen-Anhalt 590 1994-2004
e e Bs: |
Insgesamt 811 1994-2004

2.17 Bereitstellung der Wetterdaten

Voraussetzung fiir die Anwendung der Prognosemodelle SKLERO und SkleroPro war die
Bereitstellung von Wetterdaten. In Abbildung 4 ist der Datenfluss der einzelnen
Wetterdaten dargestellt. Fiir die Validierung der Modelle wurden sowohl Wetterstationen
vom DWD als auch agrarmeteorologische Stationen der Pflanzenschutzdienste genutzt.
Die Bereitstellung der Daten vom DWD erfolgte iiber die Zentralstelle in Offenbach. Von
hier wurden tédglich aktuelle Wetterdaten der letzten 24 Stunden sowie eine dreitdgige
Wettervorhersage online zur ZEPP in Bad Kreuznach iibertragen (KLEINHENZ &
ROSSBERG, 2000). Uber die ZEPP wurden je nach Bedarf die Datenpakete der
Wetterstationen an das Institut fiir Pflanzenpathologie und Pflanzenschutz Géttingen
online weitergeleitet. Die Wetterdaten aus den agrarmeteorologischen Stationen der
einzelnen Pflanzenschutzdienste wurden direkt an das Institut in Géttingen geschickt. Die
Daten beinhalten die Stunden- und Tageswerte der Temperatur (°C) gemessen in 2 m
Hohe, der relativen Luftfeuchte (%) und des Niederschlags (mm). In das Modell flieen
dabei jeweils die stiindlich gemessenen Daten ein. Insgesamt wurden von iiber 100
Wetterstationen in Deutschland Wetterdaten flir die Jahre 1994-2005 angefordert und
verarbeitet. Von den untersuchten Feldversuchen lagen 80% innerhalb eines Radius von 20
km von der nichstgelegenen Wetterstation. Im Versuchsjahr 2004 wurden fiir die tagliche
Prognose der Exaktversuche tdglich die aktuell gemessenen Wetterdaten der DWD-
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Stationen mit einer simulierten 3-tdgigen Vorhersage aus Bad Kreuznach angefordert.
Zusiétzlich wurden Wetterdaten der letzten 24 Stunden der eigenen Stationen der

Pflanzenschutzdienste direkt von diesen online zum Institut geleitet.

Offenbach
- Wetterdaten der letzten 24
Stunden der DWD-
Wetterstationen von ganz
Deutschland

- Zentralstelle des DWD

- Datenverwaltung aller DWD-
Wetterstationen
- Simulierte Wetterdaten mit 3

tagiger Vorhersage - Bereitstellung der Wetterdaten

ZEPP, Bad Kreuznach

- Datenverwaltung aller DWD- und
regionalen Wetterstationen

- Bereitstellung der Wetterdaten an
Projektteilnehmer

Institut fiir Pflanzenpathologie und
- Eigene agrarmeteorologische Pflanzenschutz in Géttingen
Wetterdaten der letzten 24
Stunden der

Pflanzenschutzdienste der

Lander

- Wetterdaten zur Modellierung des
neuen Modells SkleroPro

- Wetterdaten zur Validierung der
Sclerotinia -Modelle SKLERO und
SkleroPro

- Keine Vorhersage mdglich

Abb. 4: Herkunft und Bereitstellung der Wetterdaten fiir die Modellierung und
Validierung der Prognosemodelle SKLERO und SkleroPro am Institut fiir
Pflanzenpathologie und Pflanzenschutz der Universitdt Gottingen.

2.18 Wirtschaftlichkeitsuntersuchung zur Uberpriifung der Modelle

Anhand von 108 Feldversuchen der amtlichen Pflanzenschutzdienste der Lénder
(Mecklenburg-Vorpommern, Schleswig-Holstein, Sachsen-Anhalt, Brandenburg, Sachsen,
Thiiringen, Niedersachsen, Rheinland-Pfalz und Bayern) aus den Jahren 1994-2005 wurde
durch eine riickwirkende Anwendung des Modells SkleroPro die Wirtschaftlichkeit der

Behandlungsentscheidungen zur Bliite im Vergleich zur Routinebehandlung untersucht.
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Die Applikationskosten beinhalten Fungizidkosten, Uberfahrtsverluste und den Rapspreis.
Die Berechnung der variablen Applikationskosten basiert auf der Datenbank des
Kuratoriums fiir Technik und Bauwesen in der Landwirtschaft (KTBL) und beinhaltet die
Maschinenkosten (Standard Traktor, 75-92 kW, mit einer Anhingespritze mit einem
Fassungsvermogen von 1000 1 und 15 m Arbeitsbreite) und die Arbeitskosten (Grundlage
der Arbeitszeit: 200 I’ha Applikationsfliche, FeldgroBe von 2 ha, Lohnkosten). Die
Fungizidkosten der verschiedenen Jahre wurden den Preislisten der Raiffaisen
Hauptgenossenschaft Nord entnommen. Ertragsverluste aufgrund von Durchfahrten
wihrend der Vollbliitenbehandlung wurden mit 2,6%/ha angenommen. Beim Rapspreis

wurde der mittlere Rapspreis des jeweiligen Jahres zugrunde gelegt.

2.19 Beschreibung des Modells SKLERO

Als Grundlage fiir die Erstellung eines neuen Sclerotinia-Prognosemodells diente das vom
Deutschen Wetterdienst von Herrn Friesland entwickelte Modell SKLERO (FRIESLAND,
2000). Das Prognosemodell SKLERO gehort zu den sehr komplexen und umfangreichen
Modellen, welches mit einer hohen Anzahl an Parametern und mathematischen
Gleichungen epidemiologische Prozesse in Abhidngigkeit externer Parameter wie der
Witterung berechnen kann. Im Folgenden werden der Aufbau und die einzelnen

Berechnungen im Modell beschrieben und in Abbildung 5 dargestellt.

Fiir die Modellberechnung werden stiindlich die rel. Luftfeuchte und die Temperatur
(jeweils gemessen in 2 m Hoéhe) und der Niederschlag aus den nahe liegenden
Wetterstationen des DWD erfasst. Aus den Wetterdaten erfolgt ab dem 1. Februar die
Berechnung des Mikroklimas im Raps (FRIESLAND, 2000). Ergebnis dieser sehr komplexen
Berechnung ist die Bodentemperatur, -feuchte, Lufttemperatur, -feuchte sowie die

Blattbenetzung durch Regen oder Tau.

In einem weiteren Schritt wird die Sklerotienkeimung berechnet. Diese ist abhingig von
der Bodenfeuchte und -temperatur sowie nach dem Aufwachsen der Apothezien, von der
Lufttemperatur. Je nach Jahrestag, Nisse und Trockenheit in der oberen Bodenschicht wird
die Sklerotienkeimung gefordert oder gehemmt. Die Berechnung des Bodennisseindex
erfolgt tiber die Niederschlagsmenge und iiber das Entwicklungsstadium des Rapses.

Dieser Index kann Werte zwischen 0 und 1 annehmen. Der Tag des Erscheinens der ersten
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Apothezien wird mit Hilfe einer Temperatursummenfunktion simuliert und wird erst dann
vom Modell herausgegeben, wenn der Schwellenwert der Temperatursumme iiberschritten
wurde. Bodentemperaturen von iiber 11°C fordern die Keimung wesentlich, dagegen
verlauft die Keimung unterhalb dieser Temperatur deutlich langsamer ab. Ebenfalls erfolgt
ein verzogertes Aufwachsen der Apothezien, wenn der vorhergegangene Winter starke
Frostperioden oder sogar Kahlfroste zu verzeichnen hatte. Die Berechnung fiir das
Aufwachsen neuer oder wieder frisch gewordener Apothezien nach Trockenheit oder Frost
erfolgt iiber eine Warteschleife. Erst wenn nach einer Trocken- oder Frostperiode 12
Stunden lang eine bestimmte Feuchte vorhanden ist, sind die Apothezien wieder frisch. Die
Apothezien erfrieren, wenn die Bodentemperatur unter -1,5°C liegt. Ebenso vertrocknen

die Apothezien nach 8 Tagen Trockenheit.

Die Entwicklung des Rapses wird erst nach Eingabe des Knospenstadiums berechnet und
ist abhdngig von der Temperatur und vom Jahrestag. Mit steigender Temperatur verlduft
auch die Entwicklung des Rapses ziigiger. Mit zunehmendem Alter der Pflanzen verzogert

sich aber die Entwicklung und verlauft trotz steigender Temperaturen langsamer.

Nur wenn die ersten Apothezien erschienen sind, wird die Sporulation intern im Modell
prognostiziert. Diese ist abhidngig von der Bodentemperatur, Luftfeuchte und der
Bodenidsse. Die optimale Luftfeuchte zur Sporenausschleuderung betriagt 84%. Die
Bodentemperatur bei der noch bis zu 50% der Sporen entlassen werden, liegt in einem sehr
breiten Bereich von 4-26°C, wobei das Optimum bei einer Bodentemperatur von 14°C
erreicht ist. Durch Frost oder ldngere Trockenheit kann die Sporulation gehemmt werden.
Zudem konnen Niederschldge nach ldngerer Trockenheit eine Intensitdt des Sporenfluges
hervorrufen. Die Uberlebenszeit der Ascosporen ist abhiingig von der rel. Luftfeuchte. Bei
einem Absinken der rel. Luftfeuchte unter 70%, wird ein Absterben der Sporen von dem

Modell prognostiziert.

Weiterhin werden nach dem Erscheinen der Apothezien und nach dem Erreichen des
BBCH 60 (Anfang Bliite) stiindlich die Infektionswahrscheinlichkeiten fiir eine Infektion
berechnet. Die Berechnung der Infektionswahrscheinlichkeit ergibt sich aus den
infektionsgiinstigen Stunden und dem Infektionsdruck. Infektionsgiinstige Stunden sind
eine Kombination von Lufttemperatur, relativer Luftfeuchte und Dauer der
Blattbenetzung. Die optimale Temperatur fiir eine Infektion mit Ascosporen liegt in dem
Modell bei 15°C und einer rel. Luftfeuchte von >94%. Die Minimumtemperatur fiir eine

infektionsgiinstige Stunde liegt bei 3°C in Verbindung mit einer rel. Luftfeuchte von 92%.
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Ebenfalls wird eine infektionsgiinstige Stunde bei einem Minimum an rel. Luftfeuchte von
80% und einer damit verbundenen Temperatur von 8 °C erreicht. Die
Infektionswahrscheinlichkeiten ~ konnen  einen  Wert  zwischen 0 (keine
Infektionsbedingungen) und 1 (optimale Infektionsbedingungen) annehmen. Durch hohe
Niederschlagsmengen konnen die infektionsgiinstigen Stunden durch ein Abwaschen der

Sporen vom Sténgel/Bliitenblatt gemindert werden.

Wetterdaten
(Niederschlag, Luftfeuchte, Temperatur)
|

Berechnung des Bestandesklimas
(Niederschlag, Luftfeuchte, Temperatur im Rapsbestand)
|

Bestimmung des Erstauftretens
der Apothezien (Jahrestag)
|

Bestimmung des Bodennésseindex (0-1)
(abh. von Niederschlag)
|

Berechnung des Entwicklungsstadiums des Rapses
(BBCH)
|

Berechnung des Sporenflugs
(Ja/Nein)
|
Bestimmung neuen Apothezienwachstums

nach Frost- oder Trockenheit
|

Beriicksichtigung von Frosteinwirkung
(12h Temperatur < -1,5°C)
|

Bertiicksichtigung von Trockenheit
(8 Tage ohne Niederschlag)
|

Uberlebensdauer der Sporen
(< 17 h Trockenheit)
|
Berechnung der infektionsgiinstigen Stunden (INST) und des
Infektionsdrucks (INDR)

Abb. 5: Funktionalitidten und Parameter im Prognosemodell SKLERO

Fiir eine gelungene Infektion miissen mindestens 22 ununterbrochen infektionsglinstige
Stunden vorliegen. Die zweite Bedingung fiir das Gelingen einer Infektion ist der

Infektionsdruck. Dieser berechnet sich aus der Anzahl der infektionsgiinstigen Stunden



MATERIAL UND METHODEN -40 -

und der gemittelten Infektionswahrscheinlichkeit {iber diese Periode. Erst wenn der
Infektionsdruck den Wert von 5 erreicht hat und mindestens 22 ununterbrochen
infektionsgiinstige Stunden vorliegen, ist eine Infektion gelungen und wird vom Modell
berechnet. Je nach dem, wie hoch der Infektionsdruck ist, wird eine schwache, méaBige,

hohe oder sehr hohe Infektion herausgegeben.

2.20 Statistik

Die statistischen Berechnungen zur Uberpriifung des Einflusses schlagspezifischer Faktoren
auf den Befall mit S. sclerotiorum aus den Datensétzen der einzelnen Lander erfolgten mit
Hilfe des Programms ,,R*“ (Version 1.7.1, GENTELMAN & IHAKA, 1997). Die statistische
Analyse des gesamten Datensatzes erfolgte mit dem Programmpaket STATGRAPHICS
(Version 5.0). Im Rahmen der Untersuchungen erwies es sich als notwendig, eine
Klassifizierung der erfassten Primdrdaten nach bestimmten sachlogischen Gesichtspunkten
vorzunehmen. Um den Einfluss der gewihlten klassifizierten Faktoren auf den Befall
festzustellen, wurde eine nichtparametrische Varianzanalyse durchgefiihrt. Zur Absicherung
der signifikanten Mittelwertsdifferenzen diente der F-Test. Als Irrtumswahrscheinlichkeit (p)
wurde p < 0,05 zugrunde gelegt. In den Tabellen und Abbildungen wurden Signifikanzen wie
folgt gekennzeichnet:

*fir p < 0,05; ** flir p < 0,01; *** fiir p < 0,001

Fiir die Untersuchung von Wechselwirkungen zwischen den ausgewihlten Faktoren wurde
eine multiple Varianzanalyse durchgefiihrt. Fiir die Programmierung, Modellierung und
Parameterschitzung des Modellprototyps SkleroPro wurde das Simulationsprogramm
ModelMaker, Version 4.0, verwendet (WALKER, 1997). Fiir die Kalibrierung und Erstellung
des Modells SkleroPro wurden Befallserhebungen aus den Feldversuchen der amtlichen
Pflanzenschutzdienste und der Biologischen Bundesanstalt (BBA) aus den Jahren 1999-2004
herangezogen und zusammen mit den simulierten Ergebnissen der Modelle graphisch mit
einfachen Regressionsgeraden dargestellt. Die Beziehung zwischen Simulation und
Befallsdaten wurde mit Hilfe des Programmpaketes STATGRAPHICS (Version 5.0)

ermittelt.
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3 Ergebnisse

3.1 Witterungsverlauf im Untersuchungszeitraum 2002-2005

Das Auflaufen der Winterrapsbestinde war durch die Trockenheit im September 2001
gepragt. Die frith gesiten Rapssamen konnten aufgrund der Niederschlige im Juli und
August sehr gut auflaufen, demgegentiber liefen die Rapssamen, die nach dem 20. August
gesidt wurden, aufgrund der Ortlichen Trockenheit nur ungleichmédBig auf. Nach dem
milden Winter begann das Jahr 2002 weiterhin mit milden Temperaturen und wechselnden
Niederschldgen. Das feucht-warme Klima im Frithjahr fiihrte zu einem ziigigen und
tippigen Wachstum des Winterrapses. In der ersten Aprilhilfte fithrte die trocken-kiihle
Witterung mit erheblichen Nachtfrosten wieder zu einer stagnierenden Entwicklung der
Bestéinde. Ab Ende April konnte ein Anstieg der Temperaturen registriert werden. In der
Abbildung 6 sind die Witterungsbedingungen zum Zeitpunkt der Bliite vom 15. April
(Erreichen des Knospenstadiums) bis zum 25. Mai (Ende der Bliite) am Beispiel der
Wetterstation vom DWD in Goéttingen dargestellt. Fir die Berechnung einer
infektionsgiinstigen Stunde im Modell SkleroPro sind Mindesttemperaturen von 7°C
verbunden mit einer Luftfeuchte von 86% notwendig oder eine Mindestluftfeuchte von
80% und damit verbundenen Temperaturen von iiber 11°C. In der zweiten Aprilhilfte
konnten nur an vereinzelten Tagen Temperaturen von iiber 10°C erreicht werden, wihrend
in den ersten Maiwochen die Temperaturen kontinuierlich {iber 11°C lagen. Die Rapsbliite
war durch sich abwechselnde Niederschlige und damit verbundenen hohen Luftfeuchten
gekennzeichnet. Aus diesem Grund wurden an sehr vielen Tagen Luftfeuchten von iiber
80% erreicht. Im Mittel lagen die Temperaturen vom 15. April bis zum 25. Mai bei 12°C
und die Luftfeuchten bei 81%.

In den Monaten Mai bis September 2002 lagen die Jahresniederschldge und Temperaturen
deutlich iiber dem langjahrigen Mittel. Durch die sehr warmen Temperaturen und die sich
abwechselnden Niederschldge im Spiatsommer konnte die Rapsernte friihzeitig und ziigig
auflaufen. Die stdrksten Temperaturschwankungen im Frostbereich waren im Dezember zu

verzeichnen. Diese Kiltewelle setzte sich auch uber den Jahreswechsel fort.
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Abb. 6: Witterungsverlauf (Niederschlag (mm); Temperatur (°C); Luftfeuchte (%))
in Gottingen von Mitte April bis Mitte Mai 2002. Datenaufzeichnung von der
Messstation Gottingen des Deutschen Wetterdienstes (DWD).

Nach einem kalten Winter mit zum Teil starken Frostperioden wurde der
Vegetationsbeginn der Kulturarten erst spit erreicht. Vielerorts konnten extreme
Auswinterungsschidden im Raps beobachtet werden, die sich aber nach zunehmendem
Temperaturanstieg im Mérz zum Teil wieder erholen konnten. Von April bis August
wurden nahezu kontinuierlich {iberdurchschnittliche Temperaturen mit geringen
Niederschldgen registriert. Besonders die Rapsbliite war durch eine trockene und warme
Witterung mit geringen Luftfeuchten gekennzeichnet (Abb. 7). Die durchschnittlichen
Temperaturen und Luftfeuchten lagen vom 15. April bis zum 25. Mai bei 12,9°C und
70,5%. Bei Betrachtung der einzelnen Tageswerte wird deutlich, dass nur an sehr wenigen
Tagen die Mindestluftfeuchte fiir eine Infektion von 80% tiberschritten wurde, dabei lagen

die Temperaturen kontinuierlich tiber 11°C.

Das Jahresmittel der Lufttemperatur lag im Jahr 2003 iiber dem langjéhrigen Durchschnitt.
Dies fiihrte vielerorts zu extremen Trockenschdden und einer friihzeitigen Ernte des
Winterrapses. Mit Ausnahme der Monate Januar und Oktober lagen die

Niederschlagshohen in allen tibrigen Monaten unter dem langjihrigen Durchschnitt.
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Abb. 7: Witterungsverlauf (Niederschlag (mm); Temperatur (°C); Luftfeuchte (%)) in
Gottingen von Mitte April bis Mitte Mai 2003. Datenaufzeichnung von der
Messstation Gottingen des Deutschen Wetterdienstes (DWD).

Durch die extreme Trockenheit im Jahr 2003 liefen die Rapsbestinde nur sehr liickig auf,
erst durch die Niederschldge im September konnten die {ibrigen Rapssamen auflaufen. Das
Jahr 2004 begann mit einer ungewohnlich milden Witterung, so dass der
Vegetationsbeginn schon sehr friih eintrat. Nach kurzen Frostperioden im Mérz, stiegen die
Temperaturen im April wieder an. Der April war durch zeitweise kalte Abschnitte
gekennzeichnet. Zum Monatsende konnte aber vielerorts die Rapsbliite beobachtet werden.
Die Rapsbliite und auch der Juni zeichneten sich durch {iberwiegend kiihle
Witterungsabschnitte und nur wenige warme Tage aus (Abb. 8). Im Mittel lagen die
Temperaturen wahrend der Rapsbliite (vom 15. April bis zum 25. Mai) bei 11,1°C und die
Luftfeuchten bei 76,3%. Obwohl die Temperaturen fast tiglich bei 11°C lagen, erreichte
die Luftfeuchte nur an vereinzelten Tagen 80%. Nur in dem Zeitraum zwischen 6. Mai bis

16. Mai lagen die Luftfeuchten besténdig iiber 80%.

Insgesamt waren die Sommermonate Juni bis September durch haufige Niederschlige und

geringe Temperaturen gekennzeichnet.
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Abb. 8: Witterungsverlauf (Niederschlag (mm); Temperatur (°C); Luftfeuchte (%)) in
Gottingen von Mitte April bis Mitte Mai 2004. Datenaufzeichnung von der
Messstation Gottingen des Deutschen Wetterdienstes (DWD).

Nach milden Wintermonaten 2004/05 war besonders der Februar zum Teil mit hdufigen
Frostperioden gekennzeichnet, so dass der Vegetationsbeginn erst sehr spét eintrat. Der
April war gekennzeichnet durch eine kiihle Witterung von haufig unter 10°C. Nur in dem
Zeitraum vom 30. April bis 4. Mai und zum Ende der Bliite konnten Temperaturen von
tiber 10°C registriert werden, in diesem Zeitraum lag jedoch die Luftfeuchte unter 80%.
Ende April begann vielerorts die Rapsbliite. Aufgrund der fortschreitenden kiihlen
Witterung bis Ende Mai konnte eine sehr lange Rapsbliite beobachtet werden. Wéhrend der
Rapsbliite vielen nur vereinzelt Niederschldge, so dass die Luftfeuchte hdufig unterhalb
von 80% blieb (Abb. 9). Die durchschnittlichen Temperaturen und Luftfeuchten lagen in
Gottingen vom 15. April bis zum 25. Mai bei 10,6°C und 76%.

Der darauf folgende Juni war zum Teil durch extrem warme Temperaturen
gekennzeichnet. Zum Zeitpunkt der Ernte in den Monaten Juli und August traten vielerorts

hiufige Niederschldge auf, so dass die Ernte nur verzdgert ablaufen konnte.
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Abb. 9: Witterungsverlauf (Niederschlag (mm); Temperatur (°C); Luftfeuchte (%)) in
Gottingen von Mitte April bis Mitte Mai 2005. Datenaufzeichnung von der Messstation
Gottingen des Deutschen Wetterdienstes (DWD).

3.2 Befallsentwicklung im Untersuchungszeitraum 2002-2005

In der Abbildung 10 sind die Befallshdufigkeiten von S. sclerotiorum im Mittel iiber alle
Versuchsstandorte der einzelnen Bundesgebiete fiir die Jahre 2002-2005 dargestellt. Die
feucht-warmen Witterungsbedingungen wihrend der Rapsbliite im Jahr 2002 fiihrten
vielerorts zu sehr hohen Befallshdufigkeiten. Besonders in den traditionellen
Anbaugebieten, in denen der Raps in dreijéhriger oder engerer Fruchtfolge steht, wie zum
Beispiel in Mecklenburg-Vorpommern, Sachsen und Thiiringen, wurden Befalls-
hiufigkeiten von 25-40% beobachtet. Eine Ausnahme stellte Schleswig-Holstein dar, hier
traten im Mittel der Standorte nur Befallshidufigkeiten von 11% auf. In den Bundesldndern,
in denen der Winterraps nur eine geringere Verbreitung findet, wie dies in Brandenburg
und Bayern der Fall ist, lag die Befallshaufigkeit im Jahr 2002 insgesamt auf einem sehr
geringen Niveau. In den Bundesldndern Niedersachsen und Rheinland-Pfalz lagen im Jahr
2002 keine Feldversuche zur Sclerotinia-Bekdmpfung vor. Aus diesem Grund konnte hier

keine Aussage iiber die Befallshdufigkeit vorgenommen werden.
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Abb. 10: Durchschnittliche Befallshdufigkeiten (% befallene Pfl./m?) von S. sclerotiorum
in den Kontrollflaichen der Fungizidversuche der amtlichen Pflanzenschutzdienste in den
einzelnen Bundesgebieten in den Jahren 2002-2005; k.D.= keine Daten vorhanden;
grau unterlegt = Teilnahme des Bundeslandes an dem Sclerotinia-Projekt.

Auf der y-Achse sind die Jahre, auf der x-Achse die Befallshidufigkeiten (%) dargestellt.

Durch die extrem trockene Witterung im Jahr 2003 verbunden mit sehr geringen
Luftfeuchten wihrend der Rapsbliite konnten in fast allen Bundesldndern nur wenige

Symptome der Weillstangeligkeit beobachtet werden. Nur vereinzelt wie in Mecklenburg-
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Vorpommern trat stirkerer Befall von 20% auf. Insgesamt blieben die Befallshaufigkeiten
unter 11% befallene Pflanzen/m?.

Im Gegensatz zur extremen Trockenheit im Jahr 2003 fiihrten die feucht-méBig bis kiihlen
Witterungsbedingungen wéhrend der Rapsbliite im Jahr 2004 in fast allen Bundesgebieten
zu einem Anstieg des Sclerotinia-Befalls. In einigen Regionen (Niedersachsen, Thiiringen,
Schleswig-Holstein) wurden Befallshdufigkeiten von 40-50% ermittelt. Eine Ausnahme
stellte wiederum Bayern dar, hier konnte nur ein sehr geringer bis gar kein Befall
festgestellt werden. Die ersten Symptome der Weillstingeligkeit traten in 2004 in vielen
Gebieten jedoch erst sehr spdt im Bestand auf, oft erst vier bis fiinf Wochen nach der
Rapsbliite.

Das Jahr 2005 war insgesamt durch ein sehr geringes Auftreten von S. sclerotiorum
gekennzeichnet. Aufgrund der sehr kiithlen Temperaturen wéihrend der Bliite lag der Befall
im Durchschnitt bei 10%. Nur in vereinzelten Feldversuchen konnten Befallshaufigkeiten

von 25% beobachtet werden.

3.3 Nachweis von S. sclerotiorum auf Bliitenblittern mittels pH-Indikator-Test

Beim Uberimpfen von myzelbewachsenen PDA-Stiicken von verschiedenen Sclerotinia-
Isolaten und anderen Pathogenen wie Alfernaria alternata, Botrytis cinerea, Phoma
lingam, Verticillium dahliae, V. longisporum, Fusarium culmorum, F. graminearum und F.
oxysporum auf pH-Indikator-Medium konnten durchweg alle Sclerotinia-Isolate durch

Farbveridnderung von blau zu orange diagnostiziert werden (Abb. 11).

Abb. 11: Farbnachweis am Beispiel von drei mit Myzel von S. sclerotiorum und
Botrytis cinerea bewachsenen PDA-Stiicken auf dem pH-Indikatormedium nach 7
Tagen.
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Die Verfarbung zeigte sich nach drei Tagen. Nach ungefidhr 12 Tagen hatte sich die
gesamte Petrischale bei allen Sclerotinia-Isolaten gelb verfarbt und die ersten Sklerotien
waren sichtbar. Bei den anderen Pathogenen konnte nur bei Botrytis cinerea eine leichte
Verfarbung des Agarmediums beobachtet werden.

Die Calciumcarbonatmenge musste so optimiert werden, dass der Test mdglichst schnell
zu genauen Ergebnissen fiihrt und gleichzeitig andere schwach sdurebildende Pilze, wie
zum Beispiel Botrytis cinerea, ausgeschlossen werden konnten. Die Optimierung zeigte,
dass sich fiir den Nachweis von S. sclerotiorum ein Calciumcarbonatgehalt von 3 g/l
CaCO; empfiehlt (Abb. 12). Nach 3-4 Tagen konnte bei Gehalten mit 2 und 3 g/l CaCO;
eine Verfarbung festgestellt werden. Bei einem Gehalt von 4 und 5 g/l CaCOs zeigten sich

die ersten Verfarbungen erst nach 8-10 Tagen.

Abb. 12: Farbumschlag auf pH-Indikatormedium bei unterschiedlichen Calcium-
carbonatgehalten (von oben links bis unten rechts 2, 3, 4 und 5 g/l CaCO;3) zum
Nachweis von S. sclerotiorum (nach 3 Tagen).

3.3.1 Befall der Bliitenblattproben in den Jahren 2003 und 2004

Ein grofiflachiger Einsatz dieser Methode mit den geernteten Bliitenblattproben von
Versuchsfeldern aus dem Jahr 2003 zeigte kein zufrieden stellendes Ergebnis. Bei keiner
untersuchten Probe konnte S. sclerotiorum nachgewiesen werden. Zwar trat in einigen
Féllen ein Farbumschlag ein, dieser konnte aber nicht eindeutig S. sclerotiorum zugeordnet
werden. Durch Kontamination mit einigen schwach sdurebildenden Penicillium-Arten und
mit Botrytis cinerea bestand die Gefahr einer Verfalschung der Ergebnisse. Eine mdgliche
Erklarung dafiir, dass kein Befall mit S. sclerotiorum nachgewiesen werden konnte,
bestand darin, dass durch das lange Einfrieren der Bliitenblétter die Sporen bzw. das

gewachsene Myzel abgestorben waren und somit nicht mehr fahig waren, auf dem
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Agarmedium auszukeimen bzw. zu wachsen. Aus diesem Grund wurden im dritten
Versuchsjahr (2004) die frischen Bliitenblattproben direkt mit dem pH-Indikator-Test auf
Befall mit S. sclerotiorum untersucht. In Abbildung 13 ist der Befall von drei
Bliitenbldttern vom Versuchsstandort Borry aus dem Jahr 2004 auf dem pH-
Indikatormedium dargestellt. Durch die Farbveridnderung des Agarmediums konnte der
Befall deutlich S. sclerotiorum zugeordnet werden, zudem waren nach 7 Tagen

Exsudattropfen und erste Sklerotienbildung sichtbar.

Abb. 13: Nachweis von S. sclerotiorum auf drei Bliitenblittern vom Feld mittels pH-
Indikatormedium am Beispiel von Proben vom Versuchsstandort Bérry zum BBCH-
Stadium 63 im Jahr 2004 nach 7 dpi.

In Abbildung 14 ist der Befall der Bliitenbldtter zu den drei Probeentnahmeterminen
(Anfang, Mitte und Ende Bliite) an den einzelnen Versuchsstandorten in ganz Deutschland
dargestellt. Zu Beginn der Bliite konnte an den meisten Standorten nur ein geringer bis gar
kein Befall der Bliitenblitter festgestellt werden. Nur in Niedersachsen, Sachsen-Anhalt
und Thiiringen konnte ein mittlerer bis starker Befall zum BBCH 63 nachgewiesen
werden. Mit zunehmendem Bliitenblattfall nahm auch die Kontamination mit S.
sclerotiorum auf den Bliitenbléttern zu. Zu diesem Zeitpunkt konnte nur noch an den
Bliitenblattproben von einigen Standorten in Rheinland-Pfalz und Sachsen-Anhalt kein
Befall festgestellt werden. In den iibrigen Bliitenblattproben variierte der Befall von gering
bis stark. Ahnlich wie schon zu Bliihbeginn zeigte sich auch zum Zeitpunkt der Vollbliite
der hochste Befall in der Mitte Deutschlands (an den Versuchsstandorten Niedersachsen,
Sachsen-Anhalt und Thiiringen). Zum Ende der Bliite schwichte sich der Befall insgesamt
wieder ab. Aber auch zu diesem Zeitpunkt konnte an vereinzelten Standorten in
Niedersachsen und Thiiringen noch ein starker Sclerotinia-Befall auf den Bliitenblittern

nachgewiesen werden. Weiterhin konnte mit abnehmender Bliite eine leichte Verschiebung
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des Infektionsgeschehens in den nordlichen Teil Deutschlands beobachtet werden, wie

Emden, Brandenburg und Stendal.

BBCH 63 BBCH 65 BBCH 69

ffc
<9

S,

Minchen

Miinchen Miinchen

O Kein Befall © Geringer Befall O Mittlerer Befall @ Starker Befall

Abb. 14: Ergebnis der Bliitenblattuntersuchung der festen Bliitenblédtter mit dem pH-
Indikator-Test anhand von Frischmaterial, welches zu drei Probeentnahmeterminen (BBCH
63, 65 und 69) an den einzelnen Versuchsstandorten der Pflanzenschutzidmter im Jahr 2004
gesammelt wurde; der Befall der Bliitenblitter mit S. sclerotiorum wurde in vier Stufen
eingeteilt (kein, geringer, mittlerer und starker Befall)

Kein Befall = 0% Befall der Bliitenblatter

Geringer Befall = 1-10% Befall der Bliitenbléatter

Mittlerer Befall = 11-25% Befall der Bliitenblatter

Starker Befall = >25% Befall der Bliitenblétter

3.3.2 Vergleich der abgefallenen und festen Bliitenblattproben vom Feld

In der Literatur sind zwei Wege der Infektion durch Ascosporen beschrieben, zum einen
konnen die Ascosporen direkt abgestorbene Blétter oder Stangel des Rapses befallen, zum
anderen erfolgt die Infektion iiber bereits abgefallene Bliitenblétter, die sich in der
Blattachsel befinden (PAUL, 2003). Dabei wird dem Infektionsweg iiber die Bliitenblétter
eine groBere Bedeutung beigemessen (JAMAUX et al., 1995; KRUGER, 1975). Aufgrund

dieser Annahme wurden sowohl abgefallene als auch fest an der Bliite haftende
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Bliitenblattproben vom Feld entnommen und auf den Befall mit Ascosporen untersucht.
Das Ergebnis zeigt, dass eine gute Ubereinstimmung zwischen dem Ergebnis der festen
und abgefallenen Bliitenblétter besteht. Weiterhin konnte festgestellt werden, dass im
Mittel iiber alle Probenahmetermine bei den abgefallenen Bliitenbléttern eine geringere
Kontamination mit Ascosporen beobachtet werden konnte, als bei den festen

Bliitenbléattern (Abb. 15).
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Abb. 15: Vergleich der Ergebnisse des pH-Tests der festen und abgefallenen
Bliitenblattproben von den Versuchsstandorten der Pflanzenschutzamter der
Bundeslidnder im Mittel iiber alle drei Probenahmetermine im Jahr 2004.

r2: Bestimmtheitsmal}; r = Korrelationskoeffizient

3.3.3 Vergleich des pH-Indikator-Tests mit dem Befall im Feld

Eine Quantifizierung des Ergebnisses des pH-Indikator-Tests ist insofern schwierig, als das
man nur einen Farbumschlag des Agarmediums visuell messen kann. Eine photometrische
Messung zur genaueren Quantifizierung des Pathogens ist nicht moglich. Die einzige
Moglichkeit zur Abschitzung der ungefihr zu erwartenden Befallshdufigkeit ist die
Quantifizierung der Menge an befallenen Bliitenblattern. In Abbildung 16 sind die
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Mittelwerte des pH-Indikator-Tests der drei Probeentnahmetermine im Vergleich zum
Sclerotinia-Befall zum Zeitpunkt der Ernte dargestellt. Anhand des Ergebnisses wird
deutlich, dass mit steigendem Befall der Bliitenblitter beim pH-Test auch der aktuelle
Befall im Feld zunimmt. Aufgrund der geringen Menge an untersuchtem Pflanzenmaterial
ist jedoch die Moglichkeit einer exakten Aussagekraft der zur erwartenden
Befallshéufigkeit nicht moglich. Bei einem geringen pH-Test Ergebnis zwischen 0 und 1.2

lag der anschlieBende Befall in einem sehr weiten Bereich zwischen 0 und 30%.

80

y = 15.8 x + 5.955 . R
r2= hd

=0)5 ##

Befallshaufigkeit (%)
By (e}
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I

Klassifizierung (pH-Test)

Abb. 16: Vergleich des Ergebnisses der untersuchten festen Bliitenblitter mit dem pH-
Indikator-Test im Mittel {iber alle Probenahmetermine (BBCH 63, 65 und 69) von 36
Versuchsstandorten der Pflanzenschutzdienste der Lander und dem aktuellen Befall der
Kontrollflichen zum Zeitpunkt der Ernte (2004)

y: Regressionsgleichung, r?: Bestimmtheitsmal r: Korrelationskoeffizient
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3.4 ELISA

3.4.1 Ermittlung der optimalen Antikorperverdiinnung

Um ein empfindliches Nachweisverfahren von S. sclerotiorum zu erhalten, ist es
notwendig die Antikdrperkonzentrationen so zu optimieren, dass trotz sparsamen
Verbrauchs des Antiserums eine maximale Empfindlichkeit bei gleichzeitig minimalen
falsch positiven Reaktionen erreicht wird. Dies kann sowohl durch Verdnderung der
Konzentration der Antikorper als auch der biotinylierten Antikorper beeinflusst werden.
Um einen sicheren Nachweis zu erzielen, wurden 7 verschiedene Verdiinnungsreihen und
vier Antigenverdiinnungen ausgewahlt und unter Verwendung von Kultur-Filtrat Antigen
getestet. Die in Tabelle 8 dargestellten Antikdrperverdiinnungen zeigen, dass sowohl der
Verdiinnungsgrad der Antikorper (IgG) als auch der biotinylierten Antikorper (bio 1gG)
den ELISA stark beeinflussen konnen. Je hoher die Konzentration der Antikorper oder
auch der biotinylierten Antikorperkonzentrationen ist, desto stdrker nehmen auch die
Extinktionswerte zu. Die hochsten Extinktionswerte wurden bei einem Verdiinnungsgrad
von 1:500 Antikérper und 1:1000 biotinylierte Antikorper und einem Verdiinnungsgrad
von 1:1000 Antikérper und 1:500 biotinylierte Antikorper erreicht.

Tab. 8: Einfluss der Verdiinnung von Antikoérpern (IgG) und biotinylierten Antikorpern
(bio IgQG) auf die Reaktion im ELISA (E4s nm) bei 16 ng/ml, 250 ng/ml, 500 ng/ml und
1000 ng/ml Protein von S. sclerotiorum.

. Antigenkonzentration
Vfliﬂ?rﬁ?l?&?ﬁ;g):?d 16 250 500 1000
1G/ bio IgG ng/mL | ng/mL ng/mL ng/mL
OD (E 405 nm)
1:500/1:1000 1,8 2 2,1 2,3
1:500/1:2000 1,1 1,2 1,4 1,5
1:1000 / 1:500 1,8 2,2 2,2 2,5
1:1000/ 1:1000 1,2 1,4 1,5 1,6
1:1000 / 1:2000 0,8 0,9 1 1,1
1:2000 / 1:500 1 1,2 1,3 1,5
1:2000 / 1:2000 0,4 0,5 0,6 0.6
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Fiir einen routinemifBigen Gebrauch des ELISA ist jedoch eine Verdiinnung von 1:1000

(1pl/ml) fiir beide Antikdrpertypen ausreichend.

3.4.2 Ermittlung der Nachweisgrenze fiir S. sclerotiorum

Die Empfindlichkeit des Tests gilt als wichtigstes Kriterium bei der Beurteilung des
ELISA. Gerade bei S. sclerotiorum auf Bliitenbldttern muss davon ausgegangen werden,
dass der Befall der Bliitenblétter sehr gering ist und somit die Empfindlichkeit des Tests
sehr hoch sein muss. Als MaB fiir die Empfindlichkeit dient die Nachweisgrenze, d.h. die
Antigenmenge, die unter den verwendeten Testbedingungen noch nachgewiesen werden
kann.

Zur Uberpriifung der Nachweisgrenze des S. sclerotiorum-Antiserums wurde eine
Verdiinnungsreihe des Kulturfiltratantigens von 1000, 500, 250, 125, 64, 32, 16, 8, 4 und 2
ng Pilzprotein/ml hergestellt und bei einer Antikorper- und biotinylierten
Antikorperverdiinnung von 1:1000 im ELISA untersucht (Abb. 17). Die Nachweisgrenze
des ELISA lag bei einer Proteinkonzentration von 2 ng/ml (ODa4gspm = 0,1) nach 240 min.

2,0

1,57

E 405nm

1,07

0,57

Proteinkonzentration (ng/ml)

Abb. 17: Ermittlung der Nachweisgrenze im ELISA in Abhéngigkeit von der
Proteinkonzentration von S. sclerotiorum nach logarithmischer Auftragung der
Messwerte.
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3.4.3 Spezifitit des Nachweises von S. sclerotiorum

Vor einem routinemdfigem FEinsatz des ELISA fiir S. sclerotiorum musste tlberpriift
werden, ob die Antikérper mit pflanzlichen Inhaltstoffen oder mit anderen Pilzarten
kreuzreagieren. Im Einzelnen sind dabei die Pilzarten interessant, die auf Raps
vorkommen. Zur Ermittlung der Kreuzreaktion wurden Myzelextrakte von verschiedenen
wichtigen Pathogenen sowie bodenbiirtigen saprophytischen Pilzen mit Proteingehalten
von 1 pg/ml eingesetzt. Die Uberpriifung pilzlicher rapspathogener Schaderreger aus in
vitro Kulturen ergab, dass keine Kreuzreaktionen auftraten, da die Extinktion (E40s:m) bei
einer Proteinmenge von 1 pg/ml unterhalb der festgesetzten Nachweisgrenze von 0,1 lag

(Tab. 9). Aufgrund dieser Ergebnisse waren Kreuzreaktionen in planta nicht zu erwarten.

Tab. 9: Uberpriifung der Spezifitit des Antiserums im ELISA an Isolaten verschiedener
Pathogene und von S. sclerotiorum sowie einem unbehandelten Bliitenblatt als Kontrolle.
Einsetzt wurden jeweils 1ug Protein/ml.

Pilz (Antigen) Isolat OD (E (405nm))
Fusarium culmorum Fc 33 0 -
Fusarium graminearum Fg 35 0 -
Fusarium oxysporum Fo 36 0 -
Rhizoctonia solani Rs AG2-1 [0,015 -
Botrytis cinerea 1.0 0 -
Botrytis cinerea 9 0 -
Verticillium longisporum 84 0 -
Verticillium longisporum 82 0 -
Verticillium dahliae Vd 3 0 -
Alternaria alternata 4.13 0 -
Alternaria alternata 64 0,0135 -
Alternaria alternata 228 0 -
Phoma lingam 39 0 -
Phoma lingam 23 0,01 -
Kontrolle (unbeh.Bliitenblatt) 0 -
Sclerotinia sclerotiorum Ss 1,3 0,15 +
Sclerotinia sclerotiorum Ss 1,1 0,5 +
Sclerotinia sclerotiorum Ss 1,6 1,0 +
Sclerotinia sclerotiorum Ss 1,2 1,2 +
Sclerotinia sclerotiorum Ss11,4 4,7 ++
Sclerotinia sclerotiorum Ss 1,5 6.6 +++

[Antigengewinnung der verschiedenen Pilzisolate mittels gefriergetrockneten Myzels,
anschlieBender Extraktion der Proteine und Bestimmung der Proteinmenge nach Bradford]
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Weiterhin zeigte sich bei dieser Uberpriifung, dass die verschiedenen Isolate von S.
sclerotiorum unterschiedlich hohe Extinktionswerte hatten. Das Sclerotinia-Isolat Ss 1.5

erreichte mit 6,6 den hochsten Extinktionswert.

3.4.4 Nachweis von S. sclerotiorum in Kiinstlich infizierten Bliitenblittern

Zur Uberpriifung des ELISA an Pflanzenmaterial (Bliitenblittern) wurden jeweils zehn
blihende Rapspflanzen mittels Sprithmyzelinokulation mit fiinf Sclerotinia-Isolaten
infiziert. Nach einer Inkubationsdauer von 72 dpi wurden die Bliitenblétter geerntet und
eine Mischprobe aus den zehn Bliitenbldttern eines Isolates hergestellt. Beziiglich der
ermittelten Proteinkonzentrationen konnten alle Proben jeden Isolates mit Hilfe des ELISA
nachgewiesen werden (Abb. 18). Den stiarksten Nachweis zeigten die Pflanzen die mit dem
Isolat Ss 1.1 infiziert wurden. Die ermittelte Proteinkonzentration lag hier bei 150 ng. Die
Pflanzen, die mit den anderen Sclerotinia-Isolaten kiinstlich infiziert wurden, lagen im

Bereich von 95-130 ng Protein/ml.
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Abb. 18: ELISA Nachweis von verschiedenen Isolaten von S. sclerotiorum auf
Rapsbliitenblittern mit einer gesunden Bliitenblattprobe als Kontrolle.
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3.4.5 Bestimmung des Befalls von S. sclerotiorum auf Bliitenblittern und Vergleich

mit dem Befall im Feld

Die ersten Symptome der WeiBstingeligkeit sind meist erst zum Ende der Bliite im
Bestand sichtbar. Eine visuelle Bonitur zum Zeitpunkt der Infektion ist daher nicht
moglich. Um den Befall der Bliitenbldtter mit S. sclerotiorum frithzeitig im Feld
nachzuweisen, wurden zu drei verschiedenen BBCH-Terminen Bliitenblattproben von den
Kontrollparzellen der Versuchsfelder gesammelt und auf Kontamination mit S.
sclerotiorum untersucht. In dem ersten Versuchsjahr wurden sowohl feste als auch
abgefallene Bliitenblétter mit dem ELISA untersucht. Es stellte sich aber heraus, dass die
Extinktionen der abgefallenen Bliitenblétter erheblich hoher waren als bei den festen
Bliitenbldttern. Aufgrund der zum Teil starken Verschmutzung der abgefallenen
Bliitenblatter mit Bodenpartikeln wurden darauthin in weiterfiihrenden Tests verschiedene
Bodenproben genommen und mit dem ELISA untersucht. In allen Bodenproben konnten
starke positive Reaktionen gemessen werden. Um die storende Wirkung von Fremdstoffen
zu unterbinden und die falsch-positiven Reaktionen so gering wie mdglich zu halten,
wurden die abgefallenen Bliitenblitter mit einem von HEPPNER (1995) entwickelten Puffer,
zum Nachweis von Verticillium dahliae im Boden, liber Nacht extrahiert. Anhand der
Ergebnisse zeigte sich, dass eine starke Verringerung aller Reaktionen eintrat. Nicht nur
die falsch positiven Reaktionen, sondern auch die richtig positiven Reaktionen der
Standardreihe und der Positivkontrolle wurden stark reduziert. In Anbetracht dieser
Wirkung wurde auf eine weitere Verwendung des Puffers verzichtet. Im weiteren
Untersuchungsverlauf wurden nur noch die festen Bliitenblitter, die visuell keine
Verunreinigungen mit Bodenpartikeln aufwiesen, zum Nachweis von S. sclerotiorum

eingesetzt.

In Tabelle 10 ist die mittels ELISA gemessene Proteinmenge (ng/ml) zu drei
verschiedenen Probenahmeterminen am Beispiel von 28 Versuchsstandorten im Jahr 2003
dargestellt. Insgesamt konnte bei allen untersuchten Bliitenblattproben nur ein geringer
Proteingehalt (ng/ml) nachgewiesen werden. Der geringste Sclerotinia-Befall zeigte sich
zu BBCH 63. Nur bei 10% aller Versuchsstandorte konnte zu diesem Zeitpunkt eine
Kontamination festgestellt werden. Es zeigte sich weiterhin, dass mit zunehmendem

Entwicklungsstadium des Rapses auch der Befall der Bliitenblatter zunahm.
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Tab. 10: Ergebnis der Bliitenblattuntersuchung mittels ELISA in Protein (ng/ml) an drei
Probenahmeterminen (BBCH 63, 65, 69) im Vergleich zum Befall (%) im Feld am
Beispiel von 28 Versuchsstandorten in dem Jahr 2003.

BBCH 63 | BBCH 65 | BBCH 69 | Befall (%)
Standort = .
Protein (ng/ml) im Feld
Senneckerode 0 8 0 5
Vogelsang 0 8 0 15
Hannover 0 0 0 0
BBA (Elan) 0 0 0 0
BBA (Zenith) 0 0 0 0
Weillenburg 0 0 0 15
Magdeburg 0 7 0 0
Dessau 0 0 0 0
Stendal 0 15 2,6 0
Altenburg 0 0 0 13
GrofBlenstein 6,4 0 0 5
Burkersdorf 0 8 0,3 2
Deutsch-Niendorf 0 0 0 1
Birkenmoor 0 1,3 0 16
Miinchen (Capitol) 12 11 0 0
Miinchen (Pronto) 1,5 0 0 0
Lichtenhagen 0 0 0 10
Laage 0 0 0 23
Biestow 0 0 0 31
Chemnitz 0 0 0 0
Nossen 0 0 35 2
Limbach 0 1,3 0 10
Albrechtshain 0 0 0 7
Bad Kreuznach 0 0 0 0
Bingen 0 0 0 0
Bingen 1 0 0 0 14
Bingen 2 0 0 2,7 47
Wahlbach 5,8 0 23 22

Die meisten und auch stérksten Infektionen konnten zur Mitte und zum Ende der Bliite
nachgewiesen werden. Die Standorte mit den hochsten Proteinkonzentrationen waren
Senneckerode, Vogelsang, Stendal, Magdeburg, Burkersdorf, Nossen, Wahlbach und
Miinchen. Vergleicht man die im ELISA gemessenen Proteingehalte mit den
Befallshédufigkeiten im Feld so kann man keinen Zusammenhang zwischen den beiden
erhobenen Parametern erkennen. Betrachtet man die Versuchsstandorte Bingen 2 und

Biestow, an denen die hochsten Befallshdufigkeiten im Feld festgestellt werden konnten,
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so konnte mittels ELISA kein oder nur ein sehr geringer Sclerotinia-Befall der
Bliitenblédtter nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu zeigten Versuchsstandorte an
denen ein hoherer Bliitenblattbefall mittels ELISA festgestellt werden konnte, wie z.B.

Stendal und Nossen, keinen spéteren Befall im Feld.

Um die Ergebnisse des ELISA besser bewerten zu konnen, wurden im Folgenden die mit
der visuellen Bonitur ermittelten Befallshdufigkeiten zum Zeitpunkt der Ernte mit dem von
den Bliitenblattproben im ELISA ermittelten Befall aus den Jahren 2003-2004 verglichen
(Abb. 19). Insgesamt wurden Proben und Befallshidufigkeit von 100 Standorten erhoben.
Die ermittelten Befallswerte im ELISA zeigten keinen Zusammenhang mit den erhobenen
Befallshdufigkeiten im Feld. Insgesamt blieben die gemessenen Extinktionen der
Bliitenblattproben in einem Bereich zwischen 0 und 3. Obwohl bei den meisten
Bliitenblattproben nur eine Extinktion von bis zu 0,5 gemessen werden konnte, lagen die
beobachteten Befallshdufigkeiten zwischen 0-70%. Da die Nachweisgrenze bei dem
ELISA bei einer Extinktion von 0,25 erreicht ist, lagen ein Grofteil der Bliitenblattproben
Demgegeniiber konnte an einigen Standorten kein visueller Befall festgestellt werden,

dennoch wurden bei diesen Bliitenblattproben Extinktionen von bis zu 0.17 gemessen.
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Abb. 19: Vergleich zwischen ELISA (E 40snm) und Befallshiufigkeit (%) zum
Zeitpunkt der Ernte im Feld anhand von 100 Versuchsstandorten der
Pflanzenschutzdienste der Lander in den Jahren 2003 und 2004.
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3.5PCR

Die Etablierung der Real-time PCR fiir den Nachweis von S. sclerotiorum auf
Bliitenbldttern erforderte einige Vorversuche zur Optimierung der verschiedenen
Reaktionsparameter, um konstante Amplifikationsprodukte und damit reproduzierbare
Ergebnisse zu gewdhrleisten. Zundchst erfolgte die Optimierung des Reaktionsansatzes
und die erste Uberpriifung der Primerpaare auf Spezifitit und Sensitivitit in der
konventionellen PCR. Erst danach wurde mit der Entwicklung der Real-time PCR

begonnen.

3.5.1 Optimierung der PCR

3.5.1.1 Magnesiumchloridkonzentration

Magnesium-lonen sind Cofaktoren der Polymerase. Sie beeinflussen das Primerannealing,
die Trennung der Stridnge bei der Denaturierung und die Produktspezifitdt. Die optimale
Magnesiumkonzentration sollte fiir jede PCR neu bestimmt werden. Die Primerpaare
wurden mit verschiedenen Magnesiumchloridkonzentrationen von 1; 1,5; 2 und 2,5 mM
getestet. Die Ausbeuten des spezifischen Amplifikates wurden durch hohe (2,5 mM) und
niedrige Magnesiumkonzentrationen (1 mM) negativ beeinflusst. Aus der Abbildung 21
wird ersichtlich, dass eine Magnesiumkonzentration von 2 mM fiir das Primerpaar optimal

ist.

3.5.1.2 Annealingtemperatur

Die Annealingtemperatur richtet sich nach den eingesetzten Primern. Je nachdem, wo die
Schmelztemperatur der Primer liegt, ist die Annealingtemperatur einzuordnen. Um die
optimale Temperatur des Primerpaares festzustellen, wurden diese in einem Annealing-
Temperaturgradient von 58 - 70°C in 2°C Schritten {iberpriift. Spezifische Amplifikationen
mit einer guten Ausbeute wurden in einem Temperaturbereich von 66-70°C erreicht. Die

optimale Annealingtemperatur wurde bei 68°C gewéhlt (Abb. 20).
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Abb. 20: Uberpriifung des Primerpaars SSREW/SSREV mit DNA von S. sclerotiorum
(Ss 1.6) bei verschiedenen Magnesiumchloridkonzentrationen und Annealing-
Temperaturen 1) und 23) pUC 8 Marker Mix 2-9) 1.0 mM MgCl, und 70-56°C. 10-17)
1.5 mM MgCl, und 70-56°C, 18-26) 2.0 mM MgCl, und 70-56°C. 27-34) 2.5 mM MgCl,
und 70 - 56°C.

3.5.1.3 Spezifitit des Primerpaares

Die Sicherheit eines Nachweisverfahrens ist dann gewdhrleistet, wenn eine breite
Erfassung verschiedener Isolate des Erregers nachgewiesen werden kann. Die Spezifitét
des Primerpaares wurde mit 9 verschiedenen Sclerotinia-Isolaten aus unterschiedlichen
geographischen Regionen bestimmt. In Abbildung 22a sind die gelelektrophoretische
Auswertung der Isolate sowie eine Negativkontrolle dargestellt. In allen Fillen wurde ein

Amplifikationsprodukt mit einer Fragmentgrofle von 287 Bb gebildet (Abb. 21).

Die Spezifitidt der Amplifikation ist eine grundlegende Voraussetzung fiir den Einsatz der
PCR. Fiir die Uberpriifung der Spezifitit wurden 16 verschiedener pathogener Pilzarten,
die auf Rapspflanzen vorkommen konnen, gewéhlt. Aus der Abbildung 22b wird
ersichtlich, dass mit der DNA aus den Isolaten der Arten Botrytis, Fusarium, Verticillium,
Alternaria, Rhizoctonia und Phoma keine Amplifikation erfolgte. Nur bei den beiden
Positivkontrollen der Sclerotinia-Isolate Ss 1.5 wund Ss 1.6 wurde ein
Amplifikationsprodukt gebildet. Die Eignung der Primer fiir den Nachweis von S.

sclerotiorum wurde damit bewiesen.
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Abb. 21: Spezifitit des Primerpaares SSREW/SSREV mit

A) DNA aus verschiedenen Sclerotinia-Isolaten M: GroBenstandard pUC Marker Mix 8
1) Ss 1.1; 2) Ss 1.3; 3) Ss 1.5; 4) Ss 2.4; 5) Ss 3.4; 6) Ss 4.5; 7) Ss 5.5; 8) Ss 6.12; 9) Ss
11.4; N: Negativkontrolle.

B) mit DNA aus verschiedenen Pathogenen (M: Grofenstandard pUC Marker Mix 8 1) V.
longisporum 82; 2) V. longisporum 83; 3) V. longisporum 84; 4) V. dahliae 3; 5) V.
dahliae 76; 6) V. albo-atrum; 7) A. brassicae; 8) P. lingam 24; 9) P. lingam 2; 10) P.
lingam 23; 11) R. solani; 12) B. cinerea; 13) F. graminearum; 14) F. oxysporum; 15) F.
culmorum;, 16) S. sclerotiorum 1.5; 17) S. sclerotiorum 1.6.

3.6 Real-time PCR

Um eine verbesserte quantitative Aussage iiber den Befall der zu untersuchenden
Bliitenblattproben geben zu konnen, wurde auf der Grundlage der konventionellen PCR
eine Real-time PCR zum Nachweis von S. sclerotiorum entwickelt. Diese Methode bietet
im Gegensatz zur herkémmlichen PCR den Vorteil, dass eine aufwéandige Auswertung der

Ergebnisse mittels Agarose-Gelelektrophorese entféllt und somit sehr viel zeitsparender ist,
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zum anderen ist diese Methode sensitiver, so dass auch noch ein Nachweis von sehr
geringen DNA-Mengen moglich ist. Die Durchfithrung der Real-time PCR erfolgte mit
dem Thermocycler der Firma BioRad. Als interkalierender Farbstoff wurde SYBRGreen®
(Applied Biosystems) eingesetzt. In einem ersten Schritt mussten einige Parameter fiir die
Real-time PCR iiberpriift und optimiert werden, bevor ein groBflachiger Einsatz mit

Feldmaterial stattfinden konnte.

3.6.1 Uberpriifung der Spezifitit gegeniiber verschiedenen Sclerotinia- Isolaten

Fiir die Uberpriifung der Spezifitit der Primer SSFWD und SSREV wurde DNA von
verschiedenen Sclerotinia-Isolaten von unterschiedlicher geographischer Herkunft getestet.
In der Abbildung 22 ist das abgeleitete Schmelzkurvenprofil (-(dRFU) / dTemp °C) von 12
verschiedenen Sclerotinia-Isolaten dargestellt. Von allen Isolaten wurde Ing DNA
eingesetzt. Alle getesteten Isolate konnten mit dem Primerpaar amplifiziert werden. Die
spezifischen Amplifikationsprodukte haben eine Schmelztemperatur von 89°C. Die
Wasserkontrolle zeigte keine positive Reaktion, sie blieb unterhalb des Threshold cycles

(Ct-Wert). Die Schmelztemperatur lag hier bei 82°C.
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Abb. 22: Abgeleitete Schmelzkurvenprofile (-(dRFU) / dTemp °C) von DNA von
zehn verschiedenen Sclerotinia-Isolaten (Ss 1.1, Ss 1.2, Ss 1,3 Ss 1.5, Ss 1.6, Ss
2.4, Ss 4.5, Ss 5.5, Ss 6.11, Ss 11.4 und einer Wasserkontrolle (rot)), eingesetzt
wurden 1ng DNA.
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3.6.2 Uberpriifung der Spezifitit gegeniiber anderen Pathogenen

Vor einem routineméfBigen Einsatz der S. sclerotiorum Real-time PCR mit Feldproben
musste Uberpriift werden, ob die Primer mit anderen Pilzarten kreuzreagieren. Dabei
wurden verschiedene Pathogenarten ausgesucht die entweder direkt auf Raps vorkommen
oder deren Sporen sich auf den Bliitenblittern niederlassen konnen. Getestet wurden
verschiedene Isolate von Alternaria alternata, Botrytis cinerea, Phoma lingam,
Verticillium longisporum und dahliae sowie Fusarium graminearum, F. culmorum und F.
oxysporum. Eingesetzt wurde 1 ng DNA. Aus der Abbildung 23 geht hervor, dass auBer
Phoma und der Wasserkontrolle, alle Isolate eine positive Reaktion in der Real-time PCR
zeigen. Die nichtspezifischen Amplifikate der anderen getesteten Arten wurden aber erst
zum Ende des PCR-Programms gebildet (erst nach dem 30. Zyklus). Fiir die positive
Kontrolle wurde das Sclerotinia-Isolat Ss 1.5 gewihlt, der Ct -Wert lag bei 22.3 Zyklen.
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Abb. 23: Real-time PCR mit SYBR Green und dem Primerpaar SSFWD/SSREV fiir
eine spezifische und quantitative Amplifikation von DNA von verschiedenen Pathogenen
(Alternaria alternata, Botrytis cinerea, Phoma lingam, Verticillium dahliae, Verticillium
longisporum, Fusarium culmorum, F. graminearum und F. oxysporum), einer positiv
Kontrolle (Sclerotinia-Isolat Ss 1.5) und einer negativ Kontrolle (Wasserkontrolle).
Eingesetzt wurden 1ng DNA.

Bei der Betrachtung der Schmelzkurven wird deutlich, dass sich bei keinem der getesteten
Isolate ein spezifisches Amplifikationsprodukt ergab (Abb. 24). Bei allen Arten wiesen die

Amplifikate eine geringere Schmelztemperatur auf als das spezifische Produkt des
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Sclerotinia-Isolates Ss 1.5. Bei der Wasserprobe konnte kein Schmelzpunkt ermittelt

werden.
Al
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Abb. 24: Abgeleitete Schmelzkurvenprofile (-(dRFU) / dTemp °C) von DNA von
verschiedenen anderen Pathogenen (Alternaria alternata, Botrytis cinerea, Phoma
lingam, Verticillium dahliae, Verticillium longisporum, Fusarium culmorum, F.
graminearum und F. oxysporum), einer positiv Kontrolle (Sclerotinia-Isolat Ss 1.5) und
einer negativ Kontrolle (Wasserkontrolle). Eingesetzt wurden 1ng DNA.

3.6.3 Ermittlung der Nachweisgrenze

Eine hohe Empfindlichkeit des Tests ist insofern wichtig, da es sich gerade beim Nachweis
von S. sclerotiorum auf Bliitenbléttern um sehr geringe DNA-Mengen handelt. Als Mal3
fiir die Empfindlichkeit dient die Nachweisgrenze, d.h. die gewonnene DNA-Menge aus
Sporen oder Myzel, die unter den verwendeten Testbedingungen noch nachgewiesen

werden kann.

Zur Uberpriifung der Empfindlichkeit der S. sclerotiorum Real-time PCR wurde eine
Verdiinnungsreihe von 1000 ng, 100 pg, 10 pg und 1 pg aus Myzel DNA sowie eine
weitere Verdiinnungsreihe von DNA aus 1000, 100 und 5 Ascosporen hergestellt. Die
Nachweisgrenze lag bei 5 Sporen (Abb. 26).
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Abb. 25: a) Amplifikationskurve der Real-time PCR mit SYBR Green und dem spezifischen
Primerpaar SSFWD/SSREV vom S. sclerotiorum DNA-Standard (von 1000, 100 und 5
Sporen) aus  Ascosporen und einer  Wasserkontrolle  (rot). Aus dem
Fluoreszenzschwellenwert (CF RFU) und der Zyklenanzahl ergeben sich die Ct-Werte der
einzelnen Proben. Von jeder Standardprobe wurde 1pul eingesetzt.

b) Standardkurve des Sporenstandards (von 1000, 100 und 5 Sporen).

¢) Agarosegel des Sporenstandards 1+5) Marker 2) 1000 Sporen 3) 100 Sporen 4) 5 Sporen.
d) Amplifikationskurve der Real-time PCR mit SYBR Green und dem Primerpaar
SSFWD/SSREV vom S§. sclerotiorum Myzelstandard (von 1 ng, 100 pg, 10 pg und 1 pg)
vom Sclerotinia-Isolat Ss 1.5 und einer Wasserkontrolle (rot). Aus dem
Fluoreszenzschwellenwert (CF RFU) und der Zyklenanzahl ergeben sich die Ct-Werte der
einzelnen Proben. Von jeder Standardprobe wurde 1 pl eingesetzt.

e) Standardkurve des Myzelstandards (1 ng, 100 pg, 10 pgund 1 pg).

f) Agarosegel des Myzelstandards von dem Isolat Ss 1.5 1) Marker 2) 1ng 3) 100 pg 4) 10 pg

5) 1pg.
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Aufgrund der geringen Amplifikationsmengen wurde der Ct-Wert bei 5 Sporen erst sehr
spit im Reaktionslauf, beim 36. Zyklus, iiberschritten. Im Vergleich dazu lagen die Ct-
Werte beim konventionellen Standard aus DNA von Pilzmyzel aufgrund der hdheren DNA
Mengen deutlich niedriger. Der kleinste Myzelstandard mit 1 pg DNA, erreichte den Ct-
Wert beim 27. Zyklus. Der Korrelationskoeffizient des Sporenstandards lag bei 0,998 und
die Effizienz bei 77,4%. Im Vergleich dazu lagen der Korrelationskoeffizient des
Myzelstandards bei 0,98 und die Effizienz bei 99,4%. Beim Einsatz der Real-time PCR mit
Bliitenblattproben vom Feld wurden immer beide Standards mitgetestet, da man sowohl
von Ascosporen auf den Bliitenbléttern als auch von den ersten gebildeten Myzelkissen in

den Bliitenbléttern ausgehen kann.

3.6.4 Bestimmung des Befalls von S. sclerotiorum auf Bliitenblittern und Vergleich

mit dem Befall im Feld

Um die Eignung der Real-time PCR fiir den sensitiven Nachweis von S. sclerotiorum in
planta zu iberpriifen, wurden Bliitenblattproben von Versuchsstandorten mit
unterschiedlich starken Befallshdufigkeiten untersucht. Wie unter Kapitel 3.3 beschrieben,
wurden aus 15 Bliitenblittern je Probeentnahmestelle ein Homogenat hergestellt und aus
diesem die DNA extrahiert und direkt in der Real-time PCR eingesetzt. Es wurden nur fest
an der Bliite haftende Bliitenbldtter zum BBCH-Stadium 65 untersucht. An jedem
Versuchsstandort wurden an 3 (Praxisschlag) bzw. 4 Stellen (Exaktversuch mit vier
Wiederholungen) Proben entnommen. In Tabelle 11 sind die Ergebnisse der Real-time
PCR und des pH-Tests im Vergleich zum Befall im Feld an fiinf verschiedenen Standorten
dargestellt. Anhand der Ct-Werte der befallenen Proben wird deutlich, dass die zu
amplifizierenden Produkte erst zu einem sehr spiten Zeitpunkt, wihrend des PCR-Laufs,
den Schwellenwert iiberschreiten. Demnach kann davon ausgegangen werden, dass es sich
sogar in stark befallenen Proben nur um geringe Mengen an nachzuweisender DNA
handelt. Die Ct-Werte lagen bei allen befallenen Proben zwischen dem 30. und dem 37.
Zyklus. Diese Werte sind vergleichbar mit einer Ascosporenkonzentration von 5 oder
weniger Sporen (Ct-Wert beim 32. Zyklus). Einen Bezug zum Befall im Feld lésst sich aus
den Ergebnissen der Real-time PCR nur schwer ableiten. Zwar konnten an den stark

befallenen Standorten Goslar und Leinefelde auch mittels Real-time PCR ein Befall der
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Bliitenblatter nachgewiesen werden, doch ist eine Quantifizierung des Befalls, aufgrund

der geringen Nachweismengen nicht moglich.

Tab. 11: Nachweis von S. sclerotiorum in Bliitenbléttern mittels Real-time PCR (Ct-Wert)
und Klassifikation nach dem pH-Test (Werte von 0-3) im Vergleich zum Befall im Feld
(%) an funf verschiedenen Standorten aus den Jahren 2004 und 2005. N/A = kein
Nachweis mittels Real-time PCR.

Versuchsstandort Probe Real-time PCR Ilgzc‘;s;)ﬁ}l;_a]t?srtl Befall
und Jahr (Ct-Wert) 03) (%)

Sémmerda (2004) 1 N/A 3
2 N/A 1 8%
3 N/A 1

Leinefelde (2004) 1 37.8 3
2 35.8 3 74%
3 34.9 3

Goslar (2004) 1 N/A 2
2 34.4 2 o
3 36.8 2 2%
4 343 2

Braunschweig 1 N/A 0

(2005) 2 34.7 1 o
3 333 0 3%
4 N/A 0

Kiel (2005) 1 N/A 2
2 N/A 1 o
3 30.9 2 6%
4 N/A 1

Anhand des Befalls der einzelnen untersuchten Proben je Versuchsstandort ldsst sich aber
dhnlich dem pH-Test folgern, wie hoch der zu erwartende Befall im Feld sein kann. So
konnte in keiner Probe am Versuchsstandort Soémmerda S. sclerotiorum nachgewiesen
werden, der anschlieende Befall im Feld blieb dementsprechend auf einem sehr geringen
Niveau. Ein dhnliches Ergebnis konnte auch am Versuchsstandort Kiel festgestellt werden.
Bei den Versuchsstandorten Leinefelde und Goslar konnte mittels Real-time PCR in fast
jeder Probe S. sclerotiorum nachgewiesen werden, infolgedessen konnte im Feld ein hoher
Befall der Pflanzen beobachtet werden. Die amplifizierten DNA-Mengen von S.

sclerotiorum am Standort Braunschweig geben jedoch keine Erkldrung des geringen
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Befalls im Feld zum Zeitpunkt der Ernte. Zusammenfassend ist zu beriicksichtigen, dass es
sich  um Befallserhebungen des gesamten unbehandelten Schlages bzw. der
Kontrollvariante handelt. Dagegen werden bei den Bliitenblattproben nur Stichproben

eines Schlages bzw. einer Variante untersucht.

Ein Vergleich der Real-time PCR und des pH-Tests ist nicht durchfiihrbar, da zum
Nachweis von S. sclerotiorum eine unterschiedliche Anzahl von Bliitenbldttern untersucht
wurde. Bei der Real-time PCR wurde ein Homogenat aus flinfzehn Bliitenbldttern
verwendet, wihrend beim pH-Test nur drei Bliitenblitter pro Probeentnahmepunkt

untersucht wurden.

3.7 Boxentest

3.7.1 Ermittlung der Minimumtemperatur fiir eine Ascosporeninfektion

Mit Hilfe des Boxentests konnte gezeigt werden, dass die Infektionen von S. sclerotiorum
durch Ascosporen besonders temperaturabhingig sind. So konnten unter 6°C keine
Infektionen von Ascosporen auf den Blattachseln beobachtet werden. Die Ausbreitung der
Krankheit verlief bei niedrigen Temperaturen wesentlich langsamer. Bei einer Temperatur
von 8-10°C konnte nach 14 Tagen konnten lediglich Lisionen am Stingel um die
Infektionsstelle beobachtet werden. Bei Temperaturen von iiber 18°C war innerhalb des
Untersuchungszeitraums der gesamte Stingel mit Myzel bewachsen (Abb. 26). In dem
Bereich von 16°C bis 20°C konnte nach 14 Tagen eine starke Luftmyzelbildung
beobachtet werden. Ab 26°C konnte keine Infektion mit S. sclerotiorum durch Ascosporen

beobachtet werden.

Abb. 26: Myzelwachstum nach Ascosporeninokulation eines Bliitenblattes in der
Blattachsel bei 8°C (A) und 18°C (B) und einer rel. Luftfeuchte von 99%, 14 dpi.
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Weiterhin konnte festgestellt werden, dass die Bliitenblétter eine wesentliche Rolle bei der
Infektion mit Ascosporen von S. sclerotiorum spielen. Ab der Mindesttemperatur konnte
bei allen Rapsstingeln eine Infektion beobachtet werden, bei denen die Sporensuspension
auf ein Bliitenblatt in der Blattachsel pipettiert wurde. Demgegeniiber zeigten nur 23% der
Stangel einen Befall, bei denen die Sporensuspension direkt auf die Blattachsel getan

wurde.

In Abbildung 27 ist das Temperaturoptimum fiir eine Ascosporeninfektion dargestellt. Erst
ab einer Temperatur von 7°C finden erste Infektionen an der Pflanze statt mit
zunehmendem Anstieg der Temperatur nehmen auch die Infektionen an der Pflanze zu.
Das Temperaturoptimum ist in einem Bereich von 16-22°C erreicht, bei weiter
zunehmender Temperatur kann ein Riickgang der Ascosporeninfektionen beobachtet

werden. Oberhalb von 26°C findet keine Infektion statt.

Befallsstarke (1-5); * SD

|

6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26

Temperatur (°C)

Abb. 27: Befallsstirke der Rapsstingel bei unterschiedlichen Temperaturen nach
Ascosporeninfektion von S. sclerotiorum. Temperaturminimum und -optimum durch
die rote Linie dargestellt. Befallsstirke: 1 = kein Befall; 2 = Lédsionen um die
Infektionsstelle in der Blattachsel; 3 = Myzelbildung am Stingel um die
Infektionsstelle; 4 = Myzelbildung umfasst die Halfte des Stidngelsegments; 5 =
Luftmyzelbildung um den ganzen Stingel. SD = Standardabweichung.
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3.8 Einfluss von Standortfaktoren und pflanzenbaulichen Mafinahmen auf den Befall

mit S. sclerotiorum

3.8.1 Analyse der schlagspezifischen Daten aus dem gesamten Datensatz

Bei der Analyse des gesamten Datensatzes wurde anhand von 650 Versuchsstandorten der
Pflanzenschutzdienste der Lander aus den Jahren 1994-2004 der Einfluss verschiedener
schlagspezifischer Faktoren wie Aussaattermin, Vorfrucht, Sorte und Jahr auf den Befall

mit S. sclerotiorum untersucht.

Fiir die statistische Analyse wurden die Aussaattermine in drei Klassen, in frither (< 18.
August), mittlerer (18.-26. August) und spater Aussaattermin (> 26. August) eingeteilt. Die
Ergebnisse der varianzanalytischen Berechnung zeigen, dass iiber die einzelnen
Bundesldnder hinweg der Befall mit S. sclerotiorum in den Spétsaaten zunimmt (Abb. 28).
So konnte in den Rapsbestinden, die vor dem 18. August ausgesit wurden, eine signifikant
geringere Befallshdufigkeit ermittelt werden, als bei dem spéteren Aussaattermin. Keine
signifikanten Unterschiede konnten zwischen dem frithen und dem mittleren Termin

festgestellt werden.
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Abb. 28: Einfluss des Aussaattermins auf die Befallshdufigkeit von S. sclerotiorum
(650 unbehandelte Kontrollen aus Feldversuchen der Pflanzenschutzdienste der Lander
1994-2004). Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede, p <
0,05 (Tukey-Test).

Bei der Einteilung der Vorfrucht konnte Raps als Vorfrucht ausgeschlossen werden. Die

Vorfriichte wurden in die Gruppen Gerste, Weizen und weitere Vorfriichte (alle weiteren
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Feldfriichte, Brache und Wiesen) eingeteilt. Aus Abbildung 29 geht hervor, dass in Raps
nach Weizen, ein hoheres Befallsrisiko zu erwarten ist, als in Raps nach Gerste. Ein
signifikanter Einfluss der Vorfrucht auf die Befallshdufigkeit konnte aber nicht festgestellt

werden.

RN
n

N

N
1Y
1Y

N
o
|

Befallshaufigkeit [%]
[e]

Weitere Feldfriichte Gerste Weizen

Vorfrucht

Abb. 29: Einfluss der Vorfrucht auf die Befallshdufigkeit von S. sclerotiorum
(650 unbehandelte Kontrollen aus Feldversuchen der Pflanzenschutzdienste der
Lander 1994-2004), Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante
Unterschiede, p < 0,05 (Tukey-Test).

Bei der statistischen Auswertung von 13 Sorten konnte ein signifikanter Einfluss auf den
Befall festgestellt werden (Abb. 30). Die Untersuchung zeigte, dass die beiden Sorten
Panther und Pronto einen signifikant hoheren Befall in den letzten zehn Jahren aufwiesen,
als die librigen Sorten. Demgegeniiber wurden bei der Sorte Bristol signifikant geringere
Befallshdufigkeiten erreicht. Eine &dhnliche Einstufung der Sorten ist auch in der
Bundessortenliste aufgefiihrt. So wurden die Sorten Panther und Pronto mit der Note 7
eingestuft (ANONYM, 2004). Zwischen den iibrigen Sorten konnten keine Unterschiede

hinsichtlich der Anfélligkeit fiir S. sclerotiorum festgestellt werden.
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Abb. 30: Einfluss der Sorte auf den Befall mit S. sclerotiorum anhand von 650
unbehandelte Kontrollen aus Feldversuchen der Pflanzenschutzdienste der Léander
1994-2004. Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede, p <
0,05 (Tukey-Test).

Fiir die Befallsentwicklung von S. sclerotiorum im Winterraps ist die Witterung von
entscheidender Bedeutung. Besonders die Witterungsfaktoren Niederschlag, relative
Luftfeuchte und Temperatur spielen eine wichtige Rolle bei der Infektion und Ausbreitung
der Weillstangeligkeit. In Abbildung 31 ist der Jahres- bzw. Witterungseinfluss aus den
Jahren (1994-2004) iiber alle Regionen dargestellt. Dabei ist zu erkennen, dass die
Krankheit in Deutschland in den letzten Jahren in der Tendenz stetig zugenommen hat. In
einigen Jahren kann aufgrund extremer Witterung ein Befallsanstieg (Jahr 1997),
beziehungsweise ein starker Riickgang der Krankheit (Jahr 2003) verzeichnet werden. Die
Jahre 1997, 2002 und 2004 zeichneten sich durch signifikant hohere Befallshaufigkeiten
gegeniiber den anderen Jahren aus. Die {brigen Jahre erreichten mittlere
Befallshiufigkeiten, die sich nicht signifikant voneinander unterschieden. Jahre mit einem

besonders niedrigen Befallsauftreten waren 1994 und 2003.
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Abb. 31: Einfluss des Jahres auf die Befallshdufigkeit von S. sclerotiorum (650
unbehandelte Kontrollen aus Feldversuchen der Pflanzenschutzdienste der Lénder
1994-2004). Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede, p <
0,05 (Tukey-Test).

3.8.2 Analyse der schlagspezifischen Daten aus einzelnen Datensitzen der

Pflanzenschutzdienste der Linder

Der Rapsanbau konzentriert sich fast ausschlieBlich auf Standorte mit tiefgriindigen guten
Boden. Aufgrund der starken Durchwurzelung des Bodens sind schwere und stark tonige
Boden ungeeignet fiir den Anbau von Raps. In die varianzanalytische Berechnung wurde
nur der Datensatz von Sachsen-Anhalt mit einbezogen, da in der iibrigen Datensammlung
der Faktor Bodenart nicht mit beriicksichtigt wurde. Vor der Analyse wurde die Bodenart
in die vier Gruppen Lo6Bboden, lehmige Sandbdden (D3/4), sandige Lehmbdden (D5/6)
und in Uberschwemmungsbdden (Alluvial), eingeteilt. Die Ergebnisse zeigen, dass die

Befallshéufigkeit von den alluvialen Boden bis hin zu den LoBbdden ansteigt (Tab. 12).

Aufgrund der immer groBer werdenden Bedeutung der Kulturpflanze Raps als Ollieferant,
dehnt sich auch die Anbaufliche von Raps immer weiter aus. Zudem wird die
Fruchtfolgegestaltung beziiglich des Winterrapses besonders in den traditionellen

Anbaugebieten immer enger. Fiir die statistische Auswertung des FEinflusses der
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Fruchtfolge auf den Befall mit S. sclerotiorum wurde der Anteil Raps in zweijédhrige,
dreijdhrige und mehrjdhrige Fruchtfolgen eingeteilt. Die Analyse zeigte, dass die
Fruchtfolge einen signifikanten Einfluss auf den Befall ausiibt. Dabei lag der Befall in den
engen Fruchtfolgen deutlich hdher, als bei einer dreijahrigen oder mehrjéhrigen

Fruchtfolge.

Tab. 12: Einfluss verschiedener schlagspezifischer Parameter auf den Befall mit S.
sclerotiorum ermittelt anhand von Datensidtzen der Pflanzenschutzdienste der Lander (PSA
Jena fiir die Region Thiiringen, SLL Dresden fiir den Bereich Sachsen, LPP Mainz fiir
Rheinland-Pfalz, LWK Hannover, Bezirksstelle Northeim, LBP Freising Weihenstephan
fiir Bayern, PSA Mecklenburg-Vorpommern, Amt fiir 1indliche Rdume Kiel, Landesanstalt
fiir Verbraucherschutz und Landwirtschaft Brandenburg, Landesanstalt fiir Landwirtschaft
und Gartenbau Sachsen-Anhalt).

Faktor Einstufung n % Befall F-Wert

Bodenart LoBboden 161 9,7 8, 7***
Sandiger Boden 79 6,5
Sandiger Lehmboden 37 7
Alluvial 34 5,7

Fruchtfolge mehr als 3 jahrig 81 9,7 4,9%
3 jahrig 13 12
2 jéhrig 5 25

Bestandesdichte Gering (< 30 Pfl/m?) 24 6,5 2,8 n.s.
Mittel (30-50 P{l/m?) 37 9
Hoch (> 60 Pfl/m?) 22 14

N-Diingung Gering (< 175 kg/ha) 15 14,3 0,7 n.s.
Mittel (175-220 kg/ha) 19 24,4
Hoch (>220 kg/ha) 11 21,5

Bodenbearbeitung Pflug 67 10,1 0,3 n.s.
Pfluglos 32 12

* fir p < 0,05 ** fir p < 0,01, ** fir p < 0,001, ns.= nicht signifikant

Die Bestandesdichte spielt eine wichtige Rolle in der Bestandesfiihrung des Rapses. Ziel
ist es, eine optimale Bestandesdichte fiir den jeweiligen Standort zu erreichen. Eine Reihe
von Faktoren, wie zum Beispiel der Aussaattermin, Aussaatstidrke, Sorte, Diingung und

Bodenbearbeitung bestimmen die Hohe der Bestandesdichte. Bei der statistischen Analyse
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konnte kein signifikanter Einfluss der Bestandesdichte auf den Befall festgestellt werden.
Es zeigte sich dennoch, dass mit steigender Bestandesdichte die Befallshiufigkeit

zunimmt.

Die N-Diingung beeinflusst im Wesentlichen das Wachstum der Pflanze und somit auch
indirekt die Bestandesdichte. Fiir die statistische Auswertung des Datensatzes wurde die N-
Diingung in drei Gruppen, geringe, mittlere und hohe N-Diingung eingeteilt. Uber diese
Diingungsstufen konnte kein signifikanter Unterschied beziiglich des Befalls festgestellt

werden. Der hochste Befall konnte bei der mittleren N-Diingungsstufe beobachtet werden.

Bei der Beurteilung der Bodenbearbeitung wurde diese zuvor in die Gruppen wendende
Bodenbearbeitung mit dem Pflug und nichtwendende Bodenbearbeitung mit dem Grubber
eingeteilt. Bei der Bodenbearbeitung konnte kein statistischer Einfluss auf den Befall mit
S. sclerotiorum festgestellt werden. Jedoch konnte die Tendenz beobachtet werden, dass

bei pflugloser Bodenbearbeitung die Befallshaufigkeit zunimmt.

3.9 Multiple Varianzanalysen zur Berechnung des Varianzanteils der Einflussgrofien

nach Bundeslandern

Ziel ist es, mit der multiplen Varianzanalyse die Relevanz der einzelnen Faktoren fiir den
Befall durch S. sclerotiorum an Winterraps herauszuarbeiten und damit den Anteil der
Faktoren an der Merkmalsvariabilitit zu bestimmen. Fiir die Auswertung wurden die
Bundesldnder (Mecklenburg-Vorpommern, Schleswig-Holstein, Sachsen-Anhalt und die
ibrigen Lénder) zuerst getrennt bewertet und anschlieend erfolgte eine Bewertung aller

Regionen zusammen.
Folgende Faktoren und Wechselwirkungen wurden in die Berechnung mit einbezogen:

e Jahr (unterschiedliche Befallsniveaus der einzelnen Jahre)
e Aussaattermin

e Fruchtfolge (Vorfrucht)

e Aussaatstirke

e Sorte

e Bodenart
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Wechselwirkungen:

Jahr x Vorfrucht

Jahr x Sorte

Jahr x Aussaattermin

Vorfrucht x Sorte

Vorfrucht x Aussaattermin

Sorte x Aussaattermin

Jahr x Vorfrucht x Sorte

Jahr x Vorfrucht x Aussaattermin
Jahr x Sorte x Aussaattermin

Jahr x Vorfrucht x Sorte x Aussaattermin

Der Anteil der Faktoren an der Gesamtvarianz ist in Abbildung 32 aufgefiihrt. In allen vier

Gebieten ist erkennbar, dass sich der in die Berechnung miteinbezogene Einfluss der

Wechselwirkungen zu einem sehr grof3en Anteil auf den Befall auswirkt. Ebenso zeigt sich

auch, dass der Jahresfaktor eine grofere Rolle fiir die Hohe des Befallsgrades spielt.

Signifikante Varianzanteile, die auf den Einfluss der Vorfrucht zuriickzufiihren sind,

ergeben die Berechnungen der sonstigen Linder, Mecklenburg-Vorpommern und

Schleswig-Holstein. Der Aussaattermin hat gegeniiber dem Faktor Vorfrucht nur einen

geringen Anteil an der Variabilitdt des Befallsmerkmals. Nur in den sonstigen Lindern,

Mecklenburg-Vorpommern und Sachsen-Anhalt zeigt sich ein maBiger bis starker Einfluss

des Aussaattermins auf den Befall. Die Sorte hat bei dieser Berechnung den geringsten

Anteil auf die Gesamtvarianz.
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Abb. 32: Varianzanteile der einbezogenen Variablen (Aussaat, Sorte, Vorfrucht und
Jahr) und deren Wechselwirkungen am Gesamteinfluss auf den Befall mit S.
sclerotiorum von 811 Standorten aus den Jahren 1994-2004.

3.10 Validierung von SKLERO anhand vorhandener Versuchsdaten

3.10.1 Vorhersagegenauigkeit des Erscheinens der Apothezien

Fiir die Uberpriifung von SKLERO wurden die Versuchsergebnisse der Sclerotinia-
Bekdmpfungsflichen aus den Jahren 2002-2004 der einzelnen Pflanzenschutzdmter
ausgewertet. Fiir die Uberpriifung des Erscheinens der Apothezien wurden die in den
Versuchen angelegten Depots mit der Vorhersage des Modells SKLERO verglichen. Es
konnte beobachtet werden, dass das tatsdchliche Auftreten der Apothezien nicht immer mit
dem von SKLERO prognostiziertem Auftreten tibereinstimmt. In allen Lindern wurde im
Jahr 2003 das tatséchliche Erscheinen der Fruchtkorper frither beobachtet, als der Termin
des Erstauftretens der durch SKLERO errechnet wurde. Die Differenz zwischen Bonitur
und Modell lag zwischen 1 und 23 Tagen. An drei Standorten konnte kein Auftreten
beobachtet werden, obwohl das Prognosemodell auch hier ein Erscheinen prognostizierte.

Bei der Auswertung aller Versuche von 2000-2004 konnte festgestellt werden, dass das
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Erscheinen der Apothezien zu 32% genau prognostiziert wurde, 58% wurden zu frith und
10% zu spét vorhergesagt (Abbildung 33). In allen Jahren wurde auf den Versuchsflichen
ein Apothezienwachstum vom Modell vorhergesagt. Durch die ungenaue und zum Teil zu
spiate Vorhersage des Modells werden Infektionen, die vor dem prognostizierten

Erscheinen der Apothezien stattgefunden hitten, nicht beriicksichtigt.
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Abb. 33: Vorhersage des Erscheinens der Apothezien nach dem Modell SKLERO
anhand von 28 Versuchsstandorten der Pflanzenschutzdienste der Lander in den
Jahren 2002-2004. Zu spét = 5-25 Tage; genau = + 4 Tage; zu frith = 5- 20 Tage.

3.10.2 Vorhersagegenauigkeit der Befallshiiufigkeit

In Abbildung 34 wurden die infektionsgiinstigen Stunden nach SKLERO zum Zeitpunkt
der Bliite mit dem Sclerotinia-Befall zur Ernte in Beziehung gesetzt. In der Auswertung
wurden unbehandelte Schlige von 75 Standorten verschiedener Jahre mit den
dazugehorigen Wetterdaten  berlicksichtigt. Bei SKLERO werden nur die
infektionsgiinstigen Stunden in die Auswertung mit einbezogen, die zu einer gelungenen
Infektion gefiihrt haben, dass heifit nur die Stunden, die mindestens 22 ununterbrochene
Infektionsstunden tiberschritten haben und bei denen der Infektionsdruck einen Wert von 5
und hoher erreicht hat. Anhand des Ergebnisses zeigt sich, dass selbst beim Erreichen von
sehr vielen infektionsgiinstigen Stunden (bis zu 140 Stunden) und damit einer Vielzahl von
prognostizierten Infektionen kein Befall oder nur sehr geringe Befallshdufigkeiten im Feld

aufgetreten sind. Ebenso konnte man beobachten, dass bei keiner prognostizierten
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gelungenen Infektion sehr hoher Befall (iiber 50% befallener Pfl./m?) im Feld auftrat. Die
regressionsanalytische Berechnung weist zudem darauf hin, dass die infektionsgiinstigen
Stunden, die durch das Modell SKLERO berechnet werden den Befall nur zu 16%
erkliren. Anhand der infektionsgiinstigen Stunden bzw. der gelungenen Infektionen in

SKLERO ist es somit nicht mdglich, den zu erwartenden Befall im Feld vorherzusagen.
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Abb. 34: Lineare Regression der Befallshdufigkeit (%) und der Summe der
infektionsgiinstigen Stunden (3°C Minimumtemperatur, 84% Minimum der rel.
Luftfeuchtigkeit) bei SKLERO anhand von 72 Feldversuchen aus den Jahren 2000-2004.

3.10.3 Vorhersagegenauigkeit der Rapsentwicklung wihrend der Bliite

Im Weiteren wurde die Vorhersage der Rapsentwicklung durch SKLERO mit der aktuell
ermittelten Entwicklung im Feld verglichen. Die Validierung von SKLERO an
verschiedenen Standorten und Jahren ergab, dass die Vorhersage der Rapsentwicklung ab
Beginn der Bliite langsamer verlief, als die aktuelle Rapsentwicklung im Feld. Besonders
ab der Vollblite (BBCH 65) konnten Unterschiede von bis zu 14 Tagen zwischen
Prognose und tatsdchlichem Entwicklungsstand beobachtet werden. Insgesamt wurde auf
allen untersuchten Standorten die Rapsbliite {iber einen ldngeren Zeitraum prognostiziert,
als sie aktuell beobachtet werden konnte. Vorhergesagte Spritztermine zum Zeitpunkt der
Vollbliite wiaren demnach zum Ende der Bliite appliziert worden. In Abbildung 35 ist am

Beispiel des Versuchsstandortes Birkenmoor bei Kiel im Jahr 2003 die
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Entwicklungsprognose von SKLERO im Vergleich zur aktuellen bonitierten Entwicklung

im Feld dargestellt.
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Abb. 35: Vergleich der Vorhersage der Rapsphédnologie (BBCH-Stadium) mit der
visuell erfassten Rapsentwicklung im Feld am Beispiel des Versuchsstandortes in
Kiel im Jahr 2003. Die Vorhersage erfolgte mit den Wetterdaten der Wetterstation
Kiel-Holtenau des DWD.

3. 11 Beschreibung des Modells SkleroPro

Als Grundlage fiir die Modellierung von SkleroPro diente das Modell SKLERO
(FRIESLAND, 1999) vom DWD. In Abbildung 36 sind der Aufbau und die einzelnen
Komponenten von SkleroPro dargestellt. Das Grundgeriist eines jeden Modells bilden die
Eingabedaten, danach erfolgt programmintern die Berechnung einzelner Parameter, die am
Ende eines jeden Programmlaufs in der Ausgabemaske erscheinen. In SkleroPro sind zwei
Vorhersagen moglich, zum einen kann eine regionale Vorhersage abgefragt werden, bei
der die Notwendigkeit einer individuellen Behandlungsentscheidung prognostiziert wird
und zum anderen eine schlagspezifische Vorhersage, die den genauen Behandlungstermin
berechnet. Auf der Basis von Wetterdaten, schlagspezifischen Daten und der Einbindung

einer flexiblen Schadensschwelle werden die infektionsgiinstigen Stunden berechnet und
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daraus der optimale Termin der Behandlungsentscheidung wihrend der Bliite abgeleitet.
Voraussetzung fiir den Einsatz des Prognosemodells sind liickenlose Wetterdaten ab dem
Knospenstadium (BBCH 55) des Rapses. Mit Hilfe der stiindlich gemessenen rel.
Luftfeuchte (in % in 2 m Hohe), Temperatur (in °C in 2 m Hohe) und Niederschlag (mm)
wird ab der Eingabe des Knospenstadiums das Mikroklima im Bestand berechnet. Die
Bestandesklimadaten, welche aus der berechneten rel. Luftfeuchte und Temperatur im
Bestand bestehen, sind sowohl Voraussetzung fiir die Berechnung der weiteren
Entwicklung des Rapses bis zum Ende der Bliite, als auch fiir die Berechnung der
infektionsgiinstigen Stunden. Die infektionsgefdhrdeten Stadien des Rapses liegen in
einem sehr engen Zeitfenster von Beginn bis zum Ende der Bliite. Aufgrund der
Simulation der Rapsentwicklung ab dem Knospenstadium bleibt dem Anwender eine
aufwindige Beobachtung seiner Rapsschlidge erspart. Durch die genaue Vorhersage des
tdglich  aktuellen Entwicklungsstadiums werden ab dem  Bliihbeginn die
infektionsgilinstigen Stunden berechnet. Diese sind eine Kombination aus relativer
Luftfeuchte und Temperatur. Eine infektionsgiinstige Stunde ist erreicht bei Uberschreiten
einer Minimumtemperatur von 7°C bei gleichzeitig anhaltender rel. Luftfeuchte von >86%.
Unterhalb 80% rel. Luftfeuchte findet keine Infektion durch Ascosporen statt. Als
Bedingung fiir eine gelungene Infektion im Feld miissen mindestens 23 ununterbrochen

giinstige Infektionsstunden vorherrschen.

Die Wirkung der Fruchtfolge wird durch die Verdnderung der Schwelle der
infektionsgilinstigen Stunden beriicksichtigt. Je enger die Fruchtfolge von Raps ist, desto
niedriger liegt die Schwelle der infektionsgiinstigen Stunden. Ein Infektionsereignis reicht
aber haufig nicht aus, um einen ertragsrelevanten Befall im Feld zu verursachen. In einem
weiteren Projekt am Institut fiir Pflanzenpathologie in Gottingen wurden Befalls-
/Verlustanalysen von S. sclerotiorum an Raps erarbeitet (DUNKER & V. TIEDEMANN, 2004).
Die Ergebnisse dieser Arbeit wurden in Form einer flexiblen Schadensschwelle in das
Prognosemodell integriert. Anhand verschiedener schlagspezifischer Eingabedaten durch
den Anwender wie erwartetes Ertragsniveau, Rapspreis, Uberfahrtverluste und
Fungizidkosten, wird ein schadschwellenbezogener Wert der infektionsgiinstigen Stunden
berechnet und erst, wenn dieser durch die aktuell gemessenen infektionsgiinstigen Stunden
tiberschritten wird, wird eine individuelle schlagspezifische Bekdmpfung gegen S.

sclerotiorum empfohlen.
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Die Behandlungsentscheidung der Prognose wird dem Anwender in Form einer Tabelle in
der Ausgabemaske angezeigt. In dieser Tabelle sind noch einmal die Eingabedaten und

Ausgabedaten aufgelistet, hierzu zéhlen:

- ausgewaihlte Wetterstation

- Termin des Knospenstadiums

- Rapsanteil in der Fruchtfolge

- kostendeckender Mehrertrag

- aktuell berechnetes Entwicklungsstadium des Rapses

- aktuell akkumulierte infektionsgilinstige Stunden

- errechneter Schwellenwert der infektionsgiinstigen Stunden

- Behandlungsempfehlung.

Wetterdaten: 1
= rel. Luftfeuchte in % /Stunde :
£ = Niederschlag 10 mm /Stunde \ Fiir die Berechnung der Schadensschwelle
5 : Temperatur in C /Stunde : » Ertragserwartung
= Sonnenscheindauer h /Tag . » Rapspreis
) . = Mittelkosten
= Knospenstadium im Raps Fruchtfolge = Durchfahrtsverluste
] M M
Best ki h Friesl
estandesklima (nach Friesland) Schlagspezifischer Schwellenwert
=3 (Befall in %)
: L L
=
: . g
3 ; Infektionsstunden (INFEKT)
% Rapsentwicklung >80% RLF, >7°C Temp. Schlagspezifischer Schwellenwert
g r der infektionsgiinstigen Stunden
s ! (Inh)
]
]
I H
1
T
] </
]
]
]
5 Schwelle von 23 infekt. Stunden erreicht : Schlagspezifischer Schwellenwert der
E Individuelle Behandlungsentscheidung | infekt. Stunden tiberschritten
] notwenig ! Behandlung notwenig
& I
5’ I
]
1

Regionale Vorhersage Schlagspezifische Vorhersage

Abb. 36: Aufbau von SkleroPro mit Inputdaten, internen Berechnungskomponenten und
Ausgabedaten.
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3.12 Erstellung des Modells SkleroPro und Verinderungen zu SKLERO

Durch die Validierung des Modells SKLERO und der daraus resultierenden Bewertung
einiger Funktionen und Gleichungen konnte eine grundsitzliche Modifikation des Modells
SkleroPro durch die Entfernung iiberfliissiger Gleichungen vorgenommen werden. Eine
erste  Verdnderung und Modifizierung des Modells SkleroPro erfolgte durch die
Eliminierung der komplexen Berechnung des Erscheinens der Apothezien, in der sowohl
die Berechnung des Absterbens der Apothezien durch Trockenheit oder Frost sowie das
Aufwachsen alter bzw. neuer Apothezien integriert war. Anhand der Validierung von
SKLERO (Kapitel 3.10.1) konnte gezeigt werden, dass das Modell in jedem Jahr das
Erscheinen der Apothezien prognostizierte, obwohl besonders im extrem trockenen Jahr
2003 an drei Versuchsstandorten kein Aufwachsen beobachtet werden konnte. Des
Weiteren fiihrte die zum Teil verspitet prognostizierte Vorhersage dazu, dass die
infektionsgiinstigen Stunden, die vor dem prognostizierten Erscheinen berechnet worden

wiéren, nicht mit beriicksichtigt wurden.

Eine weitere Modifikation lag in der Entfernung der mathematischen Gleichungen zur
Berechnung des Sporenfluges bzw. des Absterbens vorhandener Sporen. Bei der
Auswertung des Modells SKLERO konnte kein Einfluss der Berechnung des Sporenfluges
auf das Infektionsereignis beobachtet werden. Nach dem Erscheinen der Apothezien und
mit Beginn der Bliite berechnet das Modell SKLERO die Infektionswahrscheinlichkeiten,
egal ob ein Sporenflug stattgefunden hat oder die Sporen nach Trockenheit bereits
abgestorben sind. Der Sporenflug in SKLERO spielt somit bei der Berechnung von
Infektionsstunden und Infektionsdruck keine Rolle. Aus diesem Grund wurde der
Sporenflug bei der Erstellung des neuen Modells nicht beriicksichtigt. Ferner kann davon
ausgegangen werden, dass das Ausgangsinokulum auf den meisten Rapsanbaufliachen
vorhanden ist. Eine Erfassung bzw. Uberpriifung des Sporenfluges sollte zudem in dem

neuen Modell SkleroPro mit geeigneten Nachweismethoden erfolgen.

Ein weiterer Parameter, der in SkleroPro nicht mit einbezogen wurde, ist der
Infektionsdruck. Der Infektionsdruck gilt als zusdtzliche Bedingung fiir eine gelungene
Infektion. Die Validierung von SKLERO zeigte, dass an Tagen, an denen zwar die
Schwelle von 22 ununterbrochenen infektionsgiinstigen Stunden erreicht war, der
Infektionsdruck jedoch noch nicht den Schwellenwert von 5 {iberschritten hat, keine

gelungene Infektion vom Modell prognostiziert wurde. Um diese infektionsgiinstigen
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Stunden zu berticksichtigen, wurde die Berechnung des Infektionsdrucks in SkleroPro

nicht ibernommen.

3.12.1 Berechnung der Rapsentwicklung

Aus den Bestandesklimadaten wird mit Hilfe verschiedener Gleichungen das
phédnologische Stadium des Rapses vom Knospenstadium bis zum Ende der Bliite
berechnet. Dabei wird das aktuelle Entwicklungsstadium des Rapses durch Eingabe des
Datums des Knospenstadiums beriicksichtigt. Ab dem Tag des Knospenstadiums wird mit
der Berechnung der weiteren Entwicklung des Rapses begonnen. Der tigliche Faktor fiir
die Berechnung des Entwicklungsfortschritts ist abhdngig vom errechneten Stadium des
Rapses (GS). Je weiter der Raps in seiner Entwicklung ist, desto geringer ist der tdgliche
Faktor fiir den Entwicklungsfortschritt. Bei einem BBCH-Stadium (GS-Stadium) bis 61 ist
der taglich berechnete Faktor hoher als nach Erreichen des BBCH-Stadiums 61 (Abb. 37a).

Eine Verdnderung zum Modell SKLERO war, dass die Berechnung der Rapsphénologie
durch die Integration einer zusdtzlichen Gleichung schon ab dem BBCH-Stadium 55
(Knospenstadium) beginnt. Insgesamt wurden fiir die Berechnung des Faktors fiir den
Entwicklungsverlauf drei Gleichungen aufgestellt. Die erste Gleichung bezieht sich auf
den Zeitraum vom Knospenstadium bis zum Anfang der Bliite. Die zweite Gleichung
betrifft die Stadien Anfang Bliite bis Mitte Bliite und die dritte Gleichung berechnet den
Faktor ab Mitte Bliite bis Ende Bliite.

% if 55<GS <61

0.02-¢e'""

ESF = % if 61<GS <65
0.05-¢e'"™"
0.—1(;65)2 if 65<GS <75
0.05-e"™"
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Abb. 37: a) Berechnung des Faktors fiir den Entwicklungszuwachses in Abhédngigkeit
vom BBCH-Stadium des Rapses.

b) Berechnung des temperaturabhingigen Faktors in Abhéngigkeit von der Temperatur
und vom BBCH-Stadium nach FRIESLAND.

Jedes Pflanzenwachstum ist temperaturabhiingig. Zahlreiche Wachstumsmodelle in der
Pflanzenpathologie basieren auf Temperatursummenfunktionen (KRANZ, 1996). Fiir die
Vorhersage der Rapsentwicklung ist es daher wichtig die Temperatur in die Berechnungen
mit einzubeziehen. Die mathematischen Gleichungen zur Berechnung des
temperaturabhédngigen Faktors (TES) wurden direkt von dem Modell SKLERO
tibernommen. In einem ersten Schritt erfolgt die Berechung der Temperatur im
Rapsbestand iiber eine Regressionsgleichung. Dabei wird die aktuell gemessene
Temperatur in 2 m Hohe beriicksichtigt. Mit Hilfe der berechneten Bestandestemperatur

kann in einem weiteren Schritt der temperaturabhéngige Faktor berechnet werden.

Bei einem frithen Entwicklungsstadium des Rapses vom Knospenstadium (BBCH 55) bis
zur Vollblite (BBCH 66) nimmt der temperaturabhingige Faktor mit steigender
Temperatur exponentiell ab. Ab der Vollbliite (BBCH-Stadium 66) ist der Zuwachs des
Faktors mit steigender Temperatur nur noch gering (Abb. 37b).

1 .
1+ V19 25-TR) if 55<GS<66
TES = |
—mmm I 66<GS<T5

1+e
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DGR = ESF -TES

DGR = tagliche Zuwachsrate

Durch die Multiplikation der Ergebnisse der beiden Faktoren erhdlt man die tdgliche
Zuwachsrate (DGR) des Entwicklungsstadiums. Anhand der Abbildung 38 wird deutlich,
dass sich durch die Verdanderung der Formeln bzw. Erstellung neuer Gleichungen fiir die
Entwicklung des Rapses ganz neue tégliche Zuwachsraten ergeben. Der tdgliche Zuwachs
bei SkleroPro ist in den BBCH-Stadien 55-68 hoher als bei SKLERO. Dies fiihrt dazu,
dass die Rapsentwicklung bei SkleroPro wihrend der Bliite wesentlich schneller verlauft.
Im Gegenzug verlduft die Entwicklung ab dem BBCH-Stadium 68 wesentlich verzogerter

ab.

Téagl. Zuwachsrate der Rapsentwicklung

Temperatur (°C) Temperatur (°C)

—+—BBCH70 —%—BBCH68 ———BBCHG66 —e— BBCH 64
—%— BBCH62 —&—BBCH60 —+—BBCH58 —=—BBCH35

Abb. 38: Tigliche Zuwachsraten der Rapsentwicklung in Abhéngigkeit von der
Temperatur und den Entwicklungsstadien (BBCH) bei den Modellen SkleroPro (A) und
SKLERO (B).
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3.12.2 Berechnung der infektionsgiinstigen Stunden

Parallel zur Errechnung der Rapsentwicklung werden direkt aus den stiindlichen
Wetterdaten bzw. den Bestandesklimadaten die infektionsgiinstigen Stunden berechnet.
Die infektionsgiinstigen Stunden sind abhidngig von der Temperatur (TTRA) und der rel.
Luftfeuchte (RLF) im Rapsbestand. Der Kurvenverlauf fiir die Berechnung der
infektionsgiinstigen Stunden wurde nach Friesland iibernommen und folgt wie viele
biologische Prozesse einer Optimumfunktion. Die einzelnen Parameter in den Gleichungen
wurden aber, nach den im Boxentest erarbeiteten Infektionsbedingungen, verdndert. So
konnte aus dem Ergebnis des Boxentests eine Minimumtemperatur von 7°C abgeleitet
werden und eine optimale Temperatur fiir die Infektion mit Ascosporen im Bereich von
16-22°C. Diese Erhebungen stehen im Widerspruch zu den Infektionsbedingungen im
Modell SKLERO, in dem die optimale Temperatur bei 15°C und die Mindesttemperatur
bei 3°C liegen. Eine infektionsgiinstige Stunde spiegelt immer das Verhiltnis von
Temperatur und rel. Luftfeuchte wieder. Infektionen konnen somit zum Beispiel in
SkleroPro bei einer Minimumtemperatur von 7°C in Verbindung mit einer rel. Luftfeuchte
von 86% stattfinden. Umgekehrt betrdgt die rel. Luftfeuchte, die mindestens fiir eine
Infektion vorhanden sein muss, 80% verbunden mit einer Temperatur von 11°C. Die
optimalen Bedingungen fiir eine Infektion mit S. sclerotiorum, liegen bei 18°C und 94%

rel. Luftfeuchte (Abb. 39).

1

0.01-(18-TR \** +0.04-(94—RLF )*

1

0003 (TR-18)*°+0.04-(94—RLF }*

if TR<18°C

INFEKT =4 °©
if TR>18°C

Der Index fiir die Berechnung der infektionsgiinstigen Stunden (INFEKT) kann Werte
zwischen 0 und 1 annehmen. Erst wenn der Index den Wert groBer oder gleich 0.005
erreicht hat, wird eine infektionsgiinstige Stunde herausgegeben. Sobald die Bedingungen
fiir eine infektionsgiinstige Stunde erreicht sind (z.B. 7°C und 86%), wird der
Schwellenwert von 0.005 erreicht bzw. iiberschritten. In der Abbildung 40 sind die
Kombinationen von rel. Luftfeuchte und Temperatur im Raps dargestellt, die fiir die

Berechnung einer infektionsgiinstigen Stunde notwendig sind.
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In Untersuchungen von JAMAUX et al. (1995) konnte gezeigt werden, dass die Infektion der
Bliitenblitter durch Ascosporen mindestens 20-30 Stunden bei optimalen Temperaturen
und Luftfeuchten dauert. In Anlehnung an diese Ergebnisse wurde in dem Modell
SkleroPro eine Mindestdauer von 23 ununterbrochenen infektionsgilinstigen Stunden
festgesetzt. Eine Infektion ist laut dem Modell erst nach 23 ununterbrochenen Stunden, die

den Infektionsindex von 0.005 {iberschritten haben, erreicht.
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Abb. 39: Abhingigkeit der infektionsgiinstigen Stunden von Temperatur (°C) und rel.
Luftfeuchte (%) in SkleroPro. Beim Uberschreiten des Infektionsindex (INFEKT) von
0.005 ist eine infektionsgiinstige Stunde erreicht.

Von den ermittelten infektionsgiinstigen Stunden kann direkt der Befall im Feld abgeleitet
werden. In Abbildung 40 ist die Beziehung zwischen infektionsgiinstigen Stunden und der
Befallshaufigkeit der unbehandelten Schlige zum Zeitpunkt der Ernte am Beispiel von 107
Feldversuchen aus den Jahren 2000-2005 dargestellt. Anhand der Regressionsanalyse wird
deutlich, dass eine signifikante Beziehung zwischen dem Befall und den
infektionsgiinstigen Stunden besteht. Der errechnete Korrelationskoeffizient zwischen

infektionsgiinstigen Stunden und Befallshiufigkeit betragt 0.56.
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Abb. 40: Lineare Regression zwischen der Befallshaufigkeit (%) und der Summe der
infektionsgilinstigen Stunden (7°C Temperatur, 80% rel. Luftfeuchte) bei SkleroPro
anhand von 107 Feldversuchen aus den Jahren 2000-2005. Die Schwelle fiir eine
erfolgreiche Infektion im Feld liegt bei einer Abfolge von 23 ununterbrochenen
infektionsgiinstigen Stunden. r? = Bestimmtheitsmal; r = Korrelationskoeffizient.

3.12.3 Integration der Fruchtfolge als schlagspezifischer Faktor

Anhand der Uberpriifung des Einflusses schlagspezifischer Faktoren auf das Auftreten von
S. sclerotiorum (Kapitel 3.12.3) konnte gezeigt werden, dass unter anderem der Faktor
Fruchtfolge einen signifikanten FEinfluss auf das Infektionsgeschehen ausiibt. Die
Integration der Fruchtfolge erfolgte durch eine Klassifizierung in drei Gruppen und
anschlieBender Bewertung der einzelnen Gruppen. Ahnlich wie bei der statistischen
Auswertung wurde die Fruchtfolge in die Kategorien, zweijdhrig, dreijdhrig und
mehrjdhrig eingeteilt. Die Bewertung der Kategorien erfolgte in Anlehnung an das Modell
SIMCERC (KRAATZ, 1994; WEINERT, 2005) nach sachlogischen Kriterien. So weist eine
engere Fruchtfolge meist hohere Befallshdufigkeiten auf, als eine mehrjéhrige Fruchtfolge.
Eine zweijdhrige Fruchtfolge wurde demnach mit einem hoéheren Faktor (Faktor 1.3)
bewertet, als eine mehrjdhrige Fruchtfolge (Faktor 0.8). Da auf den meisten Betrieben eine
dreijahrige Fruchtfolge vorherrscht, wurde diese Kategorie mit dem Faktor 1 bewertet, so
dass von dieser Fruchtfolge keine Verdnderungen der infektionsgiinstigen Stunden zu

erwarten sind. Der Fruchtfolgefaktor wurde in dem Modell direkt an die Berechnung der
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infektionsgilinstigen Stunden gekoppelt. Durch die Integration werden die aktuell
gemessenen infektionsgiinstigen Stunden anschlieBend bei einer zweijdhrigen Fruchtfolge
erhoht oder sie bleiben bei einer dreijdhrigen Fruchtfolge gleich oder die Stunden werden
bei einer weiten Fruchtfolge von mehr als drei Jahren gemindert. Es miissen mindestens 23
ununterbrochen infektionsgiinstige Stunden vorliegen, um eine Infektion als gelungen aus
dem Modell herausschreiben zu konnen. Uber die Berechnung der infektionsgiinstigen

Stunden erfolgt programmintern die Berechnung der Befallshaufigkeit.

3.12.4 Integration der Berechnung einer Schadensschwelle fiir S. sclerotiorum

Durch die Befallsvorhersage und durch die Integration einer Schadschwellenfunktion in
das Modell kann eine schlagspezifische Behandlungsentscheidung berechnet werden. Die
Schadensschwellen von S. sclerotiorum wurden in einem dreijdhrigen Parallelprojekt mit
Hilfe kiinstlicher Infektionen in Feldversuchen erarbeitet (DUNKER, 2005). Die aus dieser
Arbeit und fiir die Eingliederung in das Modell abgeleitete Schadensschwelle, basiert auf
kiinstlichen Infektionen der Hybridsorte Talent/Maja zum BBCH-Stadium 61-65. Je nach
Ertragserwartung (30-50 dt/ha) liegen die Schadensschwellen in einem Bereich zwischen

25% und 13% befallener Pflanzen.

Fir die Berechnung einer wirtschaftlichen Schadensschwelle miissen vom
Modellanwender verschiedene schlagspezifische Inputs in das Modell eingegeben werden,
wie Fungizidkosten (M), Uberfahrtskosten (U), Rapspreis (P) und Ertragserwartung (E).
Anhand dieser Eingabedaten werden verschiedene Parameter nach folgenden Formeln

berechnet:

Regression infektionsgiinstiger Stunden-Befallshautigkeit:
BH [%] =4,76 + 0,21* infekt. Stunden [h]

Regression Befallshdufigkeit [BH] - Ertrag [%]:

Ertrag [%] =97,837 - 0,352659* BH [%]
Ertragserwartung E [dt/ha] => FEingabe durch den Modellanwender
Mittelkosten M [€/ha] => Eingabe durch den Modellanwender
Uberfahrtkosten U [€/ha] => Eingabe durch den Modellanwender
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Rapspreis P [€/dt] => FEingabe durch den Modellanwender
Durchfahrtsverluste D [€/ha] = (E*2,6/100)*P
Gesamtkosten K [€/ha] = M+U+D

kostendeckender Mehrertrag CCSY [dt/ha]:

(M +U+0.026-E-P)

CCSY [dt/ha] = F

kostendeckender Mehrertrag (kM) [%]:

or
KM [%] = - —

wirtschaftliche Schadensschwelle (S) [%]:

((100— kM )-97,837)

S [%] = 2
—-0,352659

Nach der Berechnung der wirtschaftlichen Schadensschwelle erfolgt die Berechnung der
Bekdmpfungsentscheidung. Diese setzt sich aus der Regression zwischen Ertrag und
Befallshdufigkeit sowie der  Regression  zwischen  Befallshdufigkeit und
infektionsgilinstigen Stunden zusammen. Anhand des berechneten Schwellenwertes der
infektionsgiinstigen Stunden (Inh; [h]) kann direkt {iber die aktuell gemessenen
infektionsgiinstigen Stunden die Behandlungsentscheidung von dem Modell gegeben

werden.

Schwellenwert der infektionsgiinstigen Stunden (Inh; [h]) nach Einbeziehung der

Schadensschwelle:

Inh; [h] = (S-4,76)/0,21 =>

2.2—CCSY~@

E _476

Jnh, = =0.35
0.21
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Uberschreiten die aktuell vom Modell berechneten infektionsgiinstigen Stunden iiber dem
Schwellenwert der infektionsgiinstigen Stunden (Inh;) wird eine Behandlungsentscheidung

bzw. der Tag der Behandlung vom Modell herausgegeben.

3.13 Validierung von SkleroPro in Feldversuchen der Pflanzenschutzdienste der

Lander

3.13.1 Vorhersagegenauigkeit der Befallshiufigkeit

Fiir die Uberpriifung der Vorhersagegenauigkeit von SkleroPro in Bezug zur
Befallshdufigkeit wurden die unbehandelten Schlige von 79 Versuchsstandorten der
Pflanzenschutzdienste der Léander aus verschiedenen Jahren mit den dazugehdrigen
Wetterdaten bewertet. In der Abbildung 41 in Kapitel 3.12 wurden die infektionsgiinstigen
Stunden zum Zeitpunkt der Bliite mit der Befallshdufigkeit von S. sclerotiorum zur Ernte
in Beziehung gesetzt. Eine einfache Regression ergab die Regressionsfunktion y = 4,8 +
0,11x bei einem Korrelationskoeffizient von r = 0,6 und einem Bestimmtheitsmal} von
31%. Als Witterungskriterien gingen in diese Berechnung Temperaturen von iiber 7°C und
Luftfeuchten von iiber 80% mit ein. In der Auswertung wurden nur die infektionsgiinstigen
Stunden beriicksichtigt, die zu einer gelungenen Infektion gefiihrt haben, dass heifit, die
mindestens 23 ununterbrochene infektionsgiinstige Stunden erreicht oder tiberschritten
haben. Anhand der einzelnen Ergebnisse wird deutlich, dass bei keinen infektionsgiinstigen
Stunden dennoch Befallshéufigkeiten von bis zu 30% erreicht wurden. Umgekehrt konnte
in einigen Fillen bei steigender Anzahl gelungener Infektionen bzw. infektionsgiinstiger

Stunden kein oder nur ein sehr geringer Befall im Feld festgestellt werden.

3.12.2 Vorhersagegenauigkeit der Rapsentwicklung

Eine Verdnderung des Modells SkleroPro lag in der Umgestaltung der Berechnung der
Rapsentwicklung. In Abbildung 41 sind an verschiedenen Standorten und Jahren in
Deutschland die Entwicklungsprognosen beider Modelle im Vergleich zur aktuell

bonitierten Entwicklung im Feld dargestellt.
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Abb. 41: Vergleich der Vorhersage der Rapsphédnologie durch SkleroPro und SKLERO
mit der Bonitur der Rapsentwicklung im Feld an verschiedenen Versuchsstandorten und
Jahren, die Vorhersage erfolgte mit den Wetterdaten der jeweiligen Wetterstationen des

DWD.
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Die Validierung des Modells SKLERO an verschiedenen Standorten und Jahren ergab,
dass die Vorhersage der Rapsentwicklung ab Beginn der Bliite langsamer verlief als die
aktuelle Rapsentwicklung im Feld. Durch die Verdnderung der Funktionen fiir die
Berechnung des Entwicklungsverlaufs in dem Modell SkleroPro, konnte eine verbesserte

Anpassung der Vorhersage zur aktuellen Entwicklung erzielt werden.

3.14 Vorhersage des optimalen Applikationstermins fiir die Bliitenbehandlung

anhand von Wetterdaten

In Abbildung 42 ist ein Vergleich der Witterungsbedingungen fiir eine Infektion mit
Ascosporen wihrend der Bliite (25. April - 25. Mai) am Beispiel einer Wetterstation in der
Nihe eines Versuchsstandortes in Thiiringen mit der Behandlungsentscheidung nach
SkleroPro und dem aktuellen Befall im Feld dargestellt. Im Jahr 2000 wurden nur tiber
einen kurzen Zeitraum von Ende April bis Anfang Mai infektionsgiinstige Stunden
berechnet. Dieser Zeitraum reichte jedoch aus, um eine wirtschaftliche Behandlung
vorherzusagen. Zum Zeitpunkt der Ernte wurden im Feld mittlere Befallshdufigkeiten von

25% erreicht.

Durch die wechselnden Niederschldge wahrend der Bliite im Jahr 2001 wurden an einigen
Tagen Luftfeuchten von iiber 95% und milde Temperaturen gemessen. Dies fiihrte zu mehr
als 100 ununterbrochenen giinstigen Infektionsstunden und einer Behandlungs-
entscheidung am 8. Mai. Im Vergleich dazu wurde in diesem Jahr eine Befallshiufigkeit

von 53% am Standort Gera gemessen.

Das Frithjahr 2002 war durch haufige starke Niederschlige und Temperaturen um 10°C
gekennzeichnet. Zur Vollbliite konnte eine lange Periode mit relativen Luftfeuchten von
tiber 90% ermittelt werden. Sowohl in dieser Zeit als auch schon vor dem 16. April und
zum Ende der Bliite konnten Tage mit iiber 23 infektionsgiinstigen Stunden gemessen
werden. Die Behandlungsentscheidung wurde zu Beginn der Vollbliite herausgegeben. Die
Witterungsbedingungen im Jahr 2002 fiihrten zu Befallshdufigkeiten von 62% zum
Zeitpunkt der Ernte.



ERGEBNISSE -96 -

100

] 2000 Temperatur

rel. Luftfeuchte
Niederschlag
40 25% Infektionsstunden

20 ‘ Behandlungs-
/\!.I;—_/\/\/\/f entscheidung
-

i 2001 % Befall

-
o
o

(o]
o
1

(o]
o
1

N
o
1

53%

N
o
1

4

1007 2002

[0
o
1

2]
o
1

62%

N
o
1

N
o
1

N

rel. Luftfeuchte [%], Temperatur [°C], Niederschlagl [mm]

1007

(0]
o
I

0 -
26.04. 03.05. 10.05. 17.05. 24.05.
Datum

Abb. 42: Niederschlige (mm), Luftfeuchten (%) und Temperaturverlauf (°C) wéhrend
der Bliite (25. April - 25. Mai), die Befallshdufigkeit zur Ernte und die
Behandlungsentscheidungen von SkleroPro am Beispiel der Wetterstation Gera des DWD
von 2000 bis 2004.
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Extrem warme und trockene Witterung herrschte im Frithjahr 2003. Die Temperaturen
lagen iiber dem durchschnittlichen Mittel und die geringen Niederschldge fiihrten zu
Luftfeuchten, die meist unter 90% lagen. Wihrend der Bliite konnten maximal 23
infektionsgiinstige Stunden erreicht werden, da ein einzelnes Infektionsereignis haufig
nicht zu einem wirtschaftlichen Schaden fithrt, wurde in dem Jahr keine
Behandlungsentscheidung prognostiziert. Dementsprechend wurde eine Befallshdufigkeit

von 5% bonitiert.

Die Rapsbliite 2004 war durch hiufige Niederschlige und geringe Temperaturen
gekennzeichnet. Dies flihrte zu Beginn der Bliite, zur Vollbliite und zum Ende der Bliite zu
insgesamt 108 infektionsgiinstigen Stunden. Aufgrund der kiihlen Witterung verzogerte
sich die Befallsentwicklung nach der Bliite erheblich. Zum abschlieBenden Boniturtermin

(BBCH 75-78) wurden dennoch Befallshdufigkeiten von 74% beobachtet.

3.15 Erste Uberpriifung des Modellprototyps SkleroPro in Feldversuchen im Jahr
2004

3.15.1 Vorhersagegenauigkeit der Behandlungsentscheidung

Die Uberpriifung des Prototyps SkleroPro mit einer festgesetzten Schadensschwelle von
15% erfolgte an 21 Feldversuchen der Pflanzenschutzdienste der Lander und der
Biologischen Bundesanstalt im Jahr 2004. In der Abbildung 43 ist die
Vorhersagegenauigkeit des Modellprototyps im Vergleich zu SKLERO dargestellt. Die
exakten Behandlungsvorhersagen betrugen bei Anwendung des Prototyps von SkleroPro
57%. Auf 43% der Flichen wurde der Befall iiberschitzt, das heifit, dass auf diesen
Flichen eine Behandlung von dem Modell empfohlen wurde, diese aber nicht

wirtschaftlich gewesen ist. Eine Unterschidtzung des Befalls erfolgte im Jahr 2004 nicht.

Das Prognosemodell SKLERO schnitt bei der Vorhersagegenauigkeit etwas schlechter ab,
die exakten Vorhersagen betrugen insgesamt 48%, auf 43% der Flichen wurde die
Behandlung iiberschitzt und auf 9% der Flachen unterschitzt. Bei einer Unterschitzung

des Befalls bzw. der Behandlungsentscheidung wird keine Behandlung vom Modell
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empfohlen, der wirtschaftliche Schaden durch Ertragsverluste verursacht durch den Befall

von S. sclerotiorum ist jedoch hoher, als die Bekdmpfungskosten gewesen wiren.
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Abb. 43: Vorhersagegenauigkeit (%) des Prototyps SkleroPro und SKLERO anhand von
21 Versuchsstandorten der Pflanzenschutzdienste der Liander aus dem Jahr 2004.
Uberschitzt = Behandlungsentscheidung von SkleroPro wurde iiberschitzt, demzufolge
war die Behandlung unwirtschaftlich; richtig = wirtschaftliche Behandlungsempfehlung
durch SkleroPro; unterschitzt = Behandlungsentscheidung von SkleroPro wurde
unterschétzt, demzufolge war die Behandlung unwirtschaftlich.

3.16 Implementierung von SkleroPro in ISIP und erste Uberpriifung im Feld im

Versuchsjahr 2005

Die Praxiseinfiihrung von SkleroPro in ISIP fand im Versuchsjahr 2004/2005 an insgesamt
32 Standorten in Feldversuchen der Pflanzenschutzdienste der Léinder und der
Biologischen Bundesanstalt statt. Bei der Uberpriifung des Modells wurden insbesondere
die Vorhersagegenauigkeit, die Effizienz und die Einsparungsmoglichkeiten durch

SkleroPro im Vergleich zu Routinebehandlungen genauer untersucht.



ERGEBNISSE -99 -

3.16.1 Vorhersagegenauigkeit der Behandlungsentscheidung

Anhand der Modellergebnisse der 32 Feldversuche aus dem Jahr 2005 konnte eine
Vorhersagegenauigkeit der Behandlungsentscheidung von 81% erreicht werden. Eine
Uberschitzung der Behandlungsentscheidung erfolgte bei 19% der Feldversuche. Eine
Unterschitzung der Prognose konnte in 2005 auf keinem Versuchsstandort festgestellt

werden (Abb. 44).
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Abb. 44: Vorhersagegenauigkeit (%) des Modells SkleroPro anhand von 32
Versuchsstandorten der Pflanzenschutzdienste der Lénder aus dem Jahr 2005.
Uberschiitzt = Behandlungsentscheidung von SkleroPro wurde iiberschitzt, demzufolge
war die Behandlung unwirtschaftlich; richtig = wirtschaftliche Behandlungsempfehlung
durch SkleroPro; unterschidtzt = Behandlungsentscheidung von SkleroPro wurde
unterschitzt, demzufolge war die Behandlung unwirtschaftlich.

Im Versuchsjahr 2005 blieben die Befallshaufigkeiten in allen Regionen Deutschlands auf
einem sehr geringen Niveau. Der durchschnittliche Befall lag bei 11% befallener Pflanzen.
Betrachtet man im Jahr 2005 die Routinebehandlungen, so ldsst sich erkennen, dass nur
9% aller Routinebehandlungen zur Vollbliite wirtschaftlich waren. Das heift, dass 91%
aller Bliitenbehandlungen unwirtschaftlich waren und infolgedessen hétten eingespart
werden konnen (Abb. 45). Im Vergleich dazu wurde in dem gleichen Jahr durch die
Anwendung von SkleroPro nur auf 25% der Flichen eine Behandlung empfohlen (Abb.
46), folglich konnte durch die Anwendung von SkleroPro eine Reduzierung des

Fungizideinsatzes von 82% im Vergleich zur Routinebehandlung erzielt werden.



ERGEBNISSE -100 -

100 100
< 80 - g 80
© 2
% 60 g 60
7 4
g g
5 40 - % 40 -
o [t
20 A 20
0 0
wirtschaftlich unwirtschatftlich behandelt unbehandelt
Routinebehandlungen anhand der Vorhersage von SkleroPro

Abb. 45: Wirtschaftlicher und unwirtschaftlicher Anteil (%) der Routinebehandlungen an
32 Versuchsstandorten der Pflanzenschutzdienste der Lander aus dem Jahr 2005.

Abb. 46: Anteil behandelter und unbehandelter Flichen (%) durch die Vorhersage von
SkleroPro an 32 Versuchsstandorten der Pflanzenschutzdienste und Bundesanstalten der
Léander im Jahr 2005.

3.16.2 Wirtschaftlichkeit

Um die Wirtschaftlichkeit der Prognosen von SkleroPro zu fiberpriifen, wurden die
durchschnittlichen Erlose und Ertrdge der SkleroPro-Varianten mit denen der Routine-
bzw. Praxisvarianten der Versuchsstandorte aus dem Jahr 2005 ermittelt und miteinander
verglichen. Aus Tabelle 12 ist ersichtlich, dass bei Anwendung von SkleroPro ein
durchschnittlicher Erlos von 957 Euro/ha erwirtschaftet werden konnte, dagegen wurde bei
der Routinebehandlung nur ein durchschnittlicher Erlés von 913 Euro/ha erzielt. Die
durchschnittlichen Ertrige betrugen bei SkleroPro 48,9 dt/ha und bei der Routine 49,5
dt/ha. Zusammenfassend kann in Hinblick auf die Wirtschaftlichkeit von SkleroPro in
2005 festgehalten werden, dass durch SkleroPro ein durchschnittlicher Mehrerlés von 44,2
Euro/ha bei einer Ertragsminderung von 0,5 dt/ha im Vergleich zu einer
Routinebehandlung erzielt werden konnte. Diese Ergebnisse lieen sich statistisch nicht

absichern.
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Tab. 13: Durchschnittlicher Ertrag (dt/ha) und Erlés (Euro/ha) von 33 Versuchsstandorten
der Pflanzenschutzdienste der Lander und der Bundesanstalt aus dem Jahr 2005 bei
Anwendung von SkleroPro im Vergleich einer Routinebehandlung. (p < 0,05 nach Tukey)

Durchschn. Mehrerlos (Euro/ha)
und Mehrertrag (dt/ha) durch
Anwendung von SkleroPro
(n=32; 2005)

SkleroPro | Routine

durchschn. Erlos (Euro/ha)

(n=32; 2005) 957,1ns | 9129 n.s. 4472

durchschn. Ertrag (dt/ha)

(n=32; 2005) 489ns. | 49,5ns. 0.5

3.17 Wirtschaftlichkeit durch exakte Terminierung der Bliitenbehandlung

Im Modell SkleroPro werden nicht nur die infektionsglinstigen Stunden, sondern auch der
genaue Tag einer wirtschaftlichen Behandlung prognostiziert. Um zu testen, ob ein exakter
Termin einer Behandlungsentscheidung {iberhaupt notwendig ist, wurden an 9
Feldversuchen der Pflanzenschutzdienste der Ladnder im Jahr 2005 die behandelten Fliachen
nach Anwendung des Modells SkleroPro und die Routinebehandlungen miteinander
verglichen (Tab. 14). Die Flachen unterschieden sich nur in der prognostizierten
Terminierung der Fungizidapplikation durch das Modell. Die Routinebehandlung wurde
dagegen immer zum BBCH-Stadium 65 durchgefiihrt. Bei allen Versuchen wurde das
Fungizid Cantus (BASF; Aufwandmenge = 0,5 l/ha) eingesetzt. Im Vergleich zur
Routinebehandlung konnte durch das neue Prognosemodell SkleroPro ein Mehrertrag von
1,5 dt/ha erzielt werden, womit ein Mehrerlos von 18 Euro/ha erbracht wurde. Diese
Ergebnisse lieBen sich nicht statistisch absichern. Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass
allein durch die exakte Terminierung der Bliitenbehandlung ein hdherer Ertrag und ein

hoherer Erlos erzielt werden konnen.
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Tab. 14: Effekt der exakten Terminierung der Bliitenbehandlung durch die Vorhersage
von SkleroPro gegeniiber einer Routinebehandlung zu BBCH 65 auf Ertrag und Erlos
anhand von 9 Feldversuchen im Jahr 2005. (p < 0,05 nach Tukey; n.s. = nicht signifikant).

durchschn. Mehrerlos (Euro/ha)
. und Mehrertrag (dt/ha) durch
SkleroPro Routine Anwendung von SkleroPro
(n=9; 2005)

durchschn. Erlés (Euro/ha)

(n=9; 2005) 1001 n.s. 983 n.s. 18

durchschn. Ertrag (dt/ha)

(n=9; 2005) 54,8 n.s. 53,3 n.s. 1,5

3.18 Retrospektive Wirtschaftlichkeitsuntersuchungen von SkleroPro aus den Jahren

1994-2005

Fiir die retrospektive Anwendung des Modells SkleroPro wurden die Fungizidversuche im
Winterraps der Pflanzenschutzdienste der Lander und die dazugehoérigen Wetterdaten aus
den Jahren 1994-2004 herangezogen. Die Uberpriifung des Modells erfolgte in Bezug auf
die Vorhersagegenauigkeit und die Reduktion des Fungizideinsatzes durch die
Behandlungsentscheidung von SkleroPro. Bei der riickwirkenden Anwendung des Modells
wurden die Behandlungsempfehlungen mit den Bliitenbehandlungen aus den
Fungizidversuchen im Winterraps der einzelnen Pflanzenschutzdienste der Lénder
verglichen. Der exakte Applikationstermin der Behandlungsempfehlung von SkleroPro

konnte dabei nicht beriicksichtigt werden.

3.18.1 Vorhersagegenauigkeit der Behandlungsentscheidung

Eine riickwirkende Betrachtung der Wirtschaftlichkeit der Fungizidapplikationen zur Bliite
auf der Basis von 108 Versuchsstandorten der Pflanzenschutzdienste der Lander aus den
Jahren 1994-2005 und den dazugehdrigen Wetterdaten nach den Modellen SkleroPro und
SKLERO zeigte, dass durch die Behandlungsentscheidungen von SkleroPro insgesamt
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73% aller Bliitenbehandlungen richtig vorhergesagt wurden und demnach auch
wirtschaftlich waren (Abb. 47). In 22% der Flichen wurde eine Behandlung iiberschitzt
und in 5% der untersuchten Flichen wurde eine Behandlung unterschétzt. Im Vergleich
dazu konnten mit Hilfe des Modells SKLERO 60% der Flachen richtig bzw. wirtschaftlich
behandelt werden. An insgesamt 37% der Flichen wurde eine Behandlung tiberschétzt und

in 3% der Fille wurde eine Behandlung unterschitzt.

Eine ndhere Betrachtung der Routinebehandlungen auf diesen Flichen zeigte, dass nur
35% der Flachen wirtschaftlich behandelt wurden, das heilt, dass 65% der Behandlungen
gegen S. sclerotiorum nicht notwendig gewesen wéren und somit hitten eingespart werden

konnen.
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Abb. 47: Vorhersagegenauigkeit der Modelle SkleroPro und SKLERO in Bezug zur
Behandlungsentscheidung anhand von 108 bzw. 69 Feldversuchen der
Pflanzenschutzdienste der Linder aus den Jahren 1994-2005. Uberschiitzt =
Behandlungsentscheidung von SkleroPro wurde {berschétzt, demzufolge war die
Behandlung unwirtschaftlich; richtig = wirtschaftliche Behandlungsempfehlung durch
SkleroPro; unterschitzt = Behandlungsentscheidung von SkleroPro wurde unterschétzt,
demzufolge war die Behandlung unwirtschaftlich.
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3.18.2 Reduktion des Fungizideinsatzes durch SkleroPro im Vergleich zur

Routinebehandlung

Im Vergleich zur Routinebehandlung, bei der auf allen untersuchten Flichen (n = 108) aus
den Jahren 1994-2005 zur Vollbliite eine Behandlung gegen Sclerotinia appliziert wurde,
wurde durch die Vorhersage von SkleroPro nur auf 54% der Felder eine Bliitenbehandlung
durchgefiihrt (Abb. 48). Die Ergebnisse beim Einsatz von SKLERO auf nur 69 Standorten
in den Jahren 1994-2004 zeigen, dass fiir insgesamt 71% der Fldchen eine Behandlung
vorhergesagt wurde. Die wirtschaftliche Untersuchung Bliitenbehandlungen in diesem

Zeitraum zeigte, dass nur 35% der Routinebehandlung wirtschaftlich waren.

Durch die Vorhersage von SkleroPro konnten damit im Vergleich zur Routinebehandlung
Einsparungen im Fungizideinsatz von 72% erzielt werden. Im Vergleich dazu hitten bei
der Anwendung von SKLERO Einsparungen auf 45% der Versuchsstandorte erzielt

werden konnen.
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Abb. 48: Einsparungen im Fungizideinsatz durch die Modelle SkleroPro und SKLERO
im Vergleich zur Routinebehandlung auf Basis von 108 bzw. 69 Versuchen der
Pflanzenschutzdienste der Lander aus den Jahren 1994-2005.
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Eine nédhere Betrachtung der Vorhersage von SkleroPro auf 75 Versuchen der
Pflanzenschutzdienste der Lénder aus den Jahren 1994-2004 ergab, dass durch die
Behandlungsempfehlung ein Mehrertrag von durchschnittlich 5 dt/ha auf den behandelten
Flachen erzielt werden konnte (Abb. 49). Das entspricht einem Mehrerlos von 29 Euro/ha.
Der kostendeckende Mehrertrag flir den betrachteten Zeitraum, der erzielt werden muss,
damit sich eine Bliitenbehandlung lohnt, liegt bei 4,6 dt/ha. Auf den Flachen, auf denen das
Modell keine Behandlungsentscheidung vorhergesagt hat, aber trotzdem eine
Bliitenblattbehandlung durchgefiihrt wurde, konnte nur ein Mehrertrag von 1,5 dt/ha
erreicht werden. Dies fiihrte dazu, dass Kosten von 50 Euro/ha verursacht wurden. Anhand
dieser Ergebnisse wird deutlich, dass durch das Prognosemodell SkleroPro im Vergleich
mit einer ortsiiblichen bzw. routineméfigen Fungizidapplikation gegen Sclerotinia deutlich
bessere Bekdmpfungserfolge bei gleichzeitig reduziertem Pflanzenschutzmittelaufwand
erzielt werden konnten. Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass sich beim Unterlassen

einer Behandlung Kosten von bis zu 50 Euro/ha einsparen lassen.
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Abb. 49: Wirtschaftlichkeit der Sclerotinia-Bekampfung auf Basis von 75 behandelten
Feldversuchen der Pflanzenschutzdienste der Léander aus den Jahren 1994-2004;
Vergleichsbasis (Nulllinie): unbehandelte Kontrolle, Unterschiedliche Buchstaben
kennzeichnen signifikante Unterschiede, p < 0,05 (Tukey-Test). Signifikante

Unterschiede sind beim Mehrerlos mit A-B, beim Mehrertrag mit a-b gekennzeichnet.



ERGEBNISSE - 106 -

Bei der Betrachtung der Wirtschaftlichkeit bei Anwendung von SkleroPro im Vergleich
zur Routinebehandlung von insgesamt 108 Versuchen der Pflanzenschutzdienste der
Léander aus den Jahren 1994-2005 konnte festgestellt werden, dass mit Hilfe von SkleroPro

ein Mehrerlos von durchschnittlich 23 Euro/ha erzielt werden konnte (Tab. 13).

Tab. 15: Durchschnittlicher Erlés und Ertrag bei Anwendung von SkleroPro und einer
Routinebehandlung zur Vollbliite auf der Basis von insgesamt 108 Versuchsstandorten der
Pflanzenschutzdienste der Lénder aus den Jahren 1994-2005. (p < 0,05 nach Tukey, n.s. =
nicht signifikant).

Durchschn. Mehrerlos (Euro/ha)
und Mehrertrag (dt/ha) durch
Anwendung von SkleroPro
(n=108; 1994-2005)

SkleroPro | Routine

Durchschn. Erlos (Euro/ha)

(n=108; 1994-2005) 953 ns. 930 n.s. 23

Durchschn. Ertrag (dt/ha)

(n= 108; 1994-2005) 47.5ns. | 474ns. 0,1

3.16 SkleroPro als Entscheidungsmodell auf der Internet Plattform des

Informationssystems integrierte Pflanzenproduktion (ISIP)

Hauptziel dieser Arbeit war es, ein Prognosemodell zu erarbeiteten, welches iiber die
Internet Plattform ISIP fiir die landwirtschaftliche Praxis nutzbar gemacht wird. Nach einer
ausfiihrlichen Beschreibung des Modells SkleroPro in den vorherigen Kapiteln (3.8 und
3.9), wird in diesem Kapitel niher auf die Darstellung und die Anwendung des Modells in
,,ISIP eingegangen.

Nach der Auswahl der Sclerotinia-Prognose im Winterraps auf der Startseite von ISIP,
gelangt man auf eine Deutschlandkarte. Auf dieser Karte kann das gewiinschte Gebiet
ausgewdhlt werden, fiir welches man eine Prognose berechnen lassen mochte. Die
Wetterstationen des jeweiligen Gebietes sind als farbige Wolken gekennzeichnet (Abb.
50).
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Abb. 50: Anzeige der Wetterstationen im Bundesgebiet mit einer Entscheidung fiir
eine Individualprognose abhéngig vom Knospenstadium.

Eine griine Wolke bedeutet, dass noch keine Individualprognose bzw. schlagspezifische
Prognose notwendig ist, da die aktuell gemessenen infektionsgilinstigen Stunden noch unter
23 liegen. Eine gelbe Wolke bedeutet, dass die Schwelle der 23 ununterbrochenen
Infektionsstunden iiberschritten ist und eine Individualprognose notwendig ist. Bei einer
weillen Wolke ist die Rapsbliite im Umkreis dieser Wetterstation bereits abgelaufen und es
ist keine Prognose mehr notwendig. Eine graue Wolke steht dafiir, dass derzeit keine
aktuellen Wetterdaten fiir diese Wetterstation verfiigbar sind.

Des Weiteren kann der Anwender in diesem Fenster das Knospenstadium im Raps
auswihlen. Es besteht die Moglichkeit zwischen frithem (<10. April), mittlerem (10.-20.
April) und spitem (>20. April) Knospenstadium zu wéhlen.

Nach Auswahl der ndchstgelegenen Wetterstation des Rapsschlages, fiir welche eine
Prognose berechnet werden soll und der Angabe des Knospenstadiums wird dann eine
regionale Prognose berechnet (Abb. 51). In der tabellarischen Ubersicht wird das Ergebnis
der Prognose der gewidhlten Wetterstation angezeigt. Neben dem Namen der Wetterstation
werden  das  Prognosedatum, das  Knospenstadium, das  prognostizierte
Entwicklungsstadium des Rapses und die Prognoseergebnisse fiir drei Rapsfruchtfolgen
dargestellt. Zuséatzlich wird ein Link auf die Individualprognose mittels Anklicken des
Taschenrechnersymbols angeboten. Eine schlagspezifische Prognose wird bei einer gelben

Wolke empfohlen.
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Abb. 51: Regionalprognose fiir eine Wetterstation mit der Entscheidung fiir eine
Individualprognose abhéngig von Knospenstadium und Fruchtfolge.

Nach anklicken des Taschenrechnersymbols kommt man zur Individualprognose bzw.
schlagspezifischen Prognose. Fiir die Berechnung einer Individualprognose miissen
folgende Daten in die Tabelle eingetragen werden: Die Wetterstation, das genaue Datum
des Knospenstadiums, die Fruchtfolge, der zu erwartende Rapspreis, die Ertragserwartung,

die Fungizidkosten und die Uberfahrtskosten (Abb. 52).
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Abb. 52: Individualprognose mit Hilfe der Eingabemaske in ISIP fiir verschiedene
schlagspezifische Eingabeparameter und Berechnung einer schlagspezifischen
Behandlungsentscheidung.
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Das Ergebnis einer schlagspezifischen Prognose wird in einer tabellarischen Form
ausgegeben (Abb. 53).
In dieser Tabelle sind noch einmal alle individuellen Einstellungen des Anwenders sowie
die berechneten Ergebnisse des Modells dargestellt, wie:

e das prognostizierte Entwicklungsstadium

e die Fruchtfolge

e der kostendeckende Mehrertrag

e die ausgewdhlte Wetterstation

e der Tag fiir den die Prognose erstellt wurde

e die aktuell berechnete Summe der infektionsgiinstigen Stunden

e der zu erreichende Schwellenwert der infektionsgiinstigen Stunden

e die Behandlungsempfehlung

Erst wenn die aktuell berechneten infektionsgiinstigen Stunden den schlagspezifischen

Schwellenwert iiberschreiten, wird eine Behandlungsempfehlung herausgegeben.
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Abb. 53: Beispielhaftes Ergebnis einer schlagspezifischen Individualprognose bei einer
dreijahrigen bzw. zweijéhrigen Fruchtfolge in ISIP.



DISKUSSION -110 -

4 Diskussion

Im Mittelpunkt der Untersuchung stand das Ziel, das von FRIESLAND (1999) entwickelte
Prognosemodell zu validieren und basierend auf diesem Modell ein regionales und
schlagspezifisches sowie schadensbezogenes Prognosemodell zu entwickeln. Fiir die
Erarbeitung eines verbesserten Modells wurde zunéchst das vorhandene Modell SKLERO
in Bezug auf die Vorhersagegenauigkeit verschiedener Berechnungen und Simulationen
genau untersucht. Zusitzlich konnte durch umfassende statistische Auswertungen von
Erhebungsdaten der einzelnen Pflanzenschutzdienste der Linder der Einfluss
verschiedener schlagspezifischer Faktoren sowie deren Wechselbeziehungen zueinander
auf den Befall mit S. sclerotiorum festgestellt und bewertet werden. Die einflussreichsten
Faktoren wurden anschlieBend in das Modell integriert. Mit der Weiterentwicklung des
Modells erfolgten im dritten Versuchsjahr die Uberpriifung der Praxistauglichkeit des
ersten Prototyps im Feld und schlieBlich die Einfithrung in die Praxis tber die

Internetplattform ,,ISTP*.

Begleitend zur Entwicklung und Optimierung des Modells wurden verschiedene Verfahren
zum Nachweis von S. sclerotiorum auf Bliitenbléttern getestet. Ziel war es, eine moglichst
schnelle und sichere Methode zur frithen Erfassung des zu erwartenden Befalls zu
entwickeln, um diese eventuell fiir eine Uberpriifung der Behandlungsentscheidung nutzen
zu konnen. Als mogliche Verfahren wurden der pH-Indikator-Test nach GERMEIER et al.

(1999), ein ELISA und eine Real-time PCR entwickelt bzw. optimiert und getestet.

4.1 Nachweisverfahren fiir S. sclerotiorum auf Bliitenblittern

Eine visuelle Symptombonitur als Entscheidungshilfe fiir eine Behandlungsmafinahme
gegen S. sclerotiorum ist nicht moglich, da die ersten sichtbaren Symptome je nach
Witterung an der Pflanze erst 10 - 20 Tage nach dem Infektionsereignis auftreten. Zu
diesem Zeitpunkt ist eine Behandlungsmafinahme im Bestand oft nicht mehr durchfiihrbar,
da zum einen die Fungizide nur eine geringe kurative Wirkung haben (PAUL et al., 2000;
PAUL, 2005) und zum anderen die Durchfahrtsverluste wihrend der Fungizidapplikation
mit zunehmender Abreife des Rapses stark ansteigen. Fiir eine frithzeitige Diagnose der

Krankheit muss daher schon sehr friih, bevor der Stidngel infiziert wird, in das
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Infektionsgeschehen eingegriffen werden. Aus diesem Grund wurden verschiedene
Verfahren zum Nachweis von Ascosporen von S. sclerotiorum auf Bliitenbldttern
entwickelt (TURKINGTON & MORALL, 1993; JAMAUX et al., 1994; GERMEIER et al., 1994;

FREEMAN et al., 2002).

4.1.3 Nachweis von S. sclerotiorum mittels pH-Indikator-Test

Bei der Ausbreitung des Myzels von S. sclerotiorum in der Pflanze sind vor allem
Oxalsédure und Polygalacturonséure sowie Proteasen flir den Abbau der Zellwiande und die
Zerstorung der Zellen verantwortlich, wodurch eine pH-Wert-Absenkung und
Permeabilititsverdnderungen stattfinden und Nahrstoffe fiir den Pilz erschlossen werden
(LUMSDEN, 1979; ROLLINS & DICKMAN, 2001; HEGEDUS et al., 2005). Aufgrund der
Bildung und Freisetzung von Oxalsdure kann der Erreger eindeutig durch den
Farbumschlag eines pH-Indikatormediums diagnostiziert werden. Der pH-Indikator-Test
bietet als Nachweismethode eine einfache und schnelle Methode, um S. sclerotiorum auf
Bliitenbldttern nachzuweisen. Fiir ein schnelles und sicheres Ergebnis bei der
Untersuchung von Feldmaterial mussten vor einem grof3flichigen praktischen Einsatz die
Calciumcarbonat-Mengen optimiert werden. Ein zu hoher Gehalt an Calciumcarbonat
puffert die Sdurebildung sehr stark ab und es kommt nur zu sehr geringen Verfiarbungen.
Bei einem zu geringen Calciumcarbonat-Gehalt kann es dazu kommen, dass auch schwach
sdurebildende  Pathogene nachgewiesen werden und somit eine eindeutige
Diagnostizierung von S. sclerotiorum nicht mehr moglich ist. Anhand der Ergebnisse
erwies sich ein Gehalt von 3g/l Calciumcarbonat als optimal. Nach insgesamt vier Tagen
unter NUV-Licht konnte der Befall auf den Bliitenbléttern festgestellt werden, nach

weiteren vier Tagen waren die ersten Sklerotien sichtbar.

HEDKE (1992) nutzte den pH-Indikator-Test bereits zum Nachweis der myzeliogenen
Keimung von Sklerotien von S. sclerotiorum. In Untersuchungen von GERMEIER et al.
(1994) wurde der pH-Indikator-Test erfolgreich zur Diagnose von Sclerotinia rolfsii an
Weizenpflanzen eingesetzt. Als eine weitere Moglichkeit zur Erfassung des Befalls von S.
sclerotiorum auf Bliitenbléttern nutzten TURKINGTON & MORALL (1993) den so genannten
Petaltest zur friihzeitigen Diagnose des zu erwartenden Befalls im Feld. In den
Untersuchungen wurde der Befall der Bliitenblétter zu drei verschiedenen Terminen der

Bliite (frither, mittlerer und spiter Bliite) mittels Agar-Test festgestellt. Anhand der
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Ergebnisse des Petaltests, des Blattflichenindex, der Lichtdurchléssigkeit des Bestandes
und der Pflanzenhohe des Rapses wurde mittels Regressionsanalysen das Befallsauftreten
berechnet. Die Erfolgsrate beziiglich des vorhergesagten Befalls wurde mit 73%
angegeben. Auch BoM & BOLAND (2000) setzten den Petaltest bei der Erfassung des
Bliitenblattbefalls in Kombination mit der Bodenfeuchte zur Vorhersage des Befalls von S.
sclerotiorum im Feld ein. Nach Meinung von MCCARTNEY et al. (1999) kann durch den
Nachweis von S. sclerotiorum auf Bliitenbldttern eine gute Vorhersage auf den zu
erwartenden Befall im Feld gegeben werden. In den eigenen Untersuchungen aus dem Jahr
2004 konnten ebenfalls eine gute Ubereinstimmung zwischen pH-Indikator-Test und

Befall im Feld festgestellt werden.

Die geringen Abweichungen zwischen der Klassifizierung des Befalls der Bliitenblétter
nach pH-Indikator-Test und dem zum BBCH 75 festgestellten Befall im Feld kdnnen im
wesentlichen dadurch erkldart werden, dass bei dem pH-Indikator-Test die erste
Infektionsstufe iiber Ascosporen nachgewiesen wird, wihrend bei der Erhebung des
Befalls der infizierte Stingel bonitiert wird. Eine Infektion der Bliitenblatter mit
Ascosporen ist jedoch nicht immer gleichzusetzen mit einer Infektion der Stéingel. Nur bei
optimalen Witterungsbedingungen konnen die Sporen auskeimen und in das
Pflanzengewebe eindringen (AHLERS, 1987; YOUNG et al., 2004). So konnten JAMAUX et
al. (1994) in elektronenmikroskopischen Untersuchungen feststellen, dass der Pilz erst
nach 70 Stunden bei 99% Luftfeuchte und Raumtemperatur in das Pflanzengewebe
eingedrungen ist. In eigenen Untersuchungen wurde unter 7°C keine Ascosporenkeimung
beobachtet. Aus diesem Grund konnen die erzielten Ergebnisse mittels pH-Indikator-Test
nicht allein fiir eine Behandlungsentscheidung herangezogen werden, sie kdnnen lediglich

einen Hinweis auf den zu erwartenden Befall im Feld geben.

Im Hinblick auf die erwéhnten Unterschiede zwischen pH-Test und Befall ist auch die
untersuchte Probenanzahl zu hinterfragen. Aufgrund der grolen Anzahl an
Versuchsstandorten und der dreimaligen Beprobung der Fldchen wéhrend der Bliite konnte
nur eine geringe Stichprobe der genommenen Bliitenblattproben pro Versuchsfeld
untersucht werden. Insgesamt wurden jeweils 36 feste und abgefallene Bliitenblétter pro
Versuchsfeld untersucht. In Anlehnung daran wurden in dreijdhrigen Untersuchungen von
KRUSE (2004) zur Vorhersage des Befalls von S. sclerotiorum insgesamt 40 Bliitenblatter
je Probeentnahmeparzelle auf ein Agarmedium ausgelegt, dabei wurden ausschlieflich

Bliitenblétter von ganzen Bliiten entnommen. Ergebnisse aus dieser Arbeit zeigten, dass
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nur in einem Untersuchungsjahr eine adidquate Vorhersage durch den Befall der
Bliitenbldtter moglich war. In den anderen Jahren konnte trotz nachgewiesener erhdhter
Bliitenblattkontamination kein Stéingelbefall festgestellt werden. Eventuell miissten daher
fiir ein reprasentatives Ergebnis mehr Bliitenblétter pro Versuchsstandort mittels pH-Test

untersucht werden.

Die Ergebnisse der Bliitenblattuntersuchungen von abgefallen Bliitenbléttern zeigten eine
gute Korrelation zu den Ergebnissen der festen Bliitenblitter aus den Versuchsjahren 2002-
2004. Es fiel jedoch auf, dass die abgefallenen Bliitenblitter sehr oft einen geringeren
Befall aufzeigten, als die festen Bliitenblétter. Aufgrund der Tatsache, dass die Apothezien
am Boden aufwachsen und von dort die Ascosporen ausschleudern, liegt die Vermutung
nahe, dass der Befall von Ascosporen bei abgefallen Bliitenbléttern in Bodennéhe starker
sein miisste, als an noch fest an der Bliite haftenden Bliitenblittern. Eine mogliche
Erklarung hierfiir konnte sein, dass zum einen ein grofer Teil der ausgeschleuderten
Sporen durch den Wind verbreitet werden und somit auf die oberen Teile der Pflanze
gelangen oder ein Teil der Sporen von Nachbarschligen einfliegen. WILLIAMS &
STELLFOX (1979) stellten in ihren Untersuchungen fest, dass Ascosporen bis zu 150 m weit
mit Hilfe des Windes transportiert werden konnen. Demnach geht von Nachbarschligen
nur ein mafiger Infektionsdruck aus, der sich auf die Randflachen eines Feldes beschréinkt.
Eine mogliche weitere Erkldarung, weshalb in den eigenen Untersuchungen die festen
Bliitenblitter einen hoheren Befall zeigten als die abgefallenen, kann vermutlich auch an
der starken Seneszenz der abgefallenen Bliitenblitter gelegen haben, zudem waren diese
verstdrkt mit saprophytischen Pathogenen versetzt, so dass die Sporenkeimung bzw. das
Myzelwachstum von S. sclerotiorum auf dem Indikatormedium durch andere Pilze

gehemmt wurde.

Insgesamt kann festgehalten werden, dass durch die mittels pH-Test erfasste
Bliitenblattkontamination ein Aufschluss iiber die bis zum Zeitpunkt der Probenahme
herrschenden Bedingungen fiir das Heranreifen der Apothezien und den aktuellen
Sporenflug gegeben werden kann. Dariiber hinaus bietet der Test eine einfache und
kostengiinstige Mdoglichkeit den zu erwartenden Befall im Feld einzuschétzen, wobei es

hiufig zu einer Uberschitzung des Befalls kommen kann (KRUSE, 2004).
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4.1.3 Nachweis von S. sclerotiorum mittels ELISA

Die ersten serologischen Methoden wurden urspriinglich in der Humanmedizin fiir die
klinische Mikrobiologie entwickelt. In den 70er Jahren wurden von CLARK und ADAMS
(1977) der erste Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) zum Nachweis von
Pflanzenviren entwickelt. Daraufthin folgten weitere ELISA Tests zum Nachweis von
phytopathologischen Pilzen an der Pflanze und im Boden (NACHMIAS et al., 1979; CASPER
& MENDGEN, 1979; UNGER, 1989; CERNUSKO, 1995; HEPPNER, 1995). Die ersten Anséitze
zum quantitativen Nachweis von S. sclerotiorum auf Bliitenblittern mittels ELISA wurden
von JAMAUX & SPIRE (1994) durchgefiihrt. In diesen ersten Untersuchungen wurden von
zwei verschiedenen polyklonalen Antiseren, welche aus Antikorpern, die aus
Myzelproteinen und Ascosporenproteinen gewonnen wurden, die Spezifitit und die
Sensitivitit iiberpriift. In diesen Untersuchungen wurde keine Uberpriifung der Antiseren

anhand von Feldmaterial durchgefiihrt.

Die Art der verwendeten Antigene ist entscheidend fiir die Qualitit des Antiserums. Fiir
die Herstellung von S. sclerotiorum spezifischen Antikérpern wurden zwei
Antigenfraktionen verwendet, die zum einen aus Myzelhomogenat und zum anderen aus
Kulturfiltrat durch unterschiedliche Aufarbeitung hergestellt wurden. Die Anzucht des in
den eigenen Untersuchungen verwendeten Myzels und Kulturfiltrates erfolgte jeweils auf
Czapek-Dox-Medium mit Pepton (CPDP) (WoLF, 2003). In der vorliegenden Arbeit
erwies sich das gewonnene Antiserum, welches gegen losliche Myzelkomponenten
hergestellt wurden, als weniger spezifisch im Hinblick auf andere Pathogene und wurde

daher nicht weiter in die Untersuchungen mit aufgenommen.

Auch UNGER (1989) setzte in seinen Untersuchungen Kulturfiltrate zur Herstellung von
Fusarium spezifischen Antikorpern ein. VON SCHWARZENBERG (1984) berichtet iiber
Verwendung von Antigenen aus Myzelhomogenaten. Im ELISA konnen sowohl
monoklonale, polyklonale und monospezifische Antikdrper verwendet werden.
Monoklonale Antikorper entstehen durch Klonung einer Zelllinie. Alle von einem solchen
einzelnen ,Zellklon gebildeten Antikdrper sind demnach baugleich und auf die
Erkennung nur einer bestimmten Struktur oder eines bestimmten Merkmals spezialisiert
(PETERS & BAUMGARTEN, 1990) Der Vorteil der monoklonalen Antikorper liegt in der
hoheren Spezifitit gegeniiber verwandten Arten. Als nachteilig erweisen sich jedoch die

hoheren Kosten bei der Herstellung der Antikérper. Zudem kann die hohe Empfindlichkeit
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dazu fiihren, dass verschiedene Isolate des nachzuweisenden Pathogens immunologisch
nicht mehr erkannt werden konnen. Ebenso zeichnen sich auch die monospezifischen
Antikorper durch ihre hohe Spezifitit aus. Bei der Anwendung fiir pilzliche Erreger wurde
nur eine geringe Abnahme der Kreuzreaktionen beobachtet, zudem nahm aber die
Empfindlichkeit gegeniiber dem zu untersuchenden Pathogen ab (FORTNAGEL, 1994).
Durch die Immunisierung von Myzel oder Kulturfiltrat werden viele Antigene
bereitgestellt, so dass die Antikorper gegen viele Antigene gebildet werden koénnen.
Polyklonale Antikorper zeichnen sich zwar durch eine hohe Empfindlichkeit aus, es kann
aber, verursacht durch die hohere Vielfalt von Antikdrpern im Serum, zu einer
Verringerung der Spezifitit kommen (FORTNAGEL, 1994). Bei den eigenen
Untersuchungen wurde ein polyklonales Antiserum, welches aus Kulturfiltrat gewonnen

wurde, verwendet.

Neben dem indirekten ELISA (UNGER, 1989) werden fiir die Untersuchung pilzlicher
Schaderreger in den meisten Féllen auch der direkte oder Double-Antibody-Sandwich
(DAS)-ELISA oder der Biotin-Avidin (BA)-ELISA eingesetzt (JAMAUX & SPIRE, 1994;
CERNUSKO, 1995; VOLKE, 1999). Im Gegensatz zu dem direkten ELISA werden bei dem
indirekten ELISA die Mikrotiterplatten zuerst mit der Probe beschichtet. Dabei
konkurrieren die Antigene mit anderen in der Probe enthaltenen Substanzen um die
Bindungspldtze und es konnen unspezifische Reaktionen auftreten. Die
Nachweisempfindlichkeit kann somit geringer sein als bei dem direkten ELISA
(CERNUSKO, 1995). In den eigenen Untersuchungen wurde der DAS-ELISA mit
biotinylierten AntikOrpern eingesetzt, da wir davon ausgehen mussten, dass die
nachzuweisenden Proteine von Ascosporen von S. sclerotiorum bei befallenen

Bliitenblittern nur in einer sehr geringen Konzentration vorliegen.

In einem ersten Schritt mussten einige Parameter fiir den ELISA iiberpriift und optimiert
werden. Dabei wurde zundchst nach der optimalen Verdiinnung der Antikoérper und der
biotinylierten Antikorper gesucht. Beriicksichtigung fanden hier die Extinktionen der
Standardreihe. Es stellte sich heraus, dass die optimalen Konzentrationen sowohl bei einem
Verdiinnungsgrad der IgG von 1:500 und der bio. IgG von 1:1000 als auch bei einem
Verdiinnungsgrad von 1:1000 IgG und 1:500 bio. IgG erreicht wurde. Fiir einen
praktischen Einsatz und um die Kosten des ELISA gering zu halten, reichte aber auch eine
Konzentration sowohl bei dem Beschichtungs-IgG als auch bei den biotinylierten IgG von

1ul/ml (= verd. 1:1000) aus.
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Fiir den Einsatz des ELISA mit Freilandmaterial ist es von entscheidender Bedeutung, dass
das gewonnene Antiserum nur auf das zu untersuchende Pathogen reagiert. Beim Auftreten
von Kreuzreaktionen mit anderen am Raps vorkommenden Schaderregern wiére der Test
nicht mehr brauchbar. Fiir die Untersuchung der Spezifitdt wurde zuerst die Reaktion auf
verschiedene Sclerotinia-Isolate untersucht, da man davon ausgehen kann, dass im
Freiland unterschiedliche Isolate von S. sclerotiorum in einer Region bzw. sogar auf einer
Pflanze auftreten konnen. Hierfiir wurden Myzelextrakte aus in vitro Kulturen von 12
verschiedenen Sclerotinia-Isolaten, die zum groBten Teil von Rapspflanzen isoliert
wurden, gewonnen. Die Ergebnisse zeigten, dass der ELISA auf alle Sclerotinia-Isolate
reagierte. Zur Untersuchung von Kreuzreaktionen wurden Myzelextrakte in vitro von 13
verschiedenen Isolaten und 6 Pathogenarten (Fusarium, Alternaria, Phoma, Verticillium,
Botrytis, Rhizoctonia) gewonnen. Bei allen getesteten Arten konnten keine positiven
Reaktionen festgestellt werden, die gemessenen Extinktionen lagen alle unterhalb der
Nachweisgrenze. Nichtbehandelte Kontrollbliitenblitter zeigten in keinem Fall eine
Reaktion. Bei der Untersuchung von S. sclerotiorum auf Bliitenblittern ist die
Nachweisgrenze von besonderer Bedeutung, da nur mit geringen Mengen von Ascosporen
bzw. gebildeten Myzel in und auf den Bliitenblittern zu rechnen ist. LEFOL & MORRALL
(1996) konnten mit Hilfe einer Immounofluoreszenz-Firbung von Ascosporen auf
Bliitenbléttern beobachten, dass die Anzahl von Ascosporen auf Bliitenbléttern, welche
vom Feld gesammelt wurden, von 0 bis {iber 100 Ascosporen pro Bliitenblatt variieren

kann.

Die Nachweisgrenze fiir den ELISA sollte daher bei einem sehr niedrigen Proteinbereich
liegen. In der Literatur sind oft Nachweisgrenzen von 10-50 ng Protein/ml beschrieben
(UNGER, 1989; FORTNAGEL, 1994). Nach CLARK & ADAMS (1977) konnen Antigene
Substanzen bis zu einer Konzentration von Ing/ml Protein im ELISA nachgewiesen
werden. In den Untersuchungen von JAMAUX & SPIRE (1994) lag die Nachweisgrenze fiir
S. sclerotiorum bei 5 ng Protein/ml. In der vorliegenden Arbeit wurde eine

Nachweisgrenze von 2 ng/ml Pilzprotein erreicht.

Bei der Untersuchung von Bliitenblattproben aus dem Feld wurde zwischen abgefallenen
und noch fest an der Bliite haftenden Bliitenblattern unterschieden. Im ersten Testjahr
wurden vermehrt falsch-positive Signale von den abgefallenen Bliitenblattern beobachtet.
Eine mdgliche Vermutung der erhdhten unspezifischen Reaktionen lag in den anhaftenden

Bodenpartikeln an den abgefallenen Bliitenblittern. Aus diesem Grund wurden in einer
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weiteren Testreihe verschiedene Bodenproben extrahiert und iiberpriift. Die Ergebnisse
zeigten, dass der ELISA verstirkt auf verschiedene Bodenherkiinfte reagierte. Auch
HEPPNER (1995) berichtet tiber unspezifische Reaktionen beim Einsatz des direkten ELISA
zum Nachweis von Verticillium dahliae bei unverseuchten Bodenproben. Diese konnten
jedoch bei einem Zusatz von 1% Casein, 0,1% Triton X-100 und 20 nM EDTA zum
Extraktionspuffer um 70% reduziert werden. Diese Methode wurde auch in der
vorliegenden Arbeit zur Verminderung der unspezifischen Reaktionen gewihlt. Es zeigte
sich aber, dass durch den Zusatz die Sensitivitidt des ELISA so stark vermindert wurde,
dass auch in den gering befallenen Proben sowie in der Standardreihe keine Reaktion mehr
gemessen werden konnte. Aus diesem Grund wurden in den weiteren Versuchsjahren nur
noch die Bliitenbldtter zum Nachweis von S. sclerotiorum mittels ELISA herangezogen,

die sich fest an der Bliite befanden.

Obwohl der ELISA mit in vitro Material sehr gute und sichere Ergebnisse lieferte, konnte
keine Korrelation zwischen den untersuchten Feldproben aus den drei Versuchsjahren
hinsichtlich der erhobenen Befallshdufigkeiten festgestellt werden. Vermutlich kann es
auch bei den fest an der Bliite haftenden Bliitenbléttern zu unspezifischen Reaktionen
gekommen sein, obgleich hier visuell keine Verunreinigungen festgestellt werden konnten.
Dies wiirde auch die hoheren Extinktionen im befallsfreien Material erkldren. Eine weitere
mogliche Erkldrung konnte darin liegen, dass die Grenze der nachzuweisenden
Poteinmenge noch zu hoch ist und somit die geringen Sporen oder Myzelmengen auf den
Bliitenblédttern nicht nachgewiesen werden konnten. Auch in den Untersuchungen von
JAMAUX & SPIRE (1994) wurden Probleme in der relativ hohen Nachweisgrenze von 5000
Sporen/ml und 5 ng/ml Protein gesehen. Fiir eine Anwendung des ELISA mit

Freilandmaterial miissten hier noch weitere Untersuchungen folgen.

4.1.3 Nachweis von S. sclerotiorum mittels Real-time PCR

Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist es moglich, spezifische
Sequenzbereiche aus geringsten Ausgangskonzentrationen von Nukleinsduren in vitro und
zudem schnell zu amplifizieren. Erstmals wurde die PCR Mitte der 80er Jahre durch Karl
Mullis beschrieben (NICHOLL, 2002). Nach erfolgreichem Einsatz dieser Methode im
humanmedizinischen Bereich zum Nachweis von Mutationen im Genom (wie zum

Beispiel der Sichelzellandmie) findet sie ihre Anwendung heute auch zum Nachweis von
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Viren, Bakterien und Pilzen in der Pflanzenpathologie (HENSON & FRENCH, 1993;
KOOPMANN, 1995; NICHOLSON et al., 1998; NABIZADEH-ARDEKANI, 1999; BENTE, 2003).
Der Nachweis mittels PCR fiir phytopthogener Pilze in Raps wurden bereits fiir
Verticillium longisporum (STEVENTON et al., 2002; DUNKER, 2005) und fiir S. sclerotiorum
(FREEMAN et al., 2002) durchgefiihrt. Neben der konventionellen PCR wird seit den letzten
Jahren auch vermehrt die quantitative Real-time PCR zum Nachweis von phytopathogenen
Pilzen eingesetzt. Diese relativ neue Technik wurde zu Beginn der 90er Jahre entwickelt
und ermdglicht eine Kombination der DNA-Amplifikation mit der Detektion des Produktes
in einem einzigen Reaktionsansatz. Dadurch entfallen zeitaufwendige Auswertungen der
Ergebnisse mittels Agarose-Gelelektrophorese. Bei der Real-time PCR erfolgt die
Auswertung durch Messung der Fluoreszenz wéhrend der laufenden PCR. Dies kann zum
einen mit Hilfe eines interkalierenden Farbstoffs oder mit fluoreszenzmarkierenden
Sonden erfolgen (MULLER, 2001; JUNG et al., 2004; BAUMLER, 2004). Bei beiden
Methoden ist der Anstieg der Fluoreszenz proportional zu dem gebildeten
Amplifikationsprodukt, wodurch ein quantitativer Nachweis der DNA-Konzentration des
Ausgangsprodukts ermoglicht wird. SybrGreen ist ein interkalierender Farbstoff, der sich
zwischen die doppelstrangigen Nukleinsduren binden und darauthin unter Anregung von
kurzwelligem UV-Licht ldngerwelliges Licht emittieren kann. Die Stirke des
Fluoreszenzsignals ist direkt mit der Menge neu synthetisierter DNA korreliert. Bei der
TagMan Sonde befindet sich am 5'Ende ein fluorogener Reporterfarbstoff, wihrend sich
an dem 3’Ende ein Quenchermolekiil befindet. Nach der Denaturierung der DNA-Matritze
und Anlagerung der sequenzspezifischen Oligonukleotide werden sowohl das 3"als auch
das 5’'Ende durch die Tag-DNA-Polymerase getrennt. Das Fluorophor wird somit vom
Quencher getrennt und nach Anregung wird Licht in der erwarteten Wellenlédnge emittiert

(MULLER, 2001).

Aufgrund der Quantifizierung des nachzuweisenden Schaderregers hat sich diese Technik
auch in der Pflanzenpathologie und Virologie fiir den quantitativen Nachweis von Pilzen
durchgesetzt (JUNG et al., 2001; BATES et al., 2001; DELANOY et al., 2003; WAALWIK et
al., 2004; SALM & GEIDER, 2004). In der vorliegenden Arbeit wurden die spezifischen S.
sclerotiorum Primer SSFW und SSREV eingesetzt, die bereits von FREEMAN et al. (2002)
etabliert wurden. Diese Primer basieren auf von WHITE et al. (1990) entwickelten ITS
Primern. Die ITS3/ITS4 Primer amplifizieren ribosomale DNA vom 28S-Gen und 28S-
Gen, dabei ist die Region des 5.8S-Gens eingeschlossen (WHITE et al., 1990). Das
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Primerpaar SSFW/SSREV amplifiziert eine Region, die in diesem Bereich der
amplifizierten ITS-Primer liegt (FREEMAN et al., 2002). Die IST- (internal transcribed
spacer) Regionen sind sehr variabel und werden hdufig benutzt, um verschiedene Spezies

voneinander zu unterscheiden (EDWARDS et al., 2002).

In einem ersten Schritt erfolgte die Validierung und anschlieBende Optimierung des
Reaktionsansatzes in der konventionellen PCR. Zundchst wurden verschiedene
Magnesiumkonzentrationen und Annealingtemperaturen in einem Reaktionsansatz
tiberpriift. Im Gegensatz zum Reaktionsansatz von FREEMAN et al. (2002), bei dem eine
Annealingtemperatur von 65°C und eine Magnesiumkonzentration von 1 mM angegeben
wurde, stellte sich in der vorliegenden Arbeit heraus, dass die beste Amplifikationsrate bei
einer Annealingtemperatur von 68°C und einer Magnesiumkonzentration von 2,5 mM
erreicht wurde. Fiir die Sicherheit eines PCR-Nachweises, besonders bei der Untersuchung
von Freilandmaterial, spielen mogliche Kreuzreaktionen mit anderen Pathogenen eine
grof3e Rolle. Aus diesem Grund wurde zunichst in der konventionellen PCR die Spezifitét
der Primer gegeniiber DNA-Proben verschiedener Pathogenarten {iberpriift. Dabei wurden
Schaderreger ausgewihlt, die zum einen an der Rapspflanze vorkommen oder deren
Sporen auf die Bliitenblitter von Raps gelangen konnen. Kreuzreaktionen traten bei
keinem der getesteten Arten auf. Diese Ergebnisse stehen in Einklang mit den Ergebnissen
von FREEMAN et al. (2002). Neben der Empfindlichkeit der PCR und der Spezifitit der
Primer wird die Sicherheit des Nachweissystems besonders von der Breite der erfassbaren
Sclerotinia-Isolate beeinflusst. Fiir die Untersuchung wurden insgesamt zehn Sclerotinia-
Isolate unterschiedlicher Herkunft gestestet. Alle Isolate zeigten in der PCR ein positives
Signal. Auch FREEMAN et al. (2002) testeten in ihren Untersuchungen 10 verschiedene
Sclerotinia-Isolate und konnten bei allen untersuchten Isolaten eine positive Reaktion

beobachten.

Die Ergebnisse des optimierten Reaktionsansatzes und der Spezifitidt der Primer waren in
der konventionellen PCR positiv, so dass auf dieser Grundlage in einem zweiten Schritt die
Real-time PCR aufgebaut werden konnte. Aufgrund der hoheren Sensitivitit der Real-time
PCR musste auch hier noch einmal die Spezifitit und die Empfindlichkeit der Primer
untersucht werden. Im Folgenden wurden fiir die Spezifitit und die Empfindlichkeit die
gleichen Pathogene und Sclerotinia-Isolate wie bei der konventionellen PCR eingesetzt.
Bei der Spezifititsuntersuchung zeigte sich, dass auBler bei dem Phoma-Isolat bei allen

anderen Isolaten positive Reaktionen gemessen wurden. Diese positiven Signale traten
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aber erst sehr spédt bei einem Ct-Wert von iiber 30 bzw. 33 auf. Die Schmelzkurvenanalyse
zeigte jedoch, dass es sich bei den Signalen um unspezifisch amplifizierte Produkte

handelte, deren Schmelzpunkte unterhalb des spezifischen Amplifikationsproduktes lagen.

Bei der Untersuchung der Empfindlichkeit der Real-time PCR auf der Grundlage von 10
verschiedenen Sclerotinia-Isolaten konnte bei allen Isolaten ein spezifisches
Amplifikationsprodukt gemessen werden. Die Schmelztemperatur lag bei allen

untersuchten Sclerotinia-Isolaten bei 89°C.

Fiir den Nachweis von Sporen in oder an Pflanzenmaterial ist die Nachweisgrenze ein
entscheidendes Kriterium flir den erfolgreichen Einsatz der Real-time PCR. Zur
Uberpriifung der Sensitivitit der Primer wurde zunichst die DNA aus verschiedenen
Verdiinnungsstufen der Sporensuspensionen isoliert. In Untersuchungen von FREEMAN et
al. (2002) wurden die besten Detektionsergebnisse bei der Isolierung der DNA bei
vorgeschalteter Aufspaltung der Sporen mittels Bellotini-Kugeln auf dem Schiittler
erreicht. Der Nachweis von unbehandelten Sporensuspensionen und zuvor behandelter
Sporen ohne DNA-Isolierung lieferten keine zufrieden stellenden Ergebnisse. Die in der
vorliegenden Arbeit ermittelte Nachweisgrenze lag bei 5 Ascosporen. In Untersuchungen
mit luftbiirtigen Sporen von Penicillium roqueforti konnte mittels nestedPCR eine einzelne

Spore nachgewiesen werden (WILLIAMS et al., 2001).

Mittels Real-time PCR konnte gezeigt werden, dass ein Nachweis von S. sclerotiorum auf
Bliitenblittern aus dem Feld moglich ist. Eine genaue Quantifizierung der DNA-Menge ist
jedoch nicht durchfiihrbar, da sich die zu amplifizierenden DNA-Mengen im Bereich der
Nachweisgrenze von fiinf Sporen oder sogar weniger befanden. Eine Aussage iiber den zu
erwartenden Befall im Feld ist ebenso wie bei dem pH-Test anhand der Ergebnisse der
Real-time PCR nicht zu treffen. Um deutlichere Angaben {iber die Vorhersagegenauigkeit
des Befalls der Bliitenblatter mittels Real-time PCR treffen zu konnen, sind weiterfithrende

Untersuchungen mit Feldmaterial notwendig.
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4.2 Einfluss schlagspezifischer Parameter auf den Befall mit S. sclerotiorum

Die Analyse einzelner schlagspezifischer Faktoren in Bezug zum Befallsauftreten von
phytopathogenen Krankheiten ist insofern schwierig, da sich die acker- und
pflanzenbaulichen MaBnahmen oft nicht im Einzelnen auf die Krankheit auswirken,
sondern nur im Zusammenwirken von mehreren Faktoren. So wird zum Beispiel die
Bestandesdichte sowohl von der Aussaatstirke, der Stickstoffdiingung als auch von der
Pflanzenentwicklung beeinflusst. Zusdtzlich werden diese Faktoren mehr oder weniger von
den jahrlich schwankenden Witterungsbedingungen und dem technischen Fortschritt in der

Pflanzenproduktion reguliert.

Um den Einfluss verschiedener schlagspezifischer Faktoren auf den Befall zu analysieren,
wurde zuvor eine Einteilung der einzelnen Faktoren in verschiedene sachlogische Gruppen
vorgenommen. Eine Einteilung der Rapsfruchtfolge kann zum Beispiel in der
Differenzierung zweijdhrige, dreijahrige und mehrjdhrige Rapsfruchtfolge bestehen. Die
Einteilung der einzelnen Parameter hatte zur Folge, dass die Anzahl der Stichproben
besonders in den duBeren Gruppen stark variierte. Zudem waren durch die starke Streuung
der Befallshdufigkeiten in den einzelnen Gruppen die Voraussetzungen fiir eine
Normalverteilung des Stichprobenumfangs nicht geben. Aus diesem Grund wurde eine
verteilungsunabhédngige, die so genannte nichtparametrische Varianzanalyse, fiir die
Berechnung der einzelnen Parameter sowie deren Wechselbeziehungen zueinander
ausgewahlt. Bei dieser Methode werden nicht die einzelnen Messwerte verwendet, sondern
den Werten werden Rédnge zugewiesen. Der Nachteil dieses Verfahren ist jedoch, dass es
nicht so sensitiv arbeitet wie die Methoden, die fiir eine Normalverteilung zugeschnitten

sind (SACHS, 1992).

Die Erhebungen einzelner schlagspezifischer Faktoren schwankten in den einzelnen
Bundeslidndern sehr stark, so dass bestimmte Faktoren nur in wenigen Bundesldndern
erhoben wurden. Der komplette Datensatz mit einer Anzahl von 811 Stichproben war
somit nur flir sehr wenige Faktoren zu verwenden. Fiir die anderen Parameter wurde der
gesamte Datensatz nach Regionen bzw. Pflanzenschutzamt eingeteilt und einzeln

ausgewertet.
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In der vorliegenden Arbeit konnte kein signifikanter FEinfluss der beiden
Bodenbearbeitungsvarianten, wendende Bodenbearbeitung mit dem Pflug und
nichtwendende Bodenbearbeitung mit dem Grubber, festgestellt werden. Es zeigt sich
jedoch die Tendenz, dass durch die tiefe wendende Bearbeitung der Befall mit S.

sclerotiorum geringer ist als bei flacher Bodenbearbeitung.

Im Gegensatz dazu konnte WAHMHOFF (1999) in seinen Versuchen feststellen, dass nach
flacher Bodenbearbeitung die Anzahl wieder gefundener Sklerotien im Folgejahr
vermindert war. Dagegen war durch tiefes Eingraben nicht nur die Uberlebensrate der
Sklerotien hoher, sondern auch die Anzahl karpogen keimfdhiger Sklerotien war
gegeniiber der flachen Einarbeitung erhoht. Eine mogliche Erklarung fiir den schnellen
Abbau bei flacher Bodenbearbeitung kann womoéglich an der hoéheren biologischen
Aktivitdt in den oberen Bodenschichten liegen. In biologisch aktiven Ackerbdden konnte
innerhalb von 6 Wochen durch den Mykoparasiten Coniothyrium minitans, der in den
oberen Bodenschichten seine groflite Wirkung entfaltet, eine Reduktion der Sklerotien von
40% beobachtet werden (VON TIEDEMANN et al., 2000). Des Weiteren werden die
Sklerotien nahe der Bodenoberfliche stirker zum Keimen stimuliert als in tieferen
Bodenschichten. So fanden SINGH & SINGH (1983) heraus, dass die Sklerotien ab einer
Tiefe von 4-6 cm in Abhédngigkeit von verschiedenen Bodentypen nicht mehr auskeimen.
KRUGER (1975) stellte fest, dass bereits bei einer Tiefe von 3 cm die Sklerotienkeimung
deutlich reduziert ist. Andere Autoren berichten ebenfalls, dass Sklerotien, die sich in
tieferen Bodenschichten befinden, weniger auskeimen als an der Bodenoberfliche
(MITCHELL & WHEELER, 1990; FERRAZ et al., 1998). Diese Uberlegungen fiihrten dazu,
dass eine tiefe Bodenbearbeitung und damit verbundene geringere Keimfahigkeit der
Sklerotien in den tiefen Bodenschichten zu einer Reduzierung des Befalls fiihren
(MERRIMAN et al., 1982). Auch MUELLER et al. (2002) beobachteten in Feldversuchen mit
verschiedenen Bodenbearbeitungsvarianten, dass in den gepfliigten Varianten die geringste
Anzahl an Sklerotien pro Liter Boden im Vergleich zu der Grubber- und Direktsaatvariante
gefunden werden konnte. Ebenso stellte sich heraus, dass die wendende Bodenbearbeitung
den geringsten Befall mit S. sclerotiorum und den hochsten Ertrag aufwiesen, wéhrend in
der Variante ohne Bodenbearbeitung der hochste Befall mit dem geringsten Ertrag

festgestellt wurde.

In einem weiteren Feldversuch von WAHMHOFF et al. (1999) wurde die Bodenbearbeitung

in Kombination mit der Fruchtfolge untersucht. Dabei wurde bei der dreijdhrigen
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Fruchtfolge zu jeder Kultur und bei der vierjdhrigen nur jeweils vor der Rapsaussaat eine
wendende Bodenbearbeitung durchgefiihrt. Bei der vierjdhrigen Fruchtfolge wurde
wiahrend der pfluglosen Bearbeitung die hochste Sklerotiendichte im Boden gefunden.
Wobei nach der wendenden Bodenbearbeitung vor Raps fast keine Sklerotien mehr im
Boden festgestellt werden konnten. In der dreijdhrigen Fruchtfolge mit jahrlich wendender

Bodenbearbeitung blieb die Sklerotiendichte konstant.

Die Bodenbearbeitung beeinflusst in gewissem Mall auch das Mikroklima im Boden.
Durch die Bodenbedeckung mit Pflanzenresten bei der nichtwendenden Bodenbearbeitung
wird zum einen die Bodenfeuchte, zum anderen aber auch die mikrobielle Aktivitit
gefordert (HAO et al., 2003). Nach SINGH & SINGH (1983) fordert eine Bodenfeuchte von
iiber 30% den Abbau der Sklerotien.

Da sowohl in der vorliegenden Arbeit kein signifikanter Einfluss der Bodenbearbeitung
festgestellt wurde und auch in der Literatur keine einheitlichen und konstanten Ergebnisse
zum Einfluss der Bodenbearbeitung gefunden werden konnten, wurde dieser Faktor nicht

im Modell beriicksichtigt.

Zum Einfluss des Aussaattermins auf den Befall mit S. sclerotiorum ist wenig bekannt. In
dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine spite Aussaat von Winterraps zu einer
signifikant hoheren Anfalligkeit gegeniiber S. sclerotiorum fiihrt. Im Gegensatz dazu
berichtet MORALL et al. (1982) aus seinen Arbeiten in Kanada, dass es bei verschiedenen
Aussaatterminen von Sommerraps zu einer unterschiedlichen Pflanzenentwicklung zum
kritischen Stadium der Bliite kommen kann. So haben die spit ausgesdten Pflanzen die
Vollbliite erst nach dem Ascosporenflug erreicht und somit geringere Befallshidufigkeiten
als frith ausgesdte Pflanzen. Der Aussaattermin hat weiterhin auch einen Einfluss auf die
Aussaatstirke und somit auf die Bestandesdichte. So werden héufig hohere Aussaatstirken
bei einem spéteren Aussaattermin gewdhlt, wihrend eine geringe Anzahl Kdrner/m? in
friihen Aussaaten genommen wird. Die erhohten Aussaatstirken in Spitsaaten bedingen
hohere Bestandesdichten, was wiederum zu verbesserten Mikroklimabedingungen fiir eine

Infektion im Bestand fiihrt.

Die Beurteilung und der Einfluss des Aussaattermins auf den Befall mit S. sclerotiorum
kann nicht eindeutig erkldrt werden, da mehrere pflanzenbauliche Faktoren, wie

Bestandesdichte und Aussaatstirke, durch den Aussaattermin beeinflusst werden. Aus
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diesen Griinden wurde keine Integration dieses Faktors in das Prognosemodell

vorgenommen.

Die Aussaatstirke korreliert eng mit der Bestandesdichte. In der vorliegenden Arbeit
konnte kein signifikanter Einfluss der Bestandesdichte auf den Befall mit S. sclerotiorum
festgestellt werden, es zeigte sich jedoch die Tendenz, dass mit zunehmender
Bestandesdichte auch die Befallshdufigkeiten zunahmen. Ein Problem, welches oft bei der
Analyse von Schlagdaten vorkommt ist, dass die Faktoren oft nicht einzeln betrachtet
werden konnen, sondern von mehreren anderen Faktoren mehr oder weniger stark
beeinflusst werden. So wirkt sich sowohl die Aussaatstirke, die Stickstoffdiingung aber
auch die Witterung auf die Dichte des Rapsbestandes aus. Die Untersuchungen von
TURKINGTON & MORALL (1993) ergaben, dass durch die verbesserten
Mikroklimabedingungen in dichteren Pflanzenbestinden das Krankheitsauftreten von S.
sclerotiorum ansteigt. Ursachen sind die hoheren Luftfeuchten und die lidngere
Blattnidssedauer. NORDIN et al. (1991) stellten fest, dass bei einer hohen Aussaatdichte die
relative Befallshdufigkeit geringer war, die Befallsstirke jedoch wesentlich hoher. Im
Vergleich dazu war der Befall bei der geringen Aussaatdichte hoéher, wobei die

Befallsstirke der Infektionsstellen wesentlich geringer war.

Sortenunterschiede hinsichtlich der Anfilligkeit von S. sclerotiorum sind derzeit nur in
geringem Mall vorhanden (ANONYM, 2004). In der Bundessortenliste schwanken die
Einstufungen zwischen der Note 5 und 7. In den Wertpriifungen ist bis heute noch keine
Priifung zur Anfilligkeit der Sorten auf S. sclerotiorum verfiigbar. In der vorliegenden
Arbeit konnten anhand von 650 Daten aus den Jahren 1994-2004 statistische Unterschiede
zwischen 15 Sorten festgestellt werden. Der hochste Befall wurde bei den Hybridsorten
Panther (NPZ) und Pronto (NPZ) beobachtet, demgegeniiber zeigten die Liniensorten
Bristol (LIPP) und die Sorte Karola (Semundo Saatzucht) die geringsten
Befallshdufigkeiten im Mittel {iber die Jahre. Eine dhnliche Einstufung fiir die beiden hoch
befallenen Sorten ist auch in der Bundessortenliste zu finden (Note 7). Im Gegensatz dazu
konnte in der Bundessortenliste keine Ubereinstimmung fiir die geringe Anfilligkeit der
Sorten Bristol und Karola gefunden werden. Allein die starke Streuung und die hohe
Variabilitit der einzelnen Sorten {iber die Jahre lassen auf eine starke Interaktion zwischen
Genotyp und Umweltbedingungen in den einzelnen Jahren schlieBen, so dass eine

Einteilung der Sorten in verschiedene Anfilligkeiten nur schwer moglich ist.
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Sortenunterschiede beziiglich der Anfalligkeit gegeniiber S. sclerotiorum wurden schon in
mehreren Arbeiten untersucht. In einer Uberpriifung von 21 Winterrapssorten auf die
Anfilligkeit gegentiber S. sclerotiorum sowohl im Feld als auch im Gewichshaus konnte
keine Ubereinstimmung zwischen den erhobenen Ergebnissen und der Einstufung der
Bundessortenliste gefunden werden (REWERTS, 2003). Im Gegensatz dazu berichtet
AHLERS (1986), dass es in Jahren mit hohem Befallsdruck zu extremen Differenzierungen
in der Anfilligkeit kommen kann. In einer weiteren Arbeit von DUNKER & V. TIEDEMANN
(2004) wurden in Feldversuchen in den Jahren 2002-2005 die Anfilligkeit von einer
Hybridsorte und einer Liniensorte liberpriift. Es zeigte sich, dass die Liniensorte in allen

drei Feldversuchsjahren hohere Befallshidufigkeiten aufwies als die Hybridsorte.

Resistente Sorten sind bis heute noch nicht in Deutschland zugelassen. In China konnten
aber die ersten resistenten Sommerrapssorten entwickelt werden (LI et al., 2003; HAN-
ZHONG et al., 2003; ZHAO et al., 2004). Am Institut fiir Pflanzenbau und Pflanzenziichtung
in Gottingen wurden Untersuchungen zur Anfilligkeit bliitenblattloser Rapslinien
gegeniiber S. sclerotiorum durchgefiihrt (JIANG, 2001; ZHAO et al., 2002). Aus den
Ergebnissen geht hervor, dass die bliitenblattlosen Linien im Vergleich zu ihren normalen
Geschwisterlinien einen geringeren Befall mit S. sclerotiorum aufzeigten (JIANG, 2001).
Ausgehend von einer Reduktion der Lichteinstrahlung durch Bliitenbléttern in den oberen
Blattetagen und dem daraus resultierenden geringeren Blattflichenindex, Verkiirzung der
Lebensdauer der Blétter und der Verringerung der Gesamttrockenmasse konnte neben der
Befallsreduzierung auch mit hoheren Kornertrigen bei bliitenblattlosen Rapslinien

gerechnet werden (JIANG, 2001; ZHAO et al., 2002).

Die hohe Variabilitit der Krankheit in den einzelnen Sorten, Regionen und Jahren macht
eine Gewichtung dieses Faktors in Bezug zur Anfilligkeit schwer. Aus diesem Grund
wurde in der vorliegenden Arbeit der Faktor Sorte noch nicht in das Modell SkleroPro
aufgenommen. Obwohl jedoch Hinweise auf Unterschiede in der Anfiélligkeit von Sorten
gegenliber S. sclerotiorum sowohl aus dieser Arbeit, als auch aus anderen Untersuchungen
(AHLERS, 1986; REWERTS, 2003; DUNKER, 2004) zu erkennen sind, sind fiir die Einbindung
der Sortenanfilligkeit in das Modell weiterfiihrende Arbeiten auf diesem Gebiet

notwendig.

Zum Einfluss der Stickstoffdiingung auf den Befall mit S. sclerotiorum liegen in der
Literatur nur sehr wenige Ergebnisse vor. KRUGER (1977) fand heraus, dass die

Hauptnihrstoffe Stickstoff, Phosphor und Kalium in normalen und in iiberhhten Mengen
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keinen Einfluss ausiiben. In Ubereinstimmung dazu konnte auch in der vorliegenden Arbeit
kein Einfluss der verschiedenen Einstufungen der Stickstoffdiingung auf den Befall
festgestellt werden. Andere Autoren berichten, dass sich die N-Diingung sogar hemmend

auf die Keimung von Apothezien auswirken kann (MITCHELL & WHEELER, 1990).

Durch den vermehrten Anbau von Wirtspflanzen in der Fruchtfolge konnen besonders
bodenbiirtige Krankheiten in ihrem Auftreten stark gefordert werden. Eine enge
Fruchtfolgegestaltung im Winterrapsanbau fithrt zu einer Anhdufung von Inokulum im
Boden und kann nicht nur fiir den néchsten Raps, der auf dieser Fliche angebaut wird, eine
Gefahr sein, sondern auch flir die Nachbarschldge, die durch die Windverbreitung der
Ascosporen befallen werden konnen. Ubereinstimmend mit den Ergebnissen aus der
Literatur (KURLE et al., 2001; GRACIA-GARZA et al., 2002) kann anhand der Auswertungen
der schlagspezifischen Daten festgestellt werden, dass eine zweijdhrigen Fruchtfolge von
Raps mit einer deutlichen Zunahme des Befalls verbunden ist. Je ldnger die Anbaupausen
von Raps sind, desto geringer ist der Befall mit S. sclerotiorum. Die geringsten
Befallshiufigkeiten konnten bei einer Rapsanbaupause von mehr als drei Jahren beobachtet
werden. In dem Fruchtfolgeversuch von WAHMHOFF et al. (1999) wurde das
Befallsauftreten in vier-, drei- und zweijdhrigen Fruchtfolgen und einer Monokultur von
Raps miteinander verglichen. Es zeigte sich, dass in einer drei- und vierjdhrigen
Fruchtfolge der Befall signifikant geringer ist, als in einer Rapsmonokultur. In den
Versuchen von MUELLER et al. (2002) konnte durch die Fruchtfolge zwar kein signifikanter
Effekt auf die Anzahl von Sklerotien im Boden beobachtet werden, doch auf die Anzahl
von entwickelten Apothezien und auf den Ertrag. Im Hinblick auf den hier diskutierten
starken Einfluss der Fruchtfolge, der stetig steigenden Rapsanbaufliche in Deutschland
und der dadurch immer enger werdenden Rapsfruchtfolge, wurde die Integration dieses
Faktors als ein wichtiger und unverzichtbarer Bestandteil im Modell angesehen. Die
Gewichtung der Fruchtfolge wurde in die Stufen zweijdhrige, dreijahrige und mehrjéhrige
Rapsfruchtfolge vorgenommen. In Kapitel 3.12.3 wird ausfiihrlicher auf die Integration der

Fruchtfolge in SkleroPro eingegangen.

Bei der Analyse der schlagspezifischen Faktoren wurde neben der Fruchtfolge auch noch
eine Einteilung der Vorfrucht vorgenommen. Der statistischen Berechnung zur Folge
konnte kein signifikanter Einfluss der verschiedenen Vorfriichte auf den Befall festgestellt
werden. Lediglich in Raps nach Gerste trat im Vergleich zu Weizen und anderen

Feldfriichten als Vorfrucht, eine geringere Befallshdufigkeit auf. Aus der Literatur sind
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keine Untersuchungen zum Einfluss der Vorfrucht auf den Befall mit S. sclerotiorum

bekannt.

Bei den Untersuchungen zur Auswirkung der Bodenart auf den Befall mit S. sclerotiorum
konnte ein signifikanter Zusammenhang festgestellt werden. Ein Befallsanstieg war von
den leichten bis zu den schweren Bdden erkennbar, wobei die Uberschwemmungsbdden
(Alluvialboden) den geringsten Befall zeigten. Die Bodenart iibt einerseits einen direkten
Effekt auf die Keimung von Sklerotien aus, andererseits wirkt sich die Bodenart auch auf
das Wachstum der Pflanze aus. Auch KRUGER (1977) konnte in seinen Arbeiten einen
Einfluss der Bodenart auf die Entwicklung der Apothezien feststellen. Nach
Untersuchungen von AHLERS (1986) verlief die Apothezienbildung in sandigen, trockenen
Boden langsamer, wihrend in Marschbdden tendenziell mehr Apothezien gebildet wurden.
Dagegen beobachteten SINGH & SINGH (1983) die beste Keimung von Sklerotien in reinem
Sandboden im Vergleich zu sandigem Lehm, Schlufflehm und verschiedenen Sand-Ton-
Gemischen. Die hohere Anzahl gekeimter Sklerotien in Sandbdden kann durch die
schnellere Erwidrmung im Friihjahr in sandigen Béden im Vergleich zu tonhaltigen Boden
begriindet werden (BAUMER, 1992). Mit zunehmendem Tonanteil im Boden verminderte
sich die Reifung der Apothezien. Eine mogliche Erkldrung fiir den hoheren Befall in
LoBboden als in Sandbdden kann darin liegen, dass die sandigen Bdden ein schlechteres
Wasserhaltevermogen besitzen und somit schneller austrocknen. Fiir die Keimung der
Sklerotien ist der Feuchtigkeitsgehalt im Boden aber von entscheidender Bedeutung

(FERRISS et al., 1987; KRUGER, 1976; FERRAZ et al., 1999).

Aufgrund der Tatsache, dass Raps durch seine starke Durchwurzelung des Bodens
hauptsédchlich auf tiefgriindigen Lehmbdden angebaut wird und weniger auf tonhaltigen
Boden und dass die Bodenart innerhalb eines Feldes stark variieren kann, wurde die

Aufnahme dieses schlagspezifischen Faktors im Modell vernachléssigt.

Die Witterung im Friihjahr stellt einen entscheidenden Faktor fiir die Befallsauspragung
dar. Ein méBig kiihler und feuchter April und Mai férdern die Keimung von Sklerotien im
Boden und das Auskeimen der Ascosporen auf den Bliitenblittern (KRUGER, 1977). In
zahlreichen Untersuchungen zur Epidemiologie von S. sclerotiorum konnte belegt werden,
dass neben der Bodentemperatur und der Bodenfeuchte auch die Lufttemperatur und die
Luftfeuchte einen Einfluss auf den Befall ausiiben (WEISS et al., 1980; SINGH & SINGH
2000; KorA et al., 2002; YOUNG et al., 2004; CLARKSON et al., 2004).
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Aufgrund der jahrlich sehr unterschiedlichen Witterung, schwankt auch das
Krankheitsauftreten von S. sclerotiorum in den einzelnen Jahren und Regionen. Die hohen
Befallshdufigkeiten in den Jahren 1997, 2002 und 2004 sind durch die sehr milden, aber
niederschlagsreichen Friihjahrsmonate gekennzeichnet. Ebenso kann der sehr geringe
Befall im Jahr 2002 durch die extreme Trockenheit und damit verbundenen geringen
Luftfeuchten erklart werden. Um diesen Effekt der Jahreswitterung auf den Befall mit S.
sclerotiorum bewerten zu konnen, wurde das Jahr als Parameter mit in die Auswertung der
schlagspezifischen Faktoren aufgenommen. Anhand der Berechnungen wird deutlich, dass
der Faktor Jahr einen hohen signifikanten Einfluss auf den Befall ausiibt. Besonders bei der
Betrachtung des Varianzanteils auf die Gesamtvarianz hat der Jahreseinfluss neben den
Interaktionen zwischen den einzelnen Faktoren den hochsten Anteil an der Gesamtvarianz,
ausgenommen Schleswig-Holstein. Dies erkldrt auch, warum bei der Erstellung von
Prognosemodellen zum einen die Infektionsbedingungen des Erregers genauesten bekannt
sein miissen und zum anderen die Wetterprognose ein wichtiger Bestandteil eines

Simulationsmodells ist.

4.3 Prognosemodelle und Beratungssysteme im Pflanzenschutz

Nach FEIER & ROSSBERG (2001) ist ein Modell eine ideelle oder materielle Struktur, die
einen bestimmten Bereich der objektiven Realitét in schematischer oder idealisierter Form
proportional oder #hnlich nachbildet. KRANZ (1996) unterscheidet dabei zwischen
deskriptiven, pradiktiven und erkldrenden Modellen. Wobei sich die einzelnen Modelle
nicht gegenseitig ausschliefen, sondern sich untereinander ergénzen konnen. Deskriptive
Modelle beschreiben Hypothesen oder generalisieren experimentell erhaltene Ergebnisse,
wie zum Beispiel Befallskurven und Wachstumsverldufe, ohne die dahinter stehenden
Mechanismen erkldren zu konnen. Pradiktive Modelle bestehen aus unterschiedlichen
Variablen, deren Vorhersagen experimentell bestitigt worden sind. Zu den erkldarenden
Modellen gehoren die analytischen Modelle und die Simulationsmodelle. Bei diesen
Modellen wird versucht, die biologischen Prozesse verstindlich darzustellen (KRANZ,
1996). Die Beschreibung analytischer Verfahren hat nach HAU (1990) zu unterschiedlichen
Begriffsdefinitionen gefiihrt. Analytische Modelle sind nach VAN DER PLANK (1982)

komplexe Modelle, bei denen der Krankheitsverlauf mit Hilfe externer Variablen, wie z.B.
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Witterungsparametern, beschrieben wird. Synthetische Modelle (Simulationsmodelle) sind
dagegen einfache Verfahren, die nur auf wenigen Gleichungen und einer geringen Anzahl
an Parametern, ohne den Einfluss externer Variablen, beruhen. Im Widerspruch dazu
verstehen JEGER (1986) und HAU (1990) unter analytischen Modellen eine einfache
Beschreibung von Verldufen mit nur einer oder wenigen Differentialgleichungen ohne
externe Faktoren und die Berechnung von komplexen Verldufen durch metrologische
Parameter als Simulationsmodell. Obwohl diese Verfahren in der Vergangenheit streng
getrennt voneinander betrachtet wurden, werden heute komplexe, auf verschiedenen
Umweltfaktoren beruhende Simulationsmodelle mit analytischen Modellen, die auf
theoretischen Untersuchungen beruhen, oft verkniipft (HAU, 1995). HAU (1990) sieht den
Vorteil analytischer Modelle darin, dass diese aufgrund ihrer einfachen Struktur und der
geringen Anzahl an Parametern prizisere Aussagen iiber das Infektionsgeschehen liefern
konnen. Da dieses Verfahren konstanten Modellgleichungen unterliegt und demnach nur
bei bestindigen Umweltbedingungen genutzt werden kann, sind diese Modelle nur
begrenzt nutzbar. Aufgrund der Tatsache, dass es sich bei S. sclerotiorum um einen
monozyklischen Erreger handelt und dariiber hinaus kein Befallsverlauf, sondern nur ein
Behandlungstermin bestimmt werden sollte, konnte bei der Modellerstellung auf eine
komplexe Berechnung eines Befallsverlaufs verzichtet werden. Dadurch konnten in dem
vorliegenden Modell sowohl die Vorziige des analytischen Modells, die vor allem in der
einfachen Struktur liegen, als auch die Integration externer Variablen, wie verschiedene
Umwelt- und schlagspezifische Faktoren, flir eine iiberregionale Anwendbarkeit

miteinander verkniipft werden.

Zu den Simulationsmodellen gehoren auch die Prognosemodelle. Unter Prognose versteht
man die Ableitung von Aussagen iiber jegliche Art von Sachverhalten, die nicht direkt
untersucht werden. Sie ist nicht auf eine zeitliche Voraussage beschrinkt, sondern kann die
Befallssituation eines Augenblicks ohne direkte Messung des Befalls wiedergeben
(GUTSCHE, 1992). Nach KRANZ (1996) sagen Prognosen Ereignisse oder Entwicklungen
voraus und sollen eine optimale Kontrolle gewihrleisten. Ziel der Prognose ist es,
Routinebehandlungen durch gezielte Mallnahmen zu ersetzen, die wirtschaftlicher und
umweltschonender sind. Das in dieser Arbeit vorgestellte und entwickelte Modell
SkleroPro ist auf der einen Seite ein Prognosemodell, welches mittels Witterungsfaktoren
den Befall zur Bliite vorhersagt. Zum anderen ist es aber auch ein Entscheidungsmodell,

das unter Beriicksichtigung einer Schadensschwelle eine Empfehlung fiir eine gezielte
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Fungizidmafinahme berechnet. Das Modell dient somit dem Landwirt bzw. dem Anwender
zur  Unterstiitzung und als  Entscheidungshilfe  fiir eine  wirtschaftliche

BehandlungsmalBBnahme gegen S. sclerotiorum.

Im Gegensatz dazu unterscheidet TISCHNER (1998) zwischen der Anwendung von
Prognosesystem und Entscheidungssystem. Im Gegensatz zu einem Prognosesystem
basiert das Entscheidungssystem immer auf einem Diagnosesystem und gibt dem
Anwender anhand der Ergebnisse aus der Befallserhebung eine Empfehlung, ob eine
Behandlung des Schaderregers erforderlich ist oder nicht. Ein Prognosemodell verzichtet
dagegen auf aufwendige Befallserhebungen und berechnet die Entwicklung eines
Schaderregers anhand aktueller Wetterdaten. Weiterhin kénnen durch die Integration von
Bekdmpfungsschwellen, basierend auf Befalls-Verlust-Relationen, Bekdmpfungsent-
scheidungen gegeben werden. Die Negativ-Prognose, bei der der befallsfreie Zeitraum

berechnet wird, stellt die einfachste Form eines Prognosemodells dar.

Zu den ersten Simulationsmodellen zdhlt das von WAGOONER & HORSFALL (1969)
entwickelte Modell EPIDEM, mit dem die Infektkette der Diirrfleckenkrankheit
(Alternaria solani) an der Tomate simuliert wurde. Ausgehend vom Epidemieverlauf des
Erregers wurden in diesem Modell biologische Vorginge mit Hilfe mathematischer
Formeln abgebildet. Mit der weiteren Forschung an epidemiologischen Wirt-Parasit-
Zusammenhdngen fiir die wichtigsten Schaderreger im Pflanzenbau und durch den
rasanten Fortschritt in der Computerindustrie fand Mitte der 70er Jahren ein Aufschwung
in der Entwicklung von Schaderregermodellen statt. Besonders in der ehemaligen DDR
wurden auf der Grundlage von langjdhrigen Schaderregeriiberwachungen und Erhebungen
von Epidemieverldufen Prognosemodelle entwickelt, die zum Teil bis heute Anwendung in
der Praxis finden (HEROLD & SACHS, 1987 und LUTZE et al., 1990). Derzeit sind mehr als
20 Modelle entwickelt und im praktischen Einsatz, sowohl aus Deutschland als auch aus
dem englischsprachigen Raum (GUTSCHE, 1992). Zu den wohl bekanntesten und im
Einsatz befindlichen Schaderregermodellen zéhlen die Phytophtora-Prognosen, Prognosen
gegen Cercospora in Zuckerriiben und Septoria in Getreide, Apfelschorf und Apfelwickler
im Obstbau und Falschen Mehltau der Rebe (GUTSCHE, 1992). Die Grundlage aller
Modelle ist eine auf ausfiihrliche biologische Systemanalyse. Der aufwendigste Prozess bei
der Erstellung und Modellierung von Prognosemodellen ist die genaue Kenntnis iiber die

epidemiologischen Verldufe des Schaderregers.
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Fiir die praktische Anwendung von Prognoseverfahren in der Beratung oder direkt fiir die
Landwirte gibt es unterschiedliche Systemanbieter. Diese unterscheiden sich im
Wesentlichen im Umfang der angebotenen Leistungen, in der Handhabbarkeit und in der
Einbeziehung von Wetterdaten. Zu diesen bekanntesten Anbietern gehoren unter anderem
ProPlant (VOLK & HERBERT, 2002), IPS Modell Zuckerriibe und Weizen (WOLF et al.,
1998), ZEPP (KLEINHENZ et al., 1998a), ISIP (ROHRIG & SANDER, 2004) und AMBER
(FRIESLAND, 1998). Derzeit ist eine Prognose fiir die Bekdmpfung der Weillstingeligkeit
nur in dem Softwarepaket AMBER (Agrarmeteorologische Beratung) enthalten. Diese
Beratung ist auf der Basis von agrarmeteorologischer Forschungs- und
Entwicklungstétigkeit des Deutschen Wetterdienstes entstanden. Als Kernstiick beinhaltet
das Softwarepaket zwei Modelle zur Berechnung der boden- und bestandesklimatischen
Bedingungen. Das Modell AMBAV (Agrarmeteorologisches Modell zur Berechnung der
aktuellen Verdunstung) simuliert auf der Grundlage verschiedener pflanzenbaulicher
Parameter den Wasserversorgungsgrad von Kulturbestinden. Das Modell AMBETI
(Agrarmeteorologisches Modell zur Berechnung von Evaporation, Transpiration und
Interzeption) berechnet neben dem Energie- und Wasserhaushalt der Bestdnde auch den
Gefriervorgang im Boden (BRADEN, 1995). Diese beiden Modelle werden in dem
Softwarepaket zu BEKLIMA zusammengefasst und bilden die Grundlage vieler weiterer
Modelle (DEUTSCHER WETTERDIENST, 2004). Neben der Prognose von einigen pilzlichen
und tierischen Schaderregern, wie Apfelschorf, Rapskrebs, Feuerbrand, Braun-/Gelbrost
und Weizenmehltau werden auch umweltspezifische Problematiken wie N-min
Bestimmung, Ammoniakverluste und der Bienenflug, aber auch Ernteparameter in
AMBER angeboten. So wird in AMBER auch das von FRIESLAND (1991) entwickelte
Prognosemodell von S. sclerotiorum an Winterraps angeboten, welches als Grundlage fiir
die vorliegende Arbeit genutzt wurde. Anhand von Wetterdaten wird hier auf der Basis
vom Bestandesklima die meteorologische Infektionswahrscheinlichkeit berechnet. Eine
ausfiihrliche Beschreibung des Modells wurde bereits in den Kapiteln 2.19 und 3.10

vorgenommen.

Ein weiteres Beratungssystem ist aus dem erfolgreichen Modellvorhaben
,Praxiseinfihrung rechnergestiitzter Entscheidungshilfen in den Pflanzenschutz*
entstanden, welches vom Ministerium fiir Erndhrung, Landwirtschaft und Forsten gefordert
wurde und in den Jahren 1991-1997 von 13 Pflanzenschutzdiensten der Lénder

durchgefiihrt wurde (KLEINHENZ et al., 1998b). Um dieses Verfahren fortzusetzen und die
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Pflege und Weiterentwicklung von Prognosemodellen zu gewdéhrleisten, wurde seit
Oktober 1997 auf der Basis einer Verwaltungsvereinbarung der Lénder, die Zentralstelle
der Lander fiir EDV-gestiitzte Entscheidungshilfen und Programme im Pflanzenschutz
(ZEPP) aufgebaut (KLEINHENZ et al, 1998b). Sitz der ZEPP st das
Dienstleistungszentrum ldndlicher Raum Rheinhessen-Nahe-Hunsriick in Bad Kreuznach.
Insgesamt  beteiligen sich an diesem Projekt 12 Bundeslinder und 14
Pflanzenschutzdienste (ZEPP, 2005). Ziel der ZEPP ist es, zum einen Prognose- und
Simulationsmodelle von verschiedenen Modellerstellern (Universititen im In- und
Ausland, Biologische Bundesanstalt) fiir Schaderreger in der Landwirtschaft und im
Gartenbau zu iiberpriifen, eventuell weiterzuentwickeln und fiir die Praxis nutzbar zu
machen, zum anderen aber auch die Erarbeitung und Entwicklung neuer Modelle

anzuregen und zu organisieren (KLEINHENZ, 1998a).

In den letzten Jahren wurden mehr als 16 wetterbasierte Prognose- und
Simulationsmodelle bei der ZEPP getestet und iiberpriift, wobei fiinf Modelle aus den
neuen Bundesldndern stammen. In Zusammenarbeit mit dem Deutschen Wetterdienst
werden tdglich aktuelle Wetterdaten aus mehr als 97 Wetterstationen herausgelesen und fiir
die Berechnung der Prognosen genutzt. Zusidtzlich werden 339 eigene
agrarmeteorologische Wetterstationen von den Pflanzenschutzdiensten der Lénder zur
Berechnung von Schaderregerprognosen herangezogen (KLEINHENZ, 2005). Ziel der
Einfiihrung von Prognosemodellen in die Praxis ist es zum einen, den Einsatz
prophylaktischer Behandlungen auf ein notwendiges MalBl zu reduzieren, zum anderen
werden aber auch zeitaufwendige Felderhebungen und Bonituren vermieden. Unter der
einheitlichen Oberfliche PASO (Prognose agrarischer Schadorganismen) wurden
verschiedene Prognosemodelle zu einem Programmpaket zusammengefasst und den
Beratern der Pflanzenschutzdienste als PC-Version zur Verfiigung gestellt (KLEINHENZ,
1998a).

In Kooperation mit der ZEPP erfolgte auch die Modellierung von SkleroPro, besonders im
Hinblick auf die Wetterdatenbereitstellung und bei der Mitwirkung einer groBrdumigen,
deutschlandweiten Anlage von Feldversuchen. Des Weiteren wird SkleroPro ab 2006 fiir
die Praxis auf der internetbasierten Plattform ISIP zur Verfiigung stehen. Das
Informationssystem fiir die Integrierte Pflanzenproduktion® (ISIP) wird seit 2001 in
Zusammenarbeit mit der ZEPP aufgebaut (ROHRIG & KLEINHENZ, 2002). Dieses System

basiert auf dem FEinsatz moderner Informationstechnologien, wie dem Internet. Es
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ermdglicht so, den Datenfluss verschiedener betrieblicher und schlagspezifischer Daten
zusammen mit Wetterdaten sowie den Ergebnissen der Prognose und zusitzlichen
Beratungshinweisen zu verkniipfen und aufbauend auf diesen dem Berater und Landwirt
individuelle Behandlungsentscheidungen vorzuschlagen (ISIP, 2005). Neben der Prognose
werden weiterhin alle notwendigen Informationen zu Befallserhebungen aus
Versuchsstandorten, Hintergrundinformationen zu mehr als 150 Schaderregern in iiber 20
Kulturen, Bewertungen von Wirkungsgraden und Wirkungsspektren verschiedener
Pflanzenschutzmittel sowie Anwendungshinweise fiir Pflanzenschutzmittel und eine
regionale und zeitlich angepasste Beraterempfehlung herausgegeben (ROHRIG & SANDER,
2004). Hierfiir sind eine fortlaufende Aktualisierung der Datenbanken sowie eine gepriifte
Datenqualitdt unverzichtbar. Im Jahr 2002 wurde erstmals ein aktuelles Internetangebot in
ISIP présentiert. Schwerpunkte sind Prognosemodelle und Entscheidungshilfen fiir
Schaderreger in Getreide, Zuckerriiben und Kartoffeln (Tab. 15) (KLEINHENZ & ROHRIG,
2003). Die aktuell verfiigbaren Entscheidungshilfen in ISIP sind in Tabelle 12 aufgefiihrt,
zusétzlich zu den Entscheidungshilfen werden fiir Blattkrankheiten in Getreide und
Zuckerriibe aktuelle Felderhebungen aus verschiedenen Regionen angeboten. Weitere
Modelle sind in der Entwicklung. Ab 2006 wird zusétzlich das Modell SkleroPro fiir die
Bekdmpfung der Weillstangeligkeit im Raps fiir die Praxis in ISIP nutzbar sein (KOCH &
VON TIEDEMANN, 2004, 2005). Der Zugriff auf das Internetangebot von ISIP ist in das
Beratungsangebot der Landwirtschaftskammern und Lénder eingebettet, zudem besteht
auch die Moglichkeit, einen situationsbezogenen Benachrichtigungsservice per Fax, Mail

oder SMS zu aktivieren (ROHRIG & SANDER, 2004).

Tab. 16: Aktuell verfiigbare Entscheidungshilfen auf der Internetplattform ISIP

Kultur Schaderreger Modell Iplelduelle
Einstellungen
Halmbruch in Weizen SIMCERC 3 moglich
Getreide -
Entwicklungsverlauf von o 1
Wintergetreide SIMONTO moglich
Kartoffelkéfer SIMLEP erforderlich
Kartoffeln
Kraut- und Knollenfaule SIMPHYT moglich
Zuckerriibe Cercospora-Blattflecken CERCBET 1 und 3 | erforderlich
ab 2006 Welﬁsta‘m‘gehgkelt. SkleroPro erforderlich
Raps Sclerotinia sclerotiorum
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4.4 Erstellung des Modells SkleroPro

Bei der Erstellung eines neuen Prognosemodells ist es besonders wichtig, genaue
Kenntnisse iiber das Infektionsgeschehen und tiber die Epidemiologie des Schaderregers zu
bekommen (VAN MAANEN & XU, 2003). Aus diesem Grund wurden zunichst die
Infektionsbedingungen fiir eine Infektion mit Ascosporen iiberpriift. In der Klimakammer
wurden mit Hilfe eines Boxentests der Schwellenwert der Minimumtemperatur und die
optimalen Bedingungen fiir eine Infektion {iberpriift. Die optimale Temperatur lag
demnach in einem Bereich von 16-22°C und die Mindestbedingungen fiir eine Infektion
bei 7°C. Uber 25°C und unter 6°C kam es zu keiner Infektion durch Ascosporen. Diese
Ergebnisse stehen im Einklang mit anderen Untersuchungen zu S. sclerotiorum an Bohnen,
auch hier konnte die schnellste Keimung bzw. das beste Wachstum von Ascosporen und
Myzel in diesem Temperaturoptimum beobachtet werden (PHILLIPS, 1994). Auch CAESAR
& PEARSON (1983) beobachteten, dass sich Temperaturen von iiber 25°C schidlich auf das
Uberleben der Ascosporen auswirken. Nach AHLERS (1987) und YOUNG et al. (2004)
liegen die Temperaturen fiir eine Infektion durch Ascosporen im Bereich von 8-27°C,
wobei die optimalen Temperaturen bei 16-20°C erreicht sind (ABAWI & GROGAN, 1979).
Basierend auf den Untersuchungen von AHLERS (1987) und KRUGER (1979) lag in dem
Modell SKLERO die Optimumtemperatur fiir die Berechnung der infektionsgiinstigen
Stunden bei 15°C und die Minimumtemperatur bei 3°C. Aufgrund der sehr niedrigen
Minimum- und Optimumtemperaturen bei SKLERO wurden in einem ersten Schritt die
Infektionsbedingungen in dem neuen Modell verdndert. Die optimale Temperatur fiir eine

Infektion wurde somit auf 18°C und die Minimumtemperatur auf 7°C erhoht.

Laut AHLERS (1987) konnte keine Keimung der Ascosporen bei 70% rel. Luftfeuchte
beobachtet werden. In Untersuchungen wurde die unterste Grenze der rel. Luftfeuchte bei
83% erreicht. Die optimalen Luftfeuchten fiir eine Infektion liegen in einem Bereich von
84-92% (KRUGER, 1979). Autbauend auf den Aussagen von KRUGER (1979) lag die
Mindestbedingung der rel. Luftfeuchte fiir eine Infektion mit Ascosporen in dem Modell
SKLERO bei 84%. Einige Autoren berichten, dass die Symptomausprigung von S.
sclerotiorum durch das Zusammenspiel von Temperatur und Luftfeuchte beeinflusst wird
(AHLERS & HINDORF, 1987; CLARKSON et al., 2004). Aufgrund der Erhohung der
Minimumtemperatur fiir eine Infektion wurde in dem Modell SkleroPro die unterste

Grenze der Luftfeuchte bei 80% angesetzt.
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Neben der Uberpriifung der Klimabedingungen fiir eine Infektion mit Ascosporen erfolgte
die Validierung des Modells SKLERO im Feld. Anhand von Feldversuchen aus den Jahren
1994-2004 konnte SKLERO ausfiihrlich validiert und die Genauigkeit einzelner
Berechnungen tiberpriift werden, um dann aufbauend auf den Ergebnissen das neue Modell
SkleroPro zu erstellen. Der erste Modellierungsaspekt war die Berechnung der Keimung
der Sklerotien sowie das Erscheinen der ersten Apothezien. Der Einfluss dieser beiden
Faktoren auf den Befall mit S. sclerotiorum wurde schon in vielen Arbeiten untersucht
(HAO et al., 2003; AHLERS, 1986; SUN & YANG, 2004; KORA et al., 2005), wobei auch die
optimalen Witterungsbedingungen fiir das Keimen der Sklerotien und das Aufwachsen der
Apothezien ausfiihrlich beschrieben worden sind (WEISS et al., 1980; SINGH & SINGH
2000; CLARKSON et al., 2004). BOLAND & HALL (1988b) stellten in ihren Untersuchungen
fest, dass eine Beziehung zwischen dem raumlichen Auftreten der Apothezien und dem
spateren Befall im Feld besteht. So basieren einige Vorhersagemodelle fiir einen Befall mit
S. sclerotiorum einzig oder zum grof3en Teil auf den Berechnungen der Sklerotienkeimung
(CLARKSON et al., 2004; FRIESLAND 2000; NORDIN, 1992). Neben der direkten Berechnung
der Sklerotienkeimung wird in einigen Modellen auch indirekt {iber die Erfassung der
Bodenfeuchte in Kombination mit dem Bliitenblattbefall das Auftreten von S. sclerotiorum

vorhergesagt.

Der Vergleich der Vorhersagegenauigkeit des Modells SKLERO mit den Beobachtungen
auf dem Feld in Bezug auf das Erscheinen der Apothezien zeigte, dass das Modell in sehr
vielen Fillen das Erscheinen zu frith berechnet hat. Des Weiteren konnte festgestellt
werden, dass besonders im Jahr 2003 das Erscheinen erst sehr spdt zum Ende der Bliite des
Rapses vorhergesagt wurde und somit Infektionen, die vor diesem Zeitpunkt stattgefunden
haben, nicht erfasst wurden. Auch WOHLLEBEN (2001) konnte bei der Uberpriifung der
Vorhersagegenauigkeit von SKLERO in Bezug auf das Auftreten der Apothezien eine
maximale Abweichung von fiinf Tagen zwischen dem Untersuchungsergebnis zur
Apothezienbildung und den Angaben des Prognosemodells feststellen. In einer
weiterfilhrenden Arbeit (KRUSE, 2004) zur Uberpriifung der Vorhersagegenauigkeit des
Apothezienaufwuchses von SKLERO in Feldversuchen aus den Jahren 2001-2004 zeigte
sich eine Differenz von 5-8 Tagen, wobei an einigen Standorten sogar ein Unterschied von
mehr als zwei bis drei Wochen beobachtet werden konnte. Ferner konnte in den eigenen
Untersuchungen bei der riickwirkenden Anwendung des Modells SKLERO festgestellt

werden, dass in allen untersuchten Jahren ein Erscheinen der Apothezien vorhergesagt
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wurde. Dies ldsst sich dadurch erkldren, dass die Witterungsbedingungen fiir die
Sklerotienkeimung, die in das Modell eingehen, eine sehr breite Spanne haben. Sowohl in
dem Modell von FRIESLAND (2000), als auch bei CLARKSON et al. (2004) lag die Spanne
der Bodentemperatur fiir das Keimen der Sklerotien bei 5-20°C. Diese Temperaturen

werden jedoch in den Monaten April und Mai fast immer erreicht.

Des Weiteren kann man in den meisten Regionen in Deutschland davon ausgehen, dass
aufgrund des sehr weiten Wirtpflanzenkreises, der langen Uberlebenszeit der Sklerotien im
Boden und der Verbreitung der Sporen durch den Wind, eine Verseuchung der Boden
durch Sklerotien oder ein Sporenflug aus nahe gelegenen Feldern auf fast allen
Rapsanbauflachen vorherrscht (AHLERS, 1986; STEADMAN, 1983). Dies zeigt, dass das
Erscheinen der Apothezien auf den Rapsanbaufldchen in Deutschland kein limitierender
Faktor in dem Auftreten von S. sclerotiorum sein kann. Aus diesen Griinden wurde die
Berechnung der Keimung der Sklerotien und des Erscheinens der Apothezien aus dem

Modell herausgenommen.

Eine weitere Verbesserung des neuen Modells SkleroPro konnte durch die Entfernung des
Sporenfluges und des Infektionsdruckes erreicht werden. Anhand der Ergebnisse aus der
vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Sporenflug keinerlei Einfluss auf die
berechneten Infektionsstunden und somit auf das Infektionsgeschehen nimmt. Die
Berechnung des Infektionsdrucks ist eine zusétzliche Funktion, die maBgeblich an der
Hohe der Infektion beteiligt ist, die aber durch keine epidemiologischen Prozesse erklart
werden kann und zudem zu Fehlentscheidungen gefiihrt hat. Ubereinstimmend mit den
Ergebnissen von WOHLLEBEN (2001) neigt das Modell SKLERO dazu, die Infektionen in
vielen Fillen zu iiberschitzen. Es hat sich gezeigt, dass durch die Verdnderung der
Infektionsbedingungen anhand der Laborergebnisse eine verbesserte Vorhersage der
Infektionsgenauigkeit in Bezug zur Befallshdufigkeit erzielt werden konnte. Die
Klimabedingungen fiir eine Infektionsstunde wurden von einer Minimumtemperatur von
3°C auf 7°C erhdht und die Minimumbedingung der rel. Luftfeuchten wurden von 84% bei
SKLERO auf 80% bei SkleroPro gesenkt. Diese geringen Temperaturen wurden auch
schon in fritheren Arbeiten beschrieben. Bei Temperaturen von 8-11°C konnten die ersten
Symptome von Sclerotinia an Salat 20-26 Tage nach Inokulation festgestellt werden

(YOUNG et al., 2004).

Bei der Validierung von SKLERO konnte weiterhin festgestellt werden, dass die

Vorhersage der Rapsentwicklung wéhrend der Bliite nicht mit der aktuellen Entwicklung
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des Rapses im Feld iibereinstimmt. Die Rapsentwicklung ist in dem Modell aber eng mit
der Berechnung der infektionsgiinstigen Stunden gekoppelt, denn erst zu Beginn der
Vollbliite wird mit der Berechnung der infektionsgiinstigen Stunden begonnen. Sind zu
diesem Zeitpunkt schon erste Fehler in der Berechnung der Rapsentwicklung vorhanden,
konnen sich diese auf die gesamte Berechnung des Infektionsgeschehens auswirken. Die
Ergebnisse der Validierung von SKLERO in Bezug zur Rapsentwicklung zeigten, dass die
Rapsentwicklung wihrend der Bliite mit einer Verspdtung von bis zu 12 Tagen im
Vergleich zur aktuellen Entwicklung berechnet wurde. Aus diesem Grund wurden mit
Hilfe der Parameterschiatzung in ModelMaker die Parameter fiir den Entwicklungszuwachs
neu errechnet und ein anderer Funktionsverlauf fiir den Entwicklungszuwachs im Raps
gewdhlt. Durch diese Verdnderung konnte eine genauere Vorhersage des aktuellen
Bliihverlaufs berechnet werden. Eine weitere Verdnderung in SkleroPro erfolgte mit der
Vorverlegung des Starts der Berechnung der infektionsgiinstigen Stunden. Statt erst zum
BBCH-Stadium 62 anzufangen, wie dies bei SKLERO der Fall war, wurde in SkleroPro
das BBCH-Stadium 58 ausgewéhlt. Aufgrund der Tatsache, dass die Ascosporen von S.
sclerotiorum, die noch fest an der Bliite haftenden Bliitenblétter infizieren (Kapitel 3.3.2),
besteht die Mdglichkeit, dass schon mit Beginn der Bliite und sogar wenn die Bliiten noch
geschlossen sind, die jungen Bliitenblétter infiziert werden konnen. Laut WEBER &
BLEIHOLDER (1990) endet zum BBCH-Stadium 59 die Knospenbildung und bei den noch

geschlossenen Einzelbliiten werden die ersten Bliitenblétter sichtbar.

In diesem Zusammenhang ist die Vorhersage der Ontogenese der jeweiligen Kulturart eine
wichtige Voraussetzung fiir die Erstellung und die spédtere Anwendung von
Prognosemodellen.  Ein  Ontogenesemodell  sollte  bestimmte  praxisrelevante
Entwicklungsstadien einer landwirtschaftlichen Kultur sehr prizise d.h. mit moglichst
geringen Abweichungen zwischen simulierten und tatsdchlich festgestellten BBCH-
Stadien, vorhersagen (ROSSBERG et al., 2004). Derzeit gibt es praxistaugliche
Ontogenesemodelle fiir die Kulturen Weizen, Roggen und Gerste. Ein Ontogenesemodell
fiir die gesamte Entwicklung ab der Aussaat bis zur Ernte des Winterrapses ist noch in der

Entwicklung (ROSSBERG, 2005).

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, nicht nur ein befallsbezogenes, sondern auch ein
schlagspezifisches Prognosemodell zu entwickeln. Fiir die Abschétzung einer regionalen
Vorhersage von S. sclerotiorum wurden bereits an der Universitidt von lowa verschiedene

schlagspezifische Einflussfaktoren auf den Befall mit S. sclerotiorum untersucht und in ein
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Prognosemodell eingebaut (MILA et al., 2004). In der vorliegenden Arbeit wurden
ausfiihrliche statistische Analysen von verschiedenen schlagspezifischen Faktoren
vorgenommen (siche Kapitel 3.8). Es stellte sich heraus, dass unter anderem der
Fruchtfolgefaktor einen groBen Einfluss auf den Befall mit S. sclerotiorum ausiibt.
Zahlreiche andere Arbeiten bestétigen dieses Ergebnis (GARBE, 2000; KURLE et al., 2001;
GRACIA-GARZA et al., 2002; MULLER et al., 2002; MILA et al., 2004). Um die Fruchtfolge
in das Modell SkleroPro integrieren zu konnen, erfolgte eine empirische Einteilung dieses
Faktors nach seinem Gefahrdungsgrad. Die Multiplikatoren bewegen sich in einem engen
Wertebereich um 1.0, der anndhrend der durch den Fruchtfolgeeinfluss bedingten Variation
der Befallshdufigkeit entspricht. So wurde eine zweijdhrige Rapsfruchtfolge mit dem
Faktor 1.3, eine dreijdhrige mit 1 und eine mehr als dreijahrige Rapsfruchtfolge mit dem
Faktor 0.8 gekennzeichnet. Diese Multiplikatoren werden in dem Modell direkt an die
Berechnung der infektionsgiinstigen Stunden gekoppelt. Auf eine dhnliche Art erfolgte die
Integration von schlagspezifischen Faktoren bereits in anderen Prognosemodellen, wie
zum Beispiel dem Halmbruchmodell SIMCERC und dem Echten Mehltau Modell
SIMERY (SIEBRASSE, 1982; SIEBRASSE & FEHRMANN, 1986; KRAATZ, 1994; KLEINHENZ et
al., 1998a; WEINERT et al., 2005).

An die Simulation der Befallshdufigkeit wurde eine quantitative Erfassung der durch S.
sclerotiorum verursachten Ertragsverluste angeschlossen. Diese basiert auf einer Befalls-
Verlust-Relation, die in dreijdhrigen Feldversuchen aus den Jahren 2002-2004 von
DUNKER (2000) erarbeitet wurde und in das Prognosemodell SkleroPro integriert wurde.
Unter einer wirtschaftlichen Schadensschwelle versteht man die zu einem gegebenen
Zeitpunkt vorhandene Befallsdichte eines Schadorganismus oder das Ausmal} der
Erkrankung oder Verunkrautung, die bei Nichtbekdmpfung Schiden gleicher Hohe
verursachen wiirden, wie an Kosten fiir die Behandlungsmafinahme entstehen (DIERCKS &
HEITEFUSS, 1994). Exakte, auf Befalls-Verlustanalysen beruhende Schwellenwerte fiir die
gezielte Bekdmpfung von verschiedenen Schéddlingen und Unkrdutern in der
Pflanzenpathologie sind nur mit umfangreichen experimentellen Untersuchungen moglich
und wurden nur in wenigen Arbeiten veroffentlicht (BLASZYK, 1970; KUST et al., 1989;
LASSAK, 1993; BRUNS, 1996). Ein Beispiel ist das an der Universitidt Gottingen entwickelte
Modell CeBrUS, welches auf verschiedenen Schadenschwellen fiir Unkrauter basiert.
Dieses Modell soll kiinftig als internetgestiitztes Beratungsmodell fiir die

Unkrautbekdmpfung im Raps und Getreide zur Verfiigung stehen (WERNER et al., 2002).
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Nach FREIER et al. (1994) konnen Schadensschwellen aus biologischer, dkologischer und
Okonomischer Sicht keinen einzigen Befallswert annehmen, sondern angesichts vieler
Variablen wie Befalls-Schadens-Relation, Populationsdynamik und anderen 6konomischen
Parametern einen groBeren Wertebereich einnehmen. Erste Ansdtze zur Ermittlung von
Befalls-Verlust-Relationen fiir S. sclerotiorum wurden von KRUGER & STOLTENBERG
(1983) durchgefiihrt. Schon in diesen frithen Untersuchungen stellte sich heraus, dass sich
bei einer geringen Befallshiufigkeit von bis zu 12% eine Fungizidapplikation gegen S.
sclerotiorum als nicht wirtschaftlich erweist. Auch bei einem mittleren Befall von 13-24%
ist die Wirtschaftlichkeit einer Behandlungsmafinahme bedenklich und richtet sich je nach
den verwendeten Fungiziden und Arbeitsbreiten. Der berechnete Schwellenwert der
Befallshiufigkeit in SkleroPro ist keine feste Grofe, sondern richtet sich nach
verschiedenen individuellen EingabegroBen wie den Fungizidkosten, Rapspreis,
Ertragserwartung und den  Uberfahrtskosten. Der prozentuale Anteil der
Durchfahrtsverluste von 2,6%/ha wurde als fester Wert angenommen (DUNKER, 2005). Bei
einer Ertragserwartung von 30 bis 50 dt/ha betrdgt die in SkleroPro beriicksichtigte

Schadensschwelle von S. sclerotiorum Befallshdufigkeiten zwischen 25 und 15%.

4.5 Validierung von SkleroPro

Bevor Prognosemodelle in die Praxis iibernommen werden, sollten sie den praktischen
Erfordernissen angepasst sein. Durch die zunehmende Entwicklung von Prognosemodellen
im Pflanzenschutz sollte nach TENG (1980) auch das Anstreben nach der Uberpriifung der
Zuverldssigkeit solcher Modelle im Vordergrund stehen, nach wie vor werden immer noch
viele Modelle ohne den Beweis ihrer Zuverlissigkeit oder Uberpriifung der Giiltigkeit der

Parameter veroffentlicht.

Da Simulationsmodelle eine Vereinfachung bzw. Abstraktion von verschiedenen
Entwicklungsprozessen darstellen, die zum Teil auf empirischen oder statistisch
abgesicherten Daten beruhen und diese nie eine ,,absolute Wahrheit™ der in der Natur
beobachteten Prozesse widerspiegeln konnen, sind Uberpriifungen der Zuverlissigkeit von
Prognosemodellen von besonderer Bedeutung. Im Rahmen einer griindlichen
Modelleinschitzung von SkleroPro wurden neben der Uberpriifung der Berechnung von

verschiedenen Komponenten, wie zum Beispiel der Rapsentwicklung und der



DISKUSSION - 140 -

Vorhersagegenauigkeit der Befallshidufigkeit, insbesondere die Tauglichkeit und die
Zuverldssigkeit der Behandlungsentscheidung in Bezug auf die Wirtschaftlichkeit gepriift.

Bei der Anwendung von Vorhersagemodellen im Pflanzenschutz ist es besonders wichtig,
dass eine Unterschitzung des Befalls oder der Behandlungsempfehlung vermieden wird.
Die Auswertungen von 689 Feldversuchen mit 3814 Bliitenbehandlungen des amtlichen
Pflanzenschutzdienstes von  1981-1991  zeigten, dass insgesamt 73%  der
Fungizidapplikationen gegen S. sclerotiorum unwirtschaftlich waren (WAHMHOFF, 2000).
In einer anderen Studie konnte DUNKER (2004) ebenfalls feststellen, dass die
Wirtschaftlichkeit der Bliitenbehandlung (anhand von Feldversuchen des amtlichen
Pflanzenschutzdienstes von 1992-2004) bei nur 68% liegt. In den eigenen Untersuchungen
aus Feldversuchen der Pflanzenschutzdienste der Lander von 1994-2005 konnte ebenfalls
festgestellt werden, dass sich nur in 65% der Flichen eine Routinebehandlungen als
wirtschaftlich erwies. Anhand dieser Tatsache kann entnommen werden, dass ein grof3es
Einsparungspotential bei der Sclerotinia-Behandlung vorhanden ist. Der fiir eine
wirtschaftliche FungizidmaBnahme mindestens zu erbringende Ertragsgewinn wird in
verschiedenen Untersuchungen der letzten Jahre auf 4-7 dt/ha angesetzt (LOR, 1995;
SCHMIDT & KOPPL, 1995; STEINBACH & BROSCHEWITZ, 1997). Ubereinstimmend dazu
konnte auch in der vorliegenden Arbeit ein durchschnittlicher Ertragsgewinn von 4-6 dt/ha

aus den Versuchsjahren sowie aus den vergangenen Jahren festgestellt werden.

Die Validierung von Prognosemodellen basiert hiufig auf der Uberpriifung der
Vorhersagegenauigkeit verschiedener Entwicklungsprozesse, des Befallsauftretens oder
der Behandlungsentscheidung. Die Aufgabe der Uberpriifung von Prognosemodelle wird
im Rahmen der ZEPP libernommen (JORG & KLEINHENZ, 1996; JORG & ROSSBERG, 1998;
HANSEN et al., 2001; RACCA et al., 2002). Insbesondere bei der Weiterentwicklung von
Modellen konnte eine deutliche Verbesserung in der Vorhersagegenauigkeit erreicht
werden. So wurde die Trefferquote verschiedener Entwicklungsprozesse von SIMLEP 2 zu
SIMLEP 3 von 6-74% auf 63-94% verbessert (JORG & ROSSBERG, 1998). Eine erste
Validierung des Prototyps von CERCBET 3 ergab eine Zuverldssigkeit der Prognose von
50% (RACCA et al., 2002). Durch die Optimierung verschiedener Verlaufsfunktionen und
die Integration von schlagspezifischen Parametern konnte die Vorhersagegenauigkeit der
Terminprognose fiir das Uberschreiten der Bekdmpfungsschwelle auf 90% erhdht werden
(Racca et al., 2004). In den eigenen Untersuchungen konnten iibereinstimmende

Ergebnisse festgestellt werden. So lagen die Trefferquoten beim Modell SKLERO nur bei



DISKUSSION - 141 -

48%. Die ersten Verdanderungen von SKLERO in Bezug zum Infektionsgeschehen und
durch den Verzicht einiger Berechnungen von verschiedenen Entwicklungsprozessen wie
z. B. dem Apothezienaufwuchs und dem Sporenflug fiihrten dazu, dass mit dem Prototyp
eine Verbesserung der Vorhersage auf 57% erreicht werden konnte. Durch die
Weiterentwicklung zu einem schlagspezifischen sowie befalls- und schadensbezogenen
Modell konnte eine Verbesserung der Vorhersagegenauigkeit der

Behandlungsentscheidung von 81% erzielt werden.

Anhand der Vorhersagegenauigkeit wird die Qualitit und die Praxistauglichkeit von
Prognosemodellen bestimmt, die meisten der angewandten Modelle besitzen eine
Trefferquote von 60 bis 90% (RAccA et al., 2004; JORG & KLEINHENZ, 1996). Eine
absolute Trefferquote von 100% kann durch Vorhersagen von Modellen nicht erreicht
werden, da die Entwicklungs- und Infektionsprozesse von Schaderregern durch eine
Vielzahl von Faktoren beeinflusst werden. Aber nicht nur allein die Vorhersagegenauigkeit
spielt bei der Validierung von Modellen eine wichtige Rolle, sondern auch die
wirtschaftliche Betrachtung der Behandlungsentscheidung sollte in die Validierung
einbezogen werden. FEine wirtschaftliche Betrachtung der Zuverlédssigkeit der
Prognoseentscheidung wurde nur in Ansétzen in verschiedenen Arbeiten beschrieben. Bei
der Analyse der Wirtschaftlichkeit von SIMCERC anhand von 56 Feldversuchen aus den
Jahren 1994-1997 konnte im Vergleich zu einer Routinebehandlung in allen Jahren hohere
Erlose bei der SIMCERC Variante erzielt werden. Die Ertrige der SIMCERC Variante
lagen aber in allen Jahren knapp unter denen der Routinebehandlungen (KLEINHENZ et al.,
1998). Ein weiteres in ISIP integriertes Modell SIMPHYT besteht aus zwei verbundenen
Prognosemodellen. SIMPHYT I berechnet den Behandlungsbeginn und SIMPHYT II
simuliert den Befallsverlauf. Die Validierung des SIMPHYT I Modells auf 86 Flichen
ergab eine Zuverlissigkeit von 97%. Die Uberpriifung von SIMPHYT II ergab im
Vergleich zu einer ortsiiblichen Behandlung dieselben Bekdmpfungserfolge bei geringerem
Pflanzenschutzmittelaufwand, aber etwas hoheren Endbefallsstirken als in der ortsiiblichen

Variante (JORG & KLEINHENZ, 1996).

In den eigenen Untersuchungen konnte bei der Praxiseinfithrung von SkleroPro anhand
von 32 Versuchen im Jahr 2005 ein Mehrerlés im Vergleich zur Routinebehandlung von
44 €/ha erzielt werden, wobei es im Durchschnitt {iber alle Versuche zu einer
Ertragminderung von 0.5 dt/ha bei SkleroPro kam. Im Hinblick auf die geringen

Befallshdufigkeiten im Jahr 2005 und des daraus resultierenden hohen Anteils
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unwirtschaftlicher Routinebehandlungen erwies sich das Modell SkleroPro als durchaus
viel versprechend fiir den praktischen Einsatz. Durch die Anwendung von SkleroPro
konnte eine Reduzierung der Bliitenbehandlungen von 75% erzielt werden, ohne dabei ein
Risiko der Unterschitzung des Befalls bzw. der Behandlung einzugehen. Mit einer
Vorhersagegenauigkeit von 81% konnte damit auch gezeigt werden, dass dieses Modell
sogar in extremen Jahren mit sehr geringem Befallsdruck nicht zu einer iibermédBigen
Uberschitzung des Befalls bzw. der Behandlungen neigte, sondern den Befall real

prognostiziert und damit sichere Ergebnisse liefert.

Eine riickwirkende Analyse der Vorhersagegenauigkeit von SkleroPro aus den Jahren
1994-2003 mit den Validierungsergebnissen aus den Jahren 2004-2005 haben gezeigt, dass
im Vergleich zu einer Routinebehandlung durch die Anwendung des Modells eine
Reduzierung des Fungizideinsatzes von 47% erzielt werden konnte. Ebenfalls konnte in
einer weiteren Untersuchung gezeigt werden, dass durch die Behandlungsentscheidung ein
Mehrertrag von 0,1 dt/ha und ein Mehrerlés von 23 Euro/ha im Vergleich zur
Routinebehandlung erreicht werden konnte. Bei einem Verzicht der Bliitenbehandlung
aufgrund der Prognose konnten Verluste von 50 Euro/ha eingespart werden. Dies
ermoglicht dem Landwirt nicht nur eine umweltschonendere Bewirtschaftung seiner
Flachen, sondern auch eine Verringerung der Bekdmpfungskosten kann durch den
gezielten FEinsatz der Fungizide nach der Behandlungsentscheidung eines geeigneten
Prognosemodells erzielt werden. Im Sinne des integrierten Pflanzenschutzes treten mit
Hilfe des Prognosemodells an die Stelle von prophylaktischen Routinespritzungen gezielte

Behandlungen auf der Basis von Befalls-Verlustanalysen (BURTH et al., 1994).

In der Literatur gibt es wenige Informationen zum optimalen Zeitpunkt der
Bliitenblattbehandlungen. Um moglichst alle Infektionen mit Fungiziden zu erfassen,
werden die meisten Behandlungen zum Stadium der Vollbliite (BBCH 65) eingesetzt
(HARTLEB et al., 1999; GARBE, 2000). In einem weiteren Versuch wurde iiberpriift, ob die
exakte Terminierung der Bliitenbehandlung von SkleroPro einen Einfluss auf die
Wirtschaftlichkeit  hat.  Hierfir =~ wurden an 18 Feldversuchen aus den
Pflanzenschutzdiensten der Linder in dem Jahr 2004 die behandelten Flachen mit 0,5 1/ha
Cantus® (BASF) der beiden Modelle SkleroPro und SKLERO miteinander verglichen. Im
Vergleich zu SKLERO konnte durch das neue Prognosemodell SkleroPro bei Verwendung
des gleichen Fungizids und der gleichen Menge ein Mehrertrag von 0,3 dt/ha erzielt

werden, womit ein Mehrerlds von 13 Euro/ha erbracht wurde. Dies zeigt, dass allein durch
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einen gezielten terminierten Einsatz der Bliitenblattbehandlung hohere Erldse erzielt

werden konnen.

4.6 Bewertung verschiedener Verfahren zur Abschitzung der Behandlungs-

notwendigkeit von S. sclerotiorum im Hinblick auf SkleroPro

In den letzen Jahren wurden weltweit Ansétze fiir die Entwicklung von Prognoseverfahren
fiir die Bekdmpfung von S. sclerotiorum unternommen. Aufgrund der Tatsachse das S.
sclerotiorum zuerst die Bliitenblitter beféllt und erst dann der Stédngel der Rapspflanze
infiziert wird (JAMAUX et al., 1995), wurden Verfahren zum Nachweis von S. sclerotiorum
auf Bliitenblatter entwickelt, um daraus den spiteren Befall im Feld abzuleiten. In
zahlreichen Arbeiten wurde mit Hilfe eines Agarmediums, dem so genannten Petaltest und
der darauf festgestellten Anzahl infizierter Bliitenblétter, der Fungizideinsatz zur Bliite
vorhergesagt (GUGEL & MORALL, 1986; TURKINGTON & MORRALL, 1993; BoMm &
BOLAND, 2000). Laut Angaben der Autoren konnte unter Praxisbedingungen aber nicht
immer eine enge Beziehung zwischen den infizierten Bliitenblittern und dem spéteren
Befall im Feld festgestellt werden (TURKINGTON & MORRALL, 1993). Nur in Jahren mit
hohem Infektionsdruck konnte eine enge Korrelation festgestellt werden. Eine eindeutige
Vorhersage des zu erwartenden Befalls und infolgedessen eine gezielte
Behandlungsentscheidung fiir die Praxis ist anhand dieser Methode nicht moglich. Dies
bestétigen auch die eigenen Untersuchungen mit dem pH-Indikator-Test. Der Petaltest gibt
jedoch einen Hinweis iiber das Aufwachsen von Apothezien und den aktuellen Sporenflug
bis zum Zeitpunkt der Probeentnahme. Ebenso konnten mit der Entwicklung eines S.
sclerotiorum spezifischen ELISA-Tests (JAMAUX et al., 1995) und einer spezifischen PCR
(FREEMAN et al., 2002) bis heute noch keine zufrieden stellenden Ergebnisse zur
Befallsvorhersage erzielt werden. Die hoheren Kosten solcher Verfahren und der erhéhte

Arbeitseinsatz machen einen grof3flachigen Einsatz dieser Methoden nicht praktikabel.

Einen anderen Ansatzpunkt zur Befallsvorhersage bietet der von AHLERS (1989)
entwickelte Fragebogen. Durch die Bewertung von verschiedenen schlagspezifischen
Angaben wird anhand der  Gesamtpunktzahl die  Notwendigkeit einer
BehandlungsmaBBnahme abgeleitet. Laut AHLERS (1989) erreichte der Fragebogen bei einer
zweijdhrigen Anwendung eine Trefferquote von 60%, wobei besonders in trockenen

Jahren mit geringem Befall ein Uberschiitzen vorherrscht. In Ubereinstimmung dazu
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konnte auch THURWACHTER (1991) eine Uberschitzung des Fragebogens feststellen.
Ahnliche Erfahrungen wurden auch in Osterreich bei der Anwendung des Fragebogens zur
Erprobung eines Sclerotinia-Warndienstes unter Beriicksichtigung von Witterungsdaten
aus Messstationen erreicht (KOPPL & ScHMIDT, 1993). Aufbauend auf der
Fragebogenmethode von AHLERS (1989) wurde in Schweden eine Risikopunkt-Tabelle
entwickelt (TWENGSTROM et al., 1998). Die Auswertungen von 48 Versuchsstandorten in
den Jahren 1996 und 1997 zeigten, dass sich fiir den Schwellenwert, der in einem
Wertebereich zwischen 40 und 50 Punkten liegt, eine sehr unsichere Prognose ergibt,
wobei es sowohl zu Uberschitzungen als auch Unterschitzungen des Befalls kommen
kann. Auf nichtbehandelten Feldern konnten Befallshdufigkeiten von 25-30% beobachtet
werden. Der Vorteil der Fragebogenmethode ist, dass es sich um ein sehr kostengiinstiges
und leicht durchzufiihrendes Verfahren handelt. Aufgrund der fehlenden Betrachtung von
exakten Witterungsparametern zur Blite kommt es aber nur zu geringen
Treffergenauigkeiten und damit nur zu einer unzureichenden Einschitzung der
Behandlungsnotwendigkeit, was dieses Verfahren nur bedingt als Entscheidungshilfe

brauchbar macht.

Viele Vorhersagen zum Auftreten von S. sclerotiorum basieren auf dem Aufwachsen von
Apothezien. In einer Weiterentwicklung der Bewertungstabellen wurde von AHLERS und
HINDORF (1987) ein mathematisches Verfahren, basierend auf einer Diskriminanzanalyse,
erarbeitet. In diesem Modell wird von einem festen Schwellenwert von 10% tolerierbarem
Befall ausgegangen, weiterhin wird mit Hilfe von Sklerotiendepots, das Auskeimen der
Sklerotien beobachtet und aufbauend auf diesen Ergebnissen die Bekdmpfungswiirdigkeit
zum Zeitpunkt der Bliite berechnet. Allein auf der Grundlage von Sklerotiendepots und
schlagspezifischen Parametern wurde die Behandlungswiirdigkeit von S. sclerotiorum in
Schweden abgeleitet. Die ersten Untersuchungen im Feld lieferten keine ausreichenden

Ergebnisse fiir einen grofflachigen praktischen Einsatz (AHLERS & HINDORF, 1987).

In Versuchen von NORDIN et al. (1991) wurde anhand der Entwicklung der Apothezien in
gesondert angelegten Depots, der Bestandesdichte und des Vorjahresbefalls die
Notwendigkeit einer FungizidmaBnahme abgeleitet. Obwohl diese Methode in
Befallsjahren zu wirtschaftlichen Behandlungen gefiihrt hat, konnte in Jahren mit geringem
Infektionsdruck kein Mehrertrag durch eine Behandlungsvorhersage ermittelt werden. Als
besonders nachteilig erweist sich sowohl bei dem Modell von AHLERS & HINDORF (1987)

als auch bei NORDIN et al. (1991) die Anlage und Auswertung von Sklerotiendepots und
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Sporenfallen. Der hohe Zeitaufwand der Datengewinnung ist aus heutiger Sicht nicht mehr

praktikabel.

In England wurden weitere Untersuchungen zur Erarbeitung eines Vorhersagemodells zur
Ermittlung der Sklerotienkeimung von S. sclerotiorum in Salat entwickelt (CLARKSON et
al., 2005). Sowohl unter Laborbedingungen als auch im Feld konnte ein enger
Zusammenhang zwischen Bodentemperatur und Keimungsrate sowie der endgiiltigen
Anzahl an aufgewachsenen Apothezien festgestellt werden. Die in den Boden
eingegrabenen Sklerotien keimten in einem Temperaturbereich von 5-25°C, bei einem
Matrixpotential von >-100 kPa. Oberhalb von 26°C konnte keine Keimung beobachtet
werden. Aus diesen Beobachtungen wurde ein Modell entwickelt, welches auf der Basis
von Schwellenwerten fiir die Bodentemperatur sowie des Feuchtegehalts im Boden die
Anzahl an gekeimten Sklerotien berechnet. In einer weiteren Studie wurde in England ein
Prognosemodell zur Ermittlung der Ascosporeninfektion von S. sclerotiorum an Salat
entwickelt (YOUNG et al., 2005). Anhand der Temperatur, der rel. Luftfeuchte und der
Sporenkonzentration wird das zeitliche Auftreten der Krankheit und die Befallshdufigkeit
vorhergesagt. Eine Validierung des Modells oder eine Anwendung in der Praxis wurde
bisher noch nicht durchgefiihrt. In naher Zukunft soll dieses Modell mit dem Modell fiir
die Vorhersage der Sklerotienkeimung verkniipft werden (CLARKSON et al., 2005; PHELPPS
et al., 2005). Aufgrund der fehlenden Validierung der beiden Modelle sind noch keine
Aussagen iiber die Vorhersagegenauigkeit beziiglich der Sklerotienkeimung und der
Infektion durch Ascosporen zu treffen. Es scheint jedoch fraglich, ob eine exakte Prognose
der Sklerotienkeimung durch den sehr breiten Temperaturbereich von 5-25°C moglich ist,
da diese Temperaturen gerade in der kritischen Zeit von April bis Mai fast tiglich
iberschritten werden. Als nachteilig erweist sich ebenso die aufwindige Kontrolle der

Sklerotiendepots.

Zusammenfassend kann an dieser Stelle noch einmal darauf hingewiesen werden, dass
sowohl durch die Vorhersage der Keimung der Sklerotien als auch durch geeignete
Nachweismethoden des Bliitenblattbefalls mit Ascosporen keine eindeutige Prognose fiir
den zu erwartenden Befall gegeben werden kann. Da mit Hilfe dieser Parameter nicht die
eigentliche Infektion des Stdngels vorhergesagt wird, sondern vielmehr vorgeschaltete
Infektionsparameter, wie Inokulummenge und Sporenkonzentration prognostiziert werden.
Die Vorhersage dieser Parameter fiihrt aber laut einiger Autoren zu einer starken

Uberschitzung des Befalls (NORDIN et al., 1991; TURKINGTON & MORRALL, 1993; KRUSE,
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2004). Mit Hilfe aufwindiger Messungen der Sporenausschleuderung iiber einem
Sklerotiendepot, konnte trotz gemessener Sporenfreisetzung kein Befall im Feld
festgestellt werden (WOHLLEBEN, 2001). Ebenso fiihrte auch der Nachweis von S.
sclerotiorum auf Bliitenblittern, besonders in befallsarmen Jahren zu einer Uberschitzung
des Befalls (KRUSE, 2004). Demnach ist allein durch die Vorhersage der Sporenfreisetzung
keine Einschitzung der Behandlungsnotwendigkeit moglich. Eine gesicherte Prognose des
zu erwartenden Befalls im Feld kann nur iiber die Vorhersage der Stingelinfektion
gegeben werden. Aus diesem Grund miissen vermehrt die Infektionsbedingungen fiir eine

Ascosporenkeimung sowie die Dauer bis zur Infektion des Sténgels beriicksichtigt werden.

Aufgrund der Bewertung anderer weltweit entwickelter Vorhersagemodelle fiir die
Abschitzung der Behandlungswiirdigkeit von S. sclerotiorum ist auch eine kritische
Betrachtung des in dieser Arbeit beschriebenen Modells SkleroPro vorzunehmen. Die
Validierungsergebnisse von 2005 haben gezeigt, dass die Fehlerquote bei der Betrachtung
der Vorhersagegenauigkeit 19% betréigt, wobei hier allein eine Uberschitzung der
Behandlung vorherrscht. Diese Ungenauigkeiten in der Prognose konnen zu einem groflen
Teil durch die Entfernung der Wetterstationen zum Feld erklirt werden. Durch das diinne
Netz der Wetterstationen in einigen Gebieten Deutschlands besteht die Gefahr, dass nicht
fiir alle Prognosestandorte eine Wetterstation in der Néhe liegt und demnach auf Stationen
in Uber 70 km Entfernung ausgewichen werden muss. Diese Entfernungen kénnen zu
abweichenden Ergebnissen beziiglich der Witterungsdaten und demnach zu ungenauen
Prognosen fiihren. Zudem beinhaltet die Vorhersage des Niederschlages durch den DWD
eine gewisse Fehlerquote (KLEINHENZ, 2005), die zu unprizisen Vorhersagen fiihren kann.
Die Uberschitzung der Behandlungen 19% kann jedoch vernachlissigt werden, wenn man
durch die Anwendung des Modells eine Einsparung der Bliitenbehandlungen von 75%

erzielt.

Im Hinblick auf andere wetterbasierte Prognosemodelle fiir S. sclerotiorum ist SkleroPro
ein sehr einfach strukturiertes Modell, welches auf nur wenigen Berechnungen,
Gleichungen und Formeln beruht. Die Validierung von SKLERO und die Bewertung
anderer Modelle hat gezeigt, dass durch die komplexe Darstellungsweise des
Entwicklungsverlaufes von S. sclerotiorum die Fehlerrate in den einzelnen Berechnungen
ansteigen und es somit zu erh6hten Fehlaussagen kommen kann. Der einfache Aufbau von

SkleroPro fiihrt demzufolge zu einer leichten Handhabung in der Praxis, aufwindige
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Erhebungen im Feld fallen ganz weg. Im Gegensatz dazu miissen einige schlagspezifische

Daten fiir die Berechnung der Prognose eingegeben werden.

Durch die Einbindung von flexiblen Schadensschwellen ist SkleroPro derzeit das einzige
praxisreife Modell fiir die Behandlungsentscheidung bei S. sclerotiorum, welches nicht nur
die erwartete Befallshidufigkeit vorhersagt, sondern auch auf eine wirtschaftliche

Behandlungsentscheidung ausgerichtet ist.
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5 Ausblick

Mit der Intensivierung des Rapsanbaus ist in allen Anbaugebieten ein ansteigender
Krankheitsdruck der WeiBstingeligkeit zu beobachten. Derzeit wird diese von
bodenbiirtigen = Dauerkorpern  (Sklerotien) ausgehende  Krankheit iiberwiegend
routineméfBig durch eine Fungizidbehandlung zum Zeitpunkt der Rapsbliite bekdmpft.
Verschiedene Untersuchungen belegen inzwischen, dass eine Vielzahl dieser nicht-
zielgerichteten Behandlungen gegen S. sclerotiorum unwirtschaftlich sind und somit ein
hohes Einsparpotenzial fiir den Fungizideinsatz im Raps besteht. Mit Hilfe des am Institut
fiir Pflanzenpathologie und Pflanzenschutz entwickelten Prognosemodells SkleroPro
besteht nun die Moglichkeit den Fungizideinsatz gezielt nur auf den Flichen einzusetzen,
auf denen ein hoherer Infektionsdruck zu erwarten ist und demnach sich eine Behandlung
als wirtschaftlich erweist. Durch die Einsparung von Fungiziden wird dem Landwirt nicht
nur eine umweltschonendere Bewirtschaftung seiner Flichen, sondern auch eine

maBgebliche Verringerung der Bekdmpfungskosten ermdglicht.

Als Grundlage fiir einen erfolgreichen Einsatz von SkleroPro ist es notwendig, das Modell
weiterhin unter moglichst unterschiedlichen Klima- und Standortbedingungen und auch
tiber mehrere Jahre zu iberpriifen, um bei eventuellen Verdnderungen das Modell zu

aktualisieren und optimieren zu konnen.

Zur Erweiterung des Modells wird zusétzlich der Sortenfaktor ndher betrachtet werden.
Aufgrund von Auswertungen aus Feldversuchen in Géttingen der letzten drei Jahre kann
geschlossen werden, dass die Sorte einen Einfluss auf den Befall mit S. sclerotiorum
ausiibt, dartiber hinaus kdnnen in ndherer Zukunft tolerante oder sogar resistente Sorten auf
den Markt kommen, die eine Beriicksichtigung in dem Modell zur Folge haben miissen.
Des Weiteren wird die Verwendung des biologischen Préparates Contans WG® (Prophyta
GmbH) einen Einfluss auf die Notwendigkeit einer Bliitenbehandlung ausiiben. Es ist
daher weiterhin zu {iberpriifen, inwiefern sich diese Faktoren auf den Befall und damit auf

die Bekdmpfungswiirdigkeit von S. sclerotiorum auswirken.

Aufgrund der weltweiten Bedeutung von S. sclerotiorum ist ebenso zu iiberpriifen,
inwieweit sich dieses Modell auf andere Lander und eventuell auch fiir andere Kulturen

mit anderen Klimavoraussetzungen und Bedingungen {ibertragen lésst.
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6 Zusammenfassung

Die Intensivierung des Rapsanbaus hat dazu beigetragen, dass sich die Weillstangeligkeit
durch den Erreger S. sclerotiorum in den letzten Jahren stark ausgedehnt hat. Aufgrund
fehlender Prognosemdglichkeiten und um einen Ertragsverlust entgegenzuwirken, werden
in den traditionellen Rapsanbaugebieten die Bliitenbehandlungen routinemifig

durchgefiihrt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden neben der Erstellung eines schlagspezifischen und
schadensbezogenen Prognosemodells verschiedene Verfahren zum Nachweis von S.
sclerotiorum auf Bliitenbléttern optimiert und getestet. Ziel war es mit Hilfe dieser

Nachweisverfahren eine frithe Erfassung des zu erwartenden Befalls geben zu kdnnen.

Die Erprobung des pH-Indikator-Tests erwies sich als eine kostengilinstige und einfache
Methode, um den Befall auf den Blitenblittern nachzuweisen. Eine genaue
Quantifizierung und eine exakte Vorhersage der Befallshdufigkeit im Feld konnte nicht
abgeleitet werden. Der ELISA lieferte in vitro gute Ergebnisse zur Befallseinschidtzung von
S. sclerotiorum auf Bliitenblédttern. Ein Nachweis auf fest an der Bliite haftenden
Bliitenbléttern aus dem Feld war aufgrund geringer positiver Reaktionen nur schwer
moglich. Zudem kam es bei der Untersuchung von abgefallenen Bliitenbléttern zu falsch-
positiven Reaktionen. Ein sicherer Nachweis von S. sclerotiorum auf Bliitenbldttern konnte
mit der spezifischen Real-time PCR erzielt werden. Die Nachweisgrenze lag bei diesem
Verfahren bei 5 Ascosporen. Insgesamt konnte durch den Nachweis von Ascosporen auf
Bliitenbldttern mit Hilfe der verschiedenen Verfahren keine Vorhersage der zu erwartenden
Befallshéufigkeit im Feld vorgenommen werden und somit nicht als Entscheidungshilfe fiir

eine Bliitenbehandlung genutzt werden.

Neben der Uberpriifung verschiedener Nachweismethoden wurde in den Jahren 2002-2004
das rechnergestiitzte und wetterbasierte Prognosemodell SkleroPro zur schlagspezifischen
Befallsvorhersage der Weilstingeligkeit entwickelt und erstmalig im Jahr 2005 in
Feldversuchen der Pflanzenschutzdienste der Léander tiberpriift. Als Grundlage wurde das

Modell SKLERO vom DWD genutzt.

In einem ersten Schritt wurde das Arbeitsmodell SKLERO ausfiihrlich validiert. Hierbei
zeigte sich, dass das Modell insgesamt die Behandlungsnotwendigkeit {liberschétzt. Bei
einer ndheren Betrachtung der einzelnen Funktionen stellte sich heraus, dass die

Vorhersagegenauigkeit des Erscheinens der Apothezien zum Teil sehr stark von dem
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tatsdchlichen Auftreten im Feld abweicht. Unterschiede bis zu 25 Tage konnten im Feld
beobachtet werden. Des Weiteren konnte festgestellt werden, dass die Berechnung des
Sporenflugs keinen Einfluss auf das Infektionsgeschehen ausiibt. Auch in der Berechnung
der tdglichen Rapsentwicklung wihrend der Bliite konnte nicht immer eine
Ubereinstimmung mit der aktuellen Entwicklung im Feld festgestellt werden. Zwischen
Prognose und tatsichlichem Entwicklungsstand im Feld wurden Abweichungen bis zu 14
Tagen beobachtet. Uber die Berechnung der infektionsgiinstigen Stunden und des

Infektionsdrucks konnte keine Beziehung zur Befallshdufigkeit im Feld hergestellt werden.

Fiir die Erstellung eines neuen Modells wurden in einem weiteren Schritt die Bedingungen
fiir eine Infektion mit Ascosporen iiberpriift. Die Minimumtemperatur lag bei diesen

Untersuchungen bei 7°C und die optimalen Temperaturen zwischen 16-22°C.

Fiir die Einbeziehung schlagspezifischer Daten in das Prognosemodell wurden von den
einzelnen Pflanzenschutzdiensten der Léander aus den Jahren 1994-2004 die
Versuchsergebnisse der Sclerotinia-Flachen ausgewertet und varianzanalytisch berechnet.
Fiir die statistische Analyse zur Uberpriifung des Einflusses von verschiedenen
Schlagfaktoren auf den Befall mit S. sclerotiorum wurde der Datensatz nach verschiedenen
Bundesldndern regionalisiert und die einzelnen Gebiete separat untersucht. Die statistische
Analyse ergab, dass die Faktoren Fruchtfolge, Sorte, Bodenart, Aussaattermin und
Vorfrucht einen signifikanten Einfluss auf die Befallshdufigkeit von S. sclerotiorum
ausiiben. In Ubereinstimmung mit der Literatur wurde als erster schlagspezifischer Faktor
die Fruchtfolge in das Modell integriert. Anhand der statistischen Auswertung wurde die
Fruchtfolge mit den Faktoren 0,8 fiir eine mehrjéhrige, 1.0 fiir eine dreijahrige und 1.3 fiir
eine zweijdhrige Fruchtfolge bewertet. Der Fruchtfolgefaktor wurde im Modell direkt an

die Berechnung der infektionsgiinstigen Stunden gekoppelt.

Neben der Eingliederung der Fruchtfolge in das neue Sclerotinia-Modell wurden unter
anderem auch Verdnderungen in der Berechnung der infektionsgiinstigen Stunden
vorgenommen. Mit Hilfe der im Boxentest ermittelten optimalen Temperaturen und
Mindesttemperatur fiir eine Ascosporeninfektion wurde die Gleichung fiir die Berechnung
der infektionsgiinstigen Stunden verdndert. Die Bedingungen fiir eine Infektion werden
durch Kombination von rel. Luftfeuchte und Temperatur beschrieben. So wird in
SkleroPro eine gelungene Infektionsstunde erst beim Uberschreiten von 7°C und einer rel.
Luftfeuchte von 86% erreicht oder bei einer rel. Luftfeuchte von mindestens 80% und einer

Temperatur von 11°C. Eine gelungene Infektion im Feld wird erst bei einer Anzahl von 23
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ununterbrochenen infektionsgiinstigen Stunden vom Modell herausgegeben. Ebenso fand
eine Anpassung der Berechnung der Ontogenese des Rapses wihrend der Bliite statt.
Durch die Integration neuer Gleichungen und die Verdnderung einiger Parameter konnte

eine verbesserte Vorhersage der Rapsentwicklung wihrend der Bliite erreicht werden.

Durch die Einbindung einer flexiblen Schadensschwelle fiir S. sclerotiorum kann eine
schadensbezogene Behandlungsentscheidung kalkuliert werden. Hierfiir miissen
verschiedene Daten in das Modell eingegeben werden, wie Ertragserwartung, Rapspreis,

Fungizidkosten und Uberfahrtskosten.

Begleitend wurden in den Versuchsjahren 2004 und 2005 deutschlandweit Feldversuche in
Winterraps zur Uberpriifung des Modells angelegt. Die Praxiseinfithrung von SkleroPro im
Jahr 2005 ergab in Bezug auf die Vorhersagegenauigkeit, dass insgesamt 81% der
Behandlungsentscheidungen wirtschaftlich waren, wobei es zu keiner Unterschétzung der
Behandlungsnotwendigkeit kam. Bei der retrospektiven Anwendung des Modells mit
historischen Daten wurde eine Vorhersagegenauigkeit von 73% erzielt. In 5% der Flachen

wurde die Behandlung unterschétzt.

Im Vergleich zur Routinebehandlung konnten bei der Anwendung von SkleroPro im
Versuchsjahr 2005 Einsparungen im Fungizideinsatz von 82% erzielt werden. Dies fiihrte
zu einem durchschnittlichen Mehrerlds von 44,2 Euro/ha bei einer Ertragsreduzierung von
durchschnittlich 0,5 dt/ha. Bei einer riickwirkenden Anwendung von SkleroPro mit
historischen Daten aus den Jahren 1994-2004 konnte eine Reduzierung der
Bliitenbehandlungen von 71% im Vergleich zu einer praxisiiblichen- bzw.
Routinebehandlung erzielt werden. In diesen Jahren konnte durch die Anwendung von
SkleroPro ein durchschnittlicher Mehrerlés von 23 Euro/ha und ein Mehrertrag von 0,1

dt/ha erbracht werden.

Eine ndhere Betrachtung der wirtschaftlichen Aspekte der Vorhersage auf 75 Flachen aus
den Jahren 1994-2004 zeigte, dass durch die Behandlungsempfehlung von SkleroPro ein
Mehrertrag von durchschnittlich 5 dt/ha auf den behandelten Fldchen erzielt werden
konnte. Auf Fldchen, auf denen das Modell keine Behandlung empfohlen hat, aber
trotzdem eine Bliitenblattbehandlung durchgefiihrt wurde, konnte nur ein Mehrertrag von

1,5 dt/ha erreicht werden. Dies verursachte durchschnittliche Verluste von 50 Euro/ha.

Das Prognosemodell SkleroPro wurde zum Ende des Versuchsjahrs 2004 in die
Internetplattform ISIP integriert und wird dort ab 2006 sowohl den Beratern als auch den

Landwirten zur Verfligung stehen.
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