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Abschiedsworte an Pellka

Jetzt schligt Deine schlimmste Stunde,
du Ungleichrunde,
du Ausgekochte, du Zeitgeschiilte,
du Vielgequiilte,
du Gipfel meines Entziickens,
Jetzt kommt der Moment des Zerdriickens,
Mit der Gabel - sei stark!
Ich will auch Butter und Quark
Oder Kiimmel, auch Leberwurst in dich stampfen.
Muf3t nicht gleich so dngstlich dampfen.
Ich mochte dich doch noch einmal erfreun.
Soll ich Schnittlauch iiber dich streun?
Oder ist dir nach Hering zumut?

Du bist ein riihrend junges Blut.
Deshalb schmeckst du besonders gut.
Wenn das auch egoistisch klingt,

So troste dich damit, du wundervolle
Pellka, daf} du eine Edelknolle
Warst, und daf} dich ein Kenner verschlingt.

Ringelnatz, Joachim (1883-1934)
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EINLEITUNG

Einleitung

Die Kulturpflanze Kartoffel (Solanum tuberosum) wurde in der zweiten Hilfte des 16.
Jahrhunderts aus ihrem Ursprungsland Stidamerika nach Europa eingefiihrt und gilt
neben Brot auf Grund der erndhrungsphysiologisch wertvollen Inhaltsstoffe auch heute noch
als zweitwichtigstes Grundnahrungsmittel (Putz, 1998). Allein in Europa werden derzeit
1,4 Mio. Hektar Kartoffeln angebaut (HAMBLOCH & MENTH, 2003). Dabei nehmen neben
der Frischware die Verarbeitungsprodukte wie Pommes frites, Stirke u. a. einen immer
héheren Stellenwert ein (HAMBLOCH & MENTH, 2003). Auf Grund der hohen
Verbraucheranspriiche und der mechanisierten Verarbeitungswege steht dabei der

Qualititsaspekt der Ware im Vordergrund.

Die Kartoffelkrankheit Silberschorf, hervorgerufen durch den Deuteromyceten (Fungi
imperfecti) Helminthosporium solani (Dur. et Mont.), stellt eine weltweit vorkommende
Krankheit dar (HOOKER, 1981), die ausschlieBlich die Kartoffelknollen befallt
(ERRAMPALLI et al., 2001a; RADTKE et al., 2000). Das Teleomorph des Pilzes wurde
noch nicht beschrieben, die phylogenetische Position des Pilzes ist noch ungeklart
(ERRAMPALLI et al., 2001a). Das Myzel ist dunkel, wéahrend Konidiophoren und
Konidien direkt aus dem Stromata hervorgehen (BARNETT & HUNTER, 1998). Ein
Konidiophor bringt je nach Isolat 5-30 Konidien hervor, die Konidien sind zylindrisch,
dunkel, in 3-10 Segmente unterteilt, leicht konkav und dickwandig (HUNGER &
MCINTYRE, 1979). Ihre GroBe reicht von 15-64 um in der Lénge und 4-8,1 um in der
Breite (HUNGER & MCINTYRE, 1979). Temperaturen zwischen 15-25°C und hohe
Luftfeuchtigkeit regen den Pilz zur Keimung an (ERRAMPALLI et al., 2001a). Als
Wirtspflanzen sind keine anderen Pflanzen als Kartoffeln bekannt (KAMARA &
HUGELET, 1972; BAINS et al., 1996) wihrend der Pilz nekrotroph auf verschiedenen
Substraten wie z.B. abgestorbenen Haferblittern leben kann (KAMARA & HUGUELET,
1972; MERIDA & LORIA, 1994b).

Die Krankheit spielte im Kartoffelbau bis vor wenigen Jahren eine untergeordnete Rolle
(MELHUS, 1913; SCHULTZ, 1916; HUNGER & MCINTYRE, 1979). In den letzten 10-15
Jahren ist deren Bedeutung jedoch weltweit deutlich angestiegen (STECK & ZELLNER,
2002; RADTKE et al., 2000; SCHWAERZEL, 2003; ERRAMPALLI et al., 2001a). Diese
Entwicklung begriindet sich hauptsichlich auf der verdnderten Vermarktung der

Knollen, durch Waschen und Abpacken (HARDY et al., 1997), sowie deren oben
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erwahnter industrieller Verarbeitung (SECOR, 1993; RODRIGUEZ et al.,, 1996;
ERRAMPALLI et al., 2001a). Die Krankheit entwickelt sich hauptsdchlich im Lager durch
Bildung und Verbreitung von Konidien (PETERS, 1999; FIREMAN & ALLEN, 1995),
welche entweder durch die Ausbreitung von Staub oder den Kontakt gesunder mit
infizierten Knollen {ibertragen werden (RODRIGUEZ et al., 1996; PETERS, 1999). Daher
spielen die Lagerhygiene und Lagerfiihrung eine wichtige Rolle in der Ausbreitung der
Krankheit. Wie der Pilz im Feld von Mutter- auf Tochterknolle iibertragen wird, ist
noch unklar. Verseuchtes Pflanzgut gilt als Hauptinokulumsquelle (BURKE, 1938;
HUNGER & MCINTYRE, 1979) wobei ein langdauerndes Uberleben im Boden diskutiert
wird (HOOKER, 1981; KAMARA & HUGUELET, 1972; MERIDA & LORIA, 1994b). In
wieweit der Pilz bodenbiirtig ist, ist noch ungeklért.

Der Erreger dringt auf noch nicht ganz geklartem Weg in das Periderm ein und breitet
sich intrazellulir vermutlich bis in die cortikalen Zellschichten aus (HEINY &
MCINTYRE, 1983; MARTINEZ et al., 2004). Im Krankheitsverlauf kollabiert das
Periderm, welches sich darauf von der darunter liegenden Cortexschicht 16st (HEINY &
MCINTYRE, 1983; RADTKE et al., 2000). Dies verursacht auf der Knollenoberfldche
silbergraue, unregelmifBige Flecken unterschiedlicher Gréf3e (STEVENSON et al., 2001)
(Abb. 1). Die Vermehrung erfolgt wieder iiber Konidien, die wiederum andere Knollen

penetrieren konnen (RADTKE et al., 2000).

Abbildung 1: Silberschorf auf Kartoffelknollen. a) und b) Die silbrig-braun glénzende
Lésion zeigt den von H. solani befallenen Teil der Knolle. ¢) und d) Die ungeschiitzte Knolle
verliert an Wasser. Gewichtsverlust, Unansehnlichkeit (RADTKE et al., 2000) und verminderte
Triebkraft (STECK, 2002) sind die Folge. €) und f) Der Pilz bildet Konidien, die iiberall, aber
hauptsiachlich am Rand der Lasionen entstehen (aus RADTKE et al., 2000).

Die silbergraue Farbe beruht auf einem Verlust von Pigmenten durch Zelldegradation

und Suberinanlagerung (FRAZIER et al., 1998). Durch die eindringende Luft beginnt die

2
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ungeschiitzte Knolle im Lager stark Wasser zu verlieren und zu schrumpeln (HUNGER &
MCINTYRE, 1979), wodurch Gewichtsabnahmen von 5-7 % durch Wasserverlust
entstechen konnen (JELLIS & TAYLOR, 1977; RADTKE et al.,, 2000). Nach der
Lagerperiode im Friihjahr sind bei manchen Sorten haufig iiber 50 % der Knollen mit
Silberschorf befallen, wobei oft mehr als 20 % der Knollenoberfliche mit
Silberschorfldsionen bedeckt sind (STACHEWICZ et al., 2001). Dies fiihrt zu einer
verminderten Triebkraft und kann zu Fehlstellen beim Auflaufen der Pflanzen fiihren
(STECK, 2002), was in Ertragsverlusten resultiert (SCHEID, 2000; RADTKE et al., 2000).
Der Wasserverlust fordert zudem den physiologischen Alterungsprozess des Gewebes
und kann somit auch eine Zunahme der Schwarzfleckigkeit verursachen (LANGERFELD,
1985).

Die Symptome von Silberschorf werden oft mit denen von Colletotrichum coccodes
verwechselt (CARNEGIE et al., 2003), der denselben Lebensraum wie H. solani
beansprucht und somit moglicherweise mit diesem in Konkurrenz steht.

Die Bekdmpfung des Erregers stellt sich &uBerst schwierig dar. Pflanzenbauliche
MalBnahmen zeigen zwar gewisse Wirkung im Feld (PETERS et al., 2003), helfen aber
auf Grund der erst im Lager ansteigenden Ausbreitung (PETERS, 1999) insgesamt nur
wenig. Auch der Einsatz von Fungiziden erwies sich als schwierig. Das 1968 auf dem
Markt erhéltliche Thiobendazol (TBZ) zeigte anfangs gute Wirkung gegen H. solani
(HIDE et al. 1969) bei Applikation auf die Knollen direkt nach der Ernte. Ab 1977 traten
jedoch immer verstarkter Resistenzen des Pilzes gegen den Wirkstoft auf (HIDE et al.
1988; HIDE & HALL, 1993; KAWCHUCK et al., 1994; SAUNDERS & ERRAMPALLI, 2001).
Ab 1988 war der GroBteil aller H. solani Stamme resistent wihrend der Einsatz anderer
Fungizide wie Imazalil (TSROR & PERETZ, 2002) nur unzureichend Wirkung zeigte und
auch hier die Problematik der Resistenzen schnell auftrat (ERRAMPALLI et al., 2001a).
Zur Zeit steht in Deutschland nur ein Fungizid, nimlich MoncerenPlus® (Wirkstoffe:
Pencycuron 75g/kg und Tolylfluanid 100g/kg), zur Verfiigung, das jedoch, auch auf
Grund der Applikation bei Pflanzung, eine unzureichende Wirkung zeigt (PICKNEY,
2002). Auch eine biologische Kontrolle der Krankheit durch Einsatz von Antagonisten
wurde erwigt, zeigte aber keinen wirklichen Schutz vor Silberschorf (ERRAMPALLI et
al., 2001a). In einer Studie von MICHAUD et al. (2002) wurden kiirzlich einige
interessante  Antagonisten gefunden, deren Einfluss auf Silberschorf unter

Feldbedingungen jedoch noch gédnzlich ungeklért ist.
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Eine Losung des Problems konnte die Ziichtung resistenter Kartoffelsorten darstellen. In
fritheren Arbeiten wurde festgestellt, dass verschiedene Kartoffelsorten unterschiedliche
Anfilligkeit gegeniiber Silberschorf aufweisen (MERIDA & LORIA, 1994b; SECOR,
1994). Eine vollig resistente Sorte wurde nicht gefunden, wobei keine genaueren Daten
zum Einfluss von dueren Faktoren wie Wetter, Klima oder Boden auf die Anfilligkeit
der Sorten existieren. Auch Untersuchungen zu den Ursachen der Resistenzunterschiede

wurden bisher nicht angestrengt.

Ziel der Arbeit war es daher, die Resistenz verschiedener Kartoffelgenotypen zu
bestimmen und so ein Standardsortiment von anfélligen bis wenig anfilligen Sorten als
Vergleichssortiment fiir spétere Priifungen zu erarbeiten. Dabei musste in erster Linie
der Einfluss von duBleren Faktoren auf die Anfilligkeit der unterschiedlichen Sorten
untersucht und nach Mdglichkeit ausgeschlossen werden. Auch die Auswirkung einer
moglichen Konkurrenz zwischen H. solani mit C. coccodes auf den Silberschorfbefall
sollte hierbei beriicksichtigt werden.

Auf diesem Standardsortiment aufbauend sollten anschliefend in Laboruntersuchungen
die von wenig anfiélligen Sorten erzeugten Abwehrmechanismen (Resistenzfaktoren) im
Vergleich zu anfilligen Sorten durch morphologische, biochemische und
mikroskopische Methoden aufgekldart werden. Eine lichtmikroskopische Methode zur
Untersuchung der Penetration der Peridermzellen durch H. solani sollte in diesem
Rahmen optimiert werden.

Zudem war es wichtig, den genauen Ubertragungsweg des Pilzes von Mutter- auf
Tochterknollen zu erforschen. Damit sollte das Verstindnis des Lebenszyklus des Pilzes
verbessert werden, um dieses Wissen fiir die Ziichtung resistenter Sorten nutzbar zu
machen. Dazu sollten Gewéchshausversuche wie auch biochemische und

molekularbiologische Experimente durchgefiihrt werden.
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Material und Methoden

1 Verbrauchsmaterialien und Geriite

Kiihlschrankbeh. 21,5x21,5x5,5 cm Firma Hilba Kunststofferzeugnisse, Gottingen

Casanet — Gitter
Mantis Beizgerét
Fuchs — Rosenthal Zdhlkammer
Kugelmiihle
Ultraschallbad Sonorex RK100
Zentrifugen:
,,mini spin plus*
,,universal 30 RF*
HPLC — Anlage:

Pumpen: Pump system 32x
Séulen:

Phenolische Verbindungen:

Firma Liinemann, Gottingen
Leihgabe der KTBL, Dethlingen
BRAND GmbH & CO KG, Wertheim
RETSCH Labortechnik GmbH, Haan

Bandelin Ectronic, Berlin

EPPENDORF Laborzentrifugen GmbH, Hamburg
Andreas Hettich GmbH & CO KG, Tuttlingen

KONTRON INSTRUMENTS, Neufahrn

Synergi HydroRP-18 250x4,6mm  Phenomenex®, Aschaffenburg

Phytoalexine:

Synergi 4uHydroRP 80A, 250x4,6mm Phenomenex®, Aschaffenburg

Autosampler 360
Detector 432
Feinwaage MC1
DC Platten Kieselgel 60 Fys4
Riickflusskiihler
Mikrotom LeicaVT 1000M
Mikroskop Leitz DMRB
Binokular Leica Wild M10
Bildbearbeitungsprogramm
Kamera Leica DFC300FX
Petrischalen (9 mm)
Schiittler: Chin—O—Shake

Thermocycler TGradient

KONTRON INSTRUMENTS, Neufahrn
KONTRON INSTRUMENTS, Neufahrn
Satorius GmbH, Gottingen

MERCK® Eurolab GmbH, Darmstadt
SCHUTT Labortechnik GmbH, Géttingen
LEICA Camera AG, Solms

LEICA Camera AG, Solms

LEICA Camera AG, Solms

Imatec elektr. Bildanalysesyst. GmbH, Miesbach
LEICA Camera AG, Solms

SARSTEDT, Niimbrecht

Adolf Kuhner AG, Basel, Schweiz
BIOMETRA® GmbH, Goéttingen

Gefriertrocknung Christ alpha 1-4 SCHUTT Labortechnik GmbH, Gottingen
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UV — Transiluminator Gel Doc 1000BioRad Laboratories GmbH, Miinchen

Celluloseacetat — Membran
Glasfilter 595 mm
Faltenfilter 385 mm
Parafilm

Invisorb®SPIN Plant Mini Kit
Reaktionsgefille
Pipettenspitzen

15 ml/50 ml R6hrchen
Pasteurpipetten
Petrischalen

Ultrathurrax

Diisen:

Agrotop Albuz® APG 20° orange

Material fiir Pflanzrinnen:
(Abflussrohr, PVC — Platten)
Hochdruckspritze

Tageslichtlampen

Sacc./D-Glucose/D-Frustose Test

Photometer Spectronic 601

Satorius AG, Gottingen

Schleicher & Schuell, Dassel

Schleicher & Schuell, Dassel

Pechiney Plastic Pack., Inc.; Shelbyville, TN USA
INVITEK GmbH, Géttingen

BIOZYM DIAGNOSTIK GmbH, Hess. Oldendorf
BIOZYM DIAGNOSTIK GmbH, Hess. Oldendorf
SARTSTEDT, Niimbrecht

SCHUTT Labortechnik GmbH, Géttingen
SCHUTT Labortechnik GmbH, Gottingen

Janke & Ninkel GmbH, Miinchen

AgrarTechnik Giinther, Rosdorf

Liinemann GmbH, Géttingen

Gloria Werke, Waderloh

Poot Licht Energie, Schiploiden, Holland
BIOPHARM/ROCHE, Darmstadt, Mannheim
Milton Roy (U.K.) Ltd, Stuffs, England

2 Chemikalien und Biochemikalien

Soweit nicht in der Liste aufgefiihrt, wurden alle verwendeten Chemikalien bei der

Firma Carl Roth®, Karlsruhe bezogen.

BACTO — PEPTONE
Bengal — Rosa
Calciumcarbonat

Calcofluor

Comassie-Brilliant-Blau R - 250

DNA GroBenStandard

Streptomycin

MERCK® Eurolab GmbH, Darmstadt

SERVA Feinchemikalien, Heidelberg
MERCK® Eurolab GmbH, Darmstadt

SIGMA ALDRICH ChemieGmbH, Deisenhofen
SERVA Feinchemikalien Heidelberg

GENE RULE GIBCO BRL., Gaithersburg,
Maryland, USA

MERCK® Eurolab GmbH, Darmstadt
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Ethidium Bromid
Kartoffel Dextrose
Hefe Extrakt
Gemiisesaft
Malzextrakt — Agar
Mineraldl

Monceren®
Thioglycolsdure

Taq — DNA Polymerase

FLUCA Chemie GmbH, Buchs

DIFCO, Detroit, Michigan, USA

MERCK® Eurolab GmbH, Darmstadt

Tip Goldhand VertriebsgmbH Diisseldorf
MERCK® Eurolab GmbH, Darmstadt
MERCK® Eurolab GmbH, Darmstadt

Syngenta Agro GmbH, Basel, Schweiz

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

Tabelle 1: Standardsubstanzen HPLC

Standardsubstanzen Bezugsquelle
Ferulaséure Firma Carl Roth®, Karlsruhe
Anissdure Firma Carl Roth®, Karlsruhe

p-Cumarsaure

Firma Carl Roth®, Karlsruhe

Sinapinsdure

Firma Carl Roth®, Karlsruhe

trans — Zimtsaure

SIGMA — ALDRICH Chemie GmbH,

Deisenhofen

p-Methoxyzimtsdure

SIGMA — ALDRICH Chemie GmbH,

Deisenhofen

2,4-Dimetoxyzimtsiure

SIGMA — ALDRICH Chemie GmbH,

Deisenhofen

Vanillinsiure

Firma Carl Roth®, Karlsruhe

p-Hydroxybenzoesiure

Firma Carl Roth®, Karlsruhe

Syringasdure Firma Carl Roth®, Karlsruhe
Gallussdure Firma Carl Roth®, Karlsruhe
Vanillin Firma Carl Roth®, Karlsruhe

p-Hydroxybenzaldehyd

Firma Carl Roth®, Karlsruhe

Syringaaldehyd

Firma Carl Roth®, Karlsruhe

2,4-Dimethoxybenzaldehyd

SIGMA — ALDRICH Chemie GmbH,

Deisenhofen
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Tabelle 2: Verwendete Oligonukleotide

Primer |Grofle |Sequenz Bemerkung und Referenz
ITS 4 20mer |TCCTCCGCTTATTGATATGC WHITE et al. 1990

ITS 5 22mer |GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG | WHITE et al. 1990

HRS 120 |24mer |TCCCTTAAACCCTTGTATCTGAAG |OLIVIER et al. 1998

HRS 465 |23mer | TGGTCCACCAGGGCTTCAAGAAG |OLIVIER et al. 1998

HSF 19 |20mer |AAGGACATTACGTTTCAGCG OLIVIER et al. 1998

HRS 447 |23mer |AGAAGCGCAATGTGCTGCACGAG |OLIVIER et al. 1998

3 Medien und Puffer

Die Nihrmedien wurden autoklaviert (121°C, 20 min) und der pH bei Bedarf

(Hafermehlmedium) mit NaOH bzw. HCI eingestellt.

V8 — Medium

Gemiisesaft 100 ml
Calciumcarbonat 2¢g
Destilliertes Wasser 1000 ml
Agar — Agar (bei Festmedien) 15¢g
Hefe Extrakt Medium (YEPD)

BACTO - PEPTONE 20g
Hefe Extrakt 10g

D — Glucose 20g
Destilliertes Wasser 1000 ml
Agar — Agar (bei Festmedien) 20g
Malxextrakt — Medium

Malzextrakt 48 g
Destilliertes Wasser 1000 ml
Agar — Agar (bei Festmedien) 20g
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Malz — Pepton Medium
Biomalz
Pepton

Destilliertes Wasser

Czapek — Dox Medium
NaNO;

K,;HPO4 x 3 H,O
MgSO4 x 7 H,O

KCI

FeSO4x 7 H,O

Pepton aus Casein

Destilliertes Wasser

Agar — Agar (bei Festmedien)

Kartoffel Dextrose (PD) Medium

Kartoffel Dextrose

Destilliertes Wasser

Agar — Agar (bei Festmedien)

Hafermehl — Medium pH 6

Hafer gemahlen (ca. 4 mm)

Destilliertes Wasser

Agar — Agar (bei Agar — Platten)

30g

5¢
1000 ml

20¢g
13¢g
0,5¢g
05¢g
0,01 g
02¢g
500 ml
I5¢

20g
1000 ml
15¢

10g
500g
15¢g

Das Wasser wurde mit dem Hafermehl vermischt und autoklaviert. Das Gemisch wurde

anschlieBend mit einem Faltenfilter filtriert, auf 1000 ml mit destilliertem Wasser

aufgefiillt, der pH Wert eingestellt, Agar — Agar zugegeben und erneut autoklaviert.

Wasseragar
Agar —Agar
Destilliertes Wasser

I5¢g
500 g
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Ladepuffer fiir Gelelektrophorese
30 % w/v Glycerin

0,25 % w/v Bromphenolbau

0,25 % w/v Xylencyanol

TBE — Puffer 10x

0,9 M Tris

5,5 % w/v Borsdure

4 % w/v 0,5 M EDTA pH 8,0
Destilliertes Wasser 1000 ml

TE — Puffer
0,1 M Tris pH 8,0

10 mM EDTA

CTAB Losung

10 % (w/v) Cethyltrimethylammoniumbromid (CTAB) in 0,7 M NaCl und 1x TE -

Puffer

4 Pilz- und Pflanzenmaterial

Tabelle 2: Verwendete Helminthosporium solani Stimme

Stamm

Bemerkung und Referenz

H9 - 2a

Isoliert von C. Hiihne aus der Arbeitsgruppe Allgemeine Pflanzenpathologie
und Pflanzenschutz (Institut fiir Pflanzenpathologie und Pflanzenschutz,
Gottingen) aus Lagerhalle H9 der KTBL Dethlingen

BBA

Zur Verfligung gestellt von der Biologischen Bundesanstalt, Braunschweig

Post D8

Isoliert von C. Hiihne aus der Arbeitsgruppe Allgemeine Pflanzenpathologie
und Pflanzenschutz (Institut fiir Pflanzenpathologie und Pflanzenschutz,
Gottingen) aus Lagerhalle der KTBL Dethlingen

Post D7

Isoliert von C. Hiihne aus der Arbeitsgruppe Allgemeine Pflanzenpathologie
und Pflanzenschutz (Institut fiir Pflanzenpathologie und Pflanzenschutz,
Gottingen) aus Lagerhalle der KTBL Dethlingen

Rot 1

Isoliert von C. Hiihne aus der Arbeitsgruppe Allgemeine Pflanzenpathologie
und Pflanzenschutz (Institut fiir Pflanzenpathologie und Pflanzenschutz,
Gottingen) aus Lagerhalle der KTBL Dethlingen

KTBL -b

Isoliert von C. Hiihne aus der Arbeitsgruppe Allgemeine Pflanzenpathologie
und Pflanzenschutz (Institut fiir Pflanzenpathologie und Pflanzenschutz,

10
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Gottingen) aus Lagerhalle der KTBL Dethlingen

,Hofferbert* Zur Verfiigung gestellt von Bohm-Nordkartoffel-Agrarprodukte OhG

,»Secura Im Rahmen dieser Arbeit von Knollen der Sorte Secura isoliert

,,Karlena“ Im Rahmen dieser Arbeit von Knollen der Sorte Karlena isoliert

6b Im Rahmen dieser Arbeit von Knollen unbekannter Sorte isoliert

5d Im Rahmen dieser Arbeit von Knollen unbekannter Sorte isoliert

S5¢ Im Rahmen dieser Arbeit von Knollen unbekannter Sorte isoliert

S5a Im Rahmen dieser Arbeit von Knollen unbekannter Sorte isoliert

4d Im Rahmen dieser Arbeit von Knollen unbekannter Sorte isoliert

4c Im Rahmen dieser Arbeit von Knollen unbekannter Sorte isoliert

4a Im Rahmen dieser Arbeit von Knollen unbekannter Sorte isoliert

2d Im Rahmen dieser Arbeit von Knollen unbekannter Sorte isoliert

la->5 Isoliert von C. Hiithne aus der Arbeitsgruppe Allgemeine Pflanzenpathologie
und Pflanzenschutz (Institut fiir Pflanzenpathologie und Pflanzenschutz,
Gottingen) aus Lagerhalle H9 der KTBL Dethlingen

H9-20a Isoliert von C. Hiihne aus der Arbeitsgruppe Allgemeine Pflanzenpathologie
und Pflanzenschutz (Institut fiir Pflanzenpathologie und Pflanzenschutz,
Gottingen) aus Lagerhalle H9 der KTBL Dethlingen

H9-17b Isoliert von C. Hiihne aus der Arbeitsgruppe Allgemeine Pflanzenpathologie
und Pflanzenschutz (Institut fiir Pflanzenpathologie und Pflanzenschutz,
Gottingen) aus Lagerhalle H9 der KTBL Dethlingen

H9-16b Isoliert von C. Hiihne aus der Arbeitsgruppe Allgemeine Pflanzenpathologie
und Pflanzenschutz (Institut fiir Pflanzenpathologie und Pflanzenschutz,
Gottingen) aus Lagerhalle H9 der KTBL Dethlingen

H9-15b Isoliert von C. Hiihne aus der Arbeitsgruppe Allgemeine Pflanzenpathologie
und Pflanzenschutz (Institut fiir Pflanzenpathologie und Pflanzenschutz,
Gottingen) aus Lagerhalle H9 der KTBL Dethlingen

H9-13Db Isoliert von C. Hiithne aus der Arbeitsgruppe Allgemeine Pflanzenpathologie
und Pflanzenschutz (Institut fiir Pflanzenpathologie und Pflanzenschutz,
Gottingen) aus Lagerhalle H9 der KTBL Dethlingen

H9-9a Isoliert von C. Hiihne aus der Arbeitsgruppe Allgemeine Pflanzenpathologie

und Pflanzenschutz (Institut fiir Pflanzenpathologie und Pflanzenschutz,
Gottingen) aus Lagerhalle H9 der KTBL Dethlingen

Neben H. solani wurde ein Cladosporium spp. Stamm verwendet, der von Frau E.

Vorbeck aus der Arbeitsgruppe Allgemeine Pflanzenpathologie und Pflanzenschutz

(Institut fiir Pflanzenpathologie und Pflanzenschutz, Gottingen) isoliert wurde.

Tabelle 3: Verwendete Kartoffelgenotypen

Kartoffelgenotyp Ziichter

Laura Bohm-Nordkartoffel-Agrarprodukte OhG
Marabel Bohm-Nordkartoffel-Agrarprodukte OhG
Nicola Bohm-Nordkartoffel-Agrarprodukte OhG
Solara Bohm-Nordkartoffel-Agrarprodukte OhG

11
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Princess SaKa — Ragis Pflanzgut GbR
Secura SaKa — Ragis Pflanzgut GbR
Acapella Norika GmbH

Arcula Norika GmbH

Karlena Norika GmbH

Bernadette Saatzucht Fritz Lange KG
Franzi Bavaria — Saat Miinchen
Edelstein Saatzucht Firlbeck KG

5 Isolierung und Anzucht von Pilzmaterial

5.1 Isolierung von Helminthosporium solani von Kartoffelknollen und Anlegen

einer Isolatesammlung

Kartoffelknollen mit sichtbaren Silberschorf Symptomen wurden gereinigt,
oberfldchlich mit 96 % Ethanol sterilisiert und in Feuchtekammern (Boxentest) 1-2
Wochen eingelagert um den Pilz zum Sporulieren anzuregen. Nach der Inkubation
wurden vorsichtig unter dem Mikroskop Konidien von H. solani mit einer Lanzettnadel
abgenommen und auf Wasseragar iiberfithrt. Nach 3 Tagen Inkubation bei 20 °C im
Dunkeln wurden die gekeimten Konidien auf V8—Agarplatten mit Streptomycin und
Bengal Rosa iiberimpft. Nach zehnwdchiger Inkubation und mehrfachem Umsetzen des
Pilzes auf neue Platten zur AusschlieBung von Kontaminanten wurden die H. solani
Konidien mit autoklaviertem Wasser von den Platten gewaschen. Eine
Verdiinnungsreihe der Konidiensuspension wurde ausplattiert um Einzelsporen — Isolate
zu erhalten. Kolonien von einzelnen Sporen wurden wiederum auf neue V8—Agarplatten
mit Streptomycin und Bengal Rosa gesetzt und 6 Wochen bei 16°C im Dunkeln
inkubiert. AbschlieBend wurden Proben der so gewonnenen Isolate auf Hafermehlagar
in Schragrohrchen tberfiihrt und wiederum fiir 2 Wochen bei Raumtemperatur im
Dunkeln inkubiert. Die Schragrohrchen wurden zum Schluss mit Mineraldl (Fa. Carl

Roth®, Karlsruhe) iiberschichtet und bei 4 °C gelagert.

12



MATERIAL & METHODEN

5.2 Isolierung von H. solani aus Bodenproben mit Bengal Rosa

Da H. solani ein im Gegensatz zu anderen bodenbiirtigen Erregern sehr langsames
Wachstum auf Ndhrmedien zeigt, ist eine Isolierung des Pilzes aus Bodenproben sehr
schwierig. Daher wurde der Einsatz von Bengal Rosa als Selektionszusatz unter
verschiedenen Temperaturbedingungen getestet. Bengal Rosa bildet unter Lichteinfluss
Radikale, die das Wachstum vieler Pilze stark unterdriicken. V8—Agar mit 200 ppm
Streptomycin wurde mit 80 ppm Bengal Rosa versetzt. Zunichst wurde das Wachstum
von H. solani selbst getestet, indem Myzelstiickchen auf 5 der oben beschriebenen
Platten iiberimpft wurden und diese bei 16°C im Dunkeln fiir ca. 4 Wochen inkubiert
wurden. Als Kontrolle wurden 5 beimpfte V8—Agarplatten ohne den Zusatz von Bengal
Rosa mitgefithrt. Nach der Inkubation wurden die Kolonien vermessen, die
Konidienanzahl in der Fuchs—Rosenthal Zdhlkammer bestimmt und die Platten mit und
ohne Bengal Rosa miteinander verglichen. Des Weiteren wurden 8 g Bodenproben mit
10 ml einer Silberschorf Konidiensuspension von 10°~10° Konidien/ml versetzt und
eine wissrige Verdiinnungsreihe der Suspension von 107'-10 hergestellt. Fiir jede
Verdiinnungsstufe wurden 12 V8-Streptomycin—Bengal Rosa Platten mit 100 pl
Suspension angeimpft, die mit dem Drigalskispatel gleichmaBig verteilt wurde. Um den
Einfluss der Temperatur zu iberprifen wurden jeweils 3 Platten jeder
Verdiinnungsstufe bei 8°C, 12°C, 16°C und 20°C inkubiert. Nach 2, 4, 6, 8 und 10
Tagen wurde das Wachstum auf den Platten unter dem Binokular kontrolliert und, falls
vorhanden Silberschorfkolonien vorsichtig auf neue V8 — Streptomycin — Bengal Rosa
Platten tiberimpft. Die H. solani Kolonien wurden gezdhlt und verglichen und somit die
optimale Temperatur festgestellt. Aulerdem wurden nach Abschluss des Versuchs alle
Platten unter dem Mikroskop auf ungekeimte Silberschorfkonidien soweit wie moglich
tiberpriift. Bei diesen Versuchen wurde ein fiir Silberschorf schnellwiichsiges H. solani
Isolat kultiviert, welches von der Biologischen Bundesanstalt Braunschweig (BBA) zur

Verfligung gestellt wurde. Der Versuch wurde zweimal wiederholt.
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5.3 Flotationsverfahren zur Isolierung von H. solani Konidien aus Bodenproben

Bei diesem Verfahren nach LEDINGHAM & CHINN (1955) sollte tiberpriift werden, ob H.
solani Konidien hydrophobe Eigenschaften haben und dadurch aus Boden isoliert
werden konnen. Bodenproben wurden gesammelt, mit H. solani Konidien versetzt und
mit Wasser bis zu einem Feuchtigkeitsgrad von 10 % des Trockengewichts der Probe
befeuchtet. Zu 10 g der so angefeuchteten Probe wurde 15 ml Mineral6l gemixt und in
ein Glasgefdll iiberfithrt. Es wurden verschiedene Mineraldle mit unterschiedlicher
Viskositéit eingesetzt. Die Mixtur wurde in ein Testgefd3 iiberfiihrt und mit 50 ml
normalem Leitungswasser versetzt. Nach 5 min schiitteln wurde die Probe aufrecht
positioniert. In einer Sedimentationsphase von 30 min setzten sich die meisten
Bodenpartikel in der unteren wéssrigen Phase ab. Die olige Phase hielt sich an der
Oberfliche. AnschlieBend wurden Proben der oberen 6ligen Phase zur Uberpriifung von
H. solani Konidien mit Hilfe einer Pipette auf einen Objekttriger iibertragen. Oltropfen
und Luftblasen wurden durch Aufrithren mit einer Nadel entfernt und die Mixtur zu
einem Film ausgebreitet. Es wurden pro Probe mindestens 10 Tropfen unter einem
Mikroskop mit der VergroBerung 72x auf H. solani Konidien {tberpriift. Als
Gegenkontrolle wurden 10 Tropfen der Wasserphasen ebenfalls mikroskopisch

untersucht.

5.4 Wachstumstest von H. solani auf verschiedenen Medien

Da H. solani ein &uflerst langsames Wachstum auf Agar—Platten zeigt und auch die
Konidienbildung auf Kartoffel-Dextrose Agarplatten (PDA) unbefriedigend ist, wurden
einige Ersatzmedien unter verschiedenen Wachstumsbedingungen getestet. Als
Testisolat wurde das aggressive und relativ schnellwiichsige Isolat H9 — 5a gewihlt. Der
Versuch wurde zum einen in Fliissigmedien durchgefiihrt, zum anderen auf Agarplatten.
Bei den Fliissigmedien wurde Malzextraktmedium, YEPD-Medium, Czapek—Dox
Medium und zur Kontrolle PD-Medium verwendet. Myzelstiicke wurden aus einer
PDA-Platte geschnitten und damit je 3 x 200 ml des jeweiligen Mediums angeimpft.
Die Proben wurden auf einem Rotationsschiittler bei 20°C im Dunkeln fiir ca. 3
Wochen inkubiert. Das Aussehen der Kolonien wurde visuell iiberwacht. Nach 5, 10, 15

und 20 Tagen wurden Proben genommen und unter dem Mikroskop auf Konidien
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iiberpriift. Nach der Inkubationszeit wurden die H. solani Kolonien im Kleinexikator
auf einen Glasfilter gesaugt und im Trockenschrank bei ca. 80°C getrocknet und das
Gewicht ermittelt. Im verbleibenden Restmedium wurden unter dem Mikroskop
Stichproben auf Konidien untersucht.

Bei der Untersuchung des Wachstums auf Agarplatten wurde V8-Medium mit
Streptomycin, YEPD-Medium und PD-Medium verwendet. Zundchst wurden
Myzelstiickchen von einer PDA-Platte geschnitten und auf jeweils 10 Agarplatten der
verschiedenen Medien gesetzt. Hiervon wurden 5 Platten bei ca. 16°C im Dunkeln fiir 5
Wochen inkubiert. Die restlichen 5 Platten wurden ebenfalls bei ca. 16°C aber unter
NUYV — Dauerlicht 5 Wochen inkubiert. Die Wellenldnge der verwendeten Lampen lag
zwischen 350-400 nm, die Platten wurden in 1 m Abstand zu den Lichtquellen
inkubiert. Das Aussehen der Kolonien auf den verschiedenen Medien wurde visuell
tiberwacht. AnschlieBend wurde die Wachstumszone des Pilzes vermessen und ein
Mittelwert zwischen den 5 Platten bestimmt. Auflerdem wurden die Konidien mit 10 ml
Leitungswasser abgeschwemmt und in einer Fuchs—Rosenthal Kammer ausgezihlt und
ebenfalls ein Mittelwert der 5 Platten errechnet. Zwischen den NUV—Varianten und den
im Dunkeln gezogenen Platten wurden Signifikanzen errechnet. Der Versuch wurde

mehrfach wiederholt.

5.5 Anzucht von H. solani auf Agarplatten

H. solani wurde von Knollen isoliert und zur dauerhaften Aufbewahrung, wie unter
Kapitel 5.1. beschrieben, auf Hafermehl Schrigrohrchen iiberfiihrt und gelagert. Zur
taglichen Benutzung wurden von kontaminationsfreien V8-Agarplatten mit
Streptomycin und Bengal Rosa Myzelstiickchen mit einem Korkbohrer ausgestanzt und
auf neue Platten gesetzt. Die Platten wurden mit Parafilm verschlossen und der Pilz bei
16°C im Dunkeln angezogen. Da H. solani ein sehr langsames Wachstum zeigt, war

eine Inkubation von mindestens 6 Wochen erforderlich.
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5.6 Anzucht von Cladosporium spp.

Eine Probe des Pilzes wurde unter der Sterilbank auf Malzextraktagar {iberimpft und bei
20°C bei Tageslicht inkubiert. Nach 14 Tagen waren die Platten voll bewachsen und die
Sporen konnten geerntet werden. Dazu wurde die Platte mit 10 ml Wasser iiberschichtet

und die Sporen vorsichtig mit einem Objekttridger von der Platte gekratzt.

6 Befallsbonituren an Kartoffelknollen

Die zu untersuchenden Kartoffelknollen wurden unter einer Lichtlupe bzw. dem
Binokular von allen Seiten visuell begutachtet und der Krankheitsbefall der
untersuchten Krankheit geschitzt (Bonitur). Bonitiert wurde grundsétzlich der
Prozentsatz an befallener Knollenoberfliche in 10 % Schritten. Die Knollen wurden in

eine daraus resultierende Boniturskala eingeteilt, bei der

1=10% 6 =60 %
2=20% 7=170%
3=30% 8=80%
4=40% 9=90%
5=50% 10 =100 %

befallene Oberfliche entsprach. Zur Unterscheidung zwischen H. solani und C.
coccodes wurden die Lisionen unter dem Binokular auf Silberschorfkonidien bzw.

Acervuli oder Sklerotien von C. coccodes iiberpriift.

7 Inokulumherstellung und Inokulationsmethoden

Zur Inokulation wurden vier verschiedene Isolate von Helminthosporium solani mit
unterschiedlicher geographischer Herkunft wie in Kapitel 5.1 beschrieben isoliert und
auf V8—Agar Platten mit Streptomycin und Bengal Rosa ca. 6 Wochen bei 20°C im
Dunkeln angezogen. AnschlieBend wurden die Konidien mit Leitungswasser von den
Platten gewaschen und eine Konidiensuspension von 10* — 10° Konidien/ml mit Hilfe
der Fuchs—Rosenthal Zihlkammer hergestellt. Dafiir wurde zunichst eine
Konidiensuspension mit unbekannter Konidienzahl von den Platten gewaschen. Ein

Tropfen der Suspension wurde in die Zdhlkammer gegeben, die Zahlung erfolgte unter
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dem Mikroskop. Es wurden jeweils 5 GroBquadrate ausgezédhlt, wobei
linieniiberschreitende Konidien von jeweils 2 Seiten mitgezdhlt wurden. Ein Mittelwert
der 5 GroBquadrate wurde gebildet und die Anzahl mal 80000 genommen. Dadurch
kann auf die Konidienzahl/ml der untersuchten Suspension geschlossen werden. Die
Konidiensuspension wurde fiir die Feldversuche in Druckluft—Spriihflaschen gefiillt und
die zu inokulierenden Knollen von allen Seiten bespriiht. Die Knollen wurden iiber
Nacht getrocknet. In den Gewdéchshausversuchen wurden die Knollen bei groflen
Mengen ebenfalls mit einer Druckluft — Spriihflasche mit Konidiensuspension bespriiht,
bei kleinen Mengen nur in Konidiensuspension getaucht. Auch im Gewichshaus

wurden die Knollen anschlieBend {iber Nacht getrocknet.

8 Feldversuche

Im  Versuchsjahr 2002  erfolgte eine
Uberpriifung der Anfilligkeit verschiedener
Kartoffelsorten unter Feldbedingungen mit
kiinstlicher Inokulation an drei Standorten in
Deutschland. Es wurden Standorte mit

unterschiedlichen Klima- und Boden-

verhiltnissen gewihlt, Windeby in Schleswig—  Abbildung 2: Standorte der Feldversuche

Holstein mit 45 Bodenpunkten bestehend aus sandigem Lehm, Grof3 Liisewitz mit 40
Bodenpunkten lehmigsandig und Kaltenberg mit 35-55 Bodenpunkten sandig bis
lehmigsandig (Abb. 2). Gepriift wurden die in Tabelle 2 aufgefiihrten 12 Kartoffelsorten
von 6 Zuchtunternehmen. Die Versuche wurden randomisiert und in vierfacher
Wiederholung angelegt. Pro Parzelle wurden 4 Reihen mit jeweils 20 Pflanzen gelegt.
Um einen homogenen Befall unter standardisierten Bedingungen zu gewéhrleisten,
wurde das gesamte Pflanzgut kiinstlich mit Silberschorf wie unter Kapitel 7 beschrieben
inokuliert. Um die Pflanzenentwicklung positiv zu beeinflussen, wurde am folgenden
Tag eine Pflanzgutbeizung mit Monceren® (Wirkstoff: Pencycuron 250 g/l)
durchgefiihrt. Hierdurch sollte ein Schutz der Knollen gegeniiber Rhizoctonia solani
gewihrleistet werden. Das Mittel zeigt keine fungizide Wirkung gegen H. solani. Das
behandelte Pflanzgut wurde zu den Versuchsstandorten transportiert und in

Abhidngigkeit von den Witterungsverhéltnissen anschlieBend gelegt. Vor der
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Inokulation wurden vom Pflanzgut je Sorte 50 Knollen entnommen um einen moglichen
Vorbefall durch Bonitur wie unter Kapitel 6 beschrieben zu ermitteln.

Im weiteren Versuchsverlauf wurde der Auflauf der Pflanzen im Feld iiberpriift. Zum
Erntezeitpunkt wurde eine Kernbeerntung der zwei mittleren Reihen vorgenommen.
100 Knollen jeder Sorte von allen drei Standorten wurde direkt nach der Ernte auf
Silberschorfbefall wie beschrieben bonitiert. AuBerdem wurde der Befall mit C.
coccodes Uberpriift. Hierbei handelt es sich ebenfalls um eine Schalenkrankheit, die
moglicherweise in Konkurrenz zu H. solani steht. AnschlieBend wurden aus
Platzgriinden nur Proben der Standorte Windeby und Grof3 Liisewitz in Boxentests
eingelagert und nach 8, 10 und 12 Wochen auf H. solani und C. coccodes bonitiert. Als
Kontrolle wurden Knollen des Bundessortenamts ebenfalls eingelagert.

Ab Friihjahr 2003 wurden die Feldversuche an den gleichen Standorten in Deutschland
wiederholt, um die Ergebnisse des Vorjahres zu untermauern. Es wurden die gleichen
zwoOlf Sorten wie im Vorjahr von sechs Ziichtungsunternehmen zur Verfiigung gestellt
und verwendet. Die genauen Herkiinfte und Lagerbedingungen des Pflanzgutes waren
unbekannt. Die Versuche wurden ebenfalls in vierfacher Wiederholung randomisiert
angelegt. Hinzu kam in diesem Jahr, dass die Parzellen geteilt und jeweils nur eine
Hilfte der Knollen mit H. solani inokuliert wurden. Die zweite Hélfte der Parzellen
blieb unbehandelt, wodurch auch unter Feldbedingungen der Unterschied zwischen
hohem und niedrigem Ausgangsbefallsdruck simuliert werden sollte. Die
Inokulumbherstellung, sowie die Inokulation wurde wie unter Kapitel 7 beschrieben
durchgefiihrt. Pro Parzelle wurden vier Reihen mit jeweils 10 inokulierten und 10 nicht
inokulierten Pflanzen gelegt. Auch im zweiten Jahr wurden die Knollen vor dem
Pflanzen mit Monceren® (Wirkstoff: Pencycuron 250 g/l) gegen Rizoctonia solani
behandelt, um Auflaufschiden vorzubeugen. Das so behandelte Pflanzgut wurde
anschlieBend an die Versuchsstandorte geliefert, wo es bei geeigneter Witterung
gepflanzt und wihrend der Vegetationsperiode nach guter fachlicher Praxis behandelt
wurde.

Vor der Behandlung der Kartoffeln wurden von jeder Probe 50 Knollen auf einen
moglichen Vorbefall mit Silberschorf durch Bonitur wie unter Kapitel 6 beschrieben
untersucht.  Eine  Riickstellprobe  verblieb im  Lager, um  eventuelle
Auflaufschwierigkeiten mit der durchgefiihrten Inokulation mit Silberschorf in

Verbindung zu bringen.
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Im Verlaufe der Vegetationsperiode wurden Bonituren zur Auflaufrate und zur
Bestandesentwicklung durchgefiihrt, um die Pflanzenentwicklung zu iiberpriifen. Zum
Zeitpunkt der vollen Entwicklung der griinen oberirdischen Pflanze (EC-Stadium 65)
wurden an allen drei Standorten die Pflanzenhdhen sédmtlicher Parzellen gemessen, um
eine mogliche Auswirkung der Inokulation auf das Pflanzenwachstum zu tiberpriifen.
Nach Abreife zum Erntezeitpunkt wurde eine Kernbeerntung der mittleren Reihen
durchgefiihrt. Der Ertrag pro Pflanze wurde aus technischen Griinden nur am Standort
Kaltenberg ermittelt. Direkt im Anschluss wurde der Silberschorfbefall des Erntegutes
ermittelt, indem von jeder Parzelle je 50 Knollen vom inokulierten und 50 Knollen vom
unbehandelten Schlag einer visuellen Bonitur unterzogen wurden. C. coccodes wurde
ebenfalls bonitiert. Von jeder Parzelle eines jeden Standortes wurden anschlieBend je 15
inokulierte als auch 15 unbehandelte Knollen in den unter Kapitel 10 beschriebenen
Klimakammerversuchen (Boxentests) eingelagert. Aufgrund der langsamen
Entwicklung des Pilzes konnte erst nach 10 — wochiger Inkubation bei 20°C und 90 %
Luftfeuchte eine abschlieende visuelle Bonitur durchgefiihrt werden.

9 Gewichshausversuche

9.1 Riickstellprobe

Die im Feld eingesetzten Knollen wurden von den verschiedenen Ziichterhdusern zur
Verfiigung gestellt und kamen daher aus unterschiedlicher Lagerung, deren
Bedingungen nicht bekannt waren. Um auszuschlieen, dass andere Krankheitserreger
als Silberschorf durch die Inokulation und Beizung der Knollen iibertragen wurden,
wurden Riickstellproben im Gewichshaus gepflanzt. Dabei wurden jeweils 6 Knollen
jeder Sorte ohne jegliche Vorbehandlung in Pflanzschalen ausgepflanzt und der Auflauf

taglich dokumentiert.

9.2 Screeningversuche

Die Feldversuche wurden im Gewichshaus reproduziert, um Faktoren wie Klima,

Witterung und Boden auszuschliefen. Im Gewidchshaus wurden dieselben Sorten
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verwendet wie in den Feldversuchen. Das Pflanzgut wurde vom Bundessortenamt
Hannover aus eigener Pflanzung zur Verfiigung gestellt, um den Einfluss der
Knollenherkunft und damit verbundener unterschiedlicher Lagerung auszuschlieBen.
Dies forderte eine verbesserte Vergleichbarkeit der Sorten. Pro Sorte wurden zunichst
50 Knollen auf H. solani und C. coccodes bonitiert. 14 Knollen pro Sorte wurden
gewaschen, mit 70 %igem Ethanol 5 min sterilisiert und abgetrocknet. Danach wurden
7 Knollen mit einer Konidiensuspension inokuliert, 7 Knollen blieben unbehandelt. Alle
14 Knollen wurden anschliefend iiber ein Mantisgerdt mit Monceren® (Wirkstoft:
Pencycuron 250 g/l) gegen Rizoctonia solani gebeizt. Nach 24 Stunden
Trocknungsphase wurden pro Sorte jeweils die 7 inokulierten als auch die 7
unbehandelten Knollen in 20x20x20 cm Topfen ausgepflanzt. Der Boden bestand aus
einem 5:3 Humus/Sand Gemisch. Die Feuchtigkeit des Bodens wurde wéhrend des
ganzen Versuchs mittels Tensiometer auf ca. 20 hPa eingestellt, was 60 %
Wasserkapazitit des beschriebenen Bodens entspricht. Dies ist optimal fiir das
Wachstum von Kartoffeln. Dafiir wurden die Tensiometerrbhrchen vorher mit
destilliertem Wasser gefiillt und fiir 2-3 Tage in destilliertem Wasser inkubiert um einen
Kapilarstrom zu erzeugen. AnschlieBend wurden die Rohrchen in die Topfe mit den
ausgepflanzten Knollen gesteckt. Mit Hilfe des Tensiometers wurde nun der
Kapilarstrom im Tonteil des Rohrchens in hPa beobachtet. Nach ca. 24 Stunden war ein
gleichméafBiger Kapilarstrom zwischen Boden und Tensiometerrohrchen hergestellt und
die Bodenfeuchte konnte nun mit Hilfe des Tensiometers {iberwacht werden.

Die Pflanzen wurden mit Tageslichtlampen mit einer Lichtstirke von 1156 lux und
einem photosynthetischem Photonenfluss von 146pmol Lichtquanten pro s/m* 16 h
taglich beleuchtet. Der Aufgang der Pflanzen wurde téglich kontrolliert, solange bis 100
% aller Pflanzen aufgelaufen waren. Im Verlauf der Vegetationsperiode wurden je zwei
Spritzungen mit Acrobat® (Wirkstoff: Dimethomorph 500 g/kg) gegen Alternaria
solani und Shirlan® (Wirkstoff: Fluazinam 500 g/l) gegen Phytophtora infestans sowie
eine Bekdmpfung gegen weile Fliege mit Tamaron® (Wirkstoff: Methamidophos 605
g/l) durchgefiihrt. Die Temperatur wurde zwischen 8 und 20°C gehalten. Nach
Abreifung der griinen Pflanze wurden die Tochterknollen geerntet und der Ertrag in
kg/Pflanze ermittelt. Direkt nach der Ernte wurde das gesamte Erntegut auf H. solani
und C. coccodes wie in Kapitel 6 beschrieben bonitiert und anschlieend in Boxentests
eingelagert. Nach 12 Wochen erfolgte die abschlieBende Uberpriifung der
Silberschorfentwicklung im Lager (vgl. Kapitel 6).
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9.3 Split-root Test zur Uberpriifung des Ubertragungsweges von H. solani

Zundchst wurde versucht, das Wurzelsystem von Kartoffeln zu trennen und in zwei
verschiedene Topfe mit unbehandelter und steriler Erde zu pflanzen. Dazu wurden je 3
mit Silberschorf befallene Knollen von 5 Sorten auf jeweils einem Backstein in reinem
Sand in normaler Pflanztiefe gepflanzt. Die Pflanzen wurden im Gewédchshaus gezogen
und bis zur vollen Entwicklung der griinen Pflanze gewartet. AnschlieBend wurden die
Pflanzen aus den Topfen genommen und das Wurzelsystem der Pflanzen vorsichtig
gewaschen bis kein Sand mehr vorhanden war. Das Wurzelsystem wurde geteilt und die
in zwei miteinander verbundene Topfe gepflanzt. Dabei war im Topf mit der
Mutterknolle unbehandelte Erde, im anderen sterilisierte Erde um eine Kontamination
mit schon im Boden vorhandenen Silberschorf Konidien zu vermeiden (Abb. 3). Die
Pflanzen wurden bis zur natiirlichen Abreife im Gewéchshaus gezogen, geerntet und die

Knollen auf Silberschorf iiberpriift (vgl. Kapitel 6).

a¥ 2 Tochterknollen
Sterile Erde

Abbildung 3: Schema des Split-root Tests. Das Wurzelsystem einer auf einem Stein
gezogenen Kartoffelpflanze wurde geteilt und in zwei miteinander verbundene Topfe
gepflanzt. Im Topf mit der Mutterknolle blieb die Erde unbehandelt, im Topf nur mit Wurzeln
und Tochterknollen wurde sterile Erde verwendet. Nach Abreife wurden die Knollen geerntet
und auf Silberschorf bonitiert.

Mutterknolle

Stein
Tochterknollen

Unbehandelte
Erde

9.4 Rinnenversuch zur Uberpriifung des Ubertragungswegs von H. solani

Bei diesen Versuchen sollte iiberpriift werden, in wieweit Konidien von H. solani im
Boden durch Wasser transportiert werden. Zundchst wurden Pflanzrinnen aus
Plastikrohren konstruiert, die 1m lang, 30 cm breit und 15 cm tief waren. In den Rinnen

befanden sich im unteren Teil alle 10 cm Locher zum Durchlauf des Wassers. Die
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Rinnen waren in einem Neigungswinkel von 10° angebracht, um eine FlieBrichtung des
Wassers bestimmen zu kdnnen. Je vier Rinnen wurden mit reinem Sand, je vier weitere
mit Bodenproben eines Kartoffelschlages aus der Heide befiillt. Am oberen Ende der
Rinnen wurden Kartoffelknollen einer anfdlligen Sorte gepflanzt. Vorher wurden je 2
der Knollen pro Sandboden und Heideboden mit H. solani inokuliert, jeweils 2 Knollen

blieben unbehandelt Abb. 4).

Spritzanlage
20°

Kartoffel-
pflanze

Pflanzrinne

107 Neigung

Auffanggefiifie

10 cm

Abbildung 4: Rinnversuch zur Uberpriifung des Transports von H. solani Konidien im
Bodenwasser. Am oberen Ende einer 1 m langen Pflanzrinne, die in einem 10°
Neigungswinkel angebracht war, wurden Knollen ausgepflanzt. Alle 10 cm waren Locher in
den Rinnen angebracht zum Durchlauf des Gieswassers. Unter den Lochern wurden
Auffanggefifle fir das durchlaufende Wasser platziert. 1 m oberhalb der Pflanze war eine
Spritzanlage angebracht, mit der Regenereignisse simuliert werden konnten. Der Spritzwinkel
der Diise wurde moglichst gering gehalten um nur die Pflanzrinne zu bewissern..

Die Pflanzen wurden mit Tageslichtlampen wie in Kapitel 9.2 16 h taglich beleuchtet.
Die Temperatur wurde zwischen 10-16°C gehalten. Der Aufgang der Pflanzen wurde
taglich kontrolliert. In ca. 1 m Hohe iiber den gepflanzten Knollen wurde eine
Spritzanlage mit speziellen Flachstrahldiisen mit 20° Spritzwinkel installiert. Dadurch
sollte eine ausschliefliche Bewisserung der Rinnen gewihrleistet werden. Die
Spritzanlage wurde an eine Hochdruckspritze angeschlossen und ausgelitert. Nach
Auflauf der Pflanzen wurden die Rinnen mit Hilfe der Spritzanlage mit 2 1 Wasser
zweimal in der Woche pro Rinne bewissert und das Durchlaufwasser an den
verschiedenen Lochern unterhalb der Pflanzrinnen separat aufgefangen. Das
aufgefangene Wasser wurde in 15 ml Reaktionsrohrchen {iberfiihrt und kurz

zentrifugiert um die meisten Bodenpartikel zu sedimentieren. Vom Uberstand wurden
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Proben entnommen und in einer Fuchs — Rosenthal Zahlkammer auf H. solani Konidien

untersucht.

10 Klimakammerversuche zur Untersuchung der Befallsentwicklung

im Lager (Boxentest)

Casanet—Gitter mit einer Gitterweite von 1xlecm wurde auf eine Grofle von 22,5x21,5
cm zugeschnitten. Die Kanten der 22,5 cm langen Seite wurden um 90° geknickt um
eine FlachengroBe von 21,5x21,5 cm mit einer FuBhoéhe von Icm zu erhalten.
Kiihlschrankbehélter der GroBe 21,5x21,5x10 cm wurden mit Zellstoffpapier ausgelegt
und mit dem zugeschnittenen Casanet — Gitter ausgestattet. AnschlieBend wurde das
Zellstoffpapier bewéssert, was im Verlauf des Versuches mehrmals wiederholt wurde
um eine stindige Feuchtigkeit im Behilter zu gewihrleisten. Pro Kiste wurden
anschlieBend 5-8 Kartoffelknollen auf dem Casanet — Gitter platziert um einen direkten
Kontakt zum Wasser zu vermeiden. Die Kisten wurden luftundurchléssig verschlossen
und in einer Klimakammer bei 20°C im Dunkeln inkubiert, um eine Luftfeuchtigkeit
von 90% zu erzeugen. Nach 8, 10 und 12 Wochen erfolgten Bonituren der eingelagerten
Knollen auf den Befall mit Silberschorf und C. coccodes (vgl. Kapitel 6).

Bei den Boxentests der im Feld geernteten Knollen wurden pro Versuchsglied in je fiinf
Kisten je fiinf Knollen eingelagert und der Befall nach 10 Wochen begutachtet. Zuvor
wurden die Knollen von Erde und Staub gereinigt. Bei allen im Gewichshaus
durchgefiihrten Versuchen wurden anschlieBend immer alle geernteten Knollen in

entsprechend vielen Kisten eingelagert.

11 Bodensuppressivititstest

Um den Einfluss des Bodens auf die Keimfahigkeit von H. solani Konidien und damit
dessen Einfluss auf die Ubertragung des Pilzes von Mutter- auf Tochterknollen zu
iiberpriifen, wurde ein Bodensuppressivititstest durchgefiihrt. Zunédchst wurde eine
wiassrige Konidiensuspension von H. solani hergestellt, welche moglichst frei von
Myzel war. In je zwei Glaspetrischalen wurden anschlieend ca. 30 g Frischboden

verschiedener Herkunft eingewogen. Jeweils eine Petrischale mit dem Boden einer
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Herkunft wurde autoklaviert, der andere blieb unbehandelt. Darauthin wurde der Boden
in den Schalen vorsichtig mit Leitungswasser betraufelt bis er sich mit einem Glasspatel
zu einer speckig gldnzenden Oberfliche glatt ziehen lieB. Die Konidiensuspension
wurde im Kleinexikator auf eine Celluloseacetat-Membran gesaugt, wobei die
Konidiensuspension nicht zu dicht gewahlt werden durfte. Die Membranfilter wurden
mit der Schere geviertelt und je 2 Segmente pro Erdschale flach auf den Boden
aufgelegt, um fiir guten Diffusionskontakt zu sorgen. Die Schalen wurden ca. 10 Tage
bei ca. 20°C im Dunkeln inkubiert. Nach Inkubation wurden die Membranen mit
Calcofluor gefarbt und eine mikroskopische Beurteilung der Keimrate in %

durchgefiihrt.

11.1 Bodensuppressivititstest mit Kartoffelwasser

Um zu iiberpriifen, ob die Anwesenheit verschiedener Kartoffelknollen wiederum einen
positiven Effekt auf die Keimung von H. solani Konidien hat, und somit die
Suppression der Boden aufheben kann, wurde der Suppressivititstest folgendermallen
modifiziert. Zunichst wurden 5 Knollen der in Feld- und Gewéchshaus verwendeten
Sorten gewaschen und in 96 %igem Ethanol sterilisiert. AnschlieBend wurden sie in
autoklaviertes Wasser gelegt und fiir 1, 3 und 5 Tage bei 20°C im Dunkeln inkubiert.
Die Wassermenge pro Sorte entsprach dem Gewicht der 5 verwendeten Knollen. Nach
1, 3 bzw. 5 Tagen wurde der oben beschriebene Bodensuppressivititstest mit dem
Boden nur einer Herkunft durchgefiihrt, wobei zum Anwissern der Bodenproben nun
das Wasser der eingelegten Kartoffelknollen verwendet wurde. Zusétzlich wurde eine
Probe mit Leitungswasser als Kontrolle mitgefiihrt. Nach 10 Tagen erfolgte die

Auswertung wie in Kapitel 11 beschrieben.

11.2 Enzymatische Zuckeranalyse

Da Zucker die Suppressivitit eines Bodens teilweise aufheben kann, wurde der
Saccharose-, Glucose- und Fructosegehalt des Wassers in dem die verschiedenen
Kartoffelsorten eingelagert waren getestet. Dabei wurde der D—Glucose Gehalt vor und

nach enzymatischer Hydrolyse der Saccharose bestimmt. AbschlieBend wurde noch der
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Gehalt an D — Fructose gemessen. Das Prinzip des Tests war wie folgt: das Enzym
Hexokinase katalysiert bei pH 7,6 die Phosphorylierung von D- Glucose mit Adenosin—
5'—triphosphat (ATP) unter gleichzeitiger Bildung von Adenosin—5"—diphosphat (ADP).
Das entstandene D-Glucose-6-phosphat wird von Nicotinamid—adenin—dinucleotid—
phosphat (NADP) in Gegenwart von Glucose—6—phosphat-Dehydrogenase spezifisch
zu D-Gluconat-6-phosphat (G—6—P) oxidiert, wobei reduziertes Nicotinamid—adenin—
dinucleotid—phosphat (NADPH) entsteht. Die wéhrend dieser Reaktion gebildete
NADPH-Menge ist der D—Glucose Menge entsprechend und wird auf Grund ihrer
Absorption bei 340 nm bestimmt. (TRAUTNER 1969, FUCHS & WRETLING 1979).
Hexokinase katalysiert auch die Phosphorylierung von D—Fructose mit ATP zu D-
Fructose—6—phosphat (F—6—P). Nach Ablauf dieser Reaktion wird F—-6-P durch
Phosphoglucose—Isomerase in G—6—P umgewandelt. G—6—P wiederum reagiert wie
beschrieben mit NADP unter Bildung von D—Glucose—6—phosphat und NADPH. Auch
dabei ist NADPH die Messgrofle. Die nun gebildete NADPH Menge ist dquivalent zur
D—Fructose Menge (TRAUTNER 1969, FUCHS & WRETLING 1979).

Saccharose wird durch das Enzym B—Fructosidase (Invertase) bei pH 4,6 zu D—Glucose
und D—Fructose hydrolysiert. AnschlieBend folgt die D—Glucose Bestimmung wie
beschrieben. Aus der Differenz der D-Glucose Konzentration vor und nach
enzymatischer Inversion wird der Gehalt an Saccharose berechnet (TRAUTNER 1969,
FUCHS & WRETLING 1979).

Gemessen wurde die Extinktion bei 340 nm in einer Glaskiivette mit 1 cm Schichtdicke.
Die Temperatur lag zwischen 20°C und 25°C. Es wurde das Reaktionskit fiir
Saccherose/D—Glucose/D—Fructose der Firma R-Biopharm Dabei wurden vier

Reaktionen nach dem Schema von Tab. 2 durchgefiihrt.

Tabelle 2: Versuchsdurchfiihrung des enzymatischen Zuckertests.

In Kiivetten pipetieren Leerwert Saccharose Leerwert D — Glucose/
Saccharose Probe D — Glucose/D | D — Fructose
Probe — Fructose Probe
Probe
Losung 1: Lyophilisat 0,200 ml 0200ml | - | -
Probelosung | @ --—--- 0,100ml |  --—-- 0,100 ml
Mischen, 15 min bei 20 — 25°C stehen lassen. Zugabe von
Losung 2: NADP und ATP 1,000 ml 1,000 ml 1,000 ml 1,000 ml
Bidest. Wasser 1,800 ml 1,700 ml 2,000 ml 1,900 ml

Mischen, nach ca. 3 min Extinktionen der Losungen messen (E;). Reaktion starten durch
Zugabe von

25




MATERIAL & METHODEN

Losung 3: 0,020 ml 0,020 ml 0,020 ml 0,020 ml
Hexokinase/Dehydrogenase

Mischen, Stillstand der Reaktion abwarten (ca. 10 — 15 min) und Extinktionen der Losungen
messen (E,).

Losung 4: Isomerase | --——-- | | 0,020ml | 0,020ml

Mischen, nach 10 bis 15 min Extinktionen der Losungen messen (E).

Zur Bestimmung der D — Glucose und der Saccharose wurden folgende Berechnungen
durchgefiihrt: Fiir die Leerwerte und die Proben wurde die Extinktionsdifferenz
errechnet (E;-E;) und die der Leerwerte von den dazugehdrigen Proben abgezogen:

AE = (E2-E1)probe - (E2-E1)Leerwert
Die Differenz von AEGesamt (aus Saccharose Probe) und AEp _ Giucose (aus D — Glucose
Probe) ergibt AEsaccharose-
Fiir die Berechnung der D — Fructose gilt: Zundchst wurde fiir den Leerwert und die
Probe (D — Glucose/D — Fructose Probe) die Extinktionsdifferenz (Es-E;) bestimmt. Die
Extinktionsdifferenz des Leerwertes wurde von der Extinktionsdifferenz der Probe
abgezogen, wodurch man AEp _ pryctose €rhélt. Fiir die Berechnung der Konzentrationen
in den untersuchten Proben gilt nun folgende allgemeine Berechnungsformel:

¢ = (V*MG)/(g*d*v¥1000))*AE(g/1)

V = Testvolumen (ml)

v = Probenvolumen (ml)

MG = Molekulargewicht der zu bestimmenden Substanz (g/mol):
Saccharose = 342,3 g/mol

D — Glucose = 180,16 g/mol

D — Fructose = 180,16 g/mol

d = Schichtdicke (cm)

¢ = Extinktionskoeffizient von NADPH bei 340 nm = 6,3 (I*mmol ' *cm™)

12 Anzucht von Meristemkartoffeln

Um befallsfreie Kartoffelknollen zu erhalten, wurden sogenannte Meristemkartoffeln
gezogen. Das Blattmeristem von Kartoffelpflanzen wurde vorsichtig abgeschnitten und
mit 70 % Ethanol sterilisiert. AnschlieBend wurde die Probe auf Wasseragar unter
sterilen Bedingungen aufgelegt und bei Raumtemperatur bei Tageslicht fiir 16 h am Tag

fiir ca. 2 Wochen inkubiert. Die so gewachsenen Pflanzen durften nicht direktem
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Sonnenlicht ausgesetzt werden, da die Pflanzen so keinen ausreichenden Schutz gegen

die Bestrahlung mit UV-Licht ausgebildet konnten.

13 Vermessung der Periderm-Cortexdicke mit Hilfe der computerbasierten

Bildanalyse

Da H. solani ausschlielich die Schale (Periderm-Cortexschicht) von Kartoffelknollen
befillt, wurde auch die physikalische Schalenbeschaffenheit iiberpriift. Um einen
Zusammenhang zwischen Periderm-Cortexdicke und Anfilligkeit der Sorten
untersuchen zu konnen, wurde ein Bildbearbeitungsprogramm zur schnellen
Vermessung der Schale optimiert und eingesetzt. Nach Photographieren eines mit Hilfe
des Mikrotomschneiders hergestellten Diinnschnittes der Schalenregion der
Kartoffelknolle unter dem Binokular (Abb.5A) wurde anhand der unterschiedlichen
Graustufen zwischen Periderm-Cortex und Lagerungsparenchym die Schale (welche der
Periderm- und Cortexschicht entspricht) abgegrenzt (Abb. 5B). Die abgegrenzte
Teilfliche wurde anschlieBend an zahlreichen Stellen vom Computer vermessen (Abb.

5C).

A B C

Abb. 5A: Mikrotomschnitt Abb. 5B: Abgrenzung der Abb. 5C: Vermessung des
einer Kartoffelschale unter Schalenregion anhand der Computers der als Schale
dem Binokular bei 30x unterschiedlichen Graustufen definierten Region
VergroBerung von Bild A.

Dies wurde mit allen im Feld und Gewichshaus getesteten Sorten durchgefiihrt, wobei
von jeweils 5 Knollen jeder Sorte 10 Diinnschnitte hergestellt und vermessen wurden.
Aus diesen Messdaten wurden fiir jede Kartoffelsorte Mittelwerte gebildet und
abschlieend eine Regression zwischen den in Feld und Gewiachshaus ermittelten Daten
des Anfilligkeitsverhaltens jeder Sorte und der dazugehorigen Periderm-Cortexdicke

errechnet. Die Bildanalyse sollte ebenfalls zur Bonitur befallener Knollen eingesetzt
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werden, um die langwierige und arbeitsintensive visuelle Bonitur zu vereinfachen und
zu beschleunigen. Dies erwies sich jedoch nach genauerer Untersuchung als nicht
durchfiihrbar, da die exakte Oberfliche der einzelnen Knolle von normalen

Bildbearbeitungsprogrammen nicht erfasst werden kann.

14 Uberpriifung der Schalenbeschaffenheit mittels Wiigetest

Da neben der Schalendicke auch die Schalenbeschaffenheit (rauhschalig, glattschalig)
eine Rolle spielen kann, wurde diese in einem Wégetest iiberpriift. Dazu wurden 20
Knollen jeder Sorte griindlich unter flieBendem Wasser gereinigt und anschlieBend mit
Ethanol gewaschen. Danach wurden sie liber Nacht getrocknet. Am ndchsten Tag
wurden die Knollen zunichst gewogen und anschlieBend in ein Wasserbad getaucht und
wiederum gewogen. Die Differenz wurde errechnet und die Knollen wiederum
getrocknet. Die trockenen Knollen wurden wieder gewogen und danach in einem
Staubbad gewilzt. AbschlieBend wurden die Knollen wiederum gewogen und die
Differenz errechnet. Der Staub stammte aus getrocknetem Boden aus der Heide.
Anhand des anhaftenden Wassers bzw. der Erde wurde auf die Rauh- bzw.
Glattschaligkeit geschlossen. AbschlieBend wurde eine Regression zwischen

Schalenbeschaffenheit und Anfélligkeit der Sorten errechnet.

15 Mikroskopische Untersuchungen

Um zu untersuchen, wie und wie tief der Pilz in das Pflanzengewebe der
Kartoffelknolle eindringt, wurden mikroskopische Untersuchungen durchgefiihrt. Dazu
wurden Mikrotomschnitte an mit . solani befallenen Kartoffelknollen hergestellt. Um
den Pilz vom Pflanzengewebe abzuheben, wurden verschiedene Firbemethoden
angewendet und die Gewebeprobe anschlieBend unter dem Mikroskop untersucht.
Malgeblich wurde die Comassie—Brilliant—-Blau—Farbung als auch die Farbung mit dem
Fluoreszenzfarbstoft Calcofluor angewendet. Fiir die Comassie—Brilliant-Blau Farbung
wurden die Proben in Ethanol/Chloroform 75/25 + 0,15 % Trichloressigsdure (ACE)
fixiert und aufbewahrt. Die Proben wurden anschliefend griindlich mit destilliertem

Wasser gespiilt und 2 — 3 min in Comassie—Brilliant-Blau Férbelosung (0,6 %
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Comassie—Brilliant-Blau R-250 in 99 % Methanol 1:1 gemischt mit 15 %iger,
wiassriger Losung von Trichloressigsdure) geféarbt. Die Féarbelosung wurde abgegossen
und die Probe wiederum griindlich mit destilliertem Wasser gewaschen. Die Proben
wurden in Eisessig — Glycerin (5 %/20 % in H,O) aufgenommen und mikroskopiert.

Fiir die Farbung mit Calcofluor wurden die Proben zunéchst griindlich mit A. dest.
gesplilt. AnschlieBend wurden die gewaschenen Proben 30 min in 0,1M Tris—HCI pH 8
inkubiert. Nach dem Waschen in destilliertem Wasser fiir 4x10 min wurden die Proben
5 min in 0,1 % Calcofluorlosung geféarbt. Es folgte ein weiterer Waschschritt in 25 %
Glycerin fiir 30 min. AbschlieBend wurden die Proben in 25 % Glycerin unter dem
Fluoreszenzmikroskop betrachtet. Bei den Bodensuppressivitétstests wurden die
gesamten Celluloseacetat-Membranen mit den darauf gesaugten Konidien wie oben
beschrieben mit Calcofluor angefarbt. Dabei wurde bei diesen aufgrund der
empfindlichen Membran das Waschen mit Tris—HCl weggelassen und auch das

Waschen mit Glycerin auf 5 min beschrankt.

16 Analyse von Phytoalexinen mittels Diinnschichtchromatographie (DC),
Bioassay und Hochdruckfliissigkeitschromatographie (HPLC)

16.1 Extraktion der Phytoalexine aus Kartoffelschalen

Da es sich bei Silberschorf um eine Krankheit handelt, die ausschliefSlich die
Kartoffelschale befdllt, wurde die Ursache der Sortenunterschiede in deren
Zusammensetzung gesucht. Zundchst wurde die mogliche Anwesenheit von
Phytoalexinen iiberpriift.

Dazu wurden jeweils 1 g gesunde und mit H. solani befallenen Schalenprobe in 15 ml
H,0O aufgenommen und mit dem Ultrathurrax zerkleinert. Die Wasserphase wurde mit
15 ml Ethylacetat iiberschichtet und gut geschiittelt. AnschlieBend wurden die Proben
10 min bei 5000 rpm zentrifugiert. Die Ethylacetatphase wurde abgenommen und {iber
die Wasserphase erneut 15 ml Ethylacetat geschichtet und geschiittelt. Es folgte
wiederum eine Zentrifugation (10 min, 5000 rpm). Die Ethylacetatphasen wurden
vereinigt und bei —20°C eingelagert. 5 ml der Ethylacetatphase wurde unter
Stickstoffstrom eingedampft und in 100 pl 100 % Ethanol aufgenommen.
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16.2 Auftrennung der Proben mittels DC

Phytoalexine konnen anhand ihrer molekularen Eigenschaften in einer Trennmatrix, in
diesem Fall Kieselgel, durch Verwendung geeigneter Laufmittel getrennt werden. Nach
dem Lauf kann man verschiedene Fraktionen auf der DC-Platte unter UV-Licht
sichtbar machen. Zundchst wurden die DC-Platten 30 min bei 100°C im
Trockenschrank vorkonditioniert. Wahrenddessen wurden 2 Trennkammern vorbereitet
mit jeweils 100 ml Laufmittel. Kammer 1 wurde mit Aceton gefiillt, Kammer 2 nach
dem Verfahren von SAKAI (1979) mit einem Gemisch aus Cyclohexan und Ethylacetat
(1:1). Hieraus sollte sich eine Fiillhohe von 0,5 cm ergeben. Die DC—Platten wurden auf
Heizplatten mit 40°C gelegt und 20 pl der aufzutrennenden Proben 2 cm vom unteren
Plattenrand in 2 cm Abstinden aufgetragen. Danach wurden die Platten zur
Probenfokussierung in die mit Aceton befiillte Trennkammer eingestellt. Nachdem die
Laufmittelfront ca. 2 cm Laufweite errecht hatte, wurde der Lauf beendet und die
Platten bei 40°C 10 min riickgetrocknet. Nach vollstindiger Riicktrocknung wurden die
Platten in die Kammer mit Cyclohexan/Ethylacetat gestellt und die Trennung so lange
fortgesetzt, bis die Laufmittelfront den oberen Rand der DC—Platte erreicht hatte. Die
Platten wurden der Kammer entnommen und die Laufmittelfront mit einem Bleistift
markiert. Die Losungsmittel wurden ca. 30 min im Abzug abgedampft. Abschlielend
wurde mit den DC — Platten ein Bioassay durchgefiihrt, um die pathogenrelevanten

Inhaltsstoffe zu iiberpriifen.

16.3 Bioassay

Um die fungizide Wirkung der gefundenen Substanzen zu iiberpriifen wurde ein
Bioassay durchgefiihrt. Da H. solani viel zu langsam wichst und daher fiir einen
Bioassay nicht geeignet ist, wurde hierfiir eine Cladiosporium sp. — Sporensuspension
hergestellt. Hierzu wurden gut sporulierende Kulturen mit 50 ml Malz—Pepton—-Medium
iiberschichtet und die Sporen mit Hilfe eines Objekttragers abgekratzt. Die Nahrlosung
wurde durch einen Nylonfilter in einen Erlenmeyerkolben abgegossen. Eine
Feuchtekammer und ein Spriithgerdt wurden mit 70 % Ethanol gereinigt. Anschlieend
wurden die vorher beschriebenen, ausgewerteten DC—Platten mit Hilfe einer an

Druckluft angeschlossenen Spriihvorrichtung mit der Sporensuspension bespriiht,
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solange bis die Platten samtig gldnzten. Die Platten wurden in eine mit etwas Wasser
gefiillte Feuchtekammer gegeben und 3—4 Tage bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde

das Wachstum des Pilzes auf den Platten tiberpriift und mittels Kamera dokumentiert.

16.4 Analyse der Proben mittels HPLC

Aus den DC-Platten wurden unter UV-Licht die mit Bleistift markierten Hauptbanden
von der Platte gekratzt und in ein 1,5 ml Reaktionsgefa$3 {iberfiihrt. Die Proben wurden
mit 500 pl Aceton versetzt und 10 min geschiittelt. Anschliefend erfolgte eine
Zentrifugation (10 min, 15000 rpm, 4°C) und der Uberstand wurde in ein neues 1,5 ml
Reaktionsgefd3 iiberfiihrt. Dies wurde wiederholt und die Proben schlielich unter
einem Stickstoffstrom eingedampft. Der Niederschlag wurde in 50 pl absolutem
Ethanol aufgenommen und fiir die HPLC — Analysen verwendet.

Die Trennung auf der HPLC — Anlage wurde in einer Synergi 4p HydroRP 80A, 250 x
4,6 mm Sidule bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Mit Hilfe des Autosamplers wurden
20 pl der Probe in 60-miniitigem Intervall eingespritzt, um eine optimale Auftrennung
zu erreichen. Es wurden die Flussraten von 0,75 ml/min verwendet. Bei einer
Wellenlidnge von 218 nm erfolgte die Detektion im Photometer.

Die Trennung erfolgte in einem Gradienten mit einem Gemisch aus Wasser und
Cyclohexan/Ethylacetat. Der Laufmittelgradient wurde variiert, am optimalsten stellte

sich der in Tabelle 5 beschriebene dar.

Tabelle 5: Laufmittelgradient fiir die chromatographische Trennung von Phytoalexinen

durch HPLC

Cyclohexan/Ethylacetat Wasser Zeitintervall (min)
(1:1)

40 60 00.00

40 60 02.00

50 50 08.00

90 10 24.00

100 0 10.00

40 60 16.00
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17 Untersuchungen phenolischer Verbindungen in Kartoffelschalen

17.1 Aufbereitung des Schalenmaterials mit Thioglykolsiure und quantitative

Analyse

Bei der Umsetzung aufgereinigter Zellwédnde mit Thioglykolsdure bilden sich
alkalilosliche, sdureunlosliche Lignothioglykolsdurekomplexe. Die phenolischen
Anteile solcher Komplexe kénnen bei 380 nm photometrisch gemessen werden und
stellen so ein Mal} fiir den Ligningehalt dar. Die so durchgefiihrte Bestimmung des
Liningehaltes wurde nach modifizierter Methode von MENDEN (1995) nach
MOERSCHBACHER et al. (1989) durchgefiihrt. Das Verfahren beruht auf den
Versuchsvorschriften von HAMMERSCHMIDT et al. (1984).

Zundchst wurden Knollen gekocht und anschlieend die Schale (Periderm und Cortex)
vom Lagerungsparenchym gepellt. Die Schale wurde im Trockenschrank bei 80°C iiber
Nacht getrocknet und in einer Kugelmiihle fiir zweimal je 5 min zerkleinert (100 %
Leistung). 7 mg getrocknete und in der Kugelmiihle pulverisierte Kartoffelschale
wurden in ein Hydrolysegefil eingewogen, mit 5 ml 2 N HCI und 0,2 ml
Thioglycolsdure versetzt und 4 h bei 100 °C im Riickflusskiihler inkubiert. Die
abgekiihlten Proben wurden zentrifugiert (2000xg, 10 min), das Pellet zweimal mit je 5
ml destilliertem Wasser gewaschen und danach 17 h bei Raumtemperatur in 5 ml 0,5 M
NaOH inkubiert. Die Lignothioglycolsdurekomplexe gingen dabei in Losung.
Unlosliche Zellwandreste wurden wie beschrieben abzentrifugiert (s.o0.) und das Pellet
zweimal mit je 2,5 ml dest. Wasser gewaschen. Die vereinigten Uberstinde wurden mit
6 N HClI auf pH < 3,0 angesduert und zur Kristallisation der
Lignothioglykolsdurekomplexe ca. 17 h bei 4 °C inkubiert. Die ausgefallenen
Komplexe wurden pelletiert (5500xg, 15 min, 4°C), das Pellet mit 5 ml 0,1 M HCI
gewaschen und danach in 1 ml 0,5 M NaOH resuspendiert. Durch Sterilfiltration
wurden Schwebteilchen abgetrennt und anschlieBend die Extinktion einer 1:10
Verdiinnung des Uberstandes bei 380 nm im Photometer gemessen. Eine Eichung der
Methode wurde von MENDEN 1995 versucht, erschien aber letztlich nicht sinnvoll. Die
Ergebnisse werden daher, wie in der Literatur iiblich, in Millieextinktionseinheiten pro
eingesetzte Zellwandprobe angegeben (mEx/mg ZW). Mit dieser Methode kdnnen
somit nur relative Aussagen iiber den Ligningehalt gemacht werden. Fiir den Vergleich

der Kartoffelsorten untereinander reicht dies aus.
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17.2 Aufbereitung des Schalenmaterials mittels alkalischer Hydrolyse fiir die

qualitative Analyse mit HPLC

Zundchst wurden Knollen gekocht und anschlieend die Schale (Periderm und Cortex)
vom Lagerungsparenchym gepellt. Die Schale wurde im Trockenschrank bei 80°C iiber
Nacht getrocknet. Das im Trockenschrank getrocknete Schalenmaterial wurde in einer
Kugelmiihle fiir zweimal je 5 min zerkleinert (100 % Leistung), wobei zwischen den
Mahlgéngen die Zugabe von 1 ml Methanol erfolgte. Das zerkleinerte Material wurde
anschlieBend in kochendem Methanol aufgenommen und in Anlehnung an KICINSKI et
al. (1988) 2 min m Ultraschallbad behandelt. Nach Zentrifugation bei 40000xg erfolgte
durch vorsichtiges Dekantieren eine Fraktionierung in Uberstand und Pellet.

Die alkalische Hydrolyse der Pelletfraktion erfolgte mit 0,5 N NaOH iiber 16 h bei
staindiger Bewegung der Probe, O,—Ausschluss und bei Dunkelheit. AnschlieSend
wurden die festen Bestandteile des Schalenmaterials iiber Glasfilter abgetrennt. Nach
Ansduern auf pH 2,5 mit 4 N HCI und Zusatz von 600 mg NaCl erfolgten zwei
Extraktionen gebundener Phenolcarbonsiduren bzw. Aldehyde mit Essigsdureethylester.
Zur Trennung der Phasen wurde bei 1200xg zentrifugiert. Nach Eindampfen der
Ethylacetatphase wurde das Hydrolysat in Anlehnung an KICINSKI et al. (1988) in
Methanol / 5 % Ameisensdure (7:93) aufgenommen und p—Anissdure als interner
Standard zur Quantifizierung (HARTLEY, 1987) zugegeben. Diese Extrakte wurden
anschlieBend in der HPLC auf ihren Gehalt an phenolischen Verbindungen gemessen.
Fiir die alkalische Hydrolyse der Fraktion ungebundener phenolischer Verbindungen
wurde 1 ml des Methanolextraktes mit 5 ml 0,2 N NaOH versetzt. In Wasserflaschen
erfolgte die 20 — stiindige Hydrolyse, wie zuvor beschrieben. AnschlieBend wurde die
Probe auf pH4 angesduert, 300 mg NaCl zugegeben und zweimal mit
Essigsdureethylester in Scheidetrichtern extrahiert. Die weitere Aufbereitung erfolgte
wie bei den gebundenen Verbindungen.

Zur Analyse des nicht-hydrolysierten Extrakts wurde 1 ml Methanolextrakt (Uberstand)

mit 5 ml bidest. H,O versetzt und wie beschrieben aufgearbeitet.
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17.3 Qualitative Analyse von Phenolcarbonsiuren bzw. Aldehyden mit HPLC

Die Trennung auf der HPLC — Anlage wurde in einer Synergi HydroRP-18 (250 x 4,6
mm) Sdule bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Mit Hilfe des Autosamplers wurden 20 ul
der Probe in verschiedenen Intervallen eingespritzt um eine optimale Auftrennung zu
erreichen. Es wurden Flussraten von 0,5 ml/min bis 2 ml/min verwendet. Die von der
Sdule kommenden Extraktkomponenten wurden bei einer Wellenlinge von 280 nm
detektiert.

Die Trennung erfolgte in einem Gradienten mit einem Gemisch aus Methanol und
Ameisensdure. Der Laufmittelgradient wurde variiert um eine optimale Trennung zu

erreichen.

18 Molekularbiologische Methoden

18.1 Isolierung von H. solani — DNA aus Sterilkulturen (nach OLIVIER ef al.; 1998)

H. solani wurde zunidchst in V8 — Medium angezogen und 4 Wochen auf einem
Schiittler bei 20°C im Dunkeln inkubiert. Das Myzel wurde anschlieBend geerntet,
durch einen Faltenfilter filtriert und gefriergetrocknet. Das trockene Myzel wurde in der
Kugelmiihle zu einem feinen Puder vermahlen. 100 g des pulverisierten Myzels wurde
in 1 ml 150 mM EDTA, 50 mM Tris HCI (pH 8,0) und 3 % SDS bei 65°C 1 h lang
inkubiert. Nach einer Phenol:Chloroform  (1:1)  Extraktion folgte eine
Chloroformextraktion. Die DNA wurde mit 20 % PEG 8000, versetzt mit 2,5 M NaCl,
niedergeschlagen und bei 4°C iiber Nacht im Kiihlraum inkubiert. Am folgenden Tag
wurde die Probe zentrifugiert und mit 70 % Ethanol gewaschen. AbschlieBend wurde
der Niederschlag in einer Vakuumzentrifuge getrocknet und in 100 pl reinstem Wasser

aufgenommen.

18.2 Isolierung von H. solani DNA aus Pflanzenproben

Die Isolierung von Silberschorf-DNA aus Pflanzenproben erfolgte in den meisten

Féllen mit unterirdischen Pflanzenteilen. Um Anhaftungen von H. solani Konidien oder
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Myzel zu entfernen, wurden die Pflanzenteile sorgfiltig gewaschen und mit 70%
Ethanol gereinigt. Danach wurden sie im Trockenschrank bei 80°C getrocknet und
anschlieBend abgekiihlt. Fiir den Zellaufschluss und die Extraktion der DNA wurde das
Material in 1,5 ml Reaktionsgefdf3e {iberfiihrt und in fliissigem Stickstoff tiefgefroren.
AnschlieBend wurden die Proben in einer Kugelmiihle 2 x 5 min gemahlen, wobei
zwischendurch die Proben erneut in fliissigem Stickstoff getaucht wurden.
Anschlieflend erfolgte die Aufreinigung der DNA mit Hilfe des Invisorb®Spin Plant
Mini Kit. Zundchst wurde die pulverisierte Probe mit 400 pl Lysis—Puffer und 20 pl
Proteinase K aus dem Kit versetzt und fiir mindestens 30 min bei 65°C inkubiert.
AnschlieBend wurde die Suspension auf eine im Kit enthaltene Saule zur Isolierung von
DNA gegeben und 1 min bei 12000 rpm zentrifugiert. Zu dem Durchlauf wurden 200 pl
Bindungs—Puffer P gegeben und gevortext. Die Probe wurde auf eine neue Séule der
selben Art wie oben beschrieben gegeben und flir 1 min inkubiert, worauf ein weiterer
Zentrifugationsschritt folgte (1 min, 12000 rpm). Der Durchlauf wurde verworfen und
die an der Sdule gebundene DNA einmal mit Waschpuffer I und zweimal mit
Waschpuffer II gewaschen. Zwischendurch erfolgten jeweils Zentrifugationen (1 min,
12000 rpm). Nach nochmaliger Zentrifugation bei 12000 rpm fiir 2 min zum Entfernen
der Waschpufferreste erfolgte die Eluation der DNA von der Saule mit 100 pl auf 65°C
vorgewiarmtem Eluationspuffer D. Die Séule wurde 3 min in diesem Puffer inkubiert
um die DNA moglichst vollstindig von der Sdule zu desorbieren. Mit Hilfe der finalen
Zentrifugation (1 min, 10000 rpm.) wurde der die DNA enthaltene Eluationspuffer in

einem E — Cup gesammelt.

18.3 Isolierung von H. solani DNA aus stiarkehaltigen Knollenproben

Um zu untersuchen, ob der Pilz in der Lage ist, sich systemisch auszubreiten, wurden
Knollenproben aus dem Leitbiindelring mittels PCR auf Anwesenheit von H. solani
gepriift. Da die Anwesenheit von Einlagerungsstirke unter Umstinden die PCR storen
kann, wurde die in Kapitel 18.2 beschriebene Isolierung von Pilz-DNA folgendermalien
modifiziert. Die Knollenproben wurden zundchst gefriergetrocknet. Anschlieend
wurden die Proben in der Kugelmiihle zu Pulver vermahlen. Zunichst wurde die
pulverisierte Probe ebenfalls mit 400 pl Lysis—Puffer und 20 pl Proteinase K aus dem
Invisorb®Spin Plant Mini Kit versetzt und fiir mindestens 30 min bei 65°C inkubiert.
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AnschlieBend wurde die Probe mit 125 pl einer SM NaCl Losung versetzt und gemischt.
Dann wurden 53 pl einer 10 % (w/v) CTAB Losung hinzugegeben, vermischt und 10
min bei 65°C inkubiert. Die Ansdtze wurden auf Eis gestellt und mit einem Volumen
Chloroform-Isoamylalkohol (1:24) gemischt. Die Proben wurden 30 min auf Eis
inkubiert und anschlieBend die Phasentrennung durch Zentrifugation herbeigefiihrt
(15000xg, 4 °C, 10 min). Der Uberstand wurde in ein neues Eppendorf —
Reaktionsgefal iiberfithrt und mit 200 pl des Bindungspuffers des Invisorb®Spin Plant

Mini Kit vermengt. Die weitere Aufreinigung erfolgte wie unter 18.2 beschrieben.

18.4 PCR

Fiir die Amplifikation pilzlicher Sequenzen wurden 10ul Reaktionsansitze verwendet.
Die Konzentration der Primer in den Ansédtzen betrug 1uM. Als Matritze wurde 10 ng
extrahierte Gesamt — DNA eingesetzt. Die Reaktion erfolgte im 1fach konzentrierten
Reaktionspuffer, der vom Hersteller der thermostabilen Polymerase geliefert wurde.
Eingesetzt wurden in der Reaktion 0,5U Tag-Polymerase. Die eingesetzte
Nukleotidkonzentration betrug 0,2 mM und die MgCl,-Konzentration 1,5 mM.
Es wurde ein Gerédt mit Deckelheizung gewidhlt um Kondensationen am Deckel der
ReaktionsgefdBe und somit Verfilschung der PCR zu verhindern. Routineméfig wurden
2 Minuten bei 94°C denaturiert und anschlieBend 29-32 Zyklen des folgenden
Temperaturprofils durchlaufen: 1 min Denaturierung bei 94°C, 30 s — 2 min
Hybridisierung bei der spezifischen Anlagerungstemperatur des Oligonukleotids, 1-3
min Synthese bei 72°C. Die Reaktion wurde durch einen Syntheseschritt von 10 min bei
72°C abgeschlossen. Durch Abkiihlen auf 4°C - 8°C wurde die Reaktion beendet.
Die primerspezifische Temperatur errechnet sich aus der Nukleotidsequenz der
verwendeten Primer nach folgender Formel:

Tm = ((G/C) x 4°C + (A/T) x 2°C — 5°C)
Dabei sollte aber auf eine empirische Optimierung der primerspezifischen Temperatur
nie verzichtet werden. Die Synthesezeit bei 72°C wurde der Lédnge des zu
amplifizierenden =~ DNA-Fragmentes angepasst. Hierbei wurde von einer
Prozessierungsrate von 1000 Basen/ Minute ausgegangen. Bei sehr geringer Matrizen—
DNA Menge wurde eine nestedPCR durchgefiihrt. Zunichst wurde eine Amplifikation
der ITS Region mit den Primern ITS4 und ITS5 nach WHITE et al. (1990)
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vorgenommen. Das Produkt dieser PCR wurde wiederum als Matrize fiir PCR mit H.

solani spezifischen Primern verwendet.

18.5 Gelelektrophorese

Zu der aufzutrennenden DNA wurden 0,3 Volumen Ladepuffer (Kapitel 3) gegeben. In
einem horizontalen Agarosegel mit einer Agarosekonzentration von 1 % in TBE Puffer
wurde die DNA 90 min bei 110 Volt elektrophoretisch getrennt. Das Gel wurde
anschlieend 10 min in 0,1 % Ethidiumbromid Bad geférbt und 10 min in H,O entfarbt.
DNA — Banden wurden mit Hilfe eines UV — Transiluminators (A = 254 nm) detektiert.
Als GroBlenstandard diente eine GENE RULER 1kb DNA-Leiter. Die GroB3e der DNA—

Fragmente wurde durch Vergleich mit dem GroBenstandard ermittelt.

19 Statistische Auswertung

Die statistische Verrechnung der Daten erfolgte mit dem Programm STATGRAPHICS®
Plus Version 5.1, wobei der Vergleich der Mittelwerte der Varianten hinsichtlich
signifikanter Unterschiede mit dem t-Test durchgefiihrt wurde. Die Signifikanz der
Regression ~ wurden mit dem  Durbin—Watson-Test  berechnet. Die
Irrtumswahrscheinlichkeit wird wie folgt angegeben: n.s.: nicht signifikant; * = p< 0,10;

*E =p<0,05; #** =p<0,01.
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Ergebnisse

1 Isolierung und Anzucht von H. solani zur Herstellung des Inokulums
1.1 Isolierung von H. solani von Knollen und Erstellung einer Isolate Bank

Da H. solani eine Vielzahl von unterschiedlichen Isolaten hervorbringt, die sich im
Verhalten und Aggressivitit unterscheiden, wurde im Verlauf der drei Versuchsjahre
eine Isolate — Bank von Knollen isolierten Pilzen angelegt. Insgesamt konnten 24
Isolate in der beschriebenen Weise isoliert und als Einzelkonidien Isolate gereinigt
werden. Das Wachstum auf Hafermehlagar war ausreichend, so dass eine Lagerung auf
Dauer bei 4°C moglich war. Die Isolate unterschieden sich stark in
Wachstumsgeschwindigkeit, Farbe und Bildung von Konidien. Einige wiesen weil3es,
andere schwarzes Myzel auf. Wihrend einige Isolate schon nach 2 Wochen mit der
Bildung von Konidien begannen, zeigten andere erst nach 6 Wochen erste Konidien.
Auf Grund dieser Inhomogenitit ist es daher notig, bei der Bestimmung von H. solani
auf Agarmedium immer eine Uberpriifung bei mindestens 10facher VergroBerung unter
dem Binokular bzw. Mikroskop durchzufiihren. AuBlerdem ist das Vorhandensein von
Konidien (Abbildung 1 in der Einleitung) zur eindeutigen Bestimmung des Pilzes

unerlédsslich.

1.2 Isolierung von H. solani aus Bodenproben mittels Flotationsverfahren

In diesem Versuch wurde getestet, ob Silberschorf Konidien lipophile Eigenschaften
besitzen und diese bei der Isolierung des Pilzes aus Bodenproben einsetzbar sind. Es
wurden Ole verschiedener Dichten und Viskosititen getestet. In keiner der untersuchten
Olemulsionen konnten jedoch H. solani Konidien gefunden werden. Auch bei Variation
des Versuchsablaufs wurden keine Konidien in der Olphase nachgewiesen. In den
Kontrollen der Wasserphase konnten dagegen immer eine grofle Anzahl Konidien
gezdhlt werden. Dies zeigt, dass H. solani Konidien nicht lipophil, sondern viel eher
lipophob sind. Diese Eigenschaft kann daher nicht zur Isolation von Silberschorf aus

Boden genutzt werden.
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1.3 Einsatz von Bengal Rosa zur Selektion von H. solani aus Bodenproben

Auf Grund des langsamen Wachstums von H. solani auf Niahrboden wurde der Einsatz
von Bengal Rosa als Radikalbildner als Selektionsvorteil gegeniiber anderen
bodenbiirtigen Mikroorganismen bei Isolierung aus Bodenproben getestet. Zunichst
musste der Einfluss des Zusatzes auf das Wachstum von H. solani selbst getestet
werden (Graphik 1). Es wurde die Koloniegrofe sowie die Konidienzahl nach 4

Wochen ermittelt und mit Agarplatten ohne Bengal Rosa Zusatz verglichen.
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H. solani Isolate und Versuchsvarianten H. solani Isolate und Versuchsvarianten

A .s. B n.s.
Graphik 1: Entwicklung von H. solani auf V8-Agar mit Bengal Rosa. A: Die x-Achse gibt
die H. solani Isolate und die Versuchsvarianten, die y-Achse die GroB3e der Kolonien in cm an.
BR= Bengal Rosa. Die blauen Saulen geben die Medien mit Bengal Rosa, die roten ohne
wieder. Es konnte kein signifikanter Unterschied gefunden werden (n.s.: nicht signifikant). B:
Die x-Achse gibt die H. solani Isolate und die Versuchsvarianten, die y-Achse die
Konidienanzahl an. BR= Bengal Rosa. Die griinen Sdulen geben die Medien mit Bengal Rosa,
die roten ohne wieder. Es konnte kein signifikanter Unterschied gefunden werden (n.s.: nicht
signifikant). Die Versuche wurden fiinffach wiederholt.

Koloniegrofie (cm)
Konidienzahl

rot 1 (BR)
rot 1
KtBL (BR)
KtBL
H9-15b (BR)
H9-15b
BBA (BR)
BBA
Post-D7 (BR)
Post-d7

rot 1 (BR) -

rot1 -

KtBL (BR)

KtBL -

H9-15b (BR) -
HY-15b

BBA (BR) -

BBA -
Post-d7

Die Koloniegroflen zeigten keinen signifikanten Unterschied zwischen den beiden
Varianten, auch die Anzahl an gebildeten Konidien war anndhernd gleich. Ein negativer
Einfluss des Bengal Rosas auf die Entwicklung von H. solani konnte demnach nicht
festgestellt werden. Zur Isolierung des Pilzes aus Bodenproben wurden -eine
Verdiinnungsreihe von mit Konidien versetzten Bodenproben ausplattiert und bei

verschiedenen Temperaturen inkubiert (Tabelle 7).
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Tabelle 7: Wachstumstest von H. solani auf V8 — Agar mit Bengal Rosa. Erdproben wurden
mit H. solani Konidien vermischt und Verdiinnungsreihen bis 10 ausplattiert. Die Platten
wurden im Dunkeln bei 8,12, 16 und 20°C inkubiert und nach 2, 4, 6, 8 und 10 Tagen auf
Silberschorfkolonien {iberpriift.

Temperatur:
Tage Verdiinnung 8°C 12°C 16°C 20°C
Einzelkolonien Uberwachsen durch | Uberwachsen durch
unverdiinnt | Kein Pilzwachstum | verschiedener Pilze andere Pilze andere Pilze
Kein Pilzwachstum Einzelkolonien Einzelkolonien Uberwachsen durch
10" verschiedener Pilze | verschiedener Pilze andere Pilze
Kein Pilzwachstum Einzelkolonien Einzelkolonien Uberwachsen durch
2 107 verschiedener Pilze | verschiedener Pilze andere Pilze
Kein Pilzwachstum [Kein Pilzwachstum Einzelkolonien Uberwachsen durch
107 verschiedener Pilze andere Pilze
Kein Pilzwachstum [Kein Pilzwachstum Einzelkolonien Uberwachsen durch
10 verschiedener Pilze andere Pilze
Kein Pilzwachstum | Uberwachsen durch Einzelkolonien Uberwachsen durch
unverdiinnt andere Pilze verschiedener Pilze andere Pilze
Kein Pilzwachstum Einzelkolonien Einzelkolonien Uberwachsen durch
10" verschiedener Pilze | verschiedener Pilze andere Pilze
Kein Pilzwachstum Einzelkolonien Einzelkolonien Uberwachsen durch
4 107 verschiedener Pilze | verschiedener Pilze andere Pilze
Kein Pilzwachstum Einzelkolonien Einzelkolonien Uberwachsen durch
10° verschiedener Pilze | verschiedener Pilze andere Pilze
Kein Pilzwachstum Einzelkolonien Uberwachsen durch
10 Kein Pilzwachstum | verschiedener Pilze andere Pilze
Kein Pilzwachstum [Uberwachsen durch | Uberwachsen durch | Uberwachsen durch
unverdiinnt andere Pilze andere Pilze andere Pilze
Kein Pilzwachstum [Uberwachsen durch | Uberwachsen durch | Uberwachsen durch
107! andere Pilze andere Pilze andere Pilze
6 Kein Pilzwachstum Einzelkolonien Einzelkolonien Uberwachsen durch
107 verschiedener Pilze | verschiedener Pilze andere Pilze
Kein Pilzwachstum Einzelkolonien Einzelkolonien Uberwachsen durch
10° verschiedener Pilze | verschiedener Pilze andere Pilze
Kein Pilzwachstum Einzelkolonien Einzelkolonien Uberwachsen durch
10* verschiedener Pilze | verschiedener Pilze andere Pilze
Kein Pilzwachstum | Uberwachsen durch | Uberwachsen durch | Uberwachsen durch
unverdiinnt andere Pilze andere Pilze andere Pilze
Kein Pilzwachstum | Uberwachsen durch | Uberwachsen durch | Uberwachsen durch
10! andere Pilze andere Pilze andere Pilze
8 Kein Pilzwachstum | Uberwachsen durch |  Zwei H. solani | Uberwachsen durch
10 andere Pilze Kolonien andere Pilze
Kein Pilzwachstum Einzelkolonien Eine H. solani Uberwachsen durch
10° verschiedener Pilze Kolonie andere Pilze
Kein Pilzwachstum Einzelkolonien Einzelkolonien Uberwachsen durch
10* verschiedener Pilze | verschiedener Pilze andere Pilze
Einzelkolonien Uberwachsen durch | Uberwachsen durch | Uberwachsen durch
unverdiinnt | verschiedener Pilze andere Pilze andere Pilze andere Pilze
Kein Pilzwachstum | Uberwachsen durch | Uberwachsen durch | Uberwachsen durch
10" andere Pilze andere Pilze andere Pilze
10 Kein Pilzwachstum | Uberwachsen durch | Uberwachsen durch | Uberwachsen durch
107 andere Pilze andere Pilze andere Pilze
Kein Pilzwachstum Einzelkolonien Uberwachsen durch | Uberwachsen durch
107 verschiedener Pilze andere Pilze andere Pilze
Kein Pilzwachstum Einzelkolonien Uberwachsen durch | Uberwachsen durch
10* verschiedener Pilze andere Pilze andere Pilze
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Bei einer Temperatur von 8°C zeigte sich zu keinem Zeitpunkt Wachstum von H.
solani. Auch das Wachstum anderer bodenbiirtiger Pilze war stark eingeschrinkt. Bei
12°C konnten nach 2 Tagen Kolonien bei einer Verdiinnung von 10° — 10 Kolonien
gefunden werden, die jedoch auf Grund des Fehlens von Konidien nicht eindeutig als H.
solani identifiziert werden konnten. Nach 6 Tagen waren noch immer keine Konidien
gebildet, jedoch die Platten von anderen Pilzen {iberwachsen. Bei den
Verdiinnungsstufen 10 und 10™* konnten keine H. solani dhnlichen Kolonien gefunden
werden. Bei 16°C zeigten sich nach 2 Tagen zahlreiche Silberschorf dhnliche Kolonien
auf allen Platten der Verdimnungsstufen 10" — 107 wihrend die Platten mit
unverdiinnter Suspension bereit von anderen Pilzen {iberwachsen waren. Nach 4 Tagen
waren die Platten der Verdiinnungsstufe 10" ebenfalls iiberwachsen. Nach 8 Tagen
konnten bei einem Versuchsdurchlauf jedoch 1 — 2 Silberschorfkolonien auf Grund der
Bildung von Konidien eindeutig auf Platten der Verdiinnungsstufen 102 und 107
identifiziert und isoliert werden. Bei der Inkubation der Testplatten bei 20°C waren
sdmtliche Platten bereits nach 2 Tagen vollstindig von der bodenbiirtigen Mikroflora
tiberwuchert, so dass die Isolierung von H. solani auch bei moglichem Wachstum nicht
mehr moglich war. Insgesamt war die Ausbeute an isolierten Silberschorfkolonien bei
der eingesetzten Konidienmenge duBerst gering. Bei der Uberpriifung der ausplattierten
ungekeimten Silberschorfkonidien unter dem Mikroskop konnte festgestellt werden,
dass zwar viele Konidien mit ausplattiert worden waren, jedoch nicht zur Keimung
gelangten. Insgesamt wurde eine Keimrate von 10 % nie iiberschritten. Es wurde auf
einen Einfluss des Bodens geschlossen und das Ergebnis im spiter folgenden
Bodensuppressivititstest untersucht. Die Isolierung von Silberschorf aus Bodenproben
erwies sich daher auf Grund des langsamen Wachstums des Pilzes als nach wie vor

schwierig.

1.4 Wachstumsanspriiche von H. solani in Fliissig — bzw. auf Agarmedium

Da die Kultivierung von H. solani auf PDA bisher sehr langwierig und die Ausbeute an
Konidien sehr gering war, wurden Wachstumstests des Pilzes in verschiedenen

Fliissigmedien bzw. auf verschiedenen Agar—Medien durchgefiihrt. Das Wachstum des

Pilzes in den Fliissigmedien zeigte sich sehr unterschiedlich (Tab. 8, Abb. 6).
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Tabelle 8: Wachstumstest von Silberschorf in Fliissigmedium. Das Isolat H9 — 5a wurde auf
vier verschiedene Medien getestet. Das Aussehen, die Trockenmasse in 200 ml angesetztem
Medium und die Konidien pro ml wurden nach 3 Wochen Inkubation bei 20°C im Dunkeln auf
dem Rotationsschiittler bestimmt.

Medium Aussehen der Trockenmasse in Konidienanzahl
Kolonien Gramm pro 200 ml pro ml
Kartoffel-Dextrose | Schwarz, kugelformig, 1,82 0
05-1cm©@
Czapek—Dox WeiB, kugelformig, 2,03 0
5-6cm@
YEPD Weill/schwarz, 3,22 0
kugelformig,
0,2—-2cm @
Malzextrakt Schwarz, kugelformig, 0,93 0
I1-3cm@®

Abbildung 6: Silberschorf Kolonien in verschiedenen Medien (Schiittlerkulturen). Von
links nach rechts: Czapek Dox-, YEPD-, Malzextraktmedium; Das H. solani Isolat H9—5a
wurde 3 Wochen bei 20°C im Dunkeln auf dem Rotationsschiittler inkubiert. Es ist deutlich zu
erkennen, dass der Pilz in unterschiedlichen Formen wéchst.

In PD-Medium wuchs der Pilz in kleinen, schwarz gefarbten Kugeln von ca. 0,5-1 cm
Durchmesser. Im Medium konnten zu keinem Zeitpunkt Konidien nachgewiesen
werden. Das Trockengewicht des nach 3 Wochen geernteten Myzels betrug 1,82 g/200
ml. Im Czapex—Dox Medium wuchsen die H. solani Kolonien als grofle weille Kugeln
mit einem Durchmesser von ca. 5-6 cm. Auch hier konnten keine Konidien im Medium
festgestellt werden. Das Trockengewicht des Myzels betrug 2,03 g in 200 ml. In
YEPD-Medium wuchs das Myzel in sehr kleinen bis mittelgroen, weilen und

schwarzen Kugeln mit einem Durchmesser von 0,2-2 cm Grofle. Das Trockengewicht
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in 200 ml Medium erreichte 3,22 g/200 ml. Auch hier konnten bei mehreren
Probeziehungen keinerlei Konidien nachgewiesen werden. In Malzextrakt-Medium
bildete der Pilz mittelgroe, schwarze, kugelférmige Kolonien mit 1-3 cm
Durchmesser. Das Trockengewicht lag bei 0,93 g/200 ml. Auch bei diesem Medium
konnten keine Konidien gefunden werden. Eine Inokulation von Kartoffeln mit in
Fliissigmedium gezogenem Pilz erwies sich somit als nicht moglich, da zum einen der
Pilz nicht homogen im gesamten Medium verteilt war, sondern kugelférmige Kolonien
bildete. Zum anderen wurden in keinem Medium Konidien gebildet, welche eine
Ubertragung des Pilzes auf die Knollen erst moglich macht.

Der Wachstumstest wurde ebenfalls auf Agarmedium im Dunkeln und unter NUV-
Bestrahlung durchgefiihrt. Hierzu wurde PDA, YEPD—Agar und Gemiisesaft (V8) Agar
verwendet. Zunichst wurde das Aussehen der Kolonien bestimmt. Auf PDA wuchsen
die Kolonien auf der Agaroberfliche mit grauem Myzel und undeutlichem
Kolonienrand. Auf YEPD Agar dagegen wuchs der Pilz in den Agar ein, das Myzel war
grau und zeigte einen scharfen Wachstumsrand. Auf V8 — Agar wuchs der Pilz wie auf
PDA auf der Agaroberfliche, das Myzel war grau gefdrbt und an den Réndern stark
ausgefranst. Es konnten bei keinem Néhrboden Unterschiede zwischen den im Dunkeln
inkubierten und den NUV-Licht bestrahlten Platten festgestellt werden. Die
Wachstumsgeschwindigkeit des Pilzes unterschied sich stark voneinander. Nach 6

Wochen wurde der Durchmesser der Kolonien vermessen (Graphik 2).

IS

Koloniengrofie (em)

n.s.

Graphik 2: Wachstum von H. solani (Isolat H9-5a) auf verschiedenen Nihrmedien und
Beleuchtung. Auf der x-Achse sind die Versuchsvarianten, auf der y-Achse die Koloniengrofie in
cm und der z-Achse die untersuchten Agarplatten angegeben. UV=NUV-Bestrahlung; Der @ der
Kolonien wurde nach 6 Wochen Inkubation bei 20°C im Dunkel bzw. unter NUV-Licht vermessen.
Es bestehen keine signifikanten Unterschiede zwischen den Lichtvarianten (n.s.: nicht signifikant
nach t-Test, p<0,05). Die Wachstumsgeschwindigkeit des Pilzes unterscheidet sich stark.
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Im Gegensatz zu dem bisher iiblichen PDA wuchs der Pilz auf V8—Agar sehr gut,
wihrend auf YEPD—Agar kaum Myzel gebildet wurde. Wéhrend die H. solani Kolonien
auf PDA und V8 — Agar stetig weiterwuchsen, stagnierte bei YEPD—Agar schon nach
wenigen Tagen das Wachstum. Das schnellste Wachstum wurde auf V8-Medium
nachgewiesen. Auch hier wurde kein Unterschied zwischen den Lichtvarianten
gefunden. Da Inokulationen in erster Linie auf der Ubertragung von Konidien beruht,
wurden diese nach 5, 6, 7 und 8 Wochen von den Platten geschwemmt und ausgezéhlt
(Graphik 3). Auf YEPD Agar wurden zu keinem Zeitpunkt und unter keinen
Lichtbedingungen Konidien gebildet. Auch nach 8 Wochen konnten in der Zéhlkammer
keine Konidien gefunden werden. Auf PDA wurde eine geringe Produktion von
Konidien festgestellt, deren Menge im Versuchsverlauf schwankte. Es konnte kein
Anstieg im Verlauf der 8 Wochen festgestellt werden. Auch zwischen den
Lichtvarianten schwankte die Anzahl der gebildeten Konidien. Es konnte jedoch kein
signifikanter Unterschied zwischen NUV-Beleuchtung und Dunkelinkubation
festgestellt werden. Auf V8—Agar wurden schon nach 5 Wochen sehr viele Konidien
gebildet. Im Versuchsverlauf schwankte die Zahl der gebildeten Konidien zwar, es
konnte aber kein deutlicher Anstieg festgestellt werden. Auch zwischen den
Lichtvarianten zeigten sich Unterschiede in der Anzahl der gebildeten Konidien, aber

auch hier lies sich kein signifikanter Unterschied zwischen NUV —Bestrahlung und

Dunkelheit feststellen.

Konidienzahljl()ml

n.s.

Graphik 3: Konidienzahl von H. solani (Isolat H9 — 5a) auf verschiedenen Agarmedien
und Beleuchtung. Auf der x-Achse sind die Ndhrmedien und die Beleuchtung, auf der y-Achse
die Konidienzahl und auf der z-Achse die Versuchsdauer angegeben. UV = NUV-Bestrahlung;
Es bestehen keine signifikanten Unterschiede zwischen den Lichtvarianten (n.s.: nicht
signifikant nach t-Test, p<0,05). Auf V8-Medium werden die meisten Konidien gebildet.
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2 Feldversuche

Im ersten Versuchsjahr hatten alle Sorten einen geringen Vorbefall mit H. solani

(Graphik 4).

Befallsstirke

Acapella
Edelstein
Karlena
Franzi
Nicola
Laura

® Marabel
Princess
Arcula
Bernadette
Solara
Secura

Sorten

Graphik 4: Vorbefall des Pflanzgutes mit H. solani im Versuchsjahr 2002. Auf der x-Achse
sind die Sorten, auf der y-Achse die Befallsstirke von 0-7 angegeben (vgl. Kapitel 6 aus
Material und Methoden). Die Intervalle geben die Standardabweichungen der jeweils 50
bonitierten Knollen wieder. Alle Sorten zeigten einen Vorbefall.

Das Pflanzgut wurde von sechs deutschen Ziichtungsunternehmen zur Verfligung
gestellt und stammt somit je nach Sorte aus unterschiedlichen Lagerbedingungen. Die
jeweiligen Herkiinfte und Lagerstandorte waren unbekannt.

Da sich Silberschorf hauptsidchlich im Lager ausbreitet, kann somit aus diesen Daten
kein Riickschluss auf das Anfilligkeitsverhalten der verschiedenen Sorten gezogen
werden. Die inokulierten und gebeizten Knollen wurden an die Standorte Windeby,
Grof3 Liisewitz und Kaltenberg geliefert und bei gilinstiger Witterung gepflanzt. Im
ersten Jahr traten an allen drei Versuchsstandorten bei den gleichen Sorten
Auflaufprobleme auf (Graphik 5). Um zu kldren, ob diese Auflaufprobleme
moglicherweise durch die kiinstliche Inokulation induziert wurden, erfolgte das
Auspflanzen von unbehandelten Riickstellproben des Pflanzgutes im Gewichshaus

(ebenfalls Graphik 5, Abb. 7).
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100

80

Auflauf der Knollen in %

Graphik 5: Aufgang der Sorten im Versuchsjahr 2002. Auf der x-Achse sind die Sorten, auf
der y-Achse der Auflauf der Knollen in % und auf der z-Achse die Standorte dargestellt. Es
zeigten immer die gleichen Sorten an allen drei Standorten wie auch der Riickstellprobe starke
Probleme im Aufgang.

Abbildung 7: Aufgang der Knollen der Riickstellprobe im Gewichshaus im Versuchsjahr
2002. Der Aufgang war dem der Knollen im Feld dquivalent. Die Sorten Franzi und Laura
zeigten groBe Liicken (vordere Pflanzkésten).

Dabei zeigten die Sorten Franzi und Laura, die schon im Feld Auflaufprobleme

aufwiesen, auch im Gewdchshaus liickenhaften Aufgang. Es wurde eine Korrelation

zwischen dem Auflaufverhalten im Feld und dem im Gewéchshaus errechnet (Graphik
0).
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Aufgang Gewichshaus (%)
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Graphik 6: Korrelation zwischen Aufgang der Sorten in den Feldversuchen und im
Gewichshaus. Auf der x—Achse ist der Aufgang im Gewéchshaus, auf der y—Achse der im Feld
dargestellt. Der Korrelationskoeffizient betrdagt 0,88***  der Durbin-Watson-Test zeigt eine
signifikante Beziehung zwischen den beiden Parametern.

Es wurde im Durbin-Watson-Test mit r = 0,88*** ¢ine starke Korrelation errechnet,
womit die Inokulation als auslosender Faktor ausschied. Die Wetterverhéltnisse 2002

waren an den drei Standorten sehr unterschiedlich (Graphiken 7 — 9).
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Graphik 7: Witterungsverlauf am Standort Grof8 Liisewitz 2002. Auf der x-Achse ist der
Jahresverlauf dargestellt, auf der linken y-Achse der Niederschlag in mm (S&ulen) und auf der
rechten y-Achse die Temperatur in °C (Kurve).
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Graphik 8: Witterungsverlauf am Standort Windeby 2002. Auf der x-Achse ist der

Jahresverlauf dargestellt, auf der linken y-Achse der Niederschlag in mm (Séulen) und auf der
rechten y-Achse die Temperatur in °C (Kurve).
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Graphik 9: Witterungsverlauf am Standort Kaltenberg 2002. Auf der x-Achse ist der

Jahresverlauf dargestellt, auf der linken y-Achse der Niederschlag in mm (S&ulen) und auf der
rechten y-Achse die Temperatur in °C (Kurve).

Wihrend in Kaltenberg iiber das ganze Jahr iiberdurchschnittliche Regenmengen fielen
und dadurch die Sonneneinstrahlung auch gering war, blieben die Regenereignisse in
GroB3 Liisewitz und Windeby normal. Nach der Ernte wurden die Knollen wie

beschrieben bonitiert. Alle Sorten zeigten an allen drei Standorten einen geringen

Silberschorfbefall (Graphiken 10 — 12).
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Graphik 10: Befall der Knollen nach der Ernte mit H. solani am Standort Grof} Liisewitz
2002. Auf der x-Achse sind die Sorten dargestellt, auf der y-Achse die Befallsstarke von 0-3 (vgl.
Kapitel 6 aus Material und Methoden). Die Intervalle geben Standardabweichungen der 50
bonitierten Knollen wieder. Alle Sorten zeigten einen Befall.
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Graphik 11: Befall der Knollen nach der Ernte mit H. solani am Standort Windeby 2002.
Auf der x-Achse sind die Sorten dargestellt, auf der y-Achse die Befallsstirke von 0-6 (vgl.
Kapitel 6 aus Material und Methoden). Die Intervalle geben Standardabweichungen der 50
bonitierten Knollen wieder. Alle Sorten zeigten einen Befall.

6 —

5 -

Befallsstirke
w
Il

Karlena
Acapella
Secura
Arcula
Marabel
Solara
Bernadette
Edelstein
!

Franzi
Nicola
Princess

Sorten

Graphik 12: Befall der Knollen nach der Ernte mit H. solani am Standort Kaltenberg 2002.
Auf der x-Achse sind die Sorten dargestellt, auf der y-Achse die Befallsstirke von 0-6 (vgl.
Kapitel 6 aus Material und Methoden) Die Intervalle geben Standardabweichungen der 50
bonitierten Knollen wieder. Alle Sorten zeigten einen Befall.
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Dabei zeigten im ersten Jahr die Knollen vom Standort Kaltenberg und Windeby
(Graphik 11 und 12) einen héheren Befall auf als in Grof} Liisewitz. Die Sorten Karlena,
Acapella, Arcula und Secura wiesen im ersten Jahr an allen drei Standorten die meisten
Symptome auf, wihrend Princess, Franzi, und Nicola eine geringe Anfalligkeit zeigten.
Die Sorten Laura, Solara, Marabel, Bernadette, und Edelstein schwankten in der
Symptomausprigung leicht von Standort zu Standort, verblieben aber stets im mittleren
Anfilligkeitsbereich. Insgesamt war der Silberschorfbefall direkt nach der Ernte an
allen drei Standorten sehr gering, was darauf zurlickzufiihren ist, dass die Krankheit
sich hauptsédchlich im Lager ausbreitet. Neben Silberschorf wurde auch der Befall von

C. coccodes ermittelt (Graphik 13).

Befallsstirke

Graphik 13: C. coccodes Befall der Knollen nach der Ernte 2002 an allen drei Standorten.
Auf der x-Achse sind die Sorten, auf der y-Achse die Befallsstirke von 0-0,4 (vgl. Kapitel 6 aus

Material und Methoden) und auf der z-Achse die Standort dargestellt. Der Befall ist sehr gering
und variiert stark von Standort zu Standort.

Da es sich hierbei ebenfalls um eine Schalenerkrankung der Knollen handelt, wurde
eine Konkurrenz vermutet. Insgesamt war der Befall mit C. coccodes direkt nach der
Ernte im Vergleich zu Silberschorf sehr gering. Die Befallsstirke an den Standorten
schwankte leicht, auch die Anfilligkeit der Sorten &nderte sich von Standort zu
Standort. Nur die Sorten Karlena und Acapella waren an allen drei Standorten die
anfilligsten auf C. coccodes. Nach dem Durbin-Watson-Test konnte keine signifikante
Beziehung zwischen dem Befall mit Silberschorf und dem mit C. coccodes gefunden
werden.

Da es sich bei Silberschorf um eine Krankheit handelt, die sich hauptsidchlich im Lager
ausbreitet, wurden die Knollen der Standorte Grof3 Liisewitz (Graphik 14) und Windeby
(Graphik 15), sowie eine Kontrolle des Bundessortenamtes (Graphik 16) wie in Kapitel
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10 aus Material und Methoden beschrieben eingelagert und im ersten Versuchsjahr nach

8, 10 und 12 Wochen auf Silberschorf bonitiert.
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Graphik 14: H. solani Befallsverlauf nach Lagerung der Knollen aus dem Feldversuch
Grof3 Liisewitz 2002. Auf der x-Achse sind die Knollen dargestellt, auf der y-Achse die
Befallsstarke von 1-4 (vgl. Kapitel 6 aus Material und Methoden) und auf der z-Achse der
zeitliche Verlauf. Die Knollen wurden im Dunkeln bei 20°C und 90° Luftfeuchte gelagert und
nach 8, 10 und 12 Wochen wie beschrieben auf Silberschorf tiberpriift.
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Graphik 15: H. solani Befallsverlauf nach Lagerung der Knollen aus dem Feldversuch
Windeby 2002. Auf der x-Achse sind die Knollen dargestellt, auf der y-Achse die Befallsstirke
von 1-10 (vgl. Kapitel 6 aus Material und Methoden) und auf der z-Achse der zeitliche Verlauf.
Die Knollen wurden im Dunkeln bei 20°C und 90° Luftfeuchte gelagert und nach 8, 10 und 12
Wochen wie beschrieben auf Silberschorf iiberpriift.
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Graphik 16: H. solani Befallsverlauf nach Lagerung der Knollen des Bundessortenamtes
2002. Auf der x-Achse sind die Knollen dargestellt, auf der y-Achse die Befallsstirke von 1-7
(vgl. Kapitel 6 aus Material und Methoden) und auf der z-Achse der zeitliche Verlauf. Die
Knollen wurden im Dunkeln bei 20°C und 90° Luftfeuchte gelagert und nach 8, 10 und 12
Wochen wie beschrieben auf Silberschorf tiberpriift.

Der Befall der Knollen stieg in allen Einlagerungsversuchen sortenabhingig stark, eine
Verdnderung der Anfilligkeit der verschiedenen Sorten wihrend der Lagerung konnte
in keinem Versuch beobachtet werden. Nach der Lagerung war die Befallsstirke bei
allen Sorten an allen Standorten gestiegen. Der Silberschorfbefall war am Standort
Windeby am hochsten. Bei den nach der Ernte als anfdllig eingestuften Knollen der
Sorten Karlena, Acapella, Arcula und Secura war bei allen drei Versuchen der Anteil
befallener Knollenoberfliche am stdrksten gestiegen, so dass teilweise bei einzelnen
Knollen bis zu 100% der Knollenoberfliche mit Silberschorf bedeckt war. Die Sorten
Nicola, Princess und Franzi dagegen zeigten in allen drei Lagerversuchen nur einen
leichten Befallsanstieg, wobei selten auf mehr als 30% der Kartoffeloberfliche ein
Befall mit H. solani nachgewiesen wurde. Die Sorten Laura, Marabel und Solara,
Edelstein und Bernadette schwankten in ihrer Anfélligkeit wie nach der Ernte im
mittleren Anfélligkeitsbereich. Um die Beziehung der Feld- und Lagerversuche zu
untersuchen, wurden Regressionen zwischen den verschiedenen Feld und

Lagerversuchen errechnet. (Tab. 9).
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Tabelle 9: Regressionen der Anfilligkeit der Sorten auf H. solani zwischen den Feld- und
Lagerversuchen 2002. Die Ergebnisse der Ernte- und Lagerergebnisse aus dem Versuchsjahr
2002 wurden miteinander in Beziehung gesetzt. Das Bestimmtheitsmal} betrug in allen Féllen

0,34 oder hoher. Die Signifikanzen lagen stets zwischen p< 0,05 und p< 0,01. Es besteht eine
signifikante Beziehung zwischen allen Parametern.

Windeby Grof} Kaltenberg | Windeby Grof3
Ernte 2002 | Liisewitz Ernte 2002 Lager 2002 Liisewitz
Ernte 2002 Lager 2002

Grof3 0,69%**

Liisewitz

Ernte 2002

Kaltenberg 0,77*** 0,51 ***

Ernte 2002

Windeby 0,62%** 0,39%* 0,55%*

Lager 2002

Grof3 0,73%** 0,77%** 0,59%#* 0,48**

Liisewitz

Lager 2002

Bundes- 0,70%** 0,69%** 0,524 0,34%** 0,69%**

sortenamt

Lager 2002

Das Bestimmtheitmass war bei allen Vergleichen > 0,34. Die Signifikanzen lagen stets
zwischen p< 0,05 oder p< 0,01. Dies bestdtigte eine signifikante Beziehung der
Anfilligkeiten der Sorten auf H. solani aller Versuche unabhingig von &dulleren
Einfliissen zueinander. Die Anfilligkeit der Knollen auf H. solani ist somit

sortenabhdngig zu sein. Nach 12 Wochen Einlagerung wurde der C. coccodes Befall

ebenfalls untersucht (Graphiken 17).
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Graphik 17: C. coccodes Befall der Knollen nach Lagerung fiir 12 Wochen 2002. Auf der x-
Achse sind die Sorten, auf der y-Achse die Befallsstirke (vgl. Kapitel 6 aus Material und
Methoden) und auf der z-Achse die Versuchsvarianten dargestellt. Die Knollen wurden im

Dunkeln bei 20°C und 90° Luftfeuchte gelagert und nach 8, 10 und 12 Wochen wie beschrieben
auf C. coccodes tiberpriift.
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Die Sorten Acapella und Karlena zeigten sich wie schon nach der Ernte als anfillig,
wiahrend die anderen Sorten von Versuch zu Versuch schwankten. Auch fir C.

coccodes wurden Regressionen zwischen den Feld- und Lagerversuchen errechnet (Tab.

10).

Tabelle 10: Regressionen der Anfilligkeit der Sorten auf C. coccodes zwischen den Feld-
und Lagerversuchen 2002. Die Ergebnisse der Ernte- und Lagerergebnisse aus dem
Versuchsjahr 2002 wurden miteinander in Beziehung gesetzt. Das Bestimmtheitsmald
schwankte zwischen 0,02 und 0,86. Die Signifikanzen lagen zwischen p< 0,01 und p< 0,10. Es
konnte keine eindeutig signifikante Beziehung zwischen den Parametern insgesamt festgestellt
werden.

Windeby Kaltenberg | Grof3 Bundes- Grof3
Ernte 2002 | Ernte 2002 | Liisewitz sortenamt Liisewitz
Ernte 2002 Lager 2002 | Lager 2002

Grof 0,46**

Liisewitz

Ernte 2002

Kaltenberg 0,72%** 0,66%**

Ernte 2002

Windeby 0,31* 0,07 n.s. 0,34**

Lager 2002

Grof} 0,06 n.s. 0,02 n.s. 0,05 n.s. 0,07 n.s.

Liisewitz

Lager 2002

Bundes- 0,48%* 0,60%** 0,86%** 0,38** 0,06 n.s.

sortenamt

Lager 2002

Die Beziehungen der Anfilligkeit der Knollen auf C. coccodes zu den jeweiligen
Genotypen waren in einigen Fillen ebenfalls signifikant (p < 0,05 oder p < 0,01), in
anderen jedoch nicht signifikant (p< 0,10). Eine eindeutige Beziehung der Anfilligkeit
mit den entsprechenden Sorten konnte daher nicht nachgewiesen werden. Es wurden
ebenfalls Regressionen zwischen den Ergebnissen der Bonituren auf Silberschorfund C.

coccodes errechnet (Tabelle 11).
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Tabelle 11: Regressionen zwischen dem Befall der Sorten mit Silberschorf und C. coccodes
der Feld- und Lagerversuche 2002. Die Ergebnisse der Ernte- und Lagerergebnisse aus dem
Versuchsjahr 2002 wurden miteinander in Beziehung gesetzt. Das Bestimmtheitsmal3
schwankte zwischen 0,001 und 0,90. Die Signifikanzen lagen zwischen p< 0,01 und p< 0,10. Es
konnte somit keine eindeutig signifikante Beziehung zwischen den Parametern insgesamt
festgestellt werden.

C. coccodes C. coccodes C (gf:):losdes C cg:ggdes C. coccodes | C. coccodes
Windeby Kaltenberg Liisewitz Liisewitz Windeby L BSZ;OOZ
ager
Ernte 2002 Ernte 2002 Ernte 2002 | Lager 2002 Lager 2002 g
Silberschorf
Grob 0,50%** 0,40%** 0,69*** 0,002 n.s. 0,59%** 0,08 n.s.

Liisewitz

Ernte 2002
Silberschorf

Kaltenberg | 0,38 0,75%%* | 0,56*** | 004ns. | 0,90%%* | 0,35%*
Ernte 2002
Silberschorf

Windeby | 0.71%%* 0,61%%* | 0,63** | 008ns. | 0,71*** | 0,14ns.
Ernte 2002
Silberschorf

GroB 0,77%** 0,65%** 0,27* 0,01 n.s. 0,84 %** 0,45%*

Liisewitz
Lager 2002
Silberschorf

Windeby 0,38%* 0,35%* 0,39%* 0,001 n.s. 0,51 %** 0,12 n.s.
Lager 2002
Silberschorf

Bundes-

sortenamt | 0,69%** 0,45%* | 0,58%** | 0,02ns. | 0,88%** 0,33*
Lager 2002

Das Bestimmtheitsmall schwankte zwischen 0,001 und 0,90. Die Bezichungen des
Befalls der Knollen mit Silberschorf zu dem mit C. coccodes waren in einigen Fillen
ebenfalls signifikant (p < 0,05 oder p < 0,01), in anderen jedoch nicht signifikant (p<
0,10). Daher konnte keine eindeutige Beziehung zwischen dem Befall der Knollen mit
den beiden Krankheiten nachgewiesen werden. Da der Befall mit C. coccodes jedoch in
allen Fillen insgesamt nur sehr gering im Vergleich zu Silberschorf war und zwischen

den Standorten stark schwankte, war ein Vergleich nur bedingt moglich.
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Im zweiten Versuchsjahr wurden die Pflanzknollen wiederum von den sechs deutschen
Zichterhdusern zur Verfligung gestellt und stammten wie im Vorjahr aus
unterschiedlichen, unbekannten Lagerherkiinften. Bei der Vorbonitur der Pflanzknollen

hatten ebenfalls alle Sorten einen geringen Vorbefall mit H. solani (Graphik 18).
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Graphik 18: Vorbefall der Pflanzknollen mit H. solani im Versuchsjahr 2003. Auf der x-
Achse sind die Sorten dargestellt, auf der y-Achse die Befallsstiarke von 1-5 (vgl. Kapitel 6 aus
Material und Methoden). Die Intervalle geben Standardabweichungen der 50 bonitierten
Knollen wieder. Wiederum zeigten alle Sorten einen Vorbefall.

Da das Pflanzgut je nach Sorte aus unterschiedlichen Lagerbedingungen stammte, und
somit keine einheitlichen Anfangsbedingungen vorlagen, wurden im zweiten
Versuchsjahr die Versuchsparzellen geteilt und nur eine Hailfte inokuliert. Durch die
Inokulation nur einer Hilfe des Versuches war die Unterscheidung zwischen hohem und
niedrigem Befallsdruck im zweiten Jahr somit auch im Feld simuliert. Die Beziehungen
der Anfilligkeit der Knollen auf C. coccodes zu den jeweiligen Genotypen waren in
einigen Fillen ebenfalls stark (p < 0,05 oder p < 0,01), in anderen jedoch nicht
signifikant (p< 0,10).

Das Auflaufen der Pflanzen stellte im Jahr 2003 keinerlei Probleme dar, 6 Wochen nach
Legen der Knollen waren an allen drei Standorten 90-100 % aller Pflanzen aufgelaufen.
Auch die Riickstellprobe im Gewéchshaus lief problemlos zu 100 % auf.

Im Jahr 2003 waren die Wetterverhiltnisse an den drei Standorten wiederum sehr
unterschiedlich (Graphiken 19 — 21). Wihrend in Kaltenberg eine Trockenperiode
folgte, waren die Niederschlagsmengen in Windeby und Grofl Liisewitz

durchschnittlich.
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Graphik 19: Witterungsverhiltnisse am Standort Grof3 Liisewitz 2003. Auf der x-Achse

sind ist der Jahresverlauf dargestellt, auf der linken y-Achse der Niederschlag in mm (Séulen)
und auf der rechten y-Achse die Temperatur in °C (Kurve).
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Graphik 20: Witterungsverhiltnisse am Standort Windeby 2003. Auf der x-Achse ist der

Jahresverlauf dargestellt, auf der linken y-Achse der Niederschlag in mm (Saulen) und auf der
rechten y-Achse die Temperatur in °C (Kurve).
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Graphik 21: Witterungsverhiltnisse am Standort Kaltenberg 2003. Auf der x-Achse ist

der Jahresverlauf dargestellt, auf der linken y-Achse der Niederschlag in mm (Saulen) und auf
der rechten y-Achse die Temperatur in °C (Kurve).
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Im zweiten Versuchsjahr wurde zudem die Hohe der Pflanzen im EC-Stadium 65
gemessen. Die Pflanzenhéhe der Versuchsparzellen schwankte sehr stark
sortenabhingig, wobei Parzellen der gleichen Sorten immer in etwa die gleiche Hohe
aufwiesen. Es wurden Signifikanzen zwischen unbehandelten und inokulierten
Parzellen errechnet, es konnten jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen den

inokulierten und den unbehandelten Parzellen festgestellt werden (Graphiken 22 — 24).
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Graphik 22: Pflanzenhéhe in den Versuchsparzellen in Grofi Liisewitz 2003. Alle Pflanzen
wurden im EC-Stadium 65 vermessen. Auf der x-Achse sind die Sorten, auf der y-Achse die Hohe
der Pflanzen in cm angegeben. u=unbehandelte; i=inokuliert; Die Intervalle geben
Standardabweichungen der gemessenen Pflanzen an. Es wurden keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Varianten gefunden (n.s.: nicht signifikant nach t—Test, p<0,05).
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Graphik 23: Pflanzenhohe in den Versuchsparzellen in Windeby 2003. Alle Pflanzen wurden
im EC-Stadium 65 vermessen. Auf der x-Achse sind die Sorten, auf der y-Achse die Hohe der
Pflanzen in cm angegeben. u=unbehandelt; i=inokuliert; Die Intervalle geben
Standardabweichungen der gemessenen Pflanzen an. Es wurden keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Varianten gefunden (n.s.: nicht signifikant nach t-Test, p<0,05).
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Graphik 24: Pflanzenhéhe in den Versuchsparzellen in Kaltenberg 2003. Alle Pflanzen wurde
im EC-Stadium 65 vermessen. Auf der x-Achse sind die Sorten, auf der y-Achse die Hohe der
Pflanzen in cm angegeben. u=unbehandelt; i=inokuliert; Die Intervalle geben
Standardabweichungen der gemessenen Pflanzen wieder. Es wurden keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Varianten gefunden (n.s.: nicht signifikant nach t-Test, p<0,05).

Der Ertrag in kg/Pflanze wurde im zweiten Jahr am Standort Kaltenberg ermittelt.
Dieser war stark sortenabhingig, es zeigten sich aber auch hier keine signifikanten

Unterschiede zwischen inokulierter und unbehandelter Variante (Graphik 25).
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Graphik 25: Ertrag der Sorten am Standort Kaltenberg 2003. Auf der x-Achse sind die
Sorten, auf der y-Achse der Ertrag in kg/Pflanze angegeben. u = unbehandelt, i = inokuliert. Es
konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen inokuliert und unbehandelter Variante
gefunden werden (n.s.: nicht signifikant nach t — Test, p < 0,05).

Nach der Ernte zeigten alle Sorten an allen drei Standorten wiederum einen geringen

Silberschorfbefall (Graphiken 26 — 28).
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Graphik 26: H. solani Befall der Knollen nach Ernte 2003 in Grof3 Liisewitz. Auf der x-
Achse sind die Sorten angegeben, auf der y-Achse die Befallsstirke von 0-3 (vgl. Kapitel 6 aus
Material und  Methoden); u=unbehandelt; i=inokuliert. —Die Intervalle geben
Standardabweichungen der 50 bonitierten Knollen wieder. Es konnten keine signifikanten
Unterschiede zwischen den beiden Varianten der einzelnen Sorten gefunden werden (n.s.: nicht
signifikant nach t-Test, p<0,05). Alle Sorten zeigten einen unterschiedlichen Befall.
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Graphik 27: H. solani Befall der Knollen nach Ernte 2003 in Windeby. Auf der x-Achse
sind die Sorten angegeben, auf der y-Achse die Befallsstirke von 0-3 (vgl. Kapitel 6 aus
Material und Methoden); u = unbehandelt; i = inokuliert. Die Intervalle geben
Standardabweichungen der 50 bonitierten Knollen wieder. Es konnten keine signifikanten
Unterschiede zwischen den beiden Varianten der einzelnen Sorten gefunden werden (n.s.: nicht
signifikant nach t-Test, p<0,05). Alle Sorten zeigten einen unterschiedlichen Befall.
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Graphik 28: H. solani Befall der Knollen nach Ernte 2003 in Kaltenberg. Auf der x-Achse
sind die Sorten angegeben, auf der y-Achse die Befallsstirke von 0-3 (vgl. Kapitel 6 aus
Material und Methoden); u = wunbehandelt; i = inokuliert. Die Intervalle geben
Standardabweichungen der 50 bonitierten Knollen wieder. Es konnten keine signifikanten
Unterschiede zwischen den beiden Varianten der einzelnen Sorten gefunden werden (n.s.: nicht
signifikant nach t-Test, p<0,05). Alle Sorten zeigten einen unterschiedlichen Befall.

Dabei zeigten im zweiten Jahr die Knollen vom Standort Kaltenberg die meisten
Symptome. Am Standort Rostock war der Befall wiederum am geringsten. Die Sorten
Karlena, Acapella, Arcula und Secura waren auch in diesem Versuchsjahr an allen drei
Standorten stark anfidllig, wéhrend Princess, Franzi, und Nicola die geringste
Anfilligkeit aufwiesen. Die Sorten Laura, Solara, Marabel, Bernadette, und Edelstein
schwankten auch 2003 in ihrer Anfalligkeit leicht von Standort zu Standort, verblieben
aber weiterhin im mittleren Anfélligkeitsbereich. Dabei konnten keine signifikanten
Unterschiede zwischen den inokulierten und den unbehandelten Varianten ermittelt
werden. Wie im Vorjahr war der Silberschorfbefall direkt nach der Ernte an allen drei
Standorten auf Grund der Lagerausbreitung sehr gering.

Neben Silberschorf wurde genau wie im Vorjahr der Befall mit C. coccodes ermittelt

(Graphiken 29 — 31).
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Graphik 29: C. coccodes Befall der Knollen nach Ernte 2003 in Grof8 Liisewitz. Auf der x-
Achse sind die Sorten angegeben, auf der y-Achse die Befallsstirke von 0-0,25 (vgl. Kapitel 6
aus Material und Methoden); u = unbehandelt; i = inokuliert. Es konnten keine signifikanten
Unterschiede zwischen inokuliert und unbehandelter Variante gefunden werden (n.s.: nicht
signifikant nach t-Test, p<0,05).
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Graphik 30: C. coccodes Befall der Knollen nach Ernte 2003 in Windeby. Auf der x -Achse
sind die Sorten angegeben, auf der y-Achse die Befallsstirke von 0-2 (vgl. Kapitel 6 aus
Material und Methoden); u = unbehandelt; i = inokuliert. Es konnten keine signifikanten
Unterschiede zwischen inokuliert und unbehandelter Variante gefunden werden (n.s.: nicht
signifikant nach t-Test, p<0,05).
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Graphik 31: C. coccodes Befall der Knollen nach Ernte 2003 in Kaltenberg. Auf der x-

Achse sind die Sorten angegeben, auf der y-Achse die Befallsstirke von 0-0,05 (vgl. Kapitel 6
aus Material und Methoden); u = unbehandelt; i = inokuliert. Es konnten keine signifikanten
Unterschiede zwischen inokuliert und unbehandelter Variante gefunden werden (n.s.: nicht
signifikant nach t-Test, p<0,05).

Insgesamt war auch 2003 der Befall mit C. coccodes direkt nach der Ernte sehr gering
auch im Vergleich zu Silberschorf. Die Sorten Karlena und Acapella waren immer
anfillig, wédhrend die anderen Sorten von Versuchsstandort zu Versuchsstandort
schwankten. Es konnte wie 2002 kein eindeutiger Zusammenhang zwischen dem Befall
mit C. coccodes und H. solani ermittelt werden. Im zweiten Versuchsjahr wurde zudem
die Signifikanz zwischen dem Befall mit C. coccodes der unbehandelten und der mit H.
solani inokulierten Varianten errechnet. Dadurch sollte eine mogliche Konkurrenz der
Pilze untereinander untersucht werden. Es konnten jedoch keine signifikanten
Unterschiede zwischen der mit H. solani inokulierten und der unbehandelten
Versuchsvarianten in Bezug auf den Befall mit C. coccodes festgestellt werden. Daher
konnte kein Zusammenhang zwischen H. solani und C. coccodes getunden werden. Da
bis auf die Knollen aus Windeby der Befall der Knollen mit C. coccodes auch zwischen
den Versuchsvarianten selbst stark schwankte und im Durbin-Watson-Test keine
signifikanten Beziehungen bestanden, wurde auf die Erstellung von Regressionen
zwischen den Standorten verzichtet.

Im zweiten Versuchsjahr wurden die Knollen aller drei Standorte ebenfalls in Boxen
eingelagert (Graphiken 32 — 34). Auf Grund der Ergebnisse des Vorjahres, dass der
Befallsverlauf konstant ist, wurden die eingelagerten Knollen nur einmal nach 10

Wochen bonitiert. Die Knollen des Bundessortenamts konnten aus Kapazititsgriinden in
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diesem Jahr nicht mitgefiihrt werden. Es wurden wiederum Signifikanzen zwischen den

Varianten errechnet.
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Graphik 32: H. solani Befall der Knollen aus Grof} Liisewitz nach 10 Wochen Lagerung
2003. Die Knollen wurden im Dunkeln bei 20°C und 90° Luftfeuchte gelagert wie beschrieben
auf Silberschorf iiberpriift. Auf der x-Achse sind die Sorten angegeben, auf der y-Achse die
Befallsstirke von 0-10 (vgl. Kapitel 6 aus Material und Methoden); u = unbehandelt; i =
inokuliert. Die Intervalle geben Standardabweichungen der jeweils 25 bonitierten Knollen
wieder. Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen inokuliert und unbehandelter
Variante der einzelnen Sorten gefunden werden (n.s.: nicht signifikant nach t—Test, p<0,05).
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Graphik 33: H. solani Befall der Knollen aus Windeby nach 10 Wochen Lagerung 2003.
Die Knollen wurden im Dunkeln bei 20°C und 90° Luftfeuchte gelagert und wie beschrieben
auf Silberschorf iiberpriift. Auf der x-Achse sind die Sorten angegeben, auf der y-Achse die
Befallsstarke von 0-10 (vgl. Kapitel 6 aus Material und Methoden); u = unbehandelt; 1 =
inokuliert. Die Intervalle geben Standardabweichungen der jeweils 25 bonitierten Knollen
wieder. Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen inokuliert und unbehandelter
Variante der einzelnen Sorten gefunden werden (n.s.: nicht signifikant nach t-Test, p<0,05).
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Graphik 34: H. solani Befall der Knollen aus Kaltenberg nach 10 Wochen Lagerung 2003.
Die Knollen wurden im Dunkeln bei 20°C und 90° Luftfeuchte gelagert und wie beschrieben
auf Silberschorf tiberpriift. Auf der x-Achse sind die Sorten angegeben, auf der y-Achse die
Befallsstirke von 0-10 (vgl. Kapitel 6 aus Material und Methoden); u = unbehandelt; i =
inokuliert. Die Intervalle geben Standardabweichungen der bonitierten Knollen wieder. Es
konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen inokuliert und unbehandelter Variante der
einzelnen Sorten gefunden werden (n.s.: nicht signifikant nach t-Test, p<0,05).

Nach der Lagerung bei 20°C und 90% Luftfeuchte war die Befallsstirke bei allen
Sorten an allen Standorten wiederum gestiegen. In diesem Fall war der
Silberschorfbefall am Standort Kaltenberg am hochsten. Bei den als anfillig geltenden
Sorten Karlena, Acapella, Arcula und Secura war bei allen drei Standorten der Anteil
befallener Knollenoberfliche ebenfalls am stirksten gestiegen, bei einzelnen Knollen
waren wiederum bis zu 100 % der Knollenoberfliche mit Silberschorf bedeckt. Die
Sorten Nicola, Princess und Franzi dagegen zeigten an allen drei Standorten wieder nur
den leichten Befallsanstieg, wobei selten auf mehr als 30% der Kartoffeloberflache ein
Befall mit H. solani nachgewiesen wurde. Die Sorten Laura, Marabel und Solara,
Edelstein und Bernadette schwankten in ihrer Anfilligkeit wie schon in allen
vorangegangenen Versuchen im mittleren Anfilligkeitsbereich. Es konnten auch bei
dieser abschlieBenden Lagerbonitur keine signifikanten Unterschiede zwischen
inokulierten und unbehandelten Varianten festgestellt werden, wobei die inokulierten
Varianten in der Regel etwas hoher befallen waren als die unbehandelten. Es wurden
wiederum Regressionen zwischen den Feldversuchen und den Lagerversuchen

errechnet (Tab. 11).
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Tabelle 11: Regressionen der Anfilligkeit der Sorten auf H. solani zwischen den Feld- und
Lagerversuchen 2003. Die Ergebnisse der Ernte- und Lagerergebnisse aus dem Versuchsjahr
2003 wurden miteinander in Beziehung gesetzt. Das Bestimmtheitsmal} betrug in allen Féllen
0,52 oder hoher. Die Signifikanzen lagen stets bei p<0,01. Es besteht eine signifikante
Beziehung zwischen allen Parametern.

Windeby | Grof3 Kaltenberg | Windeby Grof3
Ernte Liisewitz Ernte 2003 Lager 2003 Liisewitz
2003 Ernte 2003 Lager 2003

Grof3 0,86%**

Liisewitz

Ernte 2003

Kaltenberg 0,90%** 0,77%**

Ernte 2003

Windeby 0,84 %% 0,69%** 0,86%**

Lager 2003

Grof3 0,627%** 0,524 0,71%%* 0,71%**

Liisewitz

Lager 2003

Kaltenberg 0,81 %*** 0,67*** 0,86%** 0,88%** 0,77%**

Lager 2003

Das Bestimmtheitsmal3 war in allen Fillen > 0,52. Die Signifikanzen lagen immer bei
p< 0,01, es besteht eine signifikante Beziehung der Anfilligkeit der Knollen zu den
jeweiligen Sorten zwischen den Ergebnissen aller Versuche. Die Ergebnisse des
Vorjahres konnten somit bestétigt werden. AbschlieBend wurden die Ergebnisse der
jeweiligen Feld- und Lagerversuche der zwei Versuchsjahre zusammengefasst und

ebenfalls in Regressionen verglichen (Tab. 12).

Tabelle 12: Regressionen der Anfilligkeit der Sorten auf H. solani zwischen den Feld- und
Lagerversuchen beider Versuchsjahre. Die Ergebnisse der Ernte- und Lagerergebnisse aus
allen Versuchen wurden miteinander in Beziehung gesetzt. Das Bestimmtheitsmall betrug in
allen Fillen 0,46 oder hoher. Die Signifikanzen lagen stets zwischen p< 0,01 und p < 0,05. Es
besteht eine signifikante Beziehung zwischen allen Parametern.

Ernte 2003 Lager 2003 Ernte 2002
Lager 2003 0,88%**
Ernte 2002 0,46%* 0,58***
Lager 2002 0,67%** 0,74%%* 0,81%%*

Das Bestimmtheitsmal} war in allen Vergleichen > 0,46. Es wurden in allen Féllen hohe
Signifikanzen zwischen p < 0,01 und p < 0,05 gefunden. Es besteht eine signifikante
Beziehung zwischen der Anfilligkeit der Sorten auf H. solani aller Versuch zueinander.
Somit konnte die sortenspezifische Anfilligkeit nachgewiesen werden.

Da sich die Krankheit, wie erwéhnt, hauptsdchlich im Lager ausbreitet und somit der

Befall nach der Lagerung am hochsten ist, wurden die Ergebnisse der Lagerversuche
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beider Versuchsjahre 2002 — 03 zusammengefasst und damit ein Standardsortiment

bestehend aus zwdlf Kartoffelsorten zusammengestellt (Graphik 35).
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Graphik 35: Standardsortiment der zwolf untersuchten Kartoffelsorten in Bezug auf ihre
H. solani Anfilligkeit. Auf der x-Achse sind die Sorten, auf der y-Achse die Befallsstiarke von
0-8 angegeben (vgl. Kapitel 6 aus Material und Methoden). Die Intervalle geben
Standardabweichungen aller bonitierten Knollen wieder. Es bestehen signifikante Unterschiede
zwischen den Sorten, wobei in 5 Gruppen von statistisch gleichen Anfalligkeiten unterschoeden

werden kann (a; b; ¢; d; e; t-Test, p<0,05).

Nach 10 Wochen Lagerung wurden die Knollen ebenfalls auf C. coccodes bonitiert
(Graphiken 36 — 38).
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Graphik 36: C. coccodes Befall nach Einlagerung der Knollen fiir 10 Wochen vom
Standort GroB} Liisewitz 2003. Die Knollen wurden im Dunkeln bei 20°C und 90° Luftfeuchte
gelagert auf C. coccodes tiberpriift (vgl. Kapitel 6 aus Material und Methoden). Auf der x -
Achse sind die Sorten, auf der y-Achse die Befallsstiarke von 0-0,14 dargestellt. i=inokulierte
Variante u=Unbehandelte Variante. Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den
beiden Varianten gefunden werden (n.s.: nicht signifikant nach t-Test, p<0,05).
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Graphik 37: C. coccodes Befall nach Einlagerung der Knollen fiir 10 Wochen vom
Standort Windeby 2003. Die Knollen wurden im Dunkeln bei 20°C und 90° Luftfeuchte
gelagert und wie beschrieben auf C. coccodes tiberpriift. Auf der x-Achse sind die Sorten, auf
der y-Achse die Befallsstirtke von 0-0,14 (vgl. Kapitel 6 aus Material und Methoden)
dargestellt. i = Inokulierte Variante u = unbehandelte Variante. Es konnten kein signifikanten
Unterschiede zwischen den beiden Varianten gefunden werden (n.s.: nicht signifikant nach t —
Test, p < 0,05).
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Graphik 38: C. coccodes Befall nach Einlagerung der Knollen fiir 10 Wochen vom
Standort Kaltenberg 2003. Die Knollen wurden im Dunkeln bei 20°C und 90° Luftfeuchte
gelagert und wie beschrieben auf C. coccodes liberpriift. Auf der x—Achse sind die Sorten, auf
der y—Achse die Befallsstirke von 0-0,12 (vgl. Kapitel 6 aus Material und Methoden)
dargestellt. i = inokulierte Variante u = unbehandelte Variante. Es konnten kein signifikanten
Unterschiede zwischen den beiden Varianten gefunden werden (n.s.: nicht signifikant nach t—
Test, p<0,05).

Insgesamt war der Befall auch nach der Lagerung bei allen drei Versuchsvarianten sehr
gering, wesentlich geringer als der Befall mit Silberschorf. Die Knollen des
Feldversuches Windeby wiesen die stirksten Symptome auf. Nach der Lagerung

schwankten die Sorten wie in allen Vorversuchen in ihrem Befall von Versuch zu
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Versuch. Dabei konnte keine Sorte als besonders anféllig erkannt werden. Es konnten
Unterschiede im Befall der Knollen mit C. coccodes zwischen den mit Silberschorf
inokulierten und den unbehandelten Varianten gefunden werden. Diese schwankten
jedoch von Parzelle zu Parzelle und standen in keinem Zusammenhang mit der
Inokulation mit H. solani. Es wurden Signifikanzen zwischen den beiden Varianten
errechnet, dabei konnten keine signifikanten Unterschiede gefunden werden. Da der
Befall der Knollen auch zwischen den Versuchsvarianten selbst stark schwankte und im
Durbin—Watson—Test keine signifikanten Beziehungen bestanden, wurde auch hier auf
die Erstellung von Regressionen zwischen den Standorten verzichtet. Insgesamt konnte
somit kein Zusammenhang zwischen der Befallsstirke mit H. solani und dem mit C.

coccodes gefunden werden.

3 Nachstellung der Feldversuche im Gewichshaus

Die Feldversuche wurden im Gewichshaus nachgestellt, um duBere Faktoren wie
Wetter, Bodenverhiltnisse und Klima auszuschliefen. Zunidchst wurde der Vorbefall
der Pflanzknollen, die vom Bundessortenamt zur Verfligung gestellt wurden, ermittelt.
Es wurde festgestellt, dass alle Sorten Befall aufwiesen (Graphik 39). Keine Sorte
erreichte jedoch eine Boniturnote iiber 2,5 (entspricht 25% befallene Oberflache), was
bedeutet, dass der anfiangliche Befallsdruck der unbehandelten Pflanzknollen sehr
gering war. Durch Inokulation der Hélfte des Versuchs war somit ein Vergleich

zwischen hohem und niedrigem Befallsdruck mdglich.
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Graphik 39: Vorbefall der Sorten des Bundessortenamts mit H. solani im
Gewichshausversuch. Auf der x-Achse sind die Sorten dargestellt, auf der y-Achse die
Befallsstirke von 0-5 (vgl. Kapitel 6 aus Material und Methoden). Die Intervalle geben
Standardabweichungen der 50 bonitierten Knollen wieder. Alle Sorten zeigten einen Befall.
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Der Auflauf der Pflanzen war sortenabhéngig zeitlich versetzt. Vier Wochen nach dem
Pflanzen der Knollen waren im Gewéchshaus 100 % aller Pflanzen aufgelaufen (Abb.
8). In ihrem Aufgang konnten keinerlei Unterschiede zwischen inokulierten und

unbehandelten Knollen erkannt werden.

Abbildung 8: Aufgang der Sorten im Gewichshaus. 100 % aller Knollen liefen auf, wobei
kein Unterschied zwischen inokulierter und unbehandelter Variante bestand.

Nach der Ernte wurde zunéchst der Ertrag pro Pflanze in kg ermittelt (Graphik 40). Der
Ertrag im Gewichshaus schwankte ebenfalls stark sortenabhingig, es konnte jedoch
kein signifikanter Unterschied zwischen dem Ertrag der unbehandelten Pflanzknollen zu

dem der inokulierten Knollen festgestellt werden.
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Graphik 40: Ertrag pro Pflanze im Gewichshaus. Auf der x-Achse sind die Sorten
dargestellt, auf der y-Achse der Ertrag in kg/Pflanze. i = Inokulierte Variante u = Unbehandelte
Variante. Die Intervalle geben Standardabweichungen gewogener Knollen/Topf wieder. Es
konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen der inokulierten und den unbehandelten
Varianten gefunden werden (n.s.: nicht signifikant nach t-Test, p<0,05).
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Bei der Bonitur des Silberschorfbefalls nach der Ernte zeigten alle Knollen Befall mit

Silberschorf (Graphik 41).
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Graphik 41: H. solani Befall der Knollen nach Ernte im Gewéchshaus. Auf der x-Achse
sind die Sorten angegeben, auf der y-Achse die Befallsstirke von 0-4 (vgl. Kapitel 6 aus
Material und Methoden). u = unbehandelt; i = inokuliert. Die Intervalle geben
Standardabweichungen der bonitierten Knollen wieder. Insgesamt konnten keine signifikanten
Unterschiede zwischen inokuliert und unbehandelter Variante gefunden werden (n.s.: nicht
signifikant nach t-Test, p<0,05). Beim Vergleich der Varianten der einzelnen Sorten zeigte sich
nur ein signifikanter Unterschied zwischen den Varianten der Sorte Princess (a bzw. b).

Dabei konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Knollen von vorher
inokulierten und unbehandelten Varianten festgestellt werden. Alle Sorten zeigten eine
sehr dhnliche Anfilligkeit wie schon im Jahr zuvor im Feld und Lager. Vor allem die
stark anfélligen und wenig anfélligen Sorten zeigten auch im Gewichshaus die gleiche
Anfilligkeit wie im Feld. Die Sorten Acapella, Arcula, Secura und Karlena waren wie
in allen vorangegangenen Versuchen stark anfillig, Nicola, Franzi und Princess
dagegen zeigten wie schon zuvor nur sehr wenige Symptome. Die Sorten Marabel,
Solara, Laura, Bernadette und Edelstein lagen wiederum im Mittelfeld. Neben
Silberschorf wurde auch im Gewéchshaus der Befall mit C. coccodes bonitiert (Graphik
42). Insgesamt war der Befall sehr gering. Der Befall schwankte zwischen den
Versuchsvarianten, es konnte jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen den mit
Silberschorf inokulierten und den unbehandelten Varianten festgestellt werden. Es
scheint also kein Zusammenhang zwischen Silberschorf — Befallsdruck und C. coccodes

Befall zu bestehen.
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Graphik 42: C. coccodes Befall nach Ernte im Gewichshaus. Auf der x-Achse sind die
Sorten, auf der y-Achse die Befallsstirke von 0-2 dargestellt (vgl. Kapitel 6 aus Material und
Methoden). Es konnten kein signifikanten Unterschiede zwischen der mit Silberschorf
inokulierten und der unbehandelten Variante gefunden werden (n.s.: nicht signifikant nach t-—
Test, p<0,05, Durbin — Watson — Test: p > 0,10).

Da sich Silberschorf im Lager ausbreitet, wurden die Knollen ebenfalls eingelagert und

nach 10 Wochen erneut auf H. solani tiberpriift (Graphik 43).
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Graphik 43: H. solani Befall der Knollen aus dem Gewichshaus nach 10 Wochen
Lagerung. Auf der x-Achse sind die Sorten angegeben, auf der y-Achse die Befallsstiarke von
0-12 (vgl. Kapitel 6 aus Material und Methoden). u = unbehandelt; i = inokuliert. Die Intervalle
geben Standardabweichungen der bonitierten Knollen wieder. Es konnten keine signifikanten
Unterschiede zwischen inokuliert und unbehandelter Variante gefunden werden (n.s.: nicht
signifikant nach t-Test, p<0,05). Beim Vergleich der Varianten der einzelnen Sorten zeigte sich
im t-Test nur ein signifikanter Unterschied zwischen den Varianten der Sorte Nicola (a bzw. b).
Die Knollen wurden im Dunkeln bei 20°C und 90° Luftfeuchte gelagert und wie beschrieben
auf Silberschorf iiberpriift.
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Nach der Lagerung der Knollen war der Prozentsatz der befallenen Oberfléche bei allen
Sorten deutlich gestiegen. Dabei war der Anstieg bei den als anfillig eingestuften
Sorten Acapella, Arcula, Karlena und Secura wesentlich stirker, wéihrend die als
weniger anfillig geltenden Sorten Nicola, Franzi und Princess auch nach der Lagerung
nur geringe Silberschorfsymptome aufwiesen. Es konnten auch im Gewéchshaus keine
statistisch signifikanten Unterschiede zwischen dem H. solani Befall bei inokulierten
und unbehandelten Varianten festgestellt werden.

Es wurden Regressionen zwischen dem Ernte- und Lagerversuch sowie mit den Feld-

und Lagerversuchen errechnet (Tabelle 13).

Tabelle 13: Regressionen der Anfilligkeit der Sorten auf H. solani zwischen den Feld- und
Lagerversuchen beider Versuchsjahre sowie den Gewichshausversuchen. Die Ergebnisse
der Ernte- und Lagerergebnisse aus dem Gewéchshaus wurden miteinander in Beziehung
gesetzt. Das Bestimmtheitsmal} betrug in allen Fillen 0,40 oder hoher. Die Signifikanzen lagen
stets zwischen p < 0,01 und p < 0,05. Es besteht eine signifikante Beziehung zwischen allen
Parametern.

Ernte Lager Ernte Lager Gewiichshaus
2003 2003 2002 2002 Ernte
Gewichshaus | 0,58%** | (,7]1%%* 0,40%* 0,42%%*
Ernte
Gewiichshaus | 0,84**% | (,84%%* | (,52%** | (), 52%%* 0,81%***
Lager

Das Bestimmtheitsmal3 war in allen Berechnungen > 0,40. Die Signifikanzen lagen auch
beim Vergleich zwischen Gewichshaus- und Feld- und Lagerversuchen stets zwischen
p < 0,01 und p < 0,05. Eine signifikante Beziehung zwischen der Anfalligkeit der
Knollen und den entsprechenden Sorten konnte auch im Gewéchshaus bestétigt werden.
Das nach den Feld- und Lagerversuchen errechnete Standardsortiment wurde somit im
Gewichshaus bestitigt.

Auch nach der Einlagerung wurden die Knollen auf C. coccodes iiberpriift (Graphik
44). Der Befall war insgesamt sehr gering, es waren nie mehr als 2,5 % der
Knollenoberfliche befallen. Auf den meisten Knollen konnten keine C. coccodes
Symptome mehr nachgewiesen werden. FEin signifikanter Unterschied zwischen
inokulierter und unbehandelter Variante bestand nicht, da der t — Test p < 0,05 ergab. Da
der Befall der Knollen auch zwischen den Versuchsvarianten selbst stark schwankte und

im Durbin—Watson—Test keine signifikanten Beziehungen bestanden, wurde auch hier
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auf die Erstellung von Regressionen zwischen den Ernte- und Lagerversuchen im
Gewichshaus und Feld verzichtet. Somit scheint auch im Gewéchshaus bestitigt zu werden,

dass kein Zusammenhang zwischen der H. solani Befallsstirke und dem Befall mit C. coccodes

0,30
0,25 1
o 0,20
=~
St
<
2
@« 0,15
Z
=
S
3
2 0,10 A
0,05 1
0,00 - — T T T T T T T T T T T T
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
5:3%3%3%3%325%3%3?5%3%3%
= ® 8 - = R = T @ = ‘"N - 2 @ 8 =
EEEf 52 EEs5fs22EE58z£zc¢8¢8¢z% %z
s = = T = S 2 ® O = = 2 2 S 3 I 5 ©
= 3% 5 $ & 53 8 2 2t = E g2 2 = = 5 £
S n 9 F & 8 ._]'~Z:-Nx.ﬁa.h£7,=.-'ﬂﬁx.<
@ s @ § S A z S S35 2= T2 EEEE<
< < = B E R~ 55
@ R
Sorten

I.S.
Graphik 44: C. coccodes Befall der Knollen nach Lagerung fiir 10 Wochen aus dem
Gewichshaus. Auf der x-Achse sind die Sorten, auf der y-Achse die Befallsstirke von 0-0,3
angegeben. u = unbehandelt; i = inokuliert. Es konnten kein signifikanten Unterschiede
zwischen der inokulierten und der unbehandelten Variante gefunden werden (n.s.: nicht
signifikant nach t — Test, p < 0,05). Die Knollen wurden im Dunkeln bei 20°C und 90°
Luftfeuchte gelagert wie beschrieben auf C. coccodes tiberpriift.
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4 Untersuchung der Resistenzfaktoren

4.1 Strukturelle Abwehrmechanismen

4.1.1 Periderm—Cortexdicke

Bei der Vermessung der Periderm—Cortex—Dicke der verschiedenen Kartoffelsorten
konnten anhand der computer-basierten Technik genaue Daten gewonnen werden. Nach
der Mittelwertbildung von insgesamt ca. 600 — 700 Datenpunkten pro Sorte ergab sich
das in Graphik 49 aufgezeigte Spektrum.
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Graphik 49: Schalendicke der verschiedenen Kartoffelsorten. Auf der x-Achse sind die
Sorten dargestellt, auf der y-Achse die Periderm-Cortex-Dicke in mm. Die Intervalle
bezeichnen die Standardabweichungen der jeweiligen ca. 600-700 Datenpunkte. Pro Sorte
wurden jeweils 10 Diinnscchnitte von je 5 Knollen gemessen.

Die Sorten Laura, Karlena und Acapella verfligen demnach iiber eine dicke Periderm-
Cortexschicht, wihrend Marabel, Bernadette und Princess nur diinne Schichten
verkorkter Zellen aufweisen. Dabei wurde darauf geachtet, dass die vermessenen
Knollen im gleichen physiologischen Alter und Zustand waren. Aufgrund der
unterschiedlichen Peridermstruktur waren die Standardabweichungen bei allen Sorten
sehr hoch. Anschliefend wurde eine Regression zwischen den im Feld, Lager und
Labor ermittelten Anfilligkeiten und der Periderm-Cortex—Dicke errechnet (Graphik
50).
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Graphik 50: Regression nach dem Durbin-Watson-Test zwischen Befallsstirke und
Periderm-Cortex-Dicke der verschiedenen Sorten. Auf der x-Ache ist die Befallsstirke aus
den Feld-, Lager- und Gewichshausproben dargestellt, auf der y-Achse die Periderm-
Cortexdicke in mm der 600-700 Datenpunkte je Sorte. Der Regressionskoeffizient betragt 0,13,
die Signifikanz liegt im Durbin-Watson-Test bei p < 0,10 (n.s.). Es besteht keine signifikante
Beziehung zwischen den Parametern.

Der Regressionskoeffizient betrdagt 0,37, was zeigt, dass wahrscheinlich keine direkte
Abhingigkeit zwischen Anfilligkeit und Periderm-Cortex—Dicke der verschiedenen
Kartoffelsorten besteht. Auferdem konnte im Durbin—Watson-Test keine statistisch
signifikante Beziehung zwischen den beiden Parametern errechnet werden.

Die technische Umsetzung einer Silberschorfbonitur mittels Bildanalyse stellte sich als
duBerst schwierig heraus, da zunichst jede einzelne Knollenoberfliche aus dem
dreidimensionalen Raum auf eine zweidimensionale Flidche gerechnet werden muss.
Zum anderen erzeugt nicht nur Silberschorf braune bis silbergraue Flecken auf der
Knollenoberflache, sondern eine Vielzahl an weiteren Faktoren wie z.B. andere
Pathogene, Verletzungen, fehlende Schalenfestigkeit u.s.w. Dabei erzeugt jede Sorte
Silberschorfsymptome, die sich in ihrer Farbgebung von Symptomen an anderen Sorten
stark unterscheiden konnen. Dieses Bildbearbeitungssystem stellt jedoch wesentlich
hohere Anspriiche an Kamera und Software und konnte im Rahmen dieser Arbeit daher

nicht realisiert werden.
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4.1.2 Schalenbeschaffenheit

Die Knollen wurden gereinigt und vor und nach einem Wasser- und Staubbad gewogen
(Abb. 9) und anschlieBend die Differenz errechnet. Daraus wurde auf die

Oberfliachenstruktur der jeweiligen Sorten geschlossen.

Abbildung 9: Oberflichenbeschaffenheit von Kartoffelknollen. Die Knollen wurden
gewaschen und vor (A) und nach (B) einem Staubbad gewogen. AnschlieBend wurde die
Differenz des Gewichts errechnet und so auf indirekt auf die Schalenbeschaffenheit
zuriickgeschlossen (Menge anhaftender Erde).

Es wurden alle zw6lf im Feld untersuchten Sorten getestet, es ergab sich das in Graphik

51 dargestellte Spektrum.
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Graphik 51: Erdanhaftung an den Knollen der verschiedenen Sorten. Auf der x-Achse sind
die Sorten, auf der y-Achse die Erdanhaftung in g dargestellt. Die Intervalle geben die
Standardabweichungen der 20 gemessenen Knollen dar.
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Es wurde eine Regression zwischen dem Sortenspektrum und der Erdanhaftung
errechnet, um eine Beziehung zwischen Schalenstruktur und Anfilligkeit zu
untersuchen (Graphik 52). Der Regressionskoeffizient ergab 0,33, wihrend im Durbin—
Watson—Test keine signifikante Beziehung zwischen den beiden Parametern gefunden
werden konnte. Daher scheint auch die Menge der angehafteten Erde und die darauf
bezogene Schalenstruktur keine besondere Rolle als Resistenzfaktor gegen H. solani zu

spielen.

Befallsstirke
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r’= 0,11 n.s.
y = 0,89+29,82x
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Graphik 52: Regression zwischen der Befallsstirke der zwolf Sorten und der
Erdanhaftung. Auf der x-Achse ist die Erdanhaftung in g, auf der y-Achse die Befallsstéirke
von 1-7 angegeben (vgl. Kapitel 6 aus Material und Methoden). Der Regressionskoeffizient
liegt bei 0,11, im Durbin-Watson-Test konnte keine signifikante Beziehung zwischen den
beiden Parametern gefunden werden (n.s.: nicht signifikant; p <0,10).

4.1.3 Mikroskopische Untersuchungen

Die mikroskopischen Untersuchungen wurden durchgefiihrt, um zu iiberpriifen, wie und
wie tief H. solani in das Gewebe der Knolle eindringen kann und ob die Schalenstruktur
hierbei eine Rolle spielt. Dafiir wurde der Pilz in Kartoffelproben mit verschiedenen
Féarbemethoden angefarbt und anschliefend unter dem Mikroskop betrachtet. Das
Anfirben des Pilzes auf der Kartoffeloberfliche mit Calcofluor war erfolgreich (Abb.
10).
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Abbildung 10: Mit Calcofluor angefirbtes Mycel von H. solani unter dem
Fluoreszenzmikroskop 30facher Vergroflerung. Befallene Kartoffeloberfliche wurde
entnommen, 5 min 0,1% Calcofluor eingefarbt, anschliefend in 25 % Glycerin fiir 30 min
gewaschen und unter dem Mikroskop fotografiert. My= Myzel; Ktr= Konidientrager

Bei der Anfarbung des Pilzes im Knollengewebe konnte aber keine geeignete Methode
zum Anféarben des Pilzmycels gefunden werden. Dies lag bei der Farbung mit Comassie
-Brilliant - Blau an dem Vorhandensein von Speicherstirke, die durch Aufnehmen des
Farbstoffs ein differenziertes Anfarben des Pilzes verhinderte. Zum anderen wurde der
Einsatz von Fluoreszenzfarbstoffen durch die Eigenfluoreszenz der Zellen verhindert.
Lasermikroskopische Aufnahmen wurden ebenfalls in Betracht gezogen. Da hierbei
jedoch ebenfalls Fluoreszenzfarbstoffe zum FEinsatz kommen, schien auch diese
Methode nicht sinnvoll. Es konnten aber unter dem Fluoreszenzmikroskop gute

Aufnahmen der durch Silberschorf zerstorten Periderm-Cortexschicht als Vergleich zu

gesunden Gewebeproben gemacht werden (Abb. 11).

Abbildung 11: Mit Calcofluor angefirbte Gewebeproben von gesundem und mit H. solani
befallenem Knollengewebe unter dem Fluoreszenzmikroskop bei 100facher Vergroflerung.
A zeigt die nicht infizierte Probe mit Periderm- und Cortexschicht. &M=4dullere Markschicht;
iC=intakter Cortex; iP= intaktes Periderm; B zeigt das kollabierte Periderm, sowie die
angegriffene Cortexschicht. iM= duflere Markschicht; kCP= kollabierter Cortex und Periderm;
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4.2 Biochemische Abwehrmechanismen
4.2.1 Diinnschichtchromatographie und Bioassay

Zur Untersuchung moglicher Phytoalexine wurden Diinnschichtchromatographien und
Bioassays durchgefiihrt. Fiir die Diinnschichtchromatographie wurden von allen zwolf
im Feld untersuchten Knollensorten Schalenproben aufgereinigt. Dabei wurden jeweils
eine Probe von gesundem Gewebe als Kontrolle sowie eine Probe von Silberschorf
befallenem Gewebe wie beschrieben aufgereinigt. Die Proben der einzelnen Sorten
wurden jeweils nebeneinander auf die DC — Platten gegeben und die Chromatographie
durchgefiihrt. Nach Abtrocknung der Platten wurden diese mit Cladosporium sp.
Sporen bespriiht um Pathogen relevante Inhaltsstoffe der Schalen zu erfassen. H. solani
selbst wichst viel zu langsam, um fiir einen Bioassay tauglich zu sein. Nach Inkubation

wurden die Platten mit der Kamera dokumentiert (Abb. 12).

g% W W 1t n. e
L A S VR G
iy i ARl LAY

Abbildung 12: Bioassay nach Diinnschichtchromatographie. Es wurden Knollen
aller Sorten aus den Feldversuchen iiberpriift, wobei immer zuerst die gesunde
Pflanzenprobe als Kontrolle gefolgt von der kranken Pflanzenprobe aufgetragen
wurde. 1= Bernadette, 2 = Laura, 3 = Solara, 4 = Acapella, 5 = Franzi 6 = Marabel, 7 =
Secura, 8 = Nicola, 9 = Princess, 10 = Karlena, 11 = Edelstein, 12 = Arcula

Bei den meisten Sorten konnten keine Hemmhdofe, weder bei den Proben mit gesundem,
noch mit krankem Gewebe festgestellt werden. Nur die Sorten Bernadette (1) und
Marabel (6) produzierten eine Pilzwachstum hemmende Substanz. Diese wurde dabei
sowohl in der gesunden als auch in der kranken Pflanzenprobe gefunden. Bei der Sorte
Bernadette waren die Hemmhofe immer stark ausgeprédgt und erschienen nach ca. 5,7
cm Laufweite. Die wachstumshemmenden Stoffe der Sorte Marabel waren in allen
Wiederholungen relativ schwach und erschienen nach einer Laufweite von ca. 7,6 cm.
Diese Ergebnisse konnten in keinen Zusammenhang mit den im Feld, Lager und

Gewichshaus gefundenen Anfilligkeitsdaten gebracht werden.
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4.2.2 Phytoalexine

Um zu tiberpriifen, in wieweit es sich bei den gefundenen Stoffen um Phytoalexine
handelt, wurde eine HPLC-Analyse durchgefiihrt. Es wurden nur die Proben des
gesunden als auch des kranken Gewebes der Sorten Bernadette und Marabel untersucht,
da nur hier pathogenrelevante Inhaltsstoffe gefunden wurden. Es konnten in keiner

Probe aus Kartoffeln bekannte Phytoalexine nachgewiesen werden.

4.2.3 Quantitative Analyse phenolischer Verbindungen

Um zu tiberpriifen in wieweit die verschiedenen Sorten unterschiedliche Mengen
phenolischer Verbindungen in die Schale einlagern, wurden Schalenproben aller im
Feld getesteten Sorten wurden wie beschrieben aufgereinigt. im Photometer gemessen.
Dabei wurde zundchst keine Differenzierung der phenolischen Verbindungen
vorgenommen (Graphik 45). Da eine Eichung der Methode nach MENDEN (1995) nicht
moglich ist wurden die Ergebnisse wie von MENDEN (1995) vorgeschlagen in
Millieextinktionseinheiten pro mg eingesetzter Zellwandprobe angegeben, es handelt

sich also um einen relativen Vergleich der Sorten zueinander.
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Graphik 45: Quantitativer Ligningehalt der Schale der 12 im Feld getesteten
Kartoffelsorten. Auf der x-Achse sind die Sorten, auf der y-Achse die
Millieextinktionseinheiten pro mg eingesetzter Zellwand angegeben. Die Intervalle geben die
Standardabweichungen der drei durchgefiihrten Messreihen an. 7 mg Schalenproben pro Sorte
wurden wie beschrieben mit Thioglycolsdure aufgereinigt und ein 1:10 Verdiinnung im
Photometer bei 380nm gemessen. Die Ergebnisse sind in Millieextinktionseinheiten pro mg
eingesetzter Zellwandprobe angegeben. Eine Eichung der Millieextinktionseinheiten ist
nicht moglich, daher handelt es sich um einen relativen Vergleich der Sorten zueinander.
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Demnach lagern die Sorten Secura, Karlena, Edelstein und Franzi besonders viel
phenolische Komponenten in ihre Schale ein, wihrend Sorten wie Bernadette, Solara,
Nicola und Laura nur wenige phenolische Verbindungen in die Schale einlagern. Es
wurde eine Regression zwischen dem Gehalt an phenolischen Verbindungen und der in
Feld, Lager und Gewichshaus ermittelten Anfilligkeit der Sorten errechnet. Der
Regressionskoeffizient betrug 0,29, im Durbin-Watson-Test konnte keine signifikante

Beziehung (n.s.) zwischen den beiden Parametern gefunden werden.

4.2.4 Qualitative Analyse phenolischer Verbindungen mittels HPLC

Fiir die qualitative Analyse der phenolischen Verbindungen sollte eine HPLC optimiert
und durchgefiihrt werden. Als erstes mussten Standards aller in Schalenproben der
Kartoffel vermuteten Hydroxyzimtsidurederivate und Benzoesdurederivate sowie deren
korrespondierende Aldehyde mit geeigneter Sdule, Flussrate und Laufmittelgradient
erarbeitet werden. Als Sdule wurde eine Synergi HydroRP — 18 250 x 4,6 mm Saule
gewdhlt, die Laufe konnten bei Raumtemperatur durchgefiihrt werden. Eine optimale
Auftrennung konnte bei keiner Flussrate erreicht werden, da sich in jedem Fall einige
der Substanzen in ihrer Retentionszeit liberlagerten. Eine gute Trennung wurde bei einer
Flussrate von 0,5 ml/min erreicht, hier iiberlagerten sich nur 4 Standardsubstanzen
(Graphik 46, Tab. 13). Diese Substanzen konnten dagegen jedoch bei einer Flussrate
von 1 ml/min erfolgreich getrennt werden (Graphik 47, Tab. 13).
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Graphik 46: Auftrennung der Standardsubstanzen bei einer Flussrate von 0,5 ml/min. Auf
der x- Achse ist der zeitliche Verlauf, auf der y-Achse die Spannung in Volt angegeben. Die
jeweiligen Substanzen sind der Nummerierung der Peaks entsprechend in Tabelle 13 dargestellt.
Als Laufmittel A wurde Methanol, als Laufmittel B 5% Ameisensédure gewéhlt. Als Sdule diente
eine Synergi HydroRP-18 250x4,6mm S#ule. Der Laufmittelgradient ist in Tabelle 14
wiedergegeben.
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Graphik 47: Auftrennung der Standardsubstanzen bei einer Flussrate von 1 ml/min. Auf
der x-Achse ist der zeitliche Verlauf, auf der y-Achse die Spannung in Volt angegeben. Die
jeweiligen Substanzen sind der Nummerierung der Peaks entsprechend in Tabelle 13 dargestellt.
Als Laufmittel A wurde Methanol, als Laufmittel B 5% Ameisensdure gewéhlt. Als Sdule diente
eine Synergi HydroRP-18 250x4,6mm S&ule. Der Laufmittelgradient ist in Tabelle 14
wiedergegeben.
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Tabelle 13: Retentionszeiten der Standardsubstanzen der HPLC fiir phenolische
Verbindungen in Kartoffelschalen. Es werden die Flussraten 0,5 ml/min und 1 ml/min der 14
Standardsubstanzen miteinander verglichen.

Standardsubstanz Retentionszeit / Retentionszeit /
(PCA) F]igl{:z:l(lfr) 0,5ml/m1(1;rf‘lussrate

1 Gallussaure 4,8 min 4,9 min

2 Hydroxybenzoesiure 13,2 min 23,5 min
3 Vanillinséiure 17,9 min 28,6 min
4 Hydroxybenzaldehyd 17,8 min 29,6 min
5 Syringasiure 21,1 min 31,5 min
6 Vanillin 23,9 min 35,2 min
7 Syringaaldehyd 26,5 min 36,5 min
8 p - Cumarsaure 26,5 min 37,2 min
9 Ferulasiure 31,2 min 38,9 min
10 Sinapinsiure 32,1 min 39,1 min
11 Dimethoxybenzaldehyd| 41,3 min 47,2 min
12 Zimtsiure 40,7 min 47,5 min
13 Methoxyzimtsiiure 41,8 min 47,8 min
14 Dimethoxizimtsiure 42,6 min 48,3 min

Daher wurden die Laufe mit Kartoffelproben zunéchst bei einer Flussrate von 0,5
ml/min  durchgefiihrt. Erschienen Signale im Bereich der sich {iiberlagernden
Standardsubstanzen, wurde der Lauf bei einer Flussrate von 1 ml/min wiederholt. Als
Laufmittel A wurde Methanol, als Laufmittel B 5%ige Ameisensdure verwendet. Der
Laufmittelgradient wurde ebenfalls variiert, um eine optimale Trennung zu erreichen.

Am besten geeignet stellt sich der in Tab. 14 dargestellte Laufmittelgradient dar.

Tabelle 14: Optimaler Laufmittelgradient fiir die chromatische Trennung von
phenolischen Verbindungen aus Kartoffelschalen mit HPLC. Laufmittel A ist Methanol,
Laufmittel B 5% Ameisensdure. In den angegebenen Zeitintervallen wurde die
Zusammensetzung des Laufmittels verdndert.

% Methanol % Ameisensiure (5%ig) Zeitintervall (min)
07 93 02.00
15 85 06.00
30 70 20.00
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80 20 18.00
7 93 14.00

Da die meisten Lignine und dessen Vorstufen in Pflanzenzellen zellwandgebunden sind,
ist die Extraktion aus den Schalen sehr schwierig. Daher musste zunéchst eine geeignete
Methode zur Isolierung von phenolischen Verbindungen aus Kartoffelschalen gefunden
werden, durch die eine anschlieende qualitative Analyse mittels der optimierten HPLC
moglich war. Dazu wurde die alkalische Hydrolyse, wie in Getreidebldttern iiblich,
getestet. Trotz mehrfacher Wiederholung und Modifikationen konnten in der
anschlieBenden HPLC-Analyse keine der standardisierten phenolischen Verbindungen
nachgewiesen werden (Graphik 48). Der interne Standard wurde bei einer Laufrate von
0,5 ml/min nach 38,5 min von der Sdule gewaschen. Bei manchen Proben, wie z.B. in
der dargestellten, wurden kleine Mengen einer unbekannten Substanz nach ca. 18,3 min
bei einer Laufrate von 0,5 ml von der Sdule gewaschen, die jedoch mit keiner der

Standardsubstanzen in Verbindung gebracht werden konnte.
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Graphik 48: HPLC des Schalenextrakts aus Secura bei einer Laufrate von 0,5 ml/min. Auf
der x — Achse ist die Zeit in min, auf der y — Achse die Spannung in Volt angegeben. Diese
Graphik steht stellvertretend fiir alle untersuchten Proben. Es konnten keine phenolischen
Verbindungen nachgewiesen werden. Der Ausschlag bei 18,3 min zeigt eine unbekannte
Substanz, die in einer Schalenprobe der Sorte Secura gefunden wurde. In Proben anderer
Knollen gleicher Sorte wurde die Substanz nicht nachgewiesen. Der Ausschlag bei 38,5 min
wird durch die Standardsubstanz p — Anissdure hervorgerufen.

85



ERGEBNISSE

5  Ubertragung von H. solani von Mutter- auf Tochterknollen

5.1 Passive Ubertragung iiber das Bodenwasser

5.1.1 Split root Test

Jeweils 3 Knollen der Sorten Marabel, Arcula, Karlena, Edelstein und Princess wurden
wie beschrieben auf Steinen gepflanzt, das Wurzelsystem geteilt und die Pflanzen in
jeweils zwei Topfe gepflanzt. Bei der Ernte konnten in den jeweils zweiten Topfen mit
steriler Erde keine Tochterknollen gefunden werden, auch Stolonen waren nicht bis in
den zweiten Topf gewachsen. Auch nach zweifacher Wiederholung und Modifikation
des Versuchsablaufs wurden keine Tochterknollen oder Stolonen im zweiten Topf mit
steriler Erde geerntet. Daher wurden am Institut fiir Pflanzenpathologie und
Pflanzenschutz speziell fiir die Uberpriifung der Ubertragung von Konidien

Rinnenversuche entwickelt, deren Ergebnisse im Folgenden beschrieben werden.

5.1.2 Rinnenversuche

Knollen der Sorte Karlena wurde am oberen Ende der Rinnen gepflanzt und ab dem
Auflaufen der Pflanzen die Probennahme wie beschrieben durchgefiihrt (Abb.13). Es
wurden insgesamt 15 Proben wihrend der Vegetationsperiode genommen und
Mittelwerte der gefundenen Konidienzahl pro Durchlaufloch errechnet. Der Versuch

wurde wiederholt, die Daten verrechnet und in Graphik 53 dargestellt.
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Abbildung 13: Rinnenversuche im Gewichshaus. Die Knollen wurden am oberen Ende einer

schrig aufgestellten, 1 m langen Rinne gepflanzt. In der Rinne befinden sich alle 10 cm Locher
zum Ablauf des Gieswassers. Unter diesen Lochern sind Behélter aufgestellt, die das
Durchlaufwasser auffangen. Dieses Wasser wird anschlieBend mikroskopisch auf H. solani
Konidien untersucht.
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Graphik 53: Konidientransport im Bodenwasser (Rinnenversuch). Auf der x-Achse ist der
Abstand von der Mutterknolle in cm, auf der y-Achse die Konidienzahl im Durchlaufwasser
und auf der z—Achse die Versuchsvarianten dargestellt. Die Wassermenge pro Durchlaufloch
konnte nicht festgelegt werden, da natiirlicherweise die Durchlaufmenge in den zur Pflanzknolle
nichstgelegenen Lochern wesentlich grofer war als in den jeweils entfernteren. Sand =
Sandboden; Heide = Heideboden; u = unbehandelt; i = inokuliert; es liegt kein signifikanter
Unterschied zwischen den inokulierten und den unbehandelten Varianten vor (t — Test. p <
0,05).
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Der Versuch ergab, dass nur sehr wenige Konidien insgesamt mit dem Wasser
transportiert wurden. Im Hochstfall wurden 0,62 Konidien gefunden. Die meisten
Konidien wurden im Durchlauf nach 0-10 cm gefunden, nur sehr wenige nach 20 oder
30 cm. Ab 40 cm wurden tiiberhaupt keine Konidien mehr im Durchlaufwasser
gefunden. Dabei wurden im Sandboden mehr Konidien transportiert als im Heideboden.
Es bestand kein signifikanter Unterschied zwischen inokulierter und unbehandelter
Variante. Ein leichter und hiufiger Transport der Konidien iiber Bodenwasser konnte

somit nicht gezeigt werden.

5.1.3 Bodensuppressivititstest

Im Bodensuppressivititstest wurde untersucht, in wieweit verschiedene Bdden eine
suppressive Wirkung auf die Keimung von H. solani Konidien haben. Als Testisolat
wurde der von der Biologischen Bundesanstalt zur Verfligung gestellte H. solani —
Stamm BBA verwendet. Es wurde Boden aus der Heide, von den drei Feldversuchen
und einem Standort bei Goéttingen, der noch nie mit Kartoffeln bepflanzt war,
verwendet. Neben dem unbehandelten Boden wurde jeweils eine autoklavierte Variante
als Kontrolle mitgefiihrt (Tab. 15). Aulerdem wurden die Celluloseacetatmembranen

unter dem Fluoreszenzmikroskop dokumentiert (Abb. 14).

Tabelle 15: Vergleich der Bodensuppressivitit von Béden verschiedener Herkunft. Es
wurden fiinf Boden getestet. Am Standort Wiistes Land wurden noch nie Kartoffeln kultiviert.
Neben dem unbehandelten Boden wurde immer eine Negativkontrolle mit autoklaviertem
Boden mitgefiihrt. Der Versuch wurde 3fach wiederholt mit gleichbleibendem Ergebnis.

Bodenherkunft Keimung der Konidien auf | Keimung der Konidien auf
autoklavierter Boden in % | unbehandelter Boden in %
Heide 85-90 % 5-10%
Grof} Liisewitz 85-90 % 10-15%
Windeby 85-90 % 5-10%
Kaltenberg 85-90 % 5-10%
Wiistes Land (Gottingen) 90 -95 % 10-15%
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Abbildung 14: Einfluss der Bodensuppressivitiit auf die Keimung von H. solani Konidien.
Bild A zeigt die Variante mit autoklaviertem Boden.; My=Myzel; Bild B die Variante mit
unbehandeltem Boden des Standorts Heide. Der Unterschied in der Keimungs- und
Wachstumsfahigkeit ist deutlich zu erkennen. kK= keimende Konidie;

Bei allen Bodenproben wurde ein stark signifikanter Unterschied zwischen der
autoklavierten und der unbehandelten Bodenprobe gefunden. Auf dem autoklavierten
Boden waren immer zwischen 85-95 % der Konidien gekeimt, wéahrend auf dem
unbehandelten Boden nur 5-15 % der Konidien zur Keimung gelangten. Dabei war kein
Unterschied zwischen den verschiedenen Bodenproben zu erkennen, auch die Erdprobe
von dem Schlag, auf dem noch nie Kartoffeln angepflanzt wurden, zeigte eine starke
Suppression auf H. solani Keimung. Der Versuch wurde mehrfach wiederholt, das
Ergebnis wurde immer bestétigt. Damit konnte eine Suppression von Boden auf die

Keimung von H. solani Konidien nachgewiesen werden.

5.1.4 Bodensuppressivititstest mit Kartoffelwasser und enzymatische

Zuckeranalyse

Um zu testen, in wieweit die Anwesenheit von verschiedenen Kartoffelsorten die
Keimung von H. solani Konidien wieder fordern kann, wurden je fiinf Knollen aller im
Feld untersuchten Kartoffelsorten in Wasser inkubiert, und der Boden des

Suppressivititstest mit diesem Wasser befeuchtet. Die Bodenbewésserung erfolgte nach
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1, 3 und 5 Tagen Inkubation der Knollen im eingesetzten Wasser. Nach einem Tag

wurden die in Graphik 54 gefundenen Keimraten unter dem Mikroskop gefunden.
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Graphik 54: Keimung der H. solani Konidien im Bodensuppressivititstest mit
Kartoffelwasser nach einem Tag Lagerung der Knollen (5 Knollen je Sorte) in Wasser.
Auf der x-Achse sind die Sorten, auf der y-Achse die Keimraten in % angegeben. (a) =
autoklavierter Boden; (u) = unbehandelter Boden; es bestehen bei der unbehandelten Variante
signifikante Unterschiede zwischen der Wasserkontrolle und den Proben der Sorten Acapella-
Marabel (be, cd, d; t-Test, p < 0,05). Nur die Sorten Solara und Nicola zeigen keinen
signifikanten Unterschied (ab; t-Test, p < 0,05). Sorteneffekte im autoklavierten Boden sind
nicht signifikant.

Die Wasserproben aller Sorten zeigten einen Anstieg der Keimrate der H. solani
Konidien im Vergleich zur Wasserprobe. Die Proben der Sorten Acapella, Arcula,
Secura und Edelstein zeigten den deutlichsten Anstieg um ca. 20 %, die der Sorten
Nicola und Solara dagegen waren nur leicht um 5 % gesteigert. Die Proben der Sorten
Bernadette, Karlena, Franzi, Princess, Laura und Marabel zeigten einen mittleren
Anstieg der Keimrate um etwa 10 %. Im t-Test der unbehandelten Varianten wurden
sortenbedingt signifikante Unterschiede der Sorten sowohl zur Wasserkontrolle als auch
untereinander festgestellt (a, ab, bc, cd, d; t-Test, p < 0,05). Nur die Sorten Solara und

Nicola zeigten keinen signifikanten Unterschied zur Wasserkontolle.

Nach drei Tagen Lagerung wurden die in Graphik 55 dargestellten Keimraten gefunden.
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Graphik 55: Keimung der H. solani Konidien im Bodensuppressivititstest mit
Kartoffelwasser nach drei Tagen Lagerung der Knollen (5 Knollen je Sorte) in Wasser.
Auf der x-Achse sind die Sorten, auf der y-Achse die Keimraten in % angegeben. (a) =
autoklavierter Boden; (u) = unbehandelter Boden; es bestehen bei der unbehandelten Variante
signifikante Unterschiede zwischen der Wasserkontrolle und den Proben der Sorten Acapella-
Marabel (b, c, d; t-Test, p < 0,05). Nur die Sorten Solara und Nicola zeigen keinen signifikanten
Unterschied (a; t-Test, p < 0,05). Sorteneffekte im autoklavierten Boden sind nicht signifikant.

Die Wasserproben aller Sorten zeigten wiederum einen Anstieg der Keimrate der H.
solani Konidien im Vergleich zur Wasserprobe. Die Proben der Sorten Acapella,
Arcula, Secura und Edelstein zeigten wieder den deutlichsten Anstieg diesmal um ca.
25 %, die der Sorten Nicola und Solara dagegen waren nicht mehr als 5 % gesteigert.
Die Proben der Sorten Bernadette, Karlena, Franzi, Princess Laura und Marabel zeigten
wiederum einen mittleren Anstieg der Keimrate diesmal um etwa 15 %. Im t-Test der
unbehandelten Varianten wurden wiederum sortenbedingt signifikante Unterschiede der
Sorten sowohl zur Wasserkontrolle als auch untereinander festgestellt (a; b; c; d; t-Test,
p < 0,05). Nur die Sorten Solara und Nicola zeigten wiederum keinen signifikanten

Unterschied zur Wasserkontolle.

Nach fiinf Tagen Einlagerung der Knollen in Wasser und anschlieBendem Boden-

suppressivititstest wurden die in Graphik 56 gefundenen Keimraten ermittelt.
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Graphik 56: Keimung der H. solani Konidien im Bodensuppressivititstest mit
Kartoffelwasser nach fiinf Tag Lagerung der Knollen (5 Konllen je Sorte) in Wasser. Auf
der x-Achse sind die Sorten, auf der y-Achse die Keimraten in % angegeben. (a) =
autoklavierter Boden; (u) = unbehandelter Boden; es bestehen bei der unbehandelten Variante
signifikante Unterschiede zwischen der Wasserkontrolle (a) und den Proben der Sorten
Acapella-Marabel (b, ¢, d; t-Test, p < 0,05). Nur die Sorte und Nicola zeigen keinen
signifikanten Unterschied (a; t-Test, p < 0,05). Sorteneffekte im autoklavierten Boden sind nicht
signifikant.

Die Proben aller Sorten zeigten erwartungsgemal auch nach fiinf Tagen Lagerung einen
Anstieg der Keimrate der H. solani Konidien im Vergleich zur Wasserprobe. Dabei war
der Anstieg der Proben der Sorten Acapella, Arcula, Karlena, Edelstein und Secura am
deutlichsten mit diesmal 30-35 %. Im Mittelfeld lag nach diesem Versuch nur die Probe
der Sorte Solara mit einem Keimanstieg um 15 %. Nur einen geringen Anstieg zeigten
die Sorten Nicola, Princess, Franzi, Marabel, Bernadette und Laura um 5 — 10 %. Im t-
Test der unbehandelten Varianten wurden wiederum sortenbedingt signifikante
Unterschiede der Sorten sowohl zur Wasserkontrolle als auch untereinander festgestellt
(a; b; c; d; t-Test, p < 0,05). Nur die Sorte Nicola zeigte diesmal keinen signifikanten

Unterschied zur Wasserkontolle.

Um eine Beziehung der Keiminduktion auf die Anfilligkeit der Sorten zu untersuchen,
wurde eine Regression zwischen dem im Feld-, Lager- und Gewédchshaus erstellten
Sortenspektrum und den Daten des Suppressivititsversuches mit Stigiger Einlagerung
der Knollen in Wasser errechnet (Graphik 57). Der Regressionskoeffizient lag bei
0,72*** der Durbin-Watson-Test ergab eine stark signifikante Beziehung zwischen

Keimrate der H. solani Konidien und der Anfalligkeit der Sorten.
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Graphik 57: Regression zwischen Keimrate der H. solani Konidien im Suppressivititstest
auf unbehandeltem Boden mit Kartoffelwasser nach Stigiger Lagerung der Knollen in
Wasser und der Anfilligkeit aus Feld, Lager und Gewichshaus. Auf der x-Achse ist die
Anfilligkeit der Sorten von 1-7 gegen H. solani (vgl. Kapitel 6 aus Material und Methoden), auf
der y-Achse die Keimrate in % angegeben. Der Regressionskoeffizient betrdgt 0,72***  nach
dem Durbin-Watson-Test liegt eine hoch signifikante Beziehung zwischen den Parametern vor.

Als Kontrolle wurde ebenfalls eine Regression zwischen der Keimrate der H. solani
Konidien auf autokaviertem Boden mit Kartoffelwasser nach Stdgiger Lagerung in
Wasser und der im Feld, Lager unf Gewédchshaus ermittelten Anfélligkeit der Knollen
errechnet (Graphik 58). Es konnte wie erwartet keine Beziehung ziwschen den
Parametern festgestellt werden, da der Regressionskoeffizient 0,004 betrdgt und im

Durbin Watson-Test keine Signifikanz festgestellt werden konnte.
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Graphik 58: Regression zwischen Keimrate der H. solani Konidien im Suppressivitiitstest
auf autoklaviertem Boden mit Kartoffelwasser nach Stigiger Lagerung der Knollen in
Wasser und der Anfilligkeit aus Feld, Lager und Gewichshaus. Auf der x-Achse ist die
Anfilligkeit der Sorten von 1-7 gegen H. solani (vgl. Kapitel 6 aus Material und Methoden),
auf der y-Achse die Keimrate in % angegeben. Das Bestimmtheitsmass betrdgt hier 0,004, nach
dem Durbin-Watson-Test liegt keine signifikante Beziehung zwischen den Parametern vor.
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Um den Grund fiir die sortenspezifische Keiminduktion zu untersuchen, wurden
enzymatische Zuckeranalysen mit dem Wasser, in dem die Knollen 5 Tage eingelagert

waren, durchgefiihrt. Es wurde der Gehalt an D—Fructose, D-Glucose und Saccharose
gemessen (Graphik 59).
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Graphik 59: Zuckergehalte in den Wasserproben nach 5tigiger Lagerung der Knollen der
verschiedenen Sorten. Auf der x-Achse sind die entsprechenden Sorten, auf der y -Achse der
Zuckergehalt in g/l und auf den z-Achsen die Zuckervarianten Saccharose, D-Glucose und D-

Fructose angegeben. Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den Sorten und den
Zuckergehalten ermittelt werden (t — Test; p < 0,05).

Der Zuckergehalt in den Wasserproben war insgesamt sehr gering. Nur in 9 von 36
Proben konnte {iberhaupt Zucker in sehr geringen Mengen nachgewiesen werden. Keine
Zuckerart trat besonders hiufig oder in grolen Mengen auf. Ein sortenabhingiger
Saccharose- /D — Glucose- /D — Fructosegehalt war nicht zu erkennen, da keine
signifikante Beziehung zwischen Zuckerproduktion und Sorten bestand. Demnach
konnte auch kein Zusammenhang zwischen der Keimratenerhohung von H. solani

Konidien und dem Zuckergehalt in den einzelnen Proben gefunden werden.
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5.2 Untersuchung der Ubertragung iiber Stolonen mittels PCR

Um zu iiberpriifen, ob der Pilz auch in der Lage ist, mit den Stolonen von Mutterknolle
zu Tochterknolle zu wachsen, wurden Proben der Stolonen, Wurzeln, Triebe und Schale
mittels PCR auf H. solani tberpriift. Als geeignete Aufreinigungsmethode zeigte sich
das Invisorb® SPIN Plant Mini Kit der Firma INVITEK GmbH, Géttingen. Um die PCR
selbst zu optimieren, wurden befallene Schalenproben untersucht und mit H. solani—
DNA aus Reinkulturen gemischt. Damit sollte eine Storung der PCR durch pflanzliche
bzw. andere pilzliche DNA ausgeschlossen werden. Die Primernpaare ITS4-ITSS,
HSF120-HSR 465 und HSF 19—HSR 447 (nicht abgebildet) wurden getestet (Abb. 15).

1 2 3 4

Abbildung 15: PCR Produkte der Positivkontrolle von H. solani DNA gemischt mit
gesamt DNA aus Stolonenproben mit ITS4/5S und H. solani spezifischen Primern
(HSF120-HSR465). Es wurde ausgeschlossen, dass Fremd-DNA die PCR stort. S = Standard
DNA in 100 bp Schritten; 1 = PCR mit ITS Primern mit DNA aus befallenem Schalenmaterial,
2 = PCR mit ITS Primern mit DNA aus befallenem Schalenmaterial gemischt mit H. solani
DNA aus Sterilkultur; 3 = PCR mit H. solani spezifischen Primern mit DNA aus befallenem
Schalenmaterial; 4=PCR mit H. solani spezifischen Primern mit DNA aus befallenem
Schalenmaterial gemischt mit H. solani DNA aus Sterilkultur.

Das H. solani spezifische Primerpaar HSF 19 — HSR 447 ergab immer zahlreiche
unspezifische Banden auf dem Gel, so dass damit nicht weitergearbeitet wurde (nicht
abgebildet). Die mit S bezeichneten Spuren zeigen die Standard-DNA in 100 bp
Schritten. Auf Bahn 1 wurden eine PCR mit ITS 4/5 mit dem H. solani befallenem
Schalenmaterial durchgefiihrt. Das gewiinschte DNA Fragment von 530 bp Lénge
konnte nachgewiesen werden. Da es sich bei ITS Primern um Universalprimer fiir Pilze
handelt, wurde auch andere pilzliche DNA, die mit der Schalenprobe gereinigt wurden,

erfasst. Damit ldsst sich das weitere Fragment bei ca. 700 bp erkldren. Auf Bahn 2
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wurde der DNA der Schalenprobe H. solani DNA aus Reinkulturen beigemischt und
mit ITS Primern amplifiziert, was ein starkes Signal in der gewiinschten Gréfe von 530
bp ergab. Somit stort Pflanzen-DNA, bzw. DNA anderer Pilze die Amplifikation der H.
solani DNA nicht. Auf Bahn 3 wurde die PCR mit der DNA der Schalenprobe mit dem
H. solani spezifischen Primerpaar HSF120- HSR 465 durchgefiihrt. Der Pilz konnte
eindeutig nachgewiesen werden mit dem erwarteten DNA Fragment von 345 bp Linge.
Auf Bahn 4 wurde der Schalenprobe die H. solani DNA aus Reinkulturen beigemischt
und die PCR mit Primerpaar HSF120-HSR 465 wiederholt. Hier wurde ebenfalls ein
Signal bei 345 bp aufgenommen. Damit konnte auch fiir die H. solani spezifischen
Primer bestdtigt werden, dass pflanzliche und andere pilzliche DNA die Amplifikation
nicht storen. Als Negativkontrolle der pflanzlichen DNA wurden Meristemkartoffeln
der Sorten Karlena und Acapella angezogen und die DNA aus Wurzeln, unterirdischem
Triebteil als auch griinem Trieb extrahiert. Es wurden nestedPCR wie beschrieben

durchgefiihrt (Abb. 16).

S 1.2 3 4 5 6 7 8

Abbildung 16: PCR der DNA Proben aus Meristemkartoffeln mit H. solani spezifischen
Primern (HSF120-HSR465). Die Amplifikation von Pflanzen-DNA durch H. solani
spezifische Primer wurde ausgeschlossen. S = Standard DNA in 100 bp Schritten; 1 =
Positivkontrolle mit reiner H. solani DNA; 2 = Negativkontrolle ohne Matrizen-DNA; 3 =
Wurzelprobe von Karlena; 4 = unterirdische Triebprobe von Karlena; 5 = griine Triebprobe
von Karlena; 6 = Wurzelprobe von Acapella; 7 = unterirdische Triebprobe von Acapella; 8 =
Triebprobe von Acapella.

Die mit S bezeichneten Spuren zeigen die Standard DNA in 100 bp Schritten. Auf Bahn
1 wurde die Wasserkontrolle aufgetragen, auf Bahn 2 die Positivkontrolle mit H. solani
DNA aus Sterilkultur gemischt. Bahnen 3-5  zeigen die PCR aus Wurzel,

unterirdischem Trieb und griinem Trieb von Karlena, Bahnen 6-8 die aus Wurzel,
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unterirdischem Trieb und grilnem Trieb von Acapella. In keiner Probe wurde DNA
amplifiziert. Damit wurde gezeigt, dass pflanzliche DNA weder durch ITS noch durch
H. solani spezifische Primer vervielféltigt wird. AnschlieBend wurden mit Silberschorf
befallene Knollen der Sorten Karlena und Acapella gewaschen und die Oberfldchen mit
70 % Ethanol gereinigt. Danach wurden sie in steriler Erde ausgepflanzt und bis zur
Abreife abgewartet. Die DNA aus Stolonen, Wurzeln und unterirdischen Trieben wurde
extrahiert und eine nestedPCR mit ITS Primern und anschlieBend HSF120 — HSR 465
durchgefiihrt (Abb. 17). Die mit S bezeichneten Spuren zeigen die Standard DNA in
100 bp Schritten. Auf Bahn 1 ist die Positivkontrolle mit H. solani DNA aus
Reinkulturen, auf Bahn 2 die Wasserkontrolle zu sehen. Auf Bahnen 3 —5 wurden die
PCR Produkte mit DNA aus Trieb-, Wurzel-, Stolonproben der Sorte Acapella, auf
Bahnen 6 — 8 die PCR Produkte mit DNA aus Trieb-, Wurzel-, Stolonproben der Sorte

Karlena aufgetragen.

s 1 2 3 4 5 6 7 8

Abbildung 17: PCR der Stolonen, Wurzeln und Triebe verschiedener Kartoffelsorten mit
H. solani spezifischen Primern (HSF120-HSR465). Der Pilz wurde in unterirdischen
Pflanzenproben nachgewiesen. S = Standard DNA in 100 bp Schritten; 1 = Positivkontrolle mit
reiner H. solani DNA; 2 = Negativkontrolle ohne Matrizen-DNA; 3 = PCR Produkt der
Triebprobe von Acapella; 4 = PCR Produkt der Wurzelprobe von Acapella; 5 = PCR Produkt der
Stolonprobe von Acapella; 6 = PCR Produkt der Triebprobe von Karlena; 7 = PCR Produkt der
Wurzelprobe von Karlena; 8 = PCR Produkt der Stolonprobe von Karlena;

In der unterirdischen Triebprobe der Sorte Acapella wurde keine DNA von H. solani
gefunden, aber in den Wurzeln sowie in den Stolonen wurde Silberschorf
nachgewiesen. Bei der Sorte Karlena dagegen konnte in allen untersuchten
Pflanzenteilen H. solani mittels PCR nachgewiesen werden. Der Versuch wurde
mehrfach wiederholt mit dhnlichem Ergebnis. In Stolonen konnte der Pilz immer, in

Wurzeln und unterirdischem Triebteil in ca. 60-70 % der Félle nachgewiesen werden.
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Damit wurde eine Ubertragung von Silberschorf von Mutter- auf Tochterknolle iiber die
Stolonen bestétigt. Die Tochterknollen der fiir diesen Versuch eingepflanzten Sorten
wurden zur Bestitigung des Ergebnisses in Boxentests eingelagert und nach 8§ Wochen
auf Silberschorf bonitiert. Alle Knollen zeigten einen geringen bis mittelschweren
Befall von 20-40 % befallener Knollenoberflidche. Da die Knollenoberfldche sterilisiert
und die Knollen in steriler Erde ausgepflanzt worden waren, bestétigt dies das durch die
PCR gefundene Resultat. Um zu {iberpriifen, ob sich der Pilz systemisch in den
Leitbiindeln oder mit der Schale bzw. Rinde wichst, wurde abschlielend noch
nestedPCR mit Proben der Leitbiindel aus befallenen Knollen der Sorten Karlena,
Acapella und Arcula durchgefiihrt (Abbildung 18). Die mit S bezeichneten Spuren
zeigen die Standard DNA in 100 bp Schritten. Bahn 1 zeigt eine Positivkontrolle in der
DNA aus Knollenproben mit H. solani DNA aus Reinkultur gemischt wurde, um
auszuschlieBen, dass die eventuell mit aufgereinigte Stirke der Knolle die PCR stort. Es
konnte ein klares Signal in gewiinschter Grofle nachgewiesen werden, so dass eine
Storung ausgeschlossen werden kann. Auf Bahn 2 ist die Wasserkontrolle aufgetragen.
Auf Bahn 3 wurde die PCR der Leitbiindel der Sorte Karlena, Bahn 4 der Sorte
Acapella und Bahn 5 der Sorte Arcula aufgetragen. Es konnte in keiner Probe pilzliche
DNA nachgewiesen werden. Auch in Wiederholungen wurde das Ergebnis bestétigt.
Somit scheint sich der Pilz nicht systemisch sondern auf anderem Wege z.B. mit der

Rinde ausbreiten.
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Abb. 18: PCR der Leitbiindel der Sorten Karlena, Acapella und Arcula mit H. solani
spezifischen Primern (HSF120-HSR465). Der Pilz konnte nicht im Leitbiindelsystem
nachgewiesen werden. Bei den Signalen auf Bahnen 3-5 handelt es sich um Primerdimere.
S=Standard DNA in 100 bp Schritten; 1=Positivkontrolle Knollen DNA gemischt mit H. solani
DNA; 2=Negativkontrolle ohne Matrizen-DNA; 3=PCR Produkt der Leitbiindel von Karlena;
4=PCR Produkt der Leitbiindel von Acapella; 5=PCR Produkt der Leitbiindel von Arcula;
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Diskussion

1 Inokulumherstellung und Erstellung eines Standardsortiments

Als erstes Ziel dieser Arbeit wurde die Erstellung eines Sortenspektrums mit klar
abgrenzbarer Anfalligkeit angestrebt, um dieses als Vergleichsspektrum fiir spétere
Resistenzziichtung nutzen zu konnen. Der Einfluss duBerer Faktoren sollte iiberpriift
werden. Um Versuche zur Befallsstirke verschiedener Kartoffelsorten gegeniiber
Silberschorf durchfiihren zu konnen, ist die Isolierung des Pilzes wie auch die
Herstellung eines standardisierten Inokulums erforderlich. Daher erfolgte zunédchst eine
Optimierung der Inokulumherstellung. Die Isolierung des Pilzes ist auf Grund des
langsamen Wachstums (ERRAMPALLI et al., 2001a) sehr schwierig. Die Isolierung von
Kartoffelknollen wurde von GROTH & WEBB (1983) beschrieben und in dieser Arbeit
verwendet. Die Kontamination der Agarplatten durch andere Pilze war jedoch so hoch,
dass dem Medium Bengal Rosa beigemischt wurde. Bengal Rosa bildet unter
Lichteinfluss Sauerstoffradikale, die auf eine Vielzahl von Pilzen und Bakterien stark
wachstumshemmend wirken (CHILVERS et al., 1999). AuBlerdem wurde dem Medium
zur Vermeidung Dbakterieller Kontaminationen Streptomycin als bekanntes
Breitbandantibiotikum zugesetzt. Dadurch konnte die Methode optimiert und
vereinfacht werden.

Eine Isolierung aus Bodenproben stellt sich dagegen wesentlich schwieriger dar. H.
solani zeigt im Vergleich zu anderen bodenbiirtigen Pilzen auf Agarplatten ein sehr
langsames Wachstum (ERRAMPALLI et al., 2001a), und die Konidienkeimung wird
offenbar von verschiedenen Bdden unterdriickt. Dieser Punkt wird spéter noch
ausfiihrlich diskutiert. Eine Isolierung aus Bodenproben mit Selektivmedien scheint am
einfachsten und daher sinnvollsten. Ein Selektivmedium zur Isolierung von H. solani
wurde zwar von SINGH 1972 beschrieben, erwies sich in spdteren Arbeiten jedoch als
relativ unsensitiv und nicht zuverldssig in der Durchfiihrung (CARNEGIE et al., 2003).
Das in dieser Arbeit eingesetzte V8—Gemiisesaft Medium mit Zusatz von Streptomycin
und Bengal Rosa erwies sich ebenfalls als nicht besonders effektiv, da trotz einer
Vielzahl von eingesetzten Konidien die Anzahl der gekeimten Konidien duBerst gering
war. Von HALL (1996) und CARNEGIE et al. (2003) wurde eine Bioassay Methode
beschrieben, in der Miniknollen in infiziertem Boden ausgepflanzt werden. Danach

konnte eine Bodeninfektion von < 10 Konidien pro g Boden auf den Miniknollen
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nachgewiesen werden. Es fehlen jedoch Negativkontrollen der eingesetzten Knollen.
AuBerdem erfordert diese Methode einen enormen Zeit- und Materialaufwand und
verursacht hohe Kosten. Zudem ist die Standardisierung der Methode schwierig. Das
von LEDINGHAM & CHINN (1955) beschriebene Flotationsverfahren zur Isolierung von
Helminthosporium sativum aus Bodenproben wurde in dieser Arbeit fiir H. solani
getestet. Dabei wird die Tatsache genutzt, dass die Konidien von H. sativum stark
lipophil sind und sich somit in einer Olsuspension gut von Bodenpartikeln trennen
lassen. Leider zeigten sich die Konidien von H. solani als stark lipophob in allen
getesteten Olen, so dass diese Methode ungeeignet fiir H. solani ist. Es besteht also
weiterhin Forschungsbedarf um eine geeignete, schnelle und kostengiinstige Methode
zur Isolierung von H. solani aus Bodenproben zu etablieren.

Der zweite wichtige Punkt zur Herstellung von Inokulum ist die Anzucht des Pilzes in
vitro. Optimal wére die Inokulumsanzucht in Fliissigmedium, um dieses direkt auf die
Knollen {ibertragen zu konnen. Das inhomogene Wachstum des Pilzes wie auch die
stark eingeschrankte Fahigkeit zur Konidienbildung, die schon von ELSON et al. (1998)
beschrieben wurde, schlieBen dies jedoch aus. Daher wurde die Anzucht auf
Agarmedium bevorzugt. Verschiedene frithere Studien zeigten, dass die
Néhrstoffversorgung im Medium einen signifikanten Einfluss auf die Konidienbildung
von H. solani und dem Pilz dhnlichen Organismen hat (ELSON et al., 1998; COLEMAN &
HODGES, 1990; EVANS & BLACK 1981; HARDING 1975). Es wurde gezeigt, dass ein zu
hohes Kohlenstoff:Stickstoff Verhéltnis bzw. nur ein hohes Kohlenstoffangebot im
Medium die Konidienbildung unterdriickt. Die hohe Menge an Kohlenstoff im
Kartoffeldextrosemedium, das ebenfalls von CARNEGIE et al. (2003) verwendet wurde,
konnte daher die geringe Konidiendichte erkldren. Auch das Angebot bestimmter
Aminosduren unterdriickt Wachstum und Konidienbildung des Pilzes (ELSON et al.
1998). Auf Kartoffelknollen wird die Entwicklung des Pilzes nach HERVIEUX et al.
(2002) durch den Zusatz verschiedener organischer und anorganischer Salze
unterdriickt. Dies konnte auch ein Grund fiir das schlechte Wachstum auf YEPD
Medium sein, da es sich um ein mit Kohlenstoff, Aminosduren und Salzen stark
angereichertes Vollmedium handelt. Aminosduren wie Leuzin, Tyrosin und Arginin als
Stickstoffquelle forderten nach ELSON et al. (1998) dagegen das Wachstum und die
Konidienbildung des Pilzes. Die exakte Kohlenstoff- und Stickstoff Zusammensetzung
des V8-Gemiisesaftagars wurde nicht bestimmt, daher kann das verstirkte

Vorhandensein dieser Aminosduren nur vermutet werden. 1983 zeigten GROTH &
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WEBB, dass V8—Agar sehr gut zur Anzucht von H. solani geeignet ist, jedoch ohne
Erforschung der Ursachen oder Vergleiche zu anderen Medien. Auch MERIDA & LORIA
(1994b) beschrieben V8—Gemiisesaftagar als Konidienbildung forderndes Medium,
ebenfalls ohne genauere Erforschung oder Vergleich zu anderen Medien. In dieser
Arbeit wurden V8-Gemiisesaftagar als bestes Medium zur Anzucht von H. solani
bestdtigt im direkten Vergleich zu anderen Medien wie YEPD als Vollmedium oder
Malzextraktagar und Kartoffel-Dextrose-Agar mit hohem Zuckerangebot.

AuBerdem wurde der Einfluss von NUV-Bestrahlung auf Wachstum und
Konidienentwicklung des Pilzes untersucht. Fiir Silberschorf wurden bisher nur
Belichtungsversuche des Pilzes direkt auf Kartoffelknollenextrakten durchgefiihrt. Hier
unterdriickte die Beleuchtung die Entwicklung des Pilzes deutlich (PERCIVAL et al.,
1998). Dabei handelt es sich aber in erster Linie um die knollenspezifische Bildung von
Glycoalkaloiden bei Belichtung (GRIFFITHS et al., 1994), welche die Entwicklung des
Pathogens unterdriickt. /n vitro liegen bisher keine Ergebnisse vor. In dieser Arbeit
konnte aber kein Zusammenhang zwischen der Konidienbildung, Entwicklung von H.
solani und der NUV — Bestrahlung gefunden werden.

Zur Dauerkultivierung von H. solani wurde Hafermehlagar in Schrigrohrchen
verwendet, da von KAMARA & HUGUELET (1972) und MERIDA & LORIA (1994b)
beobachtet wurde, dass der Pilz auf Haferbldttern im Boden lange Zeit iiberleben kann.
Zusammenfassend ldsst sich fiir die Herstellung des Inokulums sagen, dass die
Isolierung von Knollen erfolgreich optimiert wurde, wéhrend die Isolierung aus
Bodenproben nach wie vor schwierig ist. Die Kultivierung des Pilzes geschieht am
besten auf V8 — Gemiisesaft — Agar mit Beigabe von Bengal Rosa und Streptomycin als
Schutz vor Kontaminanten. Eine Bestrahlung mit NUV-Licht scheint keinen Einfluss

auf die Konidienbildung zu haben, die Inkubation kann im Dunkeln stattfinden.

Nach Herstellung des geeigneten Inokulums konnten die Versuche zur Befallsstirke
verschiedener Kartoffelsorten gegeniiber Silberschorf in Feld, Lager und Gewéchshaus
durchgefiihrt werden. In beiden Feldversuchsjahren zeigte sich, dass es keine
vollkommen resistenten Solanum tuberosum — Sorten gibt, was schon von MERIDA et
al. (1994) und RODRIGUEZ (1995) vermutet wurde. Von RODRIGUEZ et al. (1995)
wurden allerdings verschiedene knollentragende Solanum spp., darunter Solanum
demissum, beschrieben, die eine deutlich ausgeprdgte Resistenz gegen H. solani
ausbilden. Es ist bekannt, dass in wilden Solanum spp. Resistenzgene gegen fast alle
wichtigen Kartoffelkrankheiten existieren (BAMBERG et al., 1994; ORrTiz, 1998;
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JANSKY, 2000). In spéteren Arbeiten von JANSKY & ROUSE (2003) wurde auch versucht,
diese fiir verschiedene andere Knollenkrankheiten in interspezifischen Hybriden fiir die
Zichtung nutzbar zu machen. Aus Kapazitits- und Kostengriinden konnten diese
Wildtypen bzw. Hybridsorten in dieser Arbeit nicht mitgefiihrt werden, wéren aber fiir
zukiinftige Arbeiten ein lohnender Ansatz.

Alle in dieser Arbeit getesteten Sorten wiesen im Feld, nach Lagerung und im
Gewichshaus einen gewissen Silberschorfbefall auf, die Befallsstirke und die
Symptomauspriagung variierten aber in Abhangigkeit von der Sorte.

Ein Unterschied in der Resistenzauspriagung verschiedener Solanum tuberosum — Sorten
gegeniiber H. solani wurde schon in fritheren Studien erkannt (MERIDA und LORIA,
1994a; HILTON et al., 2000; STACHEWICZ et al., 2001). Obwohl in den Feldversuchen
des ersten Jahres die einzelnen Standorte einen unterschiedlich hohen Infektionsdruck
aufwiesen, verdnderte sich die Befallsrangfolge der gepriiften Sorten nur geringfiigig.
Im zweiten Versuchsjahr wurde eine Unterscheidung zwischen hohem und niedrigem
Befallsdruck durch Inokulation der Hilfte der Parzellen simuliert. Auch hier verdanderte
sich die Befallsrangfolge kaum. Sorten wie Karlena und Secura waren immer anfallig,
wiéhrend Sorten wie Princess und Franzi sich immer als gering anfillig zeigten. Es
konnte also das Ergebnis des Vorjahres bestétigt werden, dass die Sorten nach der Ernte
eine ihnen eigene Anfilligkeit gegeniiber H. solani zeigen, wodurch eine
Differenzierung des Sortenspektrums moglich ist. Dabei existieren grofle Unterschiede
zwischen den einzelnen Sorten, welche in ihrer Auspragung zueinander unabhingig von
dufleren Verhéltnissen zu sein scheinen. Auch im Lager und Gewichshaus konnten
diese Ergebnisse bestitigt werden. In fritheren Arbeiten wurde postuliert, dass sich ein
Pflanzgutvorbefall auf die Entwicklung von Silberschorf am Erntegut auswirken kann
(READ & HIDE, 1984; HIDE, 1987). Knollen mit starkem Vorbefall sollen demnach
einen geringeren Befall am Erntegut bewirken, wihrend Knollen mit niedrigem
Vorbefall einen erhohten Befall auslosen konnen. Begriindet wird dies durch die
Beobachtung, dass die Konidienkeimung auf groBen, alten Lasionen stark limitiert ist,
verglichen mit der von kleineren Lésionen (JELLIS & TAYLOR, 1977; READ & HIDE,
1984). Dies wiirde bedeuten, dass der Vorbefall mafigeblichen Einfluss auf die
Sortenrangfolge in Bezug auf ihre Anfidlligkeit hat. Optimal wére das Einsetzen
krankheitsfreien Pflanzgutes. Da aber auf Grund der stark gestiegenen
Silberschorfproblematik kein sauberes Pflanzgut zur Verfiigung stand, sollte diese

Frage durch die Inokulation nur der Haélfte der Parzellen geklart werden. Bei
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Vernachldssigung des jeweils im Boden vorhandenen Inokulums kann bei den
unbehandelten Varianten von einem geringen Befallsdruck ausgegangen werden, da der
Ausgangsbefall des Pflanzgutes sehr gering war. Durch Inokulation der anderen
Parzellenhélfte waren diese Knollen einem hohen Befallsdruck ausgesetzt. Es ist aber
auch moglich, dass auf Grund des im Sommer 2003 extrem heilen Wetters die
Inokulation nicht erfolgreich angegangen war und somit ein Vergleich nur bedingt
moglich ist. Anhand der Ernteergebnisse kann die in der Literatur beschriebene
Umkehrung des Silberschorfbefalls in diesen Versuchen nicht bestétigt werden. An
allen drei Standorten ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen
unbehandelten und inokulierten Varianten, wobei ein Trend von stirkerem Befall bei
inokulierten Varianten im Gegensatz zu unbehandelten Varianten zu erkennen war.
Unterstiitzt wurde das Ergebnis aber auch durch sidmtliche durchgefiihrten
Lagerversuche, in denen der Ausgangsbefall der Knollen positiv korreliert mit dem
Befall nach Lagerung. Da es in dieser Arbeit keine signifikanten Unterschiede im
Sortenspektrum zwischen den verschiedenen Standorten und Jahren, sowie dem
Gewichshausversuchen gab, kann daraus geschlossen werden, dass das
Anfilligkeitsverhalten offenbar hauptsachlich sortenbedingt ist. Faktoren wie
Witterung, Klima und Bodenverhidltnisse wie auch Vorbefall scheinen fiir die
Anfilligkeit kaum eine Rolle zu spielen.

Die Befallsstirke innerhalb eines Schlages scheint jedoch mit duleren Bedingungen zu
korrelieren, da an den unterschiedlichen Standorten der Gesamtbefall mit Silberschorf
trotz einheitlichem Pflanzgut stark schwankte. Die Befallsrangfolge der einzelnen
Sorten wird davon jedoch nicht beeinflusst. In der Literatur wird darauf hingewiesen,
dass sich H. solani auf Sandboden besser entwickeln kann, als auf Lehm- oder
Tonbdden (LENNARD, 1980), wéhrend giinstige Infektions- und
Wachstumsbedingungen fiir den Pilz sortenunabhéngig den Silberschorfbefall erhdhen
(STACHEWICZ et al., 2001). Zudem haben die Vorfriichte der vorausgegangenen Jahre
sowie die Bodenbearbeitung offenbar einen Einfluss auf den Silberschorfbefall
(CARTER et al., 2003; PETERS et al., 2003). Nach ADAMS et al. (1970) spielt auch die
Nahrstoffzusammensetzung wie z. B. Ammonium-, oder Stickstoffangebot sowie die
Menge der im Boden vorhandenen Bakterien eine Rolle fiir die Entwicklung von
Silberschorf. Ein groBes Stickstoffangebot und die Anwesenheit vieler Bakterien
verringern demnach deutlich den Befall mit Silberschorf. Von LEACH et al. (1991)

wurde zudem ein Einfluss der eingesetzten Herbizide auf das Wachstum des Pilzes
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beschrieben. Welcher der Faktoren Boden, Klima, Witterung, bodenbiirtiges Inokulum
oder Bodenbehandlung wihrend der Vegetationsperiode fiir die jeweilige Befallsstirke
an den drei Standorten verantwortlich war, konnte nicht néher festgestellt werden.

Einen Einfluss auf den Silberschorfbefall kann auch der Befall mit C. coccodes haben,
welcher im Rahmen dieser Arbeit ebenfalls bonitiert wurde. Bei C. coccodes, zuerst
beschrieben 1926 von DICKSON, handelt es sich ebenfalls um einen Schalenparasiten,
der den selben Lebensraum wie Silberschorf einnimmt und dessen Symptome leicht mit
denen des Silberschorfs verwechselt werden konnen (JELLIS & TAYLOR, 1974; RADTKE
et al., 2000; LEEs & HILTON, 2003). Da beide Pilze den gleichen Lebensraum
beanspruchen, ist anzunehmen, dass sie in Konkurrenz zueinander stehen. Der Befall
mit C. coccodes fiel an den drei Standorten und zwischen den Jahren sehr
unterschiedlich aus. Weder eine sortenspezifische Resistenzentwicklung noch eine
allgemeine Resistenz konnte in dieser Arbeit beobachtet werden. Aus der Literatur sind
keine vollkommenen Resistenzen gegen den Pilz bekannt (LEES & HILTON, 2003).
Verschiedene Arbeiten stellten Anfélligkeitsunterschiede bei unterschiedlichen Sorten
fest (GANS et al. 2002; READ, 1991), wobei die Anfilligkeit auf Schalendicke (HUNGER
& MCINTYRE, 1979) bzw. Schalenfiarbung (READ, 1991; JELLIS & TAYLOR, 1974)
zurlickgefiihrt wurde. Auch ein Zusammenhang zwischen dem Befall mit C. coccodes
und mit Silberschorf im zweiten Versuchsjahr wurde nicht gefunden. Auf das
Anfalligkeitspektrum der Knollen gegen Silberschorf hatte C. coccodes nach dieser
Arbeit keinen erkennbaren Einfluss. In wieweit der Befall mit C. coccodes auf den
standortspezifischen H. solani Befall dennoch einen Einfluss hat, kann jedoch nicht
abschlieBend ausgeschlossen werden.

Bei Silberschorf handelt es sich um eine Krankheit, die sich hauptsdchlich im Lager
ausbreitet (PETERS, 1999). Dies konnte auch in den durchgefiihrten Lagerungsversuchen
bestdtigt werden, da sich die Befallsstirke bei allen Versuchen nach der Lagerung
deutlich gesteigert hat. Daher ist die Erhebung der Lagerdaten von sehr grofler
Bedeutung. Auch im Lager zeigten die Sorten das gleiche Spektrum in Bezug auf ihre
Anfilligkeit. Die nach der Ernte als stark anféllig deklarierten Sorten zeigten auch nach
der Lagerung die stirksten Symptomauspriagungen, wihrend die als unempfindlich
eingestuften Sorten auch nach der Lagerung geringen Silberschorfbefall zeigten. Es
kann somit angenommen werden, dass die sortenspezifische Anfdlligkeit von Anfang an
direkt mit spezifischen Parametern der Knollenbeschaffenheit zusammenhingt, wobei

auBere Umsténde nur eine sehr geringe Rolle spielen. Die allgemeine Befallsstirke, dass
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heil3t, der auf allen Sorten lastende Befallsdruck, kann dagegen stark durch die dulleren
Umstdnde im Feld sowie vor allem im Lager beeinflusst werden (MERIDA et al., 1994;
LENNARD, 1980). Nebenbei wurde im zweiten Jahr auch der Einfluss der Befallsstirke
auf Pflanzenentwicklung und Ertrag ermittelt. Nach DENNER et al. (1997) kann der Pilz
den Ertrag negativ beeinflussen, wiahrend Mool (1968) fand, dass die Krankheit zwar
keinen Einfluss auf das Pflanzenwachstum, aber auf die Keimungsrate der Knollen hat.
Im Wiederspruch dazu beobachteten READ & HIDE (1984) einen negativen Einfluss von
Silberschorf auf das Pflanzenwachstum, jedoch keinen auf den Ertrag. In den
Untersuchungen dieser Arbeit konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen
Pflanzenhohe, Ertrag und Silberschorfbefall gefunden werden. Damit konnten keine der
widerspriichlichen Ergebnisse der oben erwihnten Arbeitsgruppen bestitigt werden.

Zusammenfassend zur ersten Zielsetzung dieses Projekts ldsst sich sagen, dass ein
geeignetes Spektrum von anfélligen bis hin zu wenig anfilligen Sorten erarbeitet
werden konnte. Zudem konnte weitestgehend ausgeschlossen werden, dass &duBere
Verhéltnisse sowie der Befall mit C. coccodes einen Einfluss auf das sortenspezifische
Anfilligkeitsverhalten haben. Die Befallsstiarke innerhalb eines Schlages oder Lagers
dagegen ist deutlich von duBleren Einfliissen abhidngig ohne die Befallsrangfolge der
Sorten zu beeinflussen. AuBler der Knolle scheinen nach dieser Arbeit auch keine
anderen Pflanzenteil negativ durch den Befall mit Silberschorf beeinflusst zu werden.
Aufbauend auf diesem Sortiment konnten nun genauere Laboruntersuchungen zur

Ermittlung der Resistenzfaktoren und des Ubertragungswegs unternommen werden.

2 Resistenzfaktoren

Nach AGRIOS (1978) gibt es verschiedene Wege, wie sich Pflanzen gegen Pathogene
schiitzen konnen. Er unterteilt grob in eine strukturelle und eine biochemische Abwehr.

Zunichst soll auf die strukturelle Abwehr eingegangen werden. Dabei lésst sich diese
nach AGRIOS (1978) wiederum in priaformierte und induzierte strukturelle Abwehr
gliedern. Bei der priformierten Abwehr handelt es sich um Strukturen, die schon vor
dem Pathogenangriff vorhanden waren. Dazu gehdren Strukturen wie Peridermdicke,
Wachsschicht, Zellwandaufbau- und dicke, sowie Form und Anzahl der Lentizellen

(AGRIOS, 1978; AKAI, 1959).
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In dieser Arbeit wurden als strukturelle praformierte Abwehr die Peridermdicke sowie
deren Struktur untersucht. In fritheren Arbeiten wurde angenommen, dass diinnschalige
Sorten stirker anfillig gegen Silberschorf sind als dickschalige (HUNGER & MCINTYRE,
1979) mit der Begriindung, dass die Penetration diinnschaliger Sorten fiir den Pilz
leichter sei. Ein Zusammenhang zwischen Schalendicke und Anfilligkeit konnte in
dieser Arbeit aber nicht bestitigt werden, da keine statistisch signifikante Beziehung
zwischen den beiden Parametern gefunden werden konnte. In verschiedenen
mikroskopischen Arbeiten anderer Arbeitsgruppen wurde festgestellt, dass H. solani
offenbar nur die Periderm- und Cortexschicht der Kartoffelknollen besiedelt (HEINY &
MCINTYRE, 1983; MARTINEZ et al., 2004). Dies spricht ebenfalls gegen die Annahme
von HUNGER & MCINTYRE (1979), da somit eine dicke Periderm-Cortexschicht dem
Pilz eine bessere Lebensgrundlage bieten wiirde. Danach kommt es bei der Penetration
der Peridermschicht als Lebensgrundlage nicht auf die Dicke der gesamten Schale, wie
von HUNGER & MCINTYRE (1979) angenommen, an, sondern auf die Dicke bzw.
Zusammensetzung der einzelnen Zellwéinde der Peridermzellen (u.a. beschrieben von:
SOLIDAY et al., 1979; COTTLE & KOLATTUKUDY, 1982; HEINY & MCINTYRE, 1983;
PuTtz, 1998). Bei den in dieser Arbeit gewonnenen Daten scheint aber wie erwédhnt kein
Zusammenhang zwischen Periderm-Cortex—Dicke und der Anfilligkeit zu bestehen. Bei
ndherer Betrachtung der Ergebnisse fallt die bei allen Sorten extrem hohe
Standardabweichung auf. Da bei allen untersuchten Sorten die Probeknollen eine
Streuung der Schalendicke von bis zu 2 mm aufwiesen, liee dies den Schluss zu, dass
die Periderm-Cortex-Dicke insgesamt kein geeignetes Kriterium zur Beschreibung einer
Sorte darstellt. Vielmehr konnte dagegen die Peridermstruktur einen Einfluss auf die
Anfilligkeit der Sorten haben. Einige der untersuchten Sorten wiesen dabei
sortenbedingt eine glatte ungeschuppte Oberfliche auf, wédhrend andere zu starker
Schuppenbildung neigten. Unter Umstidnden wére es vorstellbar, dass dem Parasiten
durch die schuppige Oberfliche mehr Angriffsfliche geboten wird und er dadurch einen
stirkeren Befall verursachen kann. Diese Annahme wurde durch die in dieser Arbeit
durchgefiihrten Wigetests iiberpriift. Es konnte jedoch ebenfalls kein signifikanter

Zusammenhang zwischen Schalenstruktur und Anfilligkeit der Sorten ermittelt werden.

Zu den erst durch Pathogenangriff induzierten strukturellen Verédnderungen gehoren
histologische Abwehrstrukturen, wie zum Beispiel die Ausbildung einer Korkschicht

von Kartoffelknollen nach Verletzung oder Befall (RAMSEY, 1917), zelluldre Strukturen
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durch morphologische Verdnderungen der Zellwand (MARTIN, 1964, HARDHAM &
MITCHELL, 1998), zytoplasmatische Abwehrreaktionen (AGRIOS, 1978) sowie die
nekrotische Abwehrreaktion durch Hypersensitivitdt (MULLER, 1959).

Um die induzierten strukturellen Abwehrmechanismen zu untersuchen, wurden im
Rahmen dieser Arbeit lichtmikroskopische Versuche angestrengt. Dabei sollte auch
gepriift werden, wie und wieweit der Pilz in das Gewebe der Knollen eindringt. Dafiir
wurde zunichst eine geeignete Farbemethode des Pilzes in Knollengewebe gesucht. In
der Arbeit von HEINY & MCINTYRE (1983) wurde zum Anférben des Pilzes fiir die
Lichtmikroskopie auf Knollenoberflichen Lactophenol Baumwoll Blau verwendet.
Durch Verwendung von Calcofluor (ROHRINGER, 1977) in dieser Arbeit konnte eine
stark vereinfachte Methode zur Anfarbung des Pilzes auf Knollenoberfldchen dargestellt
werden. Zur Farbung des Pilzes in Knollenquerschnitten wurden bei HEINY &
MCINTYRE (1983) Ammoniacal Gentian Violet (ARTSCHWAGER, 1927), Pianese IlIb
(SIMMONS & SHOEMAKER, 1952), Stoughton’s Thionin und Orange G (CLARK, 1973)
sowie Safranin-fast Green (JOHANSEN, 1940) eingesetzt. Dabei handelt es sich um alte,
sehr komplizierte Féarbeverfahren, die durch diese Arbeit nach Moglichkeit verbessert
werden sollten. Leider konnte jedoch keine geeignetere Féarbemethode zur
Hervorhebung des Pilzes in Knollenquerschnitten gefunden werden. HEINY &
MCINTYRE (1983) und MARTINEZ et al. (2004) untersuchten die Knollenproben auch
mit Hilfe der Transmissions- und Raster-Elektronenmikroskopie. Dies konnte aus Zeit-
und Kapazititsgriinden in dieser Arbeit nicht durchgefiihrt werden. Eine Erforschung
der Penetration sowie Ausbreitung im Gewebe konnte daher nicht weiterverfolgt
werden. Nach den Publikationen von HEINY & MCINTYRE (1983) und MARTINEZ et al.
(2004), konnte der Pilz aber ausschlieBlich in der Periderm-Cortexschicht der Knollen
nachgewiesen werden. Danach penetriert der Pilz das Periderm 6-9 Stunden nach
Inokulation. Wiéhrend HEINY & MCINTYRE (1983) und BURKE (1938)
appressorienartige Gebilde beobachteten, konnte MARTINEZ et al. (2004) diese nicht
nachweisen. Diese gehen sowohl von einem mechanischen als auch enzymatischen
Prozess der Penetration aus (HARDHAM & MITCHELL, 1998). AnschlieBend wéchst der
Pilz intrazelluldr in das Periderm und die Cortexschicht ein, wobei er eine Nekrose in
den betroffenen Zellen auslost (MiMs, 1991). Interessant ist, dass MARTINEZ et al.
(2004) zeigten, dass nicht nur die befallenen Zellen Zeichen einer Nekrose aufwiesen,
sondern auch die darum liegenden gesunden Pflanzenzellen. Ob es sich dabei um einen

Versuch der Abwehr der Pflanze handelt (MULLER, 1959) oder ob H. solani sich
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nekrotroph erndhrt (MIMS et al., 2000) und somit den Zelltot bewirkt, ist unklar. Andere
induzierte strukturelle Abwehrmechanismen der Pflanze wurden nicht beobachtet,
wobei MARTINEZ et al. (2004) vermutet, dass der Pilz Abwehrmechanismen der Pflanze
vor Penetration der Zellwand unterdriickt. Dies wurde z.B. auch wihrend Infektion von
Gerste mit Erysiphe graminis, Kartoffeln mit Phytophtora infestans oder Bohnen mit
Uromyces vignae beobachtet (BUSHNELL & BERGQUIST, 1975; TOMIYAMA, 1956; XU &
MENDGEN, 1991).

AnschlieBend zur strukturellen Abwehr der Pflanzen soll auf die biochemische Abwehr
der Knollen eingegangen werden. Nach AGRIOS (1978) fillt der biochemischen Abwehr
die weitaus grofere Bedeutung im Vergleich zur strukturellen Abwehr zu. Auch hier
lasst sich wiederum in priaformierte und induzierte biochemische Abwehr unterteilen
(AGRIOS, 1978). Zu den praformierten biochemischen Antworten der Pflanze gehort die
generelle Abgabe inhibitorischer Substanzen an die Umwelt oder ihr Vorhandensein
direkt in der Pflanzenzelle (AKAI & OucHI, 1971; DEVERALL, 1977; AGRIOS, 1978).
Auch die stindige Abwesenheit bestimmter Nahrstoffe kann zur Resistenz der Pflanzen
gegen obligat parasitische Pilze fiihren (BATEMAN, 1967).

In dieser Arbeit wurde als priformierter biochemischer Abwehrmechanismus der
Gesamtgehalt phenolischer Substanzen gemessen. Den phenolischen Substanzen einer
Pflanzenzelle werden in vielfacher Hinsicht antiphytopathogene Wirkungen nachgesagt
(NICHOLSON & HAMMERSCHMIDT, 1992). Zum einen dem Suberin, welches bei vielen
Pflanzen in Verbindung mit der Wachsschicht die Kutikula der Peridermzellen
ausmacht und Wasser- sowie Nahrstoffverlust verhindert (ESAU, 1977; KOLATTUKUDY,
1981; COTTLE & KOLATTUKUDY, 1982). Zum anderen dem Lignin (MOERSCHBACHER et
al. 1988; SOUTHERTON & DEVERALL, 1990a, 1990c) und dessen Vorstufen Ferulasidure
und p—Cumarsdure (SOUTHERTON & DEVERALL, 1990b; SuN, 2001), die in
Zusammenhang mit Resistenzen des Weizens gegeniiber verschiedenen Pathogenen
gesehen werden (SANDER, 1992; MENDEN, 1995). Lignin und dessen Vorstufen p—
Cumarsdure und Ferulasdure konnen nach SANDER (1992) mit weiteren phenolischen
Substanzen der Zelle stark verzweigte, dreidimensionale Netzstrukturen bilden. Die
hohe Anzahl freier Seitenketten in dieser Struktur ermdglicht dem Lignin viele
Verkniipfungen mit anderen Zellwandkomponenten, was eine gro3e Bedeutung fiir die
Stabilitdt der Zellwand hat (SARKANEN & LUDWIG, 1971). SANDER (1992) nimmt an,

dass durch Verschiebung der Zellwandmikrofibrillen bei Penetration der Zelle durch ein

108



DISKUSSION

Pathogen (NEMEC, 1971) die entgegenwirkende Vernetzung der Zellwandkomponenten
mit den Ligninkomplexen die Druck- und Zugfestigkeit der Epidermiszellwand erhoht
(Fry, 1982). Dadurch soll die weitere Penetration des Pilzes erschwert werden (RIDE,
1980; FRIEND, 1981). Zudem wird ein erschwertes Eindringen pilzlicher Cellulasen in
die Pflanzenzelle durch somit verringerten Durchmesser der Zellwandporen
angenommen (SANDER, 1992). Von MARTINEZ et al. (2004) konnten jedoch
elektronenmikroskopisch keine Verdickungen der Zellwidnde von Kartoffeln nach
Penetration durch H. solani beobachtet werden.

Der Gesamtgehalt phenolischer Verbindungen in den Kartoffelschalen der zwdlf
untersuchten Sorten war sehr unterschiedlich, zeigte aber keine signifikante Beziehung
zur Anfilligkeit. Interessant ist die genaue Zusammensetzung der phenolischen
Komponenten. Daher sollte eine qualitative Analyse der Verbindungen erfolgen.
Suberine werden hauptsidchlich bei Verletzungen der Knolle zum Schutz gegen
Wasserverlust gebildet (BERNARDS et al.,, 1999; COTTLE & KOLATTUKUDY, 1982;
CLARKSON, 1974) und spielen so nur eine indirekte Rolle in der Pathogenabwehr. Auf
Grund dessen wurde das Augenmerk somit hierbei auf die Lignine und dessen
Vorstufen gelegt. Die Aufreinigung sowie die anschlieBende HPLC der phenolischen
Verbindungen erfolgte in Anlehnung an SANDER (1992). Dabei wurde mit dem Prinzip
der alkalischen Hydrolyse gearbeitet (MORTIMER, 1987), welches zur Aufreinigung von
phenolischen Verbindungen aus Weizenblittern geeignet ist (SANDER, 1992). Da keine
der gesuchten Standardsubstanzen in den aufgereinigten Proben gefunden werden
konnte, muss angenommen werden, dass diese Methode nicht geeignet ist, Lignine und
andere phenolische Verbindungen aus Kartoffelschalen zu 16sen. Bei der Umsetzung
aufgereinigter Zellwdnde mit Thioglycolsdaure, wie bei der Gesamtbestimmung von
phenolischen Verbindungen durchgefiihrt, bilden sich alkalildsliche, sdureunlosliche
Phenolthioglycolsdurekomplexe (MENDEN, 1995). Da die HPLC auf Methanol und
Ameisensdure optimiert wurde, ist diese Aufreinigungsmethode hier nicht anwendbar.
In der Literatur sind verschiedene weitere Aufreinigungsmethoden beschrieben, die
jedoch fiir die Analyse von Ligninen aus Kartoffelschalen optimiert werden miissten.
Die vielversprechendsten sollen kurz dargestellt werden. Nach COTTLE &
KOLATTUKUDY (1982) erfolgt die Aufreinigung phenolischer Verbindungen aus
Kartoffeln durch alkalische Nitrobenzen — Oxidation (STONE & BLUNDELL, 1951) und
anschlieender Integrierung von radioaktivem Phenylalanin und Zimtséure zur Analyse

in Radio-Gas Chromatographie und Massenspektroskopie. Dabei wurden allerdings
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nicht die in der Schale vorhandenen Lignine, sondern die phenolischen Suberine
untersucht. SUN et al. (2001) beschrieben eine neue Methode zur quantitativen Analyse
von Lignin gekoppelten Phenolsduren in unterschiedlichen Pflanzen (ohne Kartoffeln),
wobei die Methode ebenfalls auf dem Prinzip der alkalischen Hydrolyse beruht. Diese
schien aber schon nach der Methode von SANDER (1992) fiir Kartoffelschalen nicht
geeignet. SOBOLEV (2001) extrahierte Vanillin durch Acetonitril aus gekochten
Erdniissen mit anschlieBender HPLC. Dabei wurde jedoch keine andere phenolische
Substanz mit erfasst, was fiir die qualitative Analyse phenolsicher Substanzen in
Kartoffelschalen nicht ausreichend ist. Eine weitere Mdglichkeit zur Ligninanalyse
beschreiben PENG et al. (1998) durch Verwendung der von LU & RALPH (1997a,b;
1998) beschriebenen ,derivatization followed by reductive cleavage* (DFRC)
Aufreinigungsmethode und anschlieBender Gel Permeations Chromatographie, RP
(,,reversed — phase*)-TLC (“thin layer chromatography’) und HPLC. Dabei wurde der
Ligningehalt in Pinus taeda L. untersucht. Bei der DFRC Methode (LU & RALPH 1997a,
b; 1998) handelt es sich um eine komplizierte chemische Prozedur, welche die
Moglichkeiten dieser Arbeit iiberschritten. Die DFRC — Methode scheint jedoch fiir
zukiinftige Arbeiten die vielversprechendste Methode zur Untersuchung von Ligninen
in Kartoffelschalen zu sein.

Wie erwihnt kann auch die Abwesenheit bestimmter Nahrstoffe nach BATEMAN (1967)
einen Schutz gegen Parasiten darstellen. Die Suppressivitit verschiedener Boden auf die
Keimung von H. solani Konidien wurde im Rahmen dieser Arbeit untersucht. Alle
gepriiften Boden zeigten eine starke Suppressivitit. Es wurde aber in spiteren Tests
festgestellt, dass die Anwesenheit bestimmter Kartoffelsorten diese Suppressivitit
teilweise wieder aufthebt. Diese Eigenschaft steht in stark signifikanter Beziehung zur
Anfilligkeit der Sorten gegen Silberschorf. MARTINEZ et al. (2004) beobachteten, dass
Konidien von H. solani auf Kartoffeloberflichen schneller keimen als auf Ndhrmedium.
Sie vermuten eine Stimulation der Keimung durch die Knollen. Fiir diese Stimulation
konnen verschiedene Ursachen verantwortlich sein. Unter Umstidnden handelt es sich
hierbei um eine préaformierte biochemische Abwehr. Es konnten verschiedene
essentielle Néhrstoffe von anfilligen Knollen in die Umgebung abgegeben werden,
welche die Konidien zur Keimung bendtigen. Die Suppressivitidt von Boden ldsst sich
durch verschiedene Hypothesen erkldren (DE BOER et al., 2003); zum einen die ,,nutrient
deprivation hypothesis®“ in der die Keimhemmung auf Grund des limitierten

Kohlenstoffangebots im Boden durch Nahrungskonkurrenz —mit anderen
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Mikroorganismen erkldrt wird (Ho & Ko, 1986; LOCKWOOD,1977). Daher hebt die
Zugabe von Zucker die Bodensuppressivitit teilweise wieder auf (LocKwooD, 1977).
Es wurde daher untersucht, ob Knollen verschiedener Sorten unter Umstinden
unterschiedliche Mengen an Kohlenstoff in Form von Zuckerderivaten wie Glucose,
Fructose oder Saccharose in die Umgebung abgeben und somit die Keimung von H.
solani wiederum fordern. Es konnten jedoch kaum gesteigerte Mengen der untersuchten
Zucker gefunden werden, welche auch in keiner signifikanten Beziehung zur
Anfilligkeit der Sorten standen. Es kann vermutet werden, dass die Knollen Kohlenstoff
bzw. Stickstoff in anderer Form, z.B. als Aminoséduren in die Umgebung abgeben. Auch
dies kann nach LOCKWOOD (1977) zur Keimforderung fithren. Wie anfangs beschrieben
forderten nach ELSON et al. (1998) Aminoséuren wie Leucin, Tyrosin und Arginin als
Nahrungsquelle das Wachstum des Pilzes.

Eine weitere Hypothese zur Erkldrung der Bodensuppressivitit ist die Anwesenheit
verschiedener fungistatischer Substanzen mikrobiellen (BURGESS et al.,1999; LIEBMAN
& EPSTEIN, 1992) oder pflanzlichen (BASHA, 2002; MAURYA, 2002) Ursprungs. Es wére
moglich, dass anfillige Knollen Substanzen in ihre Umgebung abgeben, die diese
fungistatische Keimhemmung wiederum aufheben. Um welche Substanzen es sich
dabei handeln konnte, ist unklar. Dafiir miisste zundchst die antibiotische Substanz
gefunden werden, welche die Keimhemmung ausldst. Anschlieend konnte die von der

Knolle produzierte keimfordernde Substanz durch Screeningversuche ermittelt werden.

Zur induzierten biochemischen Abwehr gehort eine groBe Palette chemischer
Abwehrantworten der Pflanze gegen Pathogene (AGRIOS, 1978). Die phenolischen
Substanzen spielen auch hier ein groBe Rolle (FARKAS & KIRALY, 1962). Die oben
diskutierte Lignifizierung der Zellen kann neben der pridinfektionellen Bildung bei
verschiedenen Pflanzen auch durch mechanische Verletzung (GRISEBACH, 1981;
HiGucHI, 1985) oder Pathogenbefall induziert werden (RIDE & PEARCE, 1979; RIDE,
1980). Daher wurden neben den erkrankten Pflanzenproben immer Gesundkontrollen
mitgefiihrt, um einen mdglichen Anstieg der phenolischen Zellkomponenten zu
detektieren. Wie beschrieben, konnte fiir Kartoffelschalen noch keine geeignete
Aufreinigungsmethode zur qualitativen Analyse der phenolischen
Zellwandkomponenten gefunden werden. Es sollten daher jedoch in Zukunft aus den
genannten Griinden immer Gesundkontrollen mitgefithrt werden, damit zwischen

praformierter und induzierter biochemischer Abwehr unterschieden werden kann.

111



DISKUSSION

Eine weitere wichtige induzierte biochemische Abwehr ist die Bildung von
Phytoalexinen (AGRIOS, 1978). Phytoalexine sind eine chemisch heterogene Gruppe
von niedermolekularen Substanzen mit antimikrobiellen Eigenschaften (HALVERSON &
STACEY, 1986), die von Pflanzen als Antwort auf Infektion oder Stress gebildet werden
(Ku¢, 1995). In gesunden Pflanzen sind sie nicht vorhanden, werden aber in vielen
Féllen durch Befall mit Pathogenen freigesetzt (BELL et al, 1984). Dabei wird eine
Komponente des Pathogens (Elicitor) von der Pflanzenzelle erkannt, was zur
Produktion der Phytoalexine fiihrt (HALVERSON & STACEY, 1986). Dies kann
systemisch in der Pflanze iibertragen werden, wobei Hydroxybenzoesdure, besser
bekannt als Salizylsdure (HART, 1989), als Signaltransduktor fungiert (FAIZE et al.,
2004). Hydroxybenzoesdure wurde im Rahmen der HPLC — Erfassung phenolischer
Zellkomponenten mit untersucht, was aus diesem Grund auch in zukiinftigen Arbeiten
beachtet werden sollte. Eine Erh6hung der Hydroxybenzoesdure Konzentration in der
erkrankten Zelle konnte auf verstirkte Akkumulation von Phytoalexinen und
systemische Ubertragung der Abwehr in der Knolle hinweisen. Die bisher in der
Kartoffel gefundenen Phytoalexine sind Sesquiterpenoide (Kuc¢, 1973), ndmlich
Rishitin (ToMIYAMA et al., 1968), Lubimin (METLITSKII et al., 1979), Phytuberin
(VARNS et al.,, 1971) und Solavetivone (COXON et al.,, 1974). Diese wurden
hauptsdchlich als Abwehrstoffe gegen den Erreger der Kraut- und Knollenfdule,
Phytophthora infestans, gefunden (HAMMERSCHMIDT, 1999). Das Vorhandensein von
Phytoalexinen in der Schale wurde in gesunden und auch in erkrankten Pflanzenproben
untersucht. Fiir die Gesamtheit der in Kartoffeln gebildeten Sesquiterpenoide (KUC,
1973) konnte keine geeignete Aufreinigungs- und Trennungsmethode gefunden werden.
Daher wurde eine von SAKALI et al. (1979) beschriebene Methode zur Aufreinigung von
Rishitin aus Kartoffelknollen fiir Diinnschichtchromatographie mit
Cyclohexan/Ethylacetat (1:1) als Laufmittel angewendet. Sowohl in der
Diinnschichtchromatographie als auch im Bioassay wurden in kranken wie auch
gesunden Proben der Sorten Bernadette und Marabel Substanzen gefunden, die das
Pilzwachstum hemmen. Zum einen konnte dies darauf hinweisen, dass die gefundenen
Substanzen schon vor Pilzbefall gebildet wurden und somit eine prédformierte Abwehr
der entsprechenden Sorten darstellt. Da jedoch auf Grund der stark gestiegenen
Silberschorfproblematik in Deutschland (STECK & ZELLNER, 2002) keine Knollen ohne
jeglichen Befall erhéltlich sind, waren auch die Knollen der Gesundproben an anderen

Stellen leicht mit H. solani befallen. Die Proben wurden daher an eindeutig gesunden
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Teilen der Knolle entnommen. Da sich die induzierte biochemische Abwehr durch
Bildung von Phytoalexinen jedoch systemisch ausbreiten kann (RYALS et al., 1996;
Kuc¢, 1995), konnte somit auch in den noch nicht befallenen Pflanzenteilen die
Akkumulation von Phytoalexinen begonnen haben. Als Negativkontrollen sollten daher
in Zukunft immer eindeutig gesunde, in vitro gezogene Knollen von Meristemkartoffeln
dienen. Ein weiteres Problem war die Durchfiihrung des Bioassays mit H. solani. Der
Pilz zeigt in Ndahrmedium ein extrem langsames Wachstum (MERIDA & LORIA, 1994b)
und wird im Bioassay innerhalb von 2 Tagen von Kontaminanten tiberwachsen. Daher
musste auf den schnellwiichsigen Cladosporium spp. zuriickgegriffen werden. Ob die
gefundenen Substanzen auch das Wachstum von H. solani unterdriicken, kann somit nur
vermutet werden. Die Anfilligkeit der Sorten Bernadette und Marabel liegt in allen
Screeningversuchen im mittleren Bereich des Sortenspektrums, so dass hier keine
signifikante Beziehung zwischen den beiden Parametern besteht. Trotzdem wurde
versucht, in anschlieBender HPLC mogliche Phytoalexine qualitativ nachzuweisen. Als
Laufmittel wurden Wasser und das von SAKAI et al. (1979) fir
Diinnschichtchromatographie empfohlene Cyclohexan/Ethylacetat Gemisch (1:1)
verwendet, der Gradient wurde aus einer flir Phytoalexine aus Raps optimierten HPLC
iibernommen (KOOPMANN, 2004). Die in Raps gebildeten Phytoalexine gehoéren der
Gruppe der Indolderivate an (GROSS, 1993), die mit den Sesquiterpenoiden verwandt
sind (TARCHEVSKY, 2001). Es wurde angenommen, dass die Sesquiterpenoide ebenfalls
mit dieser Methode erfassbar sind. Es konnten in den untersuchten Proben aber keine
der bekannten Phytoalexine nachgewiesen werden. Ob alle Phytoalexine der Kartoffel
aber tatsdchlich mit der Methode nach SAKAI (1979) extrahiert und in der HPLC
gemessen werden konnten, ist unklar. Da jedoch alle Untersuchungen in Bezug auf
Phytoalexine als Antwort auf Silberschorfbefall darauf hinwiesen, dass kein

Zusammenhang besteht, wurde die Frage nach den Phytoalexinen nicht weiter verfolgt.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass nach den Ergebnissen dieser Arbeit strukturelle
Abwehrmechanismen eine untergeordnete Rolle in der Abwehr gegen H. solani spielen.
Dagegen scheint der biochemischen Abwehr die gréflere Bedeutung zuzukommen.
Offenbar geben die Knollen verschiedener Sorten unterschiedliche Mengen einer
Substanz in ihre Umgebung ab, welche die Keimung von H. solani Konidien fordert.
Um welche Substanzen es sich dabei handelt, ist unklar. Ein erhohtes

Kohlenstoffangebot in Form von Zuckern scheint nicht die Ursache zu sein. Dies ist ein
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interessanter Ansatzpunkt flir weiterfiihrende Untersuchungen. Die Bildung von
Phytoalexinen scheint ebenfalls in keinem Zusammenhang mit der Abwehr gegen
Silberschorf zu stehen, soweit die durchgefiihrten Untersuchungen diese Annahme
zulassen. In wieweit Lignifizierung der Zellwinde sowie die Einlagerung von Phenolen
eine Rolle in der biochemischen Abwehr spielt, konnte in dieser Arbeit nicht
abschlieBend geklart werden, wobei in der Literatur diesen Mechanismen auch keine
gro3e Bedeutung bei der Interaktion zwischen Kartoffeln und H. solani zugeschrieben

wird (MARTINEZ et al., 2004). Dennoch besteht auch hier weiterer Forschungsbedarf.

3 Ubertragungsweg des Pilzes von Mutter- auf Tochterknollen

Wichtig zum Verstidndnis des Lebenszyklus und damit moglichen Schwachstellen des
Pilzes ist die Kenntnis iiber den Ubertragungsweg von H. solani im Boden von Mutter-
auf Tochterknollen. Die Pflanzknolle wurde von BURKE schon 1938 als entscheidende
Inokulumquelle bezeichnet. Im Boden kann der Pilz auch eine noch ungewisse Zeit
iiberleben (KAMARA & HUGUELET, 1972; MERIDA & LORIA, 1994b) wird aber nach
HUNGER & MCINTYRE (1979) erst durch befallenes Pflanzgut in den Boden gebracht.
Ein bodenbiirtiges Vorkommen wird durch die in dieser Arbeit festgestellte starke
Suppressivitidt verschiedenster Boden auf die Keimung von H. solani Konidien
erschwert. Der genaue Ubertragungsweg ist noch unbekannt (RODRIGUEZ et al., 1996).
Silberschorfsymptome zeigen sich ausschlielich auf den Kartoffelknollen, nicht jedoch
auf den Stolonen und anderen unterirdischen wie oberirdischen Pflanzenteilen
(ERRAMPALLI et al., 2001a). Bisher wurde angenommen, dass die Infektionsiibertragung
durch direkten Kontakt der Mutter- mit den Tochterknollen erfolgt, bzw. durch
Ubertragung mittels Bodenwasser bei rdumlicher Niihe von Mutter- und Tochterknollen
(FRAZIER et al.,, 1998). HIDE & ADAMS (1980) beschrieben einen verstirkten
Augenbefall der Mutterknollen wihrend JELLIS & TAYLOR (1977) sowie FIREMAN &
ALLEN (1995) zeigten, dass die Erstinfektion der Tochterknollen schon kurz nach der
Entwicklung auftreten konnen und dabei oft am Stolonenende der Knolle lokalisiert ist.
HIDE (1987) beschrieb eine schlechtere Ubertragung von Silberschorf in stark
bewisserten Boden. FIREMAN & ALLEN (1995) nehmen an, dass das Wasser an den
Stolonen entlang zu den Tochterknollen geleitet wird, wobei sie eine stark

eingeschrinkte Uberlebensfihigkeit der Konidien im Boden feststellten. In dieser Arbeit
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wurde beobachtet, dass die meisten Stolonen nicht direkt an der Mutterknolle gebildet
werden, sondern erst aus dem unterirdischen Teil der Triebe entstehen. Dies erschwert
einen Wassertransport entlang der Stolonen. Zudem kann die Bodendynamik in
verschiedenen Boden durch deren Zusammensetzung sehr unterschiedlich sein, was die
FlieBeigenschaften von Wasser stark beeinflusst. Dies alles ldsst vermuten, dass H.
solani womdglich nicht nur durch passiven Transport der Konidien im Boden
ibertragen wird, sondern auch in der Lage sein konnte, aktiv mit den Stolonen von
Mutterknolle zu Tochterknolle zu wachsen.

Zunichst wurde die passive Ubertragung mit Wasser iiber den Boden in speziell dafiir
konstruierten Pflanzrinnen tberpriift. Es wurde festgestellt, dass nur sehr wenige
Konidien mit dem Bodenwasser transportiert wurden. Dabei wurden auch Konidien in
den Pflanzrinnen mit nicht inokulierten Pflanzknollen gefunden. Dies liegt
wahrscheinlich hauptsidchlich daran, dass das Pflanzgut nicht vollig befallsfrei war.
Nach FIREMAN & ALLEN (1995) entwickeln sich im Boden auf befallenen Mutterknollen
relativ grole Mengen an Konidien, die dann ebenfalls mit dem Wasser transportiert
werden konnen. Es wurde, wie oben diskutiert, in Bodensuppressivititstests ermittelt,
dass Boden unterschiedlichster Herkunft eine suppressive Wirkung auf die Keimung
von H. solani haben. Diese Suppressivitit kann nach PETERS et al. (2003) sogar durch
bestimmte Bodenbearbeitung und Fruchtfolgen verstirkt werden. Zusammenfassend zu
den Untersuchungen der passiven Ubertragung von H. solani mittels Bodenwasser von
Mutter- auf Tochterknollen scheint diese, nach dieser Arbeit, nur eine untergeordnete
Rolle zu spielen.

Um die aktive Ubertragung des Pilzes durch Mitwachsen in den Stolonen zu
tiberpriifen, wurden PCR Analysen mit H. solani spezifischen Primern an den
unterirdischen Teilen von Kartoffelpflanzen durchgefiihrt. Dafiir wurde ein Verfahren
zur Detektion von Silberschorf aus Boden und Pflanzenproben nach OLIVIER & LORIA
(1998) modifiziert. ERRAMPALLI et al. (2001b) wiederholte die Methode mit anderen H.
solani Primerpaaren. Da die PCR-Methode von OLIVIER & LORIA (1998) aber in
Vorversuchen sehr gute Ergebnisse brachten, wurden sie beibehalten. Als
Positivkontrolle konnte Silberschorf erfolgreich in befallenen Schalenproben
nachgewiesen werden. Auch die Technik der nestedPCR war erfolgreich. Bei der
Uberpriifung der Stolonen konnte in allen untersuchten Proben tatsichlich H. solani
DNA nachgewiesen werden. Auch in Wurzeln sowie im unterirdischen Triebteil wurde

pilzliche DNA bei einigen Proben nachgewiesen. In Negativkontrollen von Wurzel- und
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Triebproben gesunder Meristempflanzen konnte der Pilz dagegen nie festgestellt
werden. Dies alles weist darauf hin, dass der Pilz tatsichlich doch in der Lage ist, mit
der Pflanze in die Tochterknolle einzuwachsen. Dies wirft die Frage auf, ob der Pilz
sich systemisch, also iiber das Leitbiindelsystem (BONER, 1997) ausbreitet oder anders,
vielleicht mit der Epidermis der Stolonen, mitwéchst. Daher wurden PCR Versuche mit
Leitbiindelproben befallener Knollen durchgefiihrt. Auch mit der nestedPCR konnte
keine pilzliche DNA nachgewiesen werden. Es wird daher angenommen, dass die
Ausbreitung des Pilzes nicht systemisch ist. Dies wird auch durch die mikroskopischen
Untersuchungen von MARTINEZ et al. (2004) und HEINY & MCINTYRE (1983)
unterstiitzt, die keine pilzliche Strukturen unterhalb der Periderm-Cortex — Schicht
feststellen konnten. Damit scheint die Ubertragung von Mutter- auf Tochterknollen
tatsdchlich aktiv tiber die Stolonen moglich zu sein und im Vergleich zur passiven
Ubertragung mittels Bodenwasser unter Umstiinden die groBere Bedeutung zu haben. In
zukiinftigen Untersuchungen sollte gepriift werden, in welchem Teil des Stolons der
Pilz mitwéchst. Auflerdem wére interessant zu ermitteln, ob es Unterschiede in der

aktiven Ubertragung zwischen anfilligen und wenig anfilligen Sorten gibt.

Zusammenfassend und abschlieBend soll versucht werden, einen mdglichen
Lebenszyklus von H. solani zu konstruieren (Abb.17). Hauptinokulum ist das befallene
Pflanzgut (HIDE & ADAMS, 1980; JELLIS & TAYLOR, 1977; HUNGER & MCINTYRE 1979;
ERRAMPALLI et al., 2001a), wéihrend Bodeninokulum erst durch Verseuchung mit
befallenem Pflanzgut entsteht (HUNGER & MCINTYRE, 1979) und die Ausbreitung des
Pilzes im Boden begrenzt ist (FIREMAN & ALLAN, 1995; KAMARA & HUGUELET, 1972;
MERIDA & LORIA, 1994b), was in den Bodensuppressivititstests betdtigt wurde. Im Feld
erfolgt die Ubertragung des Pilzes offenbar sowohl durch aktives Mitwachsen des Pilzes
iber die Stolonen, als auch durch passiven Wassertransport im Boden. Dabei wird auf
Grund der Ergebnisse dieser Arbeit der direkten, aktiven Ubertragung iiber die Stolonen
die weitaus groBBere Bedeutung zugesprochen. Bei der passiven Konidieniibertragung
fordern Knollen anfélliger Sorten durch noch unbekannte Mechanismen die durch den
Boden unterdriickte Konidienkeimung von H. solani allerdings wiederum. Nach der
Ernte ist der Befall der Tochterknollen relativ gering. Erst im Lager breitet sich der
Befall auf den Knollen aus (PETERS, 1999) und eine starke Konidienbildung setzt ein
(ERRAMPALLI, 2001a). Die Konidien werden iiber direkten Kontakt der Knollen

zueinander oder iiber Luftbewegungen im Lager iibertragen (PETERS, 1999). Die
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Konidien keimen schnell auf den neuen Knollen aus (MARTINEZ, 2004) wobei durch die
Ergebnisse dieser Arbeit vermutet wird, dass die Knolle durch einen noch unbekannten
Mechanismus die Konidien zur Keimung anregt. Durch Penetration gelangt der Pilz in
die Knolle, breitet sich hier intrazelluldr weiter aus (MARTINEZ, 2004) und bildet wieder
neue Konidien. Eine nekrotrophe Erndhrung wird diskutiert, da die betroffenen
Kartoffelzellen sowie die umgebenden gesunden Zellen nekrotisieren (MIMS et al.,
2000). Im Friihjahr werden diese befallenen Knollen wiederum ausgepflanzt und der

Zyklus beginnt von neuem.
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Abbildung 17: Maéglicher Lebenszyklus von H. solani, dem Erreger des Silberschorfs.
Hauptinokulum ist die Mutterknolle, die Ubertragung im Boden scheint hauptsichlich aktiv
durch Mitwachsendes Pilzes in den Stolonen stattzufinden. Die Passive Ubertragung mittels
Bodenwasser spielt eine eher untergeordnete Rolle, wobei die Konidien durch Anwesenheit
verschiedener Kartoffelsorten stimuliert bzw. die Bodensuppressivitit teilweise aufgehoben
wird. Im Lager werden die Sporen durch Kontakt und Luftbewegung verteilt, sie keimen schnell
aus, unterstiitzt durch den noch unbekannten Mechanismus der Knolle. Durch direkte
Penetration dringt der Pilz in die Knolle ein und breitet sich aus. Im néchsten Jahr werden die
Knollen erneut ausgepflanzt und der Zyklus beginnt von neuem.

Viele Fragen zur Infektion, Ubertragung und Resistenz der Knollen gegeniiber dem Pilz
sind aber nach wie vor ungeklirt. Es besteht auch in Zukunft noch dringender
Forschungsbedarf, zumal es sich um ein nach wie vor hochinteressantes da noch

weitestgehend unerforschtes Gebiet handelt.
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Zusammenfassung

Die Kartoffel zihlt neben Getreide zu den zwei wichtigsten Grundnahrungsmittel in
Europa. Die Bedeutung der Kartoffelkrankheit Silberschorf, hervorgerufen durch
Helminthosporium solani (Dur. et Mont.), hat in den letzten 10 Jahren stark
zugenommen. In Extremféllen kann es durch die Krankheit zu Verlusten von bis zu
80% der geernteten Ware wegen Qualitdtsverlust kommen. Die Bekdmpfung des
Erregers stellt sich als duerst schwierig dar. Weder pflanzenbauliche MaBBnahmen noch
der Einsatz von Fungiziden ist aufgrund von Resistenzen des Pilzes gegen die
verfliigbaren Wirkstoffe erfolgreich. Der vielversprechendste Weg zur Bekdmpfung des

Silberschorfs ist die Ziichtung resistenter Kartoffelsorten.

Erstes Ziel der Doktorarbeit war es, die Anfilligkeit verschiedener Kartoffelsorten auf
H. solani zu ermitteln. Dabei sollte der Einfluss duflerer Faktoren wie Klima, Witterung
oder Boden beriicksichtigt werden. In dieser Arbeit wurde ein Standartsortiment von 12
Kartoffelsorten mit definierter Anfélligkeit erstellt. Es konnten keine resistenten Sorten
gefunden werden. Alle Kartoffeln zeigten eine sortenabhingige Anfilligkeit gegen
Silberschorf. Die Anfilligkeit variierte von stark anfalligen bis wenig anfilligen Sorten.
Dabei hatten &duBere Faktoren kaum einen Einfluss. Die Unterschiede in der Anfalligkeit
blieben sortenspezifisch an den verschiedenen Standorten, zwischen den verschiedenen

Jahren, im Gewichshaus sowie im Lager bestehen.

Zweites Ziel der Arbeit war die Untersuchung der Ursachen der unterschiedlichen
Anfilligkeit der Sorten (Resistenzfaktoren). Der in der Literatur beschriebene
Zusammenhang zwischen Anfilligkeit und Schalendicke konnte nicht bestitigt werden.
Auch die Schalenbeschaffenheit scheint keinen Einfluss zu haben. Ein weiterer
untersuchter Parameter ist der Einfluss phenolischer Substanzen in der Kartoffelschale.
Verschiedene Methoden zur Extraktion von Phytoalexinen sowie Ligninen und dessen
Vorstufen aus Kartoffelschalen wurden getestet fiir eine quantitative photometrische
Messung und qualitative HPLC-Analysen. Ein Einfluss phenolischer Komponenten auf
die Anfilligkeit konnte nicht festgestellt werden. In wieweit dies auf die fiir
Kartoffelschalen moglicherweise ungeeigneten Extraktionsmethoden zuriickzufiihren

ist, ist unklar.
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Weiterhin wurde gezeigt, dass verschiedene Bdden eine suppressive Wirkung auf die
Keimung der H. solani Konidien haben. Es wurde ermittelt, dass bestimmte
Kartoffelsorten diese Keimsuppression durch einen noch unbekannten Mechanismus
teilweise wieder auftheben konnen. Die Keiminduktion stand in direkter, signifikanter
Beziehung zu den Anfilligkeiten der Sorten. Zur Erforschung der Ursachen wurden
Zuckeranalysen durchgefiihrt. Es konnte keine Beziehung zwischen Zuckergehalt und

Keimforderung gefunden werden.

Drittes Ziel der Arbeit war die Erforschung des Ubertragungswegs des Pilzes von
Mutter- auf Tochterknollen im Boden. Es wurde gezeigt, dass der passive Transport der
Konidien im Boden mittels Wasser nur eine untergeordnete Rolle zu spielen scheint.
Eine direkte Ubertragung des Pilzes durch aktives Mitwachsen in den Stolonen wurde
mittels PCR-Analysen nachgewiesen. In Stolonenproben befallener Knollen
verschiedener Sorten konnte H. solani gefunden werden. Die direkte Ubertragung iiber
Stolonen scheint somit nicht nur mdglich zu sein, sondern auch eine wichtige Rolle zu
spielen. Eine systemische Ausbreitung des Pilzes wurde durch negative Ergebnisse in

PCR-Untersuchungen der Leitbiindel befallener Knollen ausgeschlossen.
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SUMMARY

Summary

The potato is, together with cereals, one of the two most important stable food in human
nutrition because of its precious ingredients. Silver scurf, caused by Helminthosporium
solani (Dur. & Mont.) represents an increasing problem in potato cultivation. In extreme
cases, the yield loss because of quality loss can be more then 80 %. The control of the
disease is exceedingly difficult. Neither plant cultivating arrangements nor adequate
fungicide because of resistances of the fungus are available. The most promising

solution is the breeding of resistant potato cultivars.

The first aim of this project was to work out the susceptibilities of different potato
cultivars against silver scurf. The influence of outer factors like weather or soil
conditions should be considered. In this work a standard assortment of potato with a
defined susceptibility could be established. No resistant genotype was found. The
susceptibility varied from very susceptible to slightly susceptible cultivars. Outer factor
hardly showed any effect and could be excluded to the greatest possible extent. The
differences in susceptibility of the cultivars were analogue in different location, during

several years, in greenhouse and during storage.

The second aim was the detection of the causes of the differences in susceptibility
(resistance factors). A relation between peel thickness and susceptibility could not be
approved. As well the peel consistency seems to have no influence. Another
investigated parameter was the amount of phenolic compounds within the potato peel.
Several methods for extraction of phytoalexines and Lignin with its pre-stages in potato
peel where proved for a quantitative photometric measurement and qualitative test via
HPLC analyses. A influence of phenolic compounds on the susceptibility of the
cultivars could no be examined. It is unclear how far these results are dependent on the
unsuitable extraction methods for potato peels.

It was also found, that different soils had a suppressive impact on the germination of the
H. solani conidias. Furthermore it was discovered, that several potato cultivars can
somehow increase the amount of germinated conidias again. This germination induction
was closely related to the susceptibility of the cultivars. To investigate the causes, sugar
analyses were carried out. There was no relation between sugar amount and germination

induction.
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The third aim was the investigation of the devolution of the fungus from mother to
daughter tubers in soil. It was shown that the transportation through soil just plays a
secondary role in conidia devolution. A direct devolution through stolones was
examined via PCR trials. In stolone samples H. solani was detected. This leads to the
conclusion that direct devolution is not only possible but also plays an important role. A
systemical devolution was excluded with negative results of PCR trials of the vascular

bundle of infected tubers.
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