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1. Einleitung

In den letzten Jahrzehnten ist eine zunehmende Intensivierung in der Landwirtschaft zu
verzeichnen. Vor allem die Produktionsfliche von Winterraps wies in den vergangenen
Jahren einen stetigen Anstieg auf. Wihrend im Jahr 1998 auf einer Flidche von rund
1.220.000 ha Winterraps angebaut wurde, ist diese flir das Jahr 2005 auf geschitzte
1.267.000 ha angestiegen (UFOP, 2005a; STATISTISCHES BUNDESAMT, 2005). In der EU
nimmt Deutschland mit rund 29% der EU-weiten Rapsproduktion die fithrende Stellung
ein, gefolgt von Frankreich mit rund 25% und GroB3britannien und Polen mit jeweils
rund 13% (UFOP, 2005b). Die Ursachen fiir eine stetig steigende Rapsanbaufliche sind
zum einen in der erhohten Nachfrage nach erndhrungsphysiologisch hochwertigen
Rapsspeisedlen (REUTER, 2003) zu suchen, zum anderen nimmt die Produktion von
Raps auf Stilllegungsflachen als nachwachsender Rohstoff eine wichtige Stellung ein
(BOCKEY, 2003). Rund 322.000 ha Stilllegungsfliche wurden im Jahr 2005 mit Raps
bestellt (FACHAGENTUR NACHWACHSENDE ROHSTOFFE, 2005). Als nachwachsender
Rohstoff wird ein groBer Anteil des Rapsols fiir die Produktion von Biodiesel
eingesetzt, die in den letzten Jahren eine starke Zunahme von 5.000 t in 1993 auf rund
650.000 t im Jahr 2003 verzeichnete (FACHAGENTUR NACHWACHSENDE ROHSTOFFE,
2005).

Neben der hohen Bedeutung der Verarbeitungsprodukte von Raps, weist diese
Kulturpflanze auch sehr gute agronomische Eigenschaften auf. Durch die lange
Bodenbedeckung und die intensive Durchwurzelung des Bodens fiihrt der Rapsanbau zu
einer Verbesserung des Bodengefiiges und zur Unterdriickung von Unkrdutern
(GEISLER, 1988; HONERMEIER et al., 2002) und hat somit einen hohen Vorfruchtwert

(CHRISTEN & SIEBLING, 1999).

Einhergehend mit einer Intensivierung des Rapsanbaus und der dadurch bedingten
Verkiirzung der Fruchtfolge ist ein verstidrktes Auftreten pilzlicher Pathogene zu
verzeichnen. Hierbei sind vor allem die bodenbiirtigen Erreger Sclerotinia sclerotiorum
und Verticillium longisporum zu nennen (AMELUNG et al., 1996), die neben dem
Erreger der Wurzelhals- und Stingelfdule Phoma lingam (HALL et al., 1993; BARBETTI
& KHANGURA, 1999; ZHOU et al., 1999; PAUL, 2003) von besonderer wirtschaftlicher
Bedeutung sind. Weitere Rapskrankheiten, wie die Kohlhernie (Plasmodiophora
brassicae), Rapsschwirze (Alternaria brassicae), Cylindrosporiose (Cylindrosporium

concentricum), Falscher Mehltau (Peronospora parasitica) oder Botrytis cinerea
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(Grauschimmel) treten nur vereinzelt in deutschen Rapsanbaugebieten auf und sind von

vergleichsweise geringerer Bedeutung.

S. sclerotiorum und V. longisporum produzieren mit den (Mikro-) Sklerotien
Dauerorgane, die im Boden bis zu 15 Jahre tiberdauern konnen (HEALE & KARAPAPA,
1999) und somit die Inokulumquelle fiir die Infektion nachfolgend angebauter
Rapsbestinde darstellen. Hierdurch sind auch langfristig erhdhte Infektions-

wahrscheinlichkeiten fiir diese Pathogene gegeben.

Das Auftreten und die Ausbreitung von S. sclerotiorum sind maB3geblich abhéngig von
Witterungsparametern, so dass erhebliche Unterschiede in der Befallshiufigkeit in
unterschiedlichen Jahren auftreten konnen. Fir die durch S. sclerotiorum hervor-
gerufene Weillstingeligkeit wurden in verschiedenen Jahren Ertragsausfille von bis zu
50% berichtet (KRUGER, 1973; POPE et al., 1989; LAMEY, 1998; LANDSCHREIBER,
2004).

Da im deutschen Rapssortiment zurzeit nur eine sehr geringe Variabilitidt hinsichtlich
der Anfilligkeit der Sorten gegeniiber S. sclerotiorum zu finden ist, stellt die
Applikation chemischer Fungizide oder des biologischen Fungizids Contans (VON
TIEDEMANN et al., 2000) die einzige Bekdmpfungsmoglichkeit dar. In der Praxis werden
vielfach prophylaktische Fungizidapplikationen zur Vermeidung hoher Ertragsausfille
durch S. sclerotiorum durchgefiihrt. Aufgrund der starken Begrenzung von Infektionen
auf die Bliitezeit des Rapses sowie der geringen kurativen Wirkung der Fungizide ist
das zeitliche Behandlungsfenster auf die Bliitephase eingeschrinkt. Erste Symptome
sind héufig jedoch erst ab Ende der Bliite zu finden und kénnen somit nicht als
Entscheidungshilfe =~ fiir  eine  Fungizidapplikation = herangezogen  werden.
Wirtschaftlichkeitsuntersuchungen auf Basis von Feldversuchen der amtlichen
Pflanzenschutzdienste der Lander aus dem Zeitraum 1981 bis 1990 ergaben, dass
lediglich 27% der durchgefiihrten Fungizidmalnahmen wirtschaftlich waren
(WAHMHOFF, 2000). Die Ursache fiir den grofen Anteil unwirtschaftlicher Fungizid-
behandlungen ist in den witterungsbedingten starken Schwankungen in der

Befallshdufigkeit der verschiedenen Jahre zu suchen.

Eine Moglichkeit zur Vermeidung unwirtschaftlicher Fungizidapplikationen stellt die
Anwendung eines schadensbezogenen Prognosemodells dar. Ein Beispiel hierfiir ist das

Modell MEVA-PLUS fiir Mehltau in Winterweizen (BRUNS, 1996). Im Bereich der
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Unkraut- und Schédlingsbekdmpfung ist die Anwendung von Schadensschwellen eine
gebrauchliche Methode der Entscheidungshilfe. Durch die Anwendung des Gottinger
Schadensschwellenmodells (CeBrUs, WERNER et al., 2002) zur gezielten Unkraut-
bekdmpfung im Winterraps konnten in der Validierungsphase rund 21%

unwirtschaftliche Herbizidanwendungen eingespart werden (WERNER, 1996).

Fiir eine gezielte Bekdmpfungsentscheidung fiir S. sclerotiorum wird vielfach die
Notwendigkeit eines Prognosemodells in der Literatur geduBert (STEINBACH &
BROSCHEWITZ, 1997; KROSTITZ, 1998; GARBE, 1999). In Deutschland wurden bereits
verschiedene Modelle zur Abschitzung der Gefidhrdung eines Sclerotinia-Befalls auf
Basis von Witterungsparametern und schlagspezifischen Daten von AHLERS & HINDORF
(1987), AHLERS (1989) und FRIESLAND (2000) entwickelt. Auch in anderen Landern
wurden auf Basis von Witterungsparametern, Apothezienentwicklung, Bliitenblattbefall
sowie schlagspezifischen Faktoren Prognoseansitze fiir S. sclerotiorum entwickelt
(NORDIN et al., 1992; KOPPL & SCHMIDT, 1993; TURKINGTON & MORRALL, 1993;
TWENGSTROM et al., 1998; BoM & BOLAND, 2000). Der entscheidende Baustein fiir eine
wirtschaftliche Entscheidungshilfe, eine wirtschaftliche Schadensschwelle, fehlt diesen
Modellen jedoch. Schadensschwellen und Befalls-Verlust-Relationen stellen die
essentiellen Grundlagen fiir eine wirtschaftlich und 6kologisch sinnvolle Bekdmpfungs-
entscheidung dar (JAMES, 1974; MADDEN ET AL., 1981; MADDEN, 1983; WALKER, 1983;
CAMPBELL & MADDEN, 1990; FREIER et al., 1994). Im Jahr 2002 wurde deshalb ein
Projekt mit dem Ziel der Erarbeitung eines schlagspezifischen, schadensbezogenen
Prognosemodells fiir die Bekdmpfung von S. sclerotiorum im Winterraps gestartet.
Autfbauend auf dem von FRIESLAND (2000) entwickelten Modell SKLERO, wurde das
neue Prognosemodell SkleroPro erarbeitet. Neben der Berechnung des Sclerotinia-
Befalls aus Witterungsparametern kann auf Basis einer integrierten wirtschaftlichen
Schadensschwelle durch Eingabe schlagspezifischer Faktoren eine schlagspezifische
Bekdmpfungsentscheidung errechnet werden (KOCH & VON TIEDEMANN, 2005a, b). Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden in dreijahrigen Feldversuchen Befalls-Verlust-
Relationen fiir S. sclerotiorum in Abhéingigkeit der Parameter Inokulationstermin,
Aussaattermin, Bestandesdichte und Sorte erarbeitet. Basierend auf diesen Ergebnissen
sowie der wirtschaftlichen Auswertung eines Datensatzes aus den offiziellen
Feldversuchen der Pflanzenschutzdienste der Lander aus den Jahren 1991-2003 wurden

die in SkleroPro integrierten wirtschaftlichen Schadensschwellen entwickelt.



EINLEITUNG 4

Im Gegensatz zu der seit bereits vielen Jahren in Deutschland auftretenden
Weillstangeligkeit (S. sclerotiorum), gewinnt die Rapswelke, hervorgerufen durch
V. longisporum, in Deutschland erst seit Mitte der achtziger Jahre zunehmend an
Bedeutung. Besonders in den intensiven Rapsanbaugebieten Mecklenburg-
Vorpommerns und Schleswig-Holsteins ist ein zum Teil rapider Anstieg im
Befallsauftreten zu verzeichnen (DAEBELER et al., 1988; GUNZELMANN & PAUL, 1990;
ZEISE & SEIDEL, 1990; ZEISE & STEINBACH, 2004). In Teilen Schwedens war ein
vermehrtes Auftreten von V. longisporum an Raps bereits in den 60er Jahren zu

beobachten (SVENSSON & LERENIUS, 1987).

Die durch V. longisporum verursachten Ertragsausfille werden auf 10 bis 50%
geschitzt (DAEBELER et al., 1988; GUNZELMANN & PAUL, 1990; PAuUL, 2003). An
Einzelpflanzen konnte sogar ein maximaler Ertragsverlust von 70% durch einen starken
Befall mit V. longisporum festgestellt werden (WOLF & WEINERT, 2003; ZEISE &
STEINBACH, 2004). Durch mdgliche Kompensationseffekte im Feld konnen diese
Ergebnisse jedoch nicht auf die Feldebene iibertragen werden. Um genauere
Informationen iiber die Schadwirkung im Feld zu erlangen, wurden in zweijdhrigen

Feldversuchen Befalls-Verlust-Relationen fiir V. longisporum erarbeitet.

Im Gegensatz zu S. sclerotiorum sind zur Bekdmpfung von V. longisporum weder
resistente Sorten noch Fungizide auf dem Markt erhiltlich. Da Infektionen
ausschlieflich liber Myzel aus den Mikrosklerotien ausgehen, wird eine direkte
Bekdmpfung von V. longisporum durch Fungizide zusétzlich erschwert. Eine
Erweiterung der Fruchtfolge stellt somit die einzige Moglichkeit dar, die
Infektionswahrscheinlichkeit mit V. longisporum zu minimieren (ALSTROM, 2000;

ZEISE & STEINBACH, 2004).

Die Diagnose dieses Erregers im Feld stellt sich aufgrund der zum Teil sehr
unspezifischen Symptome als schwierig dar (DAEBELER et al., 1985; KRUGER, 1986;
ZEISE & STEINBACH, 2004; STEINBACH et al., 2005). Streifenformige Sténgel-
verbrdunungen und halbseitige Vergilbung der Laubblitter mit beginnender Abreife
sind die ersten Symptome, die jedoch auch durch natiirliche Seneszenz hervorgerufen
werden konnen (SVENSSON & LERENIUS, 1987). Erst die im weiteren Verlauf der
Symptomentwicklung gebildeten Mikrosklerotien im befallenen Gewebe lassen eine
sichere Diagnose zu (DAEBELER et al., 1988; ZEISE & SEIDEL, 1990; ZEISE &

STEINBACH, 2004). In der Literatur beschriebene Ergebnisse weisen jedoch darauf hin,
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dass schon zu sehr frilhen Entwicklungsstadien der Pflanzen Infektionen mit
V. longisporum stattfinden konnen (ZEISE & SEIDEL, 1990; ZHOU et al., 2006). Im
Rahmen dieser Arbeit wurden ELISA-Untersuchungen von im Verlauf der
Vegetationsperiode entnommen Pflanzenproben durchgefiihrt, um Aufschluss iiber den
Infektionsverlauf von V. longisporum im Feld zu erhalten. Durch die Entwicklung
artspezifischer Primer sollte weiterhin die Grundlage fiir eine sensitive PCR-Methode
zum in planta-Nachweis von V. longisporum geschaffen werden, um eine frithzeitige
Diagnose zu ermoglichen. Eine artspezifische Detektionsmethode ermoglicht auBerdem
die Abgrenzung von V. longisporum zu anderen Verticillium-Arten, was besonders im

Hinblick der Diskussion um den Verursacher der Rapswelke von Bedeutung ist.

Viele Jahre wurde der Erreger V. dahliae als Verursacher der Rapswelke angesehen.
Vergleichende Untersuchungen von Isolaten aus Raps mit denen anderer Kulturpflanzen
zeigten, dass diese Verticillium-Isolate deutlich ldngere Konidien aufwiesen. Bereits im
Jahr 1961 konnte STARK von Meerrettich ein V. dahliae-Isolat mit ungewohnlich langen
Konidien isolieren, welches als V. dahliae var. longisporum bezeichnet wurde. In
verschiedenen Untersuchungen konnten neben der Konidienlinge noch weitere
Merkmale gefunden werden, durch die eine klare Abgrenzung der langsporigen
V. dahliae-1solate zu den kurzsporigen V. dahliae-Isolaten ermdglicht wurde. Aufgrund
der Unterschiede in Wirtsspezifitit, Morphologie, Physiologie und molekular-
genetischen Merkmalen schlugen KARAPAPA et al. (1997) vor, die langsporige Varietét
als eigene Art V. longisporum anzuerkennen. Anders als V. dahliae weist
V. longisporum eine enge Wirtsspezifitit fiir Kruziferen auf (ZEISE & VON TIEDEMANN,
2002b).

Ableitend aus den geschilderten Problemstellungen ergaben sich als Ziele dieser Arbeit
die Erstellung wirtschaftlicher Schadensschwellen fiir S. sclerotiorum auf Basis von
Befalls-Verlust-Relationen und Wirtschaftlichkeitsuntersuchungen von Fungizid-
mafBnahmen gegen dieses Pathogen, die Erarbeitung von Befalls-Verlust-Relationen zur
Abschdtzung des Schadpotentials und Untersuchungen zur Befallsdynamik von
V. longisporum, sowie die Entwicklung artspezifischer Primer als Grundlage einer

sensitiven PCR-Nachweismethode.
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2. Material und Methoden

2.1 Chemikalien

Sédmtliche hier aufgefiihrten Chemikalien stammen, soweit nicht anders erwéhnt, aus

Deutschland. Nicht aufgefiihrte Chemikalien stammen von der Firma Merck,

Darmstadt, Deutschland. Soweit nicht anders angegeben, stammen alle verwendeten

Enzyme von der Firma Fermentas, St. Leon-Rot.

Agar

Agarose NEEO
Ameisensdure
Anti-Digoxigenin-AP
Bacto-Trypton
Blocking-Reagenz
CDP-Star
Chloramphenicol
Chloroform
Chlortetracyclin
Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB)
Czapek-Dox-Broth
Diethanolamin
Diethylether
DIG-11-dUTP, alkali-labil
DIG Easy Hyb

DNeasy Plant Mini/Maxi Kit
dNTP-Mix

EDTA

Ethidiumbromid

Glyzerin

Hefe Extrakt

Isopropanol

Loading Dye Solution
MacConkey Agar

Maleinsiure

Serva, Heidelberg

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roche, Mannheim
Fluka, Neu-Ulm

Roche, Mannheim
Roche, Mannheim
Roth, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt
Serva, Heidelberg

Roth, Karlsruhe
Scharlau, Barcelona, Spanien
Fluka, Neu-Ulm

Roth, Karlsruhe

Roche, Mannheim
Roche, Mannheim
Qiagen, Hilden
Fermentas, St. Leon-Rot
amresco, Solon, USA
Fluka, Neu-Ulm

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt
Fermentas, St. Leon-Rot
Difco, Detroit, Michigan, USA
Fluka, Neu-Ulm
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MgCly, 25 mM
PCR-Puffer, 10x

PDB-Medium

Pfu-Polymerase

Phenol

pNPP (4-Nitrophenylphosphat)
Polyacrylamid
Polyethylenglycol (PEG)
Polygalacturonsdure Na-Salz
Polyvinylpyrrolidone 25
Proteinase K
Rinderserumalbumin
RNaseA

SDS (Natriumdodecyl Sulfat)
Streptavidin-AP-Konjugat
TEMED

Tergitol NP 10

TRIS

Triton X 100

Fermentas, St. Leon-Rot

New England Biolabs, Frankfurt/Main;

Fermentas, St. Leon-Rot

Scharlau, Barcelona, Spanien

Sigma, Steinheim
Fermentas, St. Leon-Rot
AppliChem, Darmstadt
Serva, Heidelberg
AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Sigma, Steinheim
Serva, Heidelberg
Roth, Karlsruhe
Roche, Mannheim
Serva, Heidelberg
AppliChem, Darmstadt
Roche, Mannheim
Fluka, Neu-Ulm
Sigma, Steinheim
Roth, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt

Tween 20 Scharlau, Barcelona, Spanien

Vent-Polymerase New England Biolabs, Frankfurt/Main

2.2 Medien, Puffer und Trenngele

Alle aufgefiihrten Medien und Puffer wurden mit doppelt destilliertem Wasser
angesetzt. Die Bestandteile wurden zunichst in einer geringen Menge Wasser gelost
und anschlieBend auf das Endvolumen aufgefiillt. Zur Sterilisierung wurden die Medien
fiir 15 min bei 120°C autoklaviert.

Soweit nicht anders angegeben wurden die Antibiotika aus einer 1000fach
konzentrierten sterilfiltrierten Stammlosung nach dem Autoklavieren in das auf ca.
50°C abgekiihlte Medium gegeben. Die Stammldsungen wurden in doppelt destilliertem
Wasser angesetzt und bei -20°C gelagert.
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2.2.1 Nahrmedien fiir die Pilzkultivierung

PDB-Medium:

PDB 24 ¢
H:Obigest ad 1000 ml
PDA-Medium:

PDB 24 ¢

Agar 15¢g
H:Obigest ad 1000 ml

Czapek-Dox-Medium:

Czapek-Dox Broth 335¢
Agar 15¢
H2Ovigest ad 1000 ml

Selektivmedium flir Verticillium spp. (STEINBACH et al., 2002, verdandert nach HARRIS et

al., 1993):

Bodenextrakt 24,0 ml
Czapek-Dox-Mineralsalzmischung 50g
Polygalacturonsédure Na-Salz 25¢g
Tergitol NP 10 0,5 ml
Chloramphenicol 50,0 mg
Chlortetracyclin 50,0 mg
Streptomycinsulfat 50,0 mg
H;Obigest ad 1000 ml
Bodenextrakt:

- 1000 g humosen Boden in 1000 ml H,O schiitteln
- Boden sedimentieren lassen
- Uberstand dekantieren und bei 1500 rpm 10 min zentrifugieren

- Uberstand als Bodenextrakt verwenden
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Czapek-Dox-Mineralsalzmischung:

NaNO; 3g
K;HPO,4 lg
KCl 0,5¢g
MgSO47 H,O 0,5¢g
FeSO47 H,O 0,01 g

2.2.2 Niahrmedien fiir die Bakterienkultivierung

SOB-Medium (SAMBROOK et al., 1989):

Bacto-Trypton 20g
Hefe-Extrakt S5¢g
NaCl 0,5¢g

Die Komponenten wurden in HyOpigest gelost, bevor 10 ml einer 250 mM KCI-Losung
addiert wurden. Dann wurde der pH-Wert mit 5 N NaOH auf pH 7,0 eingestellt und auf
1 1 aufgefiillt. Das Ndhrmedium wurde im Autoklaven sterilisiert. Vor Gebrauch wurden

5 ml einer separat autoklavierten 2 M MgCl,-Losung addiert.

SOC-Medium (SAMBROOK et al., 1989):
Fiir die Herstellung des SOC-Mediums wurde das oben beschriebene SOB-Medium

nach dem Erkalten mit 20 ml einer 1 M sterilen Glukoselosung versehen.

Terrific-Broth (TARTOF & HOBBS, 1987):

Bacto-Trypton 12,0 g
Hefe-Extrakt 240¢g
Glyzerin 4,0 ml

Die Medien-Komponenten wurden in HOpigest gelost und das Volumen anschlieBend
auf 900 ml aufgefiillt. Das Medium wurde im Autoklaven sterilisiert und nach dem
Erkalten mit 100 ml einer separat autoklavierten 0,17 M KH,PO4, 0,72 M K,HPO,4

Losung versehen.
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LB-Medium (Luria-Bertani Medium) (SAMBROOK et al., 1989):

Bacto-Trypton 10g
Hefe-Extrakt 5¢g

NaCl 10g
H;Obigest ad 1000 ml

Der pH-Wert wurde mit einer 5 N NaOH auf pH 7,0 eingestellt.

MacConkey-Agar:
MacConkey Agar 50g
H;Opidest ad 1000 ml

Nach dem Autoklavieren und Abkiihlen auf 50°C wurden dem Medium zusitzlich 10 g

Laktose sowie zur Selektion rekombinanter Plasmide 100 ppm Ampicillin zugegeben.

2.2.3 Puffer und Losungen fiir den ELISA-Test

Extraktionspuffer (pH 7,4):

PPK 20x

Tween 20 0,05%
PVP 0,2%
NaN3 (10%ig) 0,2%

PPK 20x (pH 7,4):

NaCl 160 g
KH,PO4 4¢g
Na,HPO,4 x 12 H,O 58¢g

KCl 4g
HObidest ad 1000 ml

Substratpuffer (pH 9,8):
H2Ovigest 600 ml

Diethanolamin 97 ml
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Der pH-Wert wurde mit 2 N HCI auf pH 9,8 eingestellt und anschlieBend mit HyOp;gest
auf 1000 ml aufgefiillt.

Waschpuffer:

PPK 20x 50 ml
H2Opigest 1950 ml
Tween 20 0,05%
NaN3 (10%ig) 0,02%

Beschichtungspuffer (pH 9,6):

Na,CO; 1,59 g
NaHCO; 2,93 ¢
NaNj; 02¢g
H:Obigest ad 1000 ml

Verdiinnung biotinylierter Antikorper:

(Die biotinylierten AK (200 ul) wurden vor Gebrauch mit 800 ul der angegebenen

Losung verdiinnt.)

PPK 20x 100 pl
HOpiest 1900 pl
NaN; (10%ig) 4 ul
RSA 0,02 mg

2.2.4 Puffer und Losungen fiir die molekularen Untersuchungen

TBE-Puffer 10x (TRIS-Borat-EDTA-Puffer):

TRIS 108 g
Borsdure 5¢g
0,5M EDTA 40 ml
H2Opigest ad 1000 ml

Agarose-Trenngel (1%ig):

Agarose lg
TBE-Puffer ad 100 ml
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Polyacrylamid-Gel (10%):

Polyacrylamid 10 ml

TBE-Puffer 10x 6 ml

HObidest 17 ml

TEMED 10 pl

APS 200 pl

TE-Puffer:

Tris, pH 8,0 0,1M

EDTA 10 mM

TES-Puffer:

TRIS, pH 8,0 0,1M

EDTA 10 mM

SDS 2% (W/v)

CTAB: 10% (w/v), CTAB in 0,7 M NaCl und 1 x TE-Puffer
Proteinase K: 20 mg/ml H,Opigest, Lagerung bei -20°C
RNaseA: 10 mg/ml H,Op;gest, Lagerung bei -20°C

Wasch-Puffer fur die Gelextraktion:

NaCl 400 mM
TRIS 20 mM
EDTA 2mM
Ethanolgge, 50%
HObidest ad 200 ml

Binding-Puffer fur die Gelextraktion:

Natrium Perchlorat 73,44 g (6 M)
Tris IM 5ml
EDTA 0,5 M 2 ml

H>Opidest ad 100 ml
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Prep-A-Gene-Matrix:

20 ml Quantum prep Matrix (Bio-Rad) werden mit 100 ml sterilem Wasser versetzt und
10 min leicht geschiittelt. Das Granulat wird anschlieBend fiir 30 min bei
Raumtemperatur sedimentiert und der Uberstand verworfen. Dieser Waschschritt wird
viermal wiederholt. Das Pellet wird anschlieend 1:1 in sterilem Wasser aufgenommen

und jeweils 500 pl in 2 ml Reaktionsgefdfen bei 4°C gelagert

DNA-Elutionspuffer:

Tris-HCI, pH 7,4 50 mM
Natriumacetat 0,5M
EDTA 1 mM

STET-Puffer:

Saccharose 8% (wW/v)
Triton X 100 0,5%
Natrium-EDTA 50 mM
TRIS, pH 8,0 10 mM

LYZ (aus 10x Losung frisch ansetzen):

SDS 1%
NaOH 02M
GLC (pH 8.,0):

Glucose 50 mM
EDTA 10 mM
Tris HCI1 50 mM

Kurz vor der Verwendung Lysozym auf eine Endkonzentration von 0,5 mg/ml zugeben.

HS:

Kaliumacetat 147 g
Ameisensdure (98-100%) 19 ml
HObidest ad 500 ml
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PEG (selbststerilisierend):
Polyethylenglykol 6000 30g

NaCl 10,5¢g
H>Opidest ad 100 ml
Denaturierungslosung:

NaOH 0,5M
NaCl 1,5M

20x SSC (pH 7,5):
NaCl 3M
Natrium-Citrat 03 M

Aquilibrierungspuffer (pH 9,5):
Tris HC1 0,1M
NaCl 0,1M

Grundpuffer (pH 7,5):
Maleinsédure 0,1M

NaCl 0,15M

Waschpuffer:
Grundpuffer versetzt mit 0,3% (v/v) Tween 20

Blocking-Stammldsung:

Blocking Reagenz 10% (w/v) geldst im Grundpuffer

Blocking-Puffer:

Blocking-Stammldsung 1:10 verdiinnt im Grundpuffer
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2.3 Pilze, Bakterien und Plasmide

2.3.1 Herkunft und Anzucht der verwendeten Pilzisolate

Alle in dieser Arbeit verwendeten Pilzisolate sind in Tab. 2.2 aufgefiihrt. Die
verwendeten S. sclerotiorum-Isolate wurden zur Erhaltung in Erdréhrchen bei 4°C
aufbewahrt. Die Anzucht der S. sclerotiorum-Isolate erfolgte auf PDA bei
Raumtemperatur. Sobald sich Sklerotien bildeten (nach ca. 10 Tagen) wurden die
Isolate mit einem Agarstiick aus dem Randbereich neu iiberimpft. Die verwendeten
V. longisporum und V. dahliae-Isolate wurden zur Erhaltung als Sporenldsung in
Glycerinkultur (Sporensuspension versetzt mit 25% autoklavierten Glycerin) mit einer
Sporendichte von 10° Sporen/ml bei -70°C aufbewahrt. Die Anzucht erfolgte auf PDA
bzw. als Schiittelkultur in PDB. Alle weiteren verwendeten Isolate wurden als
Lyophilisate aufbewahrt. Zur Anzucht der Pilze fiir die DNA-Extraktion wurden
Schiittelkulturen in PDB verwendet.

2.3.2 Verwendete Bakterien und Plasmide

Der fur die Transformation verwendete E. coli-Stamm und das verwendete Plasmid sind

mit den relevanten Merkmalen in Tabelle 2.1 aufgefiihrt.

Tab. 2.1: Verwendeter E. coli-Stamm und Plasmid

lS)::::nTé relevante Merkmale Referenz
recAl, endAl, hsdR17(rk-, mk+),
DH>a lacZAM15, A(lacZY AA-argF), U169~ TANAHAN(1983)
pBluescript SK- 2,96 kBp, Amp~, lacPOZ’ Firma Stratagene

(San Diego, USA)
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Tab. 2.2: Bezeichnung und Herkunft der verwendeten Pilzisolate

Art Bezeichnung Herkunft Land | Jahr Wirt/Habitat
Sclerotinia Ss 1.1 Petschow D | 1997 Brassica napus
sclerotiorum Ss 1.5 Biestow D | 1997 Brassica napus
Ss 1.6 Diedrichshagen D 1997 Brassica napus
Verticillium V118 Mecklenburg D | 1989 Brassica napus
longisporum V132 Mecklenburg D 1988 Brassica napus
V140 Mecklenburg D 1990 Brassica napus
V143 Mecklenburg D 1991 Brassica napus
VI 59 Kalifornien USA | 1997 | B. oleracea var. botrytis
V160 Kalifornien USA | 1997 | B. oleracea var. botrytis
VI 82 Mecklenburg D 1997 Brassica napus
V183 Mecklenburg D 1997 Brassica napus
V1 84 Mecklenburg D 1997 Brassica napus
Verticillium vd3 Miinsterland D | 1997 | Fragaria x ananassa
dahliae Vd 13 Cordoba ESP | 1987 |  Gossypium hirsutum
Vd 16 Mecklenburg D 1988 Solanum tuberosum
Vd 49 Burgenland A n.b. Capsicum annuum
vd 52 Burgenland A n.b. Capsicum annuum
Vd 57 Mecklenburg D 1995 Fragaria x ananassa
Vd 76 n.b. USA | n.b. Gossypium hirsutum
Z?;ZZZZZZ Vaa 1.0 Wisconsin USA | 1989 Solanum tuberosum
o |
ngﬁZZme Fg 35 Gottingen D 1975 Triticum aestivum
ZZZIZ:’ZZ Fc 33 Italien I Triticum aestivum
i;’/‘;;’;fun; Fo 36 nicht bekannt
Iillttee};’:g’;;a Aa n.b. D 1983 Triticum aestivum
Rhizoctonia Rs nb.
Phoma lingam P1 1B 2 Deutschland D |nb. Brassica napus
P1IB 23 Polen P n.b. Brassica napus
P1IB 39 Deutschland D n.b. Brassica napus
P11B 42 Frankreich F n.b. Brassica napus

n.b. = nicht bekannt
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2.4 Feldversuche zur Schadwirkung von Pathogenen an Winterraps

2.4.1 Versuchsstandort und Versuchsanlage

Die Versuche wurden von August 2001 bis August 2005 an den Standorten
,Dragoneranger* (2001/02 und 2004/05), ,,GroB3e Breite* (2002/03) und ,,Grof3e Lage*
(2003/04) in Gottingen-Weende auf Versuchsflichen des Versuchsgutes Marienstein
der Universitidt Gottingen durchgefiihrt (Abb. 2.1). Die Versuchsfldchen liegen in der
Talaue des Leinegrabens im nord-westlichen Stadtgebiet Gottingens. Die Versuchs-
flichen weisen nur eine geringe Hangneigung auf. Der vorherrschende Bodentyp ist
toniger Lehm mit einer Bodenpunktzahl von 80. Die Versuchsflaichen unterliegen einer
dreigliedrigen Fruchtfolge in der W-Weizen — W-Gerste — Zwischenfrucht Olrettich —
Zuckerriiben angebaut werden. Innerhalb dieser betriebsiiblichen Fruchtfolge wurde
abweichend davon in den Versuchsjahren das Fruchtfolgeglied Zuckerriiben durch
Winterraps ersetzt. Auf allen Flichen wurde seit mehr als 10 Jahren kein Raps
angebaut, so dass das Risiko einer natiirlichen Infektion mit S. sclerotiorum und

V. longisporum minimiert werden konnte.

I

»Dragoneranger*
o) . HIE

,GroRe Lage* I

2003/04 /l

.- 2004/05

2002/03

\
\

Abb. 2.1: Lage der Versuchsstandorte in den Versuchsjahren 2001/02 bis 2004/05 in
Gottingen-Weende.

A

o il "N e -
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Die auf den Flachen ackerbaulich durchgefiihrten MafBnahmen sind im Anhang
aufgefiihrt (Tab. Ala-d).

Die Versuche zur Schadwirkung von S. sclerotiorum in Abhingigkeit von
Inokulationstermin, Aussaatstirke und Aussaattermin sowie zum Kompensations-
potential wurden in zwei Blockanlagen (ein Block je Sorte) mit vier Wiederholungen
angelegt.

Die Versuche zum Kompensationspotential von Raps und zum Einfluss des
Inokulationstermins wurden im Versuchsjahr 2001/02 mit einer Praxisdrillmaschine
ausgesit. Die ParzellengroBle betrug in diesen Versuchen 2 m x 10 m = 20 m? Der
Feldversuch zum Einfluss verschiedener Anbaumafinahmen sowie alle Versuche in den
folgenden Versuchsjahren wurden mit einer Parzellendrillmaschine (Firma Hege)
ausgesit. Die Parzellengrofe betrug im Jahr 2001/02 10 m x 1,25 m = 12,5 m? und in
den folgenden Jahren 12 m x 1,2 m =14,4 m?.

Um genaue Befallshdufigkeiten in den Parzellen einstellen zu kénnen wurde die
Bestandesdichte im Frithjahr zu BBCH 31-33 bestimmt. Mit einem % m?-Z&hlrahmen
wurde an vier Stellen pro Parzelle die Bestandesdichte gezihlt. Uber den Mittelwert der
vier Zahlungen wurde die Bestandesdichte pro Parzelle ermittelt.

Um in allen Parzellen dieselben Bedingungen zu schaffen, wurde die Bestandesdichte
durch Entfernen iiberschiissiger Pflanzen auf die geforderte Anzahl Pflanzen/Parzelle
eingestellt.

Die Feldversuche zur Befalls-Verlust-Relation von V. longisporum an Winterraps in den
Jahren 2002/03 und 2003/04 wurden in einem Lateinischen Rechteck mit vier
Wiederholungen angelegt (Tab. 2.3). Die Parzellengrofe betrug 2,50 m x 10 m (25 m?).
Die Parzellen wurden in eine Beprobungsparzelle (2,50 m x 2 m) und eine Ernteparzelle
(2,50 m x 8 m) aufgeteilt. Zwischen den Wiederholungen wurde eine Arbeitsbreite
(2,50 m) und hinter jeder Parzelle drei Meter freigelassen, um eine Verschleppung des
Inokulums in Nachbarparzellen zu verhindern.

Die Aussaat wurde mit einer Praxisdrillmaschine mit einer Aussaatstirke von 63 Ko/m?

durchgefiihrt.
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Tab. 2.3: Versuchsanlage zur Untersuchung der Schadwirkung von V. longisporum an
Winterraps in den Vegetationsperioden 2002/03 und 2003/04

5 1 2 4 Inokulummenge:
1: Kontrolle
4 5 3 2 2:300 g
é" E‘J E” 3: 600 g
3 @ 2 L.E 1 “5 5 4:900 g
= Z z 5:1200 g
2 3 4 1
1 4 5 3
1. 2. 3. 4.
Wdh. Wdh. Wdh. Wdh.

2.4.2 Versuchsfaktoren
2.4.2.1 Sorten

In den Versuchsjahren 2001/02, 2002/03 und 2003/04 wurden jeweils eine Hybride
(Talent in 2001/02 und 2002/03, Maja in 2003/04) und eine Liniensorte (Prince)
angebaut, um mogliche Unterschiede zwischen den Sortentypen zu erfassen. Im
Versuchsjahr 2004/05 wurden acht verschiedene Sorten (Tab. 2.4), jeweils vier Hybrid-
und Liniensorten angebaut, um sortenspezifische Befalls-Verlust-Relationen zu
erarbeiten. Die in Tab. 2.4 aufgefiihrten Sorten wurden aufgrund ihrer in der Bundes-
sortenliste aufgefiihrten Eigenschaften ausgewihlt. Ausschlaggebend war eine hohe
Anfilligkeit gegen S. sclerotiorum, eine geringe Anfilligkeit gegen P. lingam sowie
eine hohe Vermehrungsflache als Kennzeichen fiir eine hohe Anbauintensitit in der
Praxis.

Zur Ermittlung der sortenspezifischen Befalls-Verlust-Relationen im Versuchsjahr
2004/05, wurden fiir alle Sorten Befallshdufigkeiten von 0 — 70% in einfacher
Wiederholung eingestellt (Tab. 2.5). Die Inokulation (sieche Kap. 2.6.1.4) wurde zu
BBCH 65-67 durchgefiihrt.

Die Aussaatdichte betrug 55 Ko./m?. Die Bestandesdichte wurde im Friihjahr ausgezéhlt
und auf 50 Pfl./m? eingestellt.
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Tab. 2.4: Auszug zur Sortenbeschreibung von Winterraps aus der Bundessortenliste
(ANONYM, 2004).

Sorte Sortentyp* Anfilligkeit gegen Ver:}lleharungs-
S. sclerotiorum P. lingam fliche” [ha]

Prince F 6 4 35°
Talent H 6 3 444°
Maja H 7 6 276°
Viking F 6 5 215

Oase F 5 4 275
Trabant H 5 4 197
Elektra H 6 6 556
Smart F 5 5 145

* = F: freiabbliihende Sorte, Liniensorte; H: Hybridsorte; *= Vermehrungsfliche im
Jahr 2004, ® = Vermehrungsfliche im Jahr 2001, ¢ = Vermehrungsfliche im Jahr 2002

Tab. 2.5: Versuchsanlage zur Untersuchung sortenspezifischer Befalls-Verlust-
Relationen von S. sclerotiorum im Versuchsjahr 2004/05.

Sorten: Befallshaufigkeit:
88 |23 |57 |61 |84 |27 ]|53]|6S5 1 Prince 1: Kontrolle
7.7 |45 |35 |14 |73 | 41| 31|18 2 Viking 2:10%
66 (12 |82 |72 62|16 |86 76 3 Smart 3:20%
551342447 |51 38|28 43 4 Trabant 4:30%
44 (78 |68 25|48 |74 | 64| 2.1 5 Talent 5:40%
33|56 (13|83 |37 |52)|17 8.7 6 Elektra 6: 50%
22 | 81 |71 36|26 |85]|75]|32 7 Maja 7: 60%
1.1 | 6.7 | 46 | 58 |15 |63 |42 | 54 8 Oase 8: 70%

2.4.2.2 Inokulationstermin

Zur Untersuchung des Einflusses von Befallsstirke und Befallszeitpunkt auf die
Schadwirkung von S. sclerotiorum wurde zu zwei Terminen inokuliert. Die frithe
Inokulation wurde zu BBCH 61-65, die spéte Inokulation zu BBCH 71 durchgefiihrt. Es
wurden Befallshdufigkeiten von 0 — 70% in den Parzellen eingestellt (Tab. 2.6).
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Die Aussaatdichte betrug 60 Ko./m? fiir die Liniensorte und 48 Ko./m? fiir die
Hybridsorte. Die Bestandesdichte wurde auf 50 Pfl./m? fiir die Liniensorte und 40
Pfl./m? fiir die Hybridsorte eingestellt.

Tab. 2.6: Versuchsanlage zur Untersuchung der Schadwirkung von S. sclerotiorum in
Abhiéngigkeit von Befallsstirke und Befallszeitpunkt in den Vegetationsperioden
2001/02 bis 2003/04.

> 16 7 8 2 - Befallshaufigkeit:

= 15 1 4 6 3 1/9: Kontrolle

2 14 | 12 10 11 - 2/10: 10%

& 13 9 5 3 < 3/11: 20%

—_ 12 3 13 5 o 4/12: 30%

~ —

» 11 15 1 14 S 5/13: 40%

B 10 6 7 4 d 6/14: 50%

R 9 16 2 8 = 7/15: 60%

- 8 4 3 1 w 8/16: 70%

= 7 14 9 13 3

é 6 11 15 10 E Inokulationstermin:
5 2 12 16 — 1-8: BBCH 61-65
4 13 16 12 9-16: BBCH 71

ot =

§ 3 10 6 15 g

= 2 5 14 9 a
1 8 11 7
1 2 3. 4

Wdh. Wdh. Wdh. Wdh.

2.4.2.3 Anbautechnische Maflnahmen

In einem weiteren Versuch wurde der Einfluss der anbautechnischen Parameter
Aussaattermin und Bestandesdichte auf die Schadwirkung von S. sclerotiorum
untersucht. Es wurde jeweils ein Versuch pro Sorte zu einem frithen (10.-15.08.) und
ein zweiter Versuch zu einem fiir die Region Gottingen normalen Termin (20.-25.08.)
gesit. Fiir jede Sorte wurden zwei Aussaatdichten/Bestandesdichten gewaihlt. Die
Hybridsorte wurde mit 60 und 42 K&./m?, die Liniensorte mit 72 und 54 Ko6./m?
ausgesit. Die Bestandesdichten wurden auf 50 und 35 Pfl./m? fiir die Hybride und 60
und 45 Pfl./m? fiir die Liniensorte im Friihjahr eingestellt.



MATERIAL UND METHODEN 22

Die Inokulation wurde zur abgehenden Bliite (BBCH 65-69) mit Befallshaufigkeiten
von 0 — 50% durchgefiihrt (Tab. 2.7).

Tab. 2.7: Versuchsanlage zur Untersuchung des Einflusses anbautechnischer
MaBnahmen auf die Befalls-Verlust-Relationen von S. sclerotiorum in den
Vegetationsperioden 2001/02 bis 2003/04.

> 12 4 6 2 o Befallshiufigkeit:
. g
3 1| 3 | 9 | s g 1/7: Kontrolle
= 0 | 7 1 g = 2/8: 10%
= 9 1 12 4 = 3/9: 20%
3 8 5 3 6 g 4/10: 30%
= 7 11 2 10 = 5/11: 40%
_ 6 9 8 12 = 6/12: 50%
- —
=< =)
E 5 10 7 3 2
= 4 2 11 1 = Aussaatstirken:
— 3 8 5 11 o 1-6: niedrig
é 2 6 4 7 § 7-12: hoch
a 1 2 | 10| 9 -
1. 2. 3. 4.

Wdh. Wdh. Wdh. Wdh.

2.4.2.4 Simulierung von Pflanzenverlusten

Zu Beginn der Schotenbildung (BBCH 71) wurden durch eine mechanische
Bestandesdichteregulierung spite Pflanzenausfille, wie sie z. B. durch einen
Sclerotinia-Befall entstehen, simuliert. Die Pflanzenstéingel wurden in 30-40 cm Hoéhe
mit einer Rosenschere durchtrennt, die Pflanzenreste wurden in der Parzelle belassen.
Mit dieser Methode wurden Pflanzenreduktionen von 0 — 70% durchgefiihrt (Tab. 2.8).
Der Versuch wurde mit einer Aussaatmenge von 60 Ko./m? fiir die Liniensorte und 48
Ko6./m? fiir die Hybridsorte ausgesét. Zu BBCH 31-33 wurde die Bestandesdichte auf 50
Pfl./m? fiir die Liniensorte und 40 Pfl./m? fiir die Hybridsorte eingestellt.
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Tab. 2.8: Versuchsanlage zur Untersuchung des Kompensationspotentials von
Winterraps in den Vegetationsperioden 2001/02 bis 2003/04.

Pflanzenreduktion:

Block 8 2 5 6 Block 1: Kontrolle
v 7 4 3 | v 2: 10%
Block 6 1 8 7 Block 3:20%
I 5 3 2 4 I 4:30%
Block 4 7 6 2 Block 5:40%
1 3 5 1 8 I 6: 50%
Block 2 8 7 3 Block 7:60%
I 1 6 4 5 I 8: 70%

1. 2. 3. 4.
Wdh. Wdh. Wdh. Wdh.

2.5 Witterungsverlauf und Pflanzenentwicklung in den Jahren 2001 bis 2005

Der Witterungsverlauf in den vier Versuchsjahren ist in Abb. 2.2 dargestellt. Die
Vegetationsperiode 2001/02 war gekennzeichnet durch {iiberdurchschnittlich hohe
Niederschlagsmengen in den Monaten September, Februar und Mai. Durch die bis in
den Oktober reichenden Temperaturen iiber 10°C gingen die Pflanzen gut entwickelt in
den Winter. Aufgrund sehr milder Temperaturen traten keine nennenswerten
Auswinterungsschiden auf. Im Februar 2002 waren {iberdurchschnittlich hohe
Temperaturen zu verzeichnen. Durch ausreichend Niederschlag und Warme konnten
sich die Pflanzen optimal entwickeln. Bedingt durch die guten Wachstumsbedingungen
wurden deutliche Unterschiede in der Pflanzenentwicklung zwischen der Friith- und der
Normalsaat deutlich.

In der Vegetationsperiode 2002/03 gingen die Pflanzen gut entwickelt (BBCH 17) in
den Winter. Der Winter war gekennzeichnet durch einen sehr kalten Februar mit
Schneefillen und anhaltenden Frostperioden bis in den Mérz. Im Friihjahr folgten nach
einer Woche mit warmer, wiichsiger Witterung eine Woche mit starken Nachtfrosten
(bis -9°C). Auswinterungen waren jedoch nur in der Hybridsorte Talent vereinzelt zu
finden. Das Frithjahr und der Sommer waren durch sehr hohe Temperaturen und
anhaltende Trockenheit gekennzeichnet. Durch die niedrigen Temperaturen im frithen

Friihjahr und fehlende Niederschldge wurde die Pflanzenentwicklung im Mérz bis Mitte
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April deutlich gehemmt, was sich in einer sehr geringen Pflanzenldnge niederschlug.
Durch einsetzende vereinzelte Niederschlige und warme Temperaturen Mitte April
bekamen die Pflanzen einen Wachstumsschub, der die fehlende Pflanzenldnge jedoch
nicht kompensieren konnte. Die Bliite war im Jahr 2003 sehr kurz (24.04. bis ca. 10.05.)
und es waren keine Unterschiede in der Pflanzenentwicklung zwischen der Hybrid- und
Liniensorte sowie zwischen den beiden Aussaatterminen erkennbar.

In der Vegetationsperiode 2003/04 setzte sich die Sommertrockenheit bis in den Herbst
fort. Durch die starke Trockenheit zum Zeitpunkt der frithen Aussaat, liefen nur ca. 10%
der Pflanzen auf. Die restlichen Pflanzen liefen erst zeitgleich mit den Pflanzen des
spateren Aussaattermins Ende August auf. Der Winter im Jahr 2003/04 war sehr mild
und es traten keine Auswinterungsschiden auf. Das Frithjahr 2004 war gekennzeichnet
durch sehr kiithle Temperaturen und relativ geringe Niederschldge bis Anfang Mai.
Auch die Sommermonate Juni und Juli waren im Vergleich zu vorhergehenden Jahren
sehr kiihl, und der Monat Juli sehr feucht. Bedingt durch die schlechten Witterungs-
bedingungen zur Aussaat und das sehr ungleichmiBige Auflaufen der Pflanzen des
frithen Aussaattermins war der Bestand in diesen Parzellen bis zum Beginn der Bliite
sehr ungleichmifig. Unterschiede zwischen den Sorten und Aussaattermine waren auch
in diesem Versuchsjahr nicht ersichtlich.

In der Vegetationsperiode 2004/05 konnte ein ziigiger Pflanzenaufgang nach der
Aussaat und eine gute Pflanzenentwicklung vor Winter beobachtet werden. Trotz zum
Teil sehr geringer Temperaturen wéhrend der Wintermonate traten keine
Auswinterungsschiden auf. Die Friihjahrsniederschlige waren vergleichbar dem
vorhergehendem Jahr. Der Pflanzenbestand war in allen Sorten sehr gleichmafBig.
Aufgrund der relativ geringen Temperaturen zur Bliite zeigte sich eine iiber ca. vier
Wochen ausgedehnte Bliitephase von Ende April bis Ende Mai. Die Sortenunterschiede
im Bliihzeitpunkt waren nur gering. Die Sorte Prince wurde am 15.09.2004, zwolf Tage
nach der normalen Aussaat, nachgesit. Aufgang und Pflanzenentwicklung vor Winter
waren sehr schlecht. Auch im Friihjahr war die Entwicklung dieser Sorte sehr stark
verzogert und wurde zum Teil durch gut entwickelte Nachbarparzellen unterdriickt. Die
einzelnen Pflanzen zeigten ein stark eingeschrinktes Hohenwachstum und die
Pflanzensténgel blieben sehr diinn. Aufgrund der schlechten Pflanzenentwicklung ging

diese Sorte nicht in die Versuchsauswertung ein.
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In Abb. 2.3 sind die relative Luftfeuchte sowie die Temperatur wéhrend der
Inokulationsphasen der vier Versuchsjahre dargestellt. Im ersten Versuchsjahr 2001/02
waren deutliche Unterschiede in der Pflanzenentwicklung zwischen den
Aussaatterminen zu sehen. Die Parzellen des frithen Aussaattermins wurden am

22./23.04. zu BBCH 65-69 noch vor den Parzellen der zweiten Aussaat zu BBCH 61-65
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inokuliert. Am 22.04. war es morgens sehr taunass, tagsiiber wurde es sehr warm und
trocken, so dass die Zahnstocher sehr schnell austrockneten. Am 23.04. war es morgens
kaum taunass und bedeckt und mit ca. 15°C etwas kiihler. Zur Inokulation zu BBCH
61-65 des zweiten Aussaattermins am 25.04. war es durch den Regen am Vortag
anfangs noch sehr nass, tagsiiber trocknete der Bestand jedoch ab und auch in den
darauf folgenden Tagen war es sehr trocken. Die Inokulation zu BBCH 65-69 des
zweiten Aussaattermins wurde vom 06.-08.05. durchgefiihrt. Am ersten Tag war der
Bestand vom vorhergehenden Regen noch stark durchnisst, trocknete jedoch relativ
schnell bei Temperaturen um 15°C ab. Die Inokulationen zu BBCH 71 wurden vom 13.
bis 15.05. durchgefiihrt. Am ersten Tag war der Bestand durch ein vorhergehendes
Regenereignis sehr nass, durch Temperaturen um 15°C und Sonnenschein trocknete der
Bestand jedoch rasch ab und auch am nichsten Tag war nur wenig Feuchtigkeit im
Bestand. Am 15.05. war der Bestand morgens taunass, trocknete im Verlauf des Tages
jedoch schnell ab. Auch in den darauf folgenden Wochen war die Luftfeuchtigkeit sehr
gering, unterbrochen durch einzelne Regenereignisse.

Im Jahr 2003 war es zum ersten Inokulationstermin am 5. Mai sehr warm und trocken.
Die Zahnstocher sind innerhalb weniger Minuten nach der Inokulation deutlich
getrocknet, so dass einige Inokulationen mdglicherweise nicht in Infektionen
resultierten. Da es keine erkennbaren Entwicklungsunterschiede der Pflanzen zwischen
dem friihen und dem normalem Aussaattermin gab, wurden die Inokulation zu BBCH
65-69 fiir die beiden Sorten und Aussaattermine nicht getrennt durchgefiihrt. Am 8.05.
war der Bestand bei hohen Temperaturen sehr trocken, so dass die Zahnstocher auch
hier schnell austrockneten. Abends und nachts regnete es, so dass an den beiden darauf
folgenden Inokulationstagen die Bedingungen fiir eine Infektion bei geringeren
Temperaturen optimal waren. Die Inokulation zu BBCH 71 wurde am 21.05.
durchgefiihrt. Auch zu diesem Zeitpunkt waren die Infektionsbedingungen mit
ausreichend Feuchte im Bestand und Temperaturen um 15-16°C optimal.

Das Jahr 2004 war allgemein feuchter als das Vorjahr und auch die Bedingungen zu den
verschiedenen Inokulationsterminen waren besser. Zum ersten Inokulationstermin zu
BBCH 61-65 am 29.04. war es mit ca. 17°C relativ warm und trocken. Zu den iibrigen
Terminen war der Bestand morgens taunass und die Temperaturen waren mit ca. 12 bis
15°C relativ kiihl. Tagsiiber fielen vereinzelt Schauer, so dass die Feuchtigkeits-

bedingungen fiir eine Infektion gegeben waren.
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Im Versuchsjahr 2004/05 waren nur sehr geringe Unterschiede zwischen den
Bliiteterminen der verschiedenen Sorten zu beobachten, so dass alle Sorten zum
gleichen Termin inokuliert werden konnten. Am 3. Mai war keine Taubildung festzu-
stellen und der Pflanzenbestand war relativ trocken. Durch geméBigte Temperaturen
von ca. 15°C trockneten die Zahnstocher jedoch nicht sehr schnell aus. Am darauf
folgenden Tag war der Bestand durch néchtliche Regenfille sehr nass. Auch direkt nach
der Inokulation traten Regenschauer auf. Die Sorte Prince wurde aufgrund einer sehr
verlangsamten Pflanzenentwicklung erst rund eine Woche spéter am 9. Mai inokuliert.

Zu diesem Termin war es durch anhaltenden Regen sehr nass und sehr kiihl.

2.6 Inokulationsmethoden
2.6.1 Sclerotinia-Inokulation

2.6.1.1 Produktion von Sclerotinia-Inokulum

Holzzahnstocher wurden in PDB bei 120°C fiir 15 min autoklaviert. Nach dem
Autoklavieren wurde iiberschiissige Fliissigkeit abgegossen und mit zwei
S. sclerotiorum-Isolaten (Tab. 2.1) beimpft. Mehrere Agarplugs einer ca. eine Woche
alten Pilzkultur von jedem Isolat wurden gleichméBig verteilt mit der myzel-
bewachsenen Seite nach unten auf die Zahnstocher gelegt. Die Glidser wurden
anschlieBend bei RT inkubiert.

Fir die Gewichshausversuche wurden jeweils 55 Zahnstocher in Schnappdeckel-
glaschen mit 20 ml PDB angesetzt und mit jeweils zwei Myzelplugs pro Isolat beimpft.
Fiir die Feldversuche wurden ca. 800 Zahnstocher in Weckgldsern mit ca. 250 ml PDB
angesetzt. Nach dem Autoklavieren und dem Abgiefen des iiberfliissigen Mediums

wurden die Gladser mit jeweils fiinf Myzelplugs pro Isolat beimpft.
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2.6.1.2 Zahnstocher-Inokulation mit S. sclerotiorum

Um eine moglichst natiirliche Infektion zu simulieren, wurden die Infektionen in einer
Blattachsel in mittlerer Pflanzenhohe gesetzt. Der Zahnstocher wurde schrig in die
Blattachsel gesteckt, ohne jedoch den Stingel auf der gegeniiberliegenden Seite zu
durchstechen. Pro Pflanze wurde eine Blattachsel inokuliert. Bei den spiteren
Inokulationsterminen wurde aufgrund von Stingelverhdrtungen mit einem Dosendffner

ein Loch in der Blattachsel vorgestochen, in das dann der Zahnstocher gesteckt wurde.

2.6.1.3 Gewichshausversuche zur Optimierung der Zahnstochermethode

Rapspflanzen der Sorte Talent wurden in ein Gemisch aus Einheitserde, geddmpfter
Komposterde und Sand (3:3:1) ausgesidt und fiir eine Woche im Gewichshaus
angezogen. Anschlieend wurden die Pflanzen fiir 40 Tage in einem Klimaschrank bei
5°C vernalisiert. Nach der Vernalisation wurden die Pflanzen umgetopft (Boden-
gemisch siehe oben, Topfgroe 13x13 cm) und bei Lichtintervallen von 14 Stunden
Licht und 10 Stunden Dunkelheit im Gewéchshaus weiter angezogen. Da die
Temperatur nicht genau reguliert werden konnte, traten Schwankungen von 16-30°C
auf. In regelméBigen Intervallen von ca. vier Wochen wurden die Pflanzen mit ca. 2 g
Hakaphos-Diinger (15% N, 11% P, 15% K sowie Spurenelemente) gediingt. Zur
Vermeidung von Mehltaubefall wurden die Pflanzen zweimal mit dem Mittel Zenit M
(750 g/1 Fenpropidin) gespritzt.

Die Pflanzen wurden zur Vollbliite (BBCH 65) wie unter 2.6.1.2 beschrieben inokuliert.
Um eine ausreichend hohe Luftfeuchte (> 90%) fiir eine erfolgreiche Infektion zu
gewdhrleisten, wurden die inokulierten Pflanzen fiir eine Woche unter einen
Folientunnel platziert. Die Wachstumsbedingungen waren entsprechend den oben
genannten. Pro Variante wurden 30 Pflanzen inokuliert.

Zur Optimierung der Inokulationsmethode wurden die Anzuchtbedingungen
(Ndhrmedium, Sklerotienbildung, Lagerung) des Inokulummaterials variiert (Tab. 2.9).
Fiir die Varianten 9-12 wurden Bliitenblitter von Rapspflanzen im Gewichshaus
gesammelt, mit einem Ultrathurrax im Ndhrmedium zerkleinert, und vor dem
Autoklavieren in das Medium gegeben. In den Varianten 13-15 wurde das Ndhrmedium
nach dem Autoklavieren und vor dem Beimpfen der Zahnstocher nicht komplett
abgegossen, sondern es verblieb soviel Nahrmedium-Rest (Nm-Rest) im Gefal3, dass die

Zahnstocher in das Medium eintauchten.
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Tab. 2.9: Varianten der Inokulumanzucht zur Optimierung der Inokulationsmethodik

Variante Nihrmedium Sll()lﬁ;(:lt:legn_ Lagerung
1 1x PDB ja frisches Inokulum
2 I1x PDB nein frisches Inokulum
3 1x PDB ja 1 Woche, 4°C
4 1x PDB nein 1 Woche, 4°C
5 2x PDB ja frisches Inokulum
6 2x PDB nein frisches Inokulum
7 2x PDB ja 1 Woche, 4°C
8 2x PDB nein 1 Woche, 4°C
9 1x PDB + 0,1% Bliitenblétter ja frisches Inokulum
10 1x PDB + 0,1% Bliitenblatter nein frisches Inokulum
11 1x PDB + 0,1% Bliitenblétter ja 1 Woche, 4°C
12 1x PDB + 0,1% Bliitenblitter nein 1 Woche, 4°C
13 I1x PDB + Nm-Rest nein frisches Inokulum
14 2x PDB + Nm-Rest nein frisches Inokulum
15 1x PDB +0,1% Bliitenblatter nein frisches Inokulum
+ Nm-Rest

Die Auswertung der Versuche erfolgte vier Wochen nach Inokulation. Es wurden die
Befallshéufigkeit (% befallene Pflanzen pro Variante), Boniturnote (Tab. 2.10) und

Lasionsldnge festgehalten.

2.6.1.4 Sclerotinia-Inokulation mit der Zahnstochermethode im Feldversuch

Fiir die Sclerotinia-Inokulation im Feld wurde das Inokulummaterial entsprechend der
Variante 2 der Optimierungsversuche im Gewichshaus (Anzucht in 1xPDB, keine
Sklerotienbildung, keine Lagerung der beimpften Zahnstocher) angezogen. Die
Inkubationsdauer bis zum vollstdindigen Durchwachsen der Zahnstocher mit Myzel,
jedoch ohne Sklerotienbildung, betrug ca. 1 Woche.

Je nach Witterung konnten 7 bis 10 Tage nach der Inokulation im Feld erste typische

Sclerotinia-Symptome beobachtet werden.
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Tab. 2.10: Boniturschema fiir S. sclerotiorum an Winterraps

Boniturnote Infektionsstirke

1 kein Befall
) Einzelinfektionen, <50% stingelumgreifend, Schote partiell
infiziert

Einzelinfektionen, <100% stangelumgreifend

oder: einzelne Schoten

4 Zwischenstufe

Symptom stingelumgreifend, auch in Langsrichtung deutlich
ausgedehnt, Stingelmark noch intakt

oder: Mehrfachinfektionen

(Schoten: mehr als 3 Schoten infiziert)

Zwischenstufe
Erste Stiangelschidigung erkennbar, Stingel auf Druck
brechend, Mark deutlich geschadigt, Sklerotienbildung
Zwischenstufe

Stingel faserig und briichig, Pflanze nicht mehr standfest,
erkennbare Notreife, reichliche Sklerotienbildung

3

Nl e

2.6.2 Verticillium-Inokulation im Feld

Zur Inokulation der Pflanzen mit V. longisporum im Feld wurde eine Bodenver-
seuchung mit unterschiedlichen Mengen von natiirlich infiziertem Rapsstroh
durchgefiihrt (Tab. 2.11). Das infizierte Stroh wurde nach der Rapsernte 2002 auf einem
Versuchsfeld in Biestow des Pflanzenschutzamtes Mecklenburg-Vorpommern, Rostock,
gesammelt. Die Rapsstingel wurden mit einer Retsch-Miihle zerkleinert (Partikelgrof3e
8 mm) und direkt vor der Aussaat in den Parzellen gleichmédBig verteilt. Das verteilte
Rapsstroh wurde anschlieBend mit einer Kreiselegge in die obere Bodenschicht (5 cm)

eingearbeitet.

Tab. 2.11: Ausgebrachte Menge an Inokulum in den unterschiedlichen Varianten zur
Erarbeitung der Befalls-Verlust-Relationen von V. longisporum an Winterraps.

Inokulummenge
/Parzelle
0g
300 g
600 g
900 g
1200 g

Variante

DN W N =
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2.7 Befallsermittlung
2.7.1 Sclerotinia-Bonitur im Feld

Die visuelle Bonitur des Sclerotinia-Befalls erfolgte zu BBCH 81-83 im Feld. Neben
der Befallshaufigkeit in der gesamten Parzelle wurde auch die Befallsschwere nach dem
in Tab. 2.10 angegebenen Schema bonitiert. Hierzu wurde die durchschnittliche

Befallsstirke der infizierten Pflanzen einer Parzelle zu Grunde gelegt.

2.7.2 Verticillium-Bonitur im Labor

Der Verticillium-Befall wurde an 100 Stoppeln pro Parzelle im Labor bonitiert, die nach
der Ernte zufdllig iiber eine Parzelle verteilt gezogen wurden. Mit Hilfe eines
Binokulars wurde die Befallshdufigkeit und Befallsschwere bonitiert. Es wurde bonitiert
nach Vorhandensein von Mikrosklerotien an der Oberfliche/unter der Epidermis des
Haupttriebes, im Stdngelinneren und in der Wurzel. Die Befallsschwere wurde in drei

Klassen eingeteilt (Tab. 2.12).

Tab. 2.12: Boniturschema fiir V. longisporum an Rapsstoppeln nach der Ernte.

Boniturnote Infektionsstirke

0 kein Besatz mit Mikrosklerotien

1 mittlerer, nur vereinzelter Besatz mit
Mikrosklerotien

2 starker Besatz mit Mikrosklerotien

2.7.3 Berechnung des Befallsindex fiir V. longisporum

Auf Grundlage der bonitierten Befallshdufigkeiten und Befallsstirken wurde ein
Befallsindex nach folgender Formel berechnet:

d = (0*a + 1*b + 2%c)/n

wobei a = Anzahl Pflanzen mit der Boniturnote 0, b = Anzahl Pflanzen mit der
Boniturnote 1, ¢ = Anzahl Pflanzen mit der Boniturnote 2 und n = Gesamtanzahl

Pflanzen ist.
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2.7.4 Erfassung weiterer Schaderreger im Feld

In den Feldversuchen zur Schadwirkung von S. sclerotiorum wurde das Auftreten von
P. lingam als Befallshdufigkeit in den Parzellen parallel zur Sclerotinia-Bonitur
bonitiert. In den Feldversuchen zur Schadwirkung von V. longisporum wurde bei der
Stoppelbonitur im Labor gleichzeitig die Befallshdufigkeit mit S. sclerotiorum sowie die
Befallsstirke von P. lingam erfasst. Die Phoma-Bonitur erfolgte nach einem

neunstufigen Boniturschema von KRUGER (1982) (Tab. 2.13).

Tab. 2.13: Boniturschema fiir P. /ingam nach KRUGER (1982)

Boniturnote Symptom am Wurzelhals Symptom am Stiingel

1 kein Befall kein Befall

2 kleine Flecken an der kleine Flecken an der
Oberflache Oberfliache

3 kleine Flecken mit geringer grofere Flecken an der
Verkorkung und/oder Oberflache mit geringer
Verbraunungen im Wurzelhals Verkorkung

4 Zwischenstufe Zwischenstufe

5 umfassende oberfldchliche tiefere Befallsstellen am
Verkorkung Stingel

6 Zwischenstufe Zwischenstufe

7 iiber 50% des Wurzelhalses tief tiefe Befallsstellen mit
verkorkt Pyknidien

8 Zwischenstufe Zwischenstufe

9 Pflanze abgestorben, starke Pflanze abgestorben, tiefe
Verkorkung Befallsstellen

2.8 Quantifizierung des bodenbiirtigen Inokulums von Verticillium spp.

Anhand von Bodenproben wurde die Verseuchung mit Verticillium spp. in den
unterschiedlich stark inokulierten Parzellen mit Hilfe der von STEINBACH et al. (2002)
beschriebenen Methode untersucht. Die Bodenproben wurden im Versuchsjahr 2002/03
zu Vegetationsende am 29.10.2002 und im Versuchsjahr 2003/04 zu Vegetationsbeginn
am 01.04.2004 gezogen.

An fiinf gleichmiBig iiber die Parzelle verteilten Stellen wurden ca. 100 g Boden aus
der oberen Bodenschicht (5-10 cm) entnommen und eine Mischprobe pro Parzelle

hergestellt. Die Proben wurden fiir einige Tage im Gewichshaus luftgetrocknet und
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anschlieend auf 2 mm gesiebt. Je Bodenprobe wurden drei Wiederholungen a 25 g
eingewogen und in 250 ml 0,1%igem Wasseragar fiir eine Stunde geriihrt. Anschlieend
wurde jeweils ein Aliquot von 500 pl homogener Bodensuspension auf zehn
Petrischalen mit Verticillium-Selektivmedium gleichmifig mit einem Drigalsky-Spatel
verteilt. Bis zum Antrocknen der Agaroberfldache blieben die Petrischalen gedffnet unter
der Impfkabine stehen. Die Inkubation der Petrischalen erfolgte fiinf Wochen bei 18-
20°C im Dunkeln.

Zur Auswertung der Platten wurde die Agaroberfliche unter flieBendem Wasser
vorsichtig mit einem Gummispatel gereinigt. Mit Hilfe eines Kolonie-Zdhlgerites
wurden die Verticillium-Kolonien auf der Unterseite der Petrischale gezéhlt. Eine
Differenzierung zwischen verschiedenen Verticillium spp. war hierbei anhand der
Koloniecharakteristika nicht moglich.

Die Berechnung des Bodeninokulums pro Gramm Boden wurde nach folgender Formel

vorgenommen:

cfu/g Boden = (Anzahl Kolonien * 1 g) /0,05 g

2.9 Erhebung der Ertragsparameter

Zur Erfassung der Ertragsparameter wurden die Versuchsparzellen (Gesamtparzellen)
mit einem Parzellenmihdrescher beerntet. Nach der Ermittlung des Kornertrages jeder
Parzelle wurde eine Ernteprobe von ca. 500 g entnommen, anhand derer die
Kornfeuchte, der Schmutzanteil, das TKG (Tausendkorngewicht) und der Olgehalt
bestimmt wurden. Unter Beriicksichtigung der ermittelten Ergebnisse wurde der Ertrag
auf eine einheitliche Kornfeuchte von 9% und 0% Schmutzanteil bezogen und auf
Hektarertrage (dt/ha) hochgerechnet.

Zur Bestimmung der Kornfeuchte wurden ca. 50 g der Ernteprobe direkt nach der Ernte
eingewogen, fiir 24 h bei 103°C getrocknet und nach Abkiihlung auf 80°C
zuriickgewogen.

Zur weiteren Untersuchung wurden die Ernteproben mit einem Trieur gereinigt und

durch Zuriickwiegen der gereinigten Proben der Schmutzanteil bestimmt.
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Zur Bestimmung des TKG wurden mit Hilfe eines elektronischen Zéhlgerites rund
1000 luftgetrocknete Rapskorner abgezdhlt und gewogen. Das Gewicht wurde
anschliefend auf genau eintausend Kdrner berechnet.

Anhand einer Probe von 3 g luftgetrockneter Rapssamen wurde der Olgehalt mittels

Nah-Infrarot-Reflektions-Spektroskopie (NIRS) festgestellt.

2.10 Nachweis von V. longisporum in Pflanzenmaterial mittels ELISA

Zur Untersuchung der Befallsdynamik von V. longisporum im Verlauf der
Vegetationsperiode wurden mit Hilfe des von CERNUSKO (1995) entwickelten ELISA-

Tests Pflanzenproben auf Befall mit V. longisporum untersucht.

2.10.1 Probenahme und -aufbereitung

Im Verlauf der Vegetation wurden regelméfig Pflanzenproben aus den Beprobungs-
parzellen gezogen (Tab.2.14). Pro Parzelle und Beprobungstermin wurden jeweils fiinf
Pflanzen entnommen. Die Pflanzenwurzeln wurden mit Leitungswasser gewaschen, um
anhaftende Erde zu entfernen.

Nach den Probenahmen wurden die Pflanzen bei 30°C getrocknet bzw. vorerst bei
minus 20°C eingefroren und anschlieBend bei 30°C getrocknet. Die getrockneten
Pflanzenproben wurden anschlieBend gemahlen und iiber Nacht bei 4°C auf einem
Schiittler mit Extraktionspuffer extrahiert (1:20 w/v). Nach der Extraktion wurden
1000 ul der Extrakte in Reaktionsgefdle iiberfithrt und bei 13.000 rpm zentrifugiert.
Der Uberstand wurde direkt im ELISA eingesetzt.

Tab. 2.14: Probenahmetermine in den Verticillium-Versuchen 1in den
Vegetationsperioden 2002/03 und 2003/04.

BBCH-

Stadium 2002/03 2003/04
18 29.10.02 28.10.03
50 25.03.03 02.04.04
60 22.04.03 28.04.04
70 22.05.03 03.06.04
83 23.06.03 01.07.04

89 15.07.03 30.07.04
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2.10.2 Durchfiihrung des ELISA-Tests

Die Durchfiihrung des ELISA-Tests erfolgte in Mikrotiterplatten mit 350 pl Kavitdten

(Nunc, Wiesbaden).

Alle Proben wurden in zweifacher Wiederholung getestet.

1. Beschichtung der Mikrotiterplatten mit 100 pl/Trog Beschichtungspuffer +
Serum-AK (1:1000) und Inkubation iiber Nacht bei 4°C

2. 3 x 3 min mit Waschpuffer waschen

3. Blocken der freien Bindungsstellen mit 200 ul/Trog Beschichtungspuffer + 0,2%
RSA fiir eine Stunde bei 37°C im Wasserbad.

4. wie 2.

5. Auftragen von Probe, Proteinstandard und Extraktionspuffer (je 100 ul) nach
Befiillungsplan, Inkubation fiir vier Stunden bei 37°C im Wasserbad.

6. wie 2.

7. Detektion mit 100 pl biotinylierter AK, 1:2000 verdiinnt in PPK/Tween + 0,2%
RSA, Inkubation tiber Nacht bei1 4°C

8. wie 2.

9. Zugabe von 100 pl StrAp, 1:10.000 in PPK/Tween + 0,2% RSA. Inkubation der
Platten fiir eine Stunde bei 37°C im Wasserbad

10.  wie 2.

11.  Auftragen von 100 pl Substratlosung (pNPP in Substratpuffer, 1 mg/ml Puffer)

und anschliefende Inkubation der Platten im Dunkeln bei Raumtemperatur.

Nach 1h, 2h und 3h erfolgte die Messung der Extinktion in einem Photometer (Spectra
2, SLT Laboratories, Crailsheim) bei einer Wellenlinge von 405 nm und einer
Referenzwellenldange von 592 nm.

Aus den jeweils zwei Messwerten fiir eine Probe wurde der Mittelwert errechnet. Durch
Subtraktion des OD-Wertes der Negativkontrolle der jeweiligen ELISA-Platte wurden

die Messwerte bereinigt.

2.11 Statistische Verrechnung der Daten

Die statistische Verrechnung der Daten erfolgte mit dem Programm STATGRAPHICS®

Plus Version 5.1, wobei der Vergleich der Mittelwerte der Varianten hinsichtlich
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signifikanter Unterschiede mit dem Tukey-Test durchgefiihrt wurde. Die Signifikanz
der Regression wurde mit dem Durbin-Watson-Test berechnet.

Die Irrtumswahrscheinlichkeit wird wie folgt angegeben:

n.s.: nicht signifikant; *: p <0,10; ** p <0,05; ***: p <0,01.

Die Regressionsgeraden sind in der Form y = a + b* x dargestellt, wobei a der y-

Achsenabschnitt und b die Steigung der Regressionsgeraden ist

2.12 Validierung der Wirtschaftlichkeit von FungizidmaBinahmen gegen

S. sclerotiorum

2.12.1 Datensammlung

Aus allen dokumentierten Feldversuchen zur Bekdmpfung von Pilzkrankheiten in
Winterraps der amtlichen Pflanzenschutzdienste der Lander wurden Daten zur
Wirtschaftlichkeitsuntersuchung von Fungizidmallnahmen gegen S. sclerotiorum
gesammelt. Es wurden nur Versuche beriicksichtigt, fiir die statistisch verrechnete
Ertragsergebnisse, Angaben zur Befallshdufigkeit und Angaben zum Fungizideinsatz in
den behandelten Varianten vorlagen und die eine Kontrollvariante enthielten. Der
gesamte Datensatz umfasste 1036 verschiedene Behandlungen in 163 Feldversuchen

aus dem Zeitraum 1991 bis 2003 (Tab. 2.15).

Tab. 2.15: Zusammensetzung des Datensatzes fiir die Wirtschaftlichkeitsberechnung
von FungizidmaBBnahmen gegen S. sclerotiorum von 1991 bis 2003.

Bundesland Feldversuche _Behandlungen 2170
Schleswig-Holstein 61 464 1991-2003
Mecklenburg-Vorpommern 32 128 1991-2003
Niedersachsen 11 86 1991-2003
Brandenburg 6 51 1998-2000
Sachsen 28 177 1998-2003
Thiiringen 13 67 2000-2003
Rheinland-Pfalz 6 30 1998-2001
Bayern 6 33 2000-2002

Gesamt 163 1036 1991-2003
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2.12.2 Kostenfaktoren

Fir die Berechnung der Kosten einer Fungizidanwendung zur Vollbliite gegen
S. sclerotiorum wurden die nachfolgend beschriebenen Kosten veranschlagt. Die Kosten
fiir die Fungizide incl. Mehrwertsteuer (Anhang Tab. A2) wurden den Preislisten der
Raiffeisen Genossenschaft Nord entnommen. Die Uberfahrtskosten (Anhang Tab. A.3)
umfassen Maschinenkosten und Kraftstoffkosten fiir Traktor und Spritzgerit sowie
Arbeitszeitkosten. Die anzusetzenden Kosten wurden den KTBL-Taschenbiichern der
entsprechenden Jahre entnommen. Die Durchfahrtsverluste wurden mit 2,6% angesetzt.
Die Grundlagen zur Berechnung der Durchfahrtsverluste sind im Anhang in Tab. AS
aufgefiihrt. Die Rapserzeugerpreise sind Durchschnittswerte {iber ein Jahr (Juli bis Juni)
und basieren auf Daten der ZMP (Zentrale Markt- und Preisberichtstelle fiir Erzeugnisse
der Land-, Forst- und Erndhrungswirtschaft GmbH) (Anhang Tab. A.4).

2.13 Entwicklung einer artspezifischen PCR zum in vitro-Nachweis von

V. longisporum

2.13.1 Isolierung von Nukleinsauren
2.13.1.1 Isolierung genomischer DNA aus filamentosen Pilzen

Zur DNA-Extraktion wurde Pilzmyzel aus Schiittelkulturen verwendet. Nach
dreiwdchiger Inkubation bei 18-20°C im Dunkeln wurde das Myzel mit Hilfe einer
Wasserstrahlpumpe iiber einen Glasfaserfilter (Schleicher & Schuell, Dassel)
abgenutscht und dreimal mit sterilem Leitungswasser gesplilt. AnschlieBend wurde das
Myzel lyophilisiert. Zur DNA-Extraktion wurden entsprechende Mengen an
Probenmaterial eingewogen und unter Zugabe von fliissigem Stickstoff im Mdorser

mechanisch aufgeschlossen.

2.13.1.1.1 DNA-Extraktion mit dem DNeasy Plant Mini/Maxi Kit

Die DNA-Extraktion wurde mit Hilfe des ,,DNeasy Plant Mini Kit* bzw. ,,DNeasy Plant
Maxi Kit*“ der Firma Qiagen durchgefiihrt. Bei dieser Methode wird die DNA durch

Zentrifugation und Bindung an Silica-Sdulen von anderen Zellbestandteilen getrennt.

Durch Zugabe von Puffer AP1 und RNase A wurden die Proben fiir 10 min bei 65°C

lysiert. Nach der Lyse wurden Proteine und Polysaccharide durch Zugabe von Puffer
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AP2 bei einem Inkubationsschritt fiir 10 min auf Eis geféllt. AnschlieBend wurden
Zellbruchstiicke durch Zentrifugation im ,,QIAshredder entfernt. Das gereinigte Lysat
wurde mit 1,5 Vol. des Puffers AP3/E versetzt und auf die ,,DNeasy Spin Column®, eine
Silica-Saule, aufgetragen. Durch Zentrifugation bindet die DNA an die Sdule. Weitere
Bestandteile wie Proteine und Polysaccharide wurden durch zwei Waschschritte mit
dem Puffer AW entfernt. Durch Zugabe von Puffer AE wurde die DNA von der Séule
eluiert und anschlieBend bei -20°C gelagert. (Methode nachzulesen im Handbuch S. 22-
24. http://www1.qiagen.com/literature/handbooks/PDF/GenomicDNAStabilizationAnd

Purification/FromAnimalAndPlantIssues/DNY_ MinMax/1026510HB _DNY 012004W
W_LR.pdf Die Zusammensetzung der unterschiedlichen Puffer ist vom Hersteller nicht

angegeben)

2.13.1.1.2 DNA-Extraktionsmethode nach MOLLER et al. (1992)

Neben der DNA-Extraktion mit dem DNeasy Plant Mini/Maxi Kit wurde ebenfalls die
Methode von MOLLER et al. (1992) durchgefiihrt.

Es wurden 150 mg des gemahlenen Pilzmyzels in 3,5 ml TES-Puffer resuspendiert.
Nach Zugabe von 22,5 pl Proteinase K wurden die Proben fiir 1 h bei 55°C im
Wasserbad inkubiert. Wéhrend der Inkubation wurde der Ansatz gelegentlich vorsichtig
geschwenkt. AnschlieBend wurden dem Ansatz 980 pl einer 5 M NaCl-Lésung und zur
Komplexierung von Proteinen und sauren Polysacchariden 455 pl einer 10%igen
CTAB-Losung hinzu gegeben. Die Inkubation erfolgte fiir 10 min bei 65°C im
Wasserbad. Zur anschlieBenden Entfernung der Komplexe wurde der Ansatz mit 4,9 ml
eines Chloroform/Isoamylalkohol-Gemisches (24:1) versetzt und 30 min bei 0°C
inkubiert. Nach 20miniitiger Zentrifugation bei 4500 x g und 4°C wurde der wissrige
Uberstand in ein neues ReaktionsgefiB {iberfiihrt und mit 1,6 ml (1/3 Vol.) einer 5 M
NHy-Acetat-Losung versetzt. Um verbliebene Verunreinigungen zu prézipitieren wurde
dieser Ansatz nach einstiindiger Inkubation bei 0°C erneut zentrifugiert (20 min, 4500 x
g, 4°C) und der wiissrige Uberstand in neue Reaktionsgefifle iiberfiihrt. Durch Zugabe
von 20 pl RNase A (10 mg/ml) wurde die RNA degradiert (Inkubation 1h, 37°C).

In einer anschlieBenden Phenol-Chloroform-Extraktion wurde das RNase A-Protein
entfernt. Die wissrige Phase wurde einer folgenden Ammoniumacetat-Isopropanol-
Féllung unterzogen und das getrocknete Pellet schlielich in 300 pl TE-Puffer

resuspendiert.
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2.13.1.1.3 DNA-Extraktion fiir die Verwendung der DNA im Southern-Blot

Fiir die Extraktion groler Mengen DNA fiir die Verwendung im Southern-Blot wurde
die Methode in Anlehnung an MURRAY & THOMPSON (1980) und Lis & SCHLEIF (1975)
angewendet.

Es wurden 200 mg des in fliissigen Stickstoff zermahlenen lyophilisierten Pilzmyzels
mit 10 ml TES-Puffer und 4 mg Proteinase K versetzt und fiir 45 min bei 45°C
inkubiert. Wahrend der Inkubationszeit wurde der Ansatz alle 10 min vorsichtig
geschwenkt. AnschlieBend wurden dem Ansatz zur Komplexierung von Proteinen und
sauren Polysacchariden 3,9 ml einer 5 M NaCl-Losung sowie 1,4 ml einer 10%igen
CTAB-Losung hinzugegeben und griindlich gemischt. Nach einer 10miniitigen
Inkubation bei 65°C wurde der Ansatz auf Eis gestellt und mit 10 ml eines Chloroform/
Isoamylalkohol-Gemisches (24:1) versetzt. Der Ansatz wurde griindlich gemischt und
fiir 30 min auf Eis inkubiert. Durch eine anschlieBende Zentrifugation (4500 rpm, 5°C,
20 min) wurde die Phasentrennung herbeigefiihrt. Der wissrige Uberstand wurde in ein
neues Reaktionsgefdl iiberfiihrt und mit 10 ml Isopropanol vermischt. Nach
30miniitiger Inkubation bei RT wurde die DNA bei 4500 rpm fiir 10 min sedimentiert.
Der Uberstand wurde dekantiert und das Pellet zweimal mit 70%igem Ethanol
gewaschen. Nachdem das Pellet vollstindig getrocknet ist, wurde es in 300 ul TE-

Puffer resuspendiert.

2.13.1.2 Isolierung von Plasmiden aus E. coli

Durch die Transformation in E. coli kénnen Plasmide in vivo amplifiziert werden. Fiir
die analytische Plasmidpriparation wurde die Methode nach BIRNBOIM (1983) in einem
kleinen Maf3stab angewendet.

In 40 ml sterilen Reagenzgldsern wurden 3 ml Terrific-Broth-Medium mit einer
Bakterienstammkultur beimpft und {liber Nacht auf dem Roll-Inkubator bei 37°C
inkubiert. Aliquots von 1 ml wurden in Reaktionsgefdle iiberfithrt und die Bakterien-
zellen fiir 5 min bei 8000 rpm sedimentiert. Der Uberstand wurde verworfen und die
Zellen mit 200 pl eiskalter GLC-Losung versetzt. Der Ansatz wurde gut gemischt und
fiir 20 min bei RT inkubiert. Anschlieend wurden zur Alkalisierung 300 pul LYZ hinzu
pipettiert und der Ansatz vorsichtig geschwenkt. Nach 10 min Inkubation bei RT
wurden 250 ul HS-Puffer zur Neutralisierung hinzu gegeben, der Ansatz gut gemischt

und fiir 30 min auf Eis inkubiert. Durch eine anschlieende Zentrifugation fiir 10 min
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bei 5°C und 13.000 rpm wurden die Zelltriimmer sedimentiert. Der Uberstand wurde in
ein neues Reaktionsgefdl liberfiihrt und zur Féllung der DNA mit 0,6 Vol. Isopropanol
versetzt. Nach einer Inkubation fiir 10 min bei RT wurde die DNA fiir 10 min bei
13.000 rpm sedimentiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet zweimal mit
70%igem Ethanol gewaschen. Nachdem das Pellet fiir 10 min bei 30°C in der Speed-
Vac-Zentrifuge getrocknet wurde, wurde die DNA in 50 pl TE-Puffer resuspendiert.

2.13.1.3 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde nach der von
VOGELSTEIN & GILLESPIE (1979) beschriebenen Methode durchgefiihrt.

Die DNA wurde im TBE-Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Der fiir die Farbung
vorgesehene Teil des Gels wurde im Ethidiumbromid-Wasserbad gefarbt (siehe Kap.
2.12.13.1) und die Position der gesuchten Bande unter UV-Licht auf einem
Transilluminator mit einem Skalpell gekennzeichnet. Nach Abschalten des UV-Lichts
wurden die nicht gefarbten Teile des Gels angelegt und das gewlinschte Fragment aus
dem Gel herausgeschnitten. Der Agaroseblock wurde gewogen und nach Zugabe von 3
Vol. Binding Puffer fiir ca. 10 min bei 50°C im Wasserbad aufgeschmolzen.
AnschlieBend wurden 6 pl Prep-A-Gene-Matrix (6 pl/ug DNA) hinzugefiigt und unter
regelméfBigem Mischen fiir 5-10 min bei RT inkubiert. Durch Zentrifugation fiir 30 sec
bei 13.000 rpm wurde die Prep-A-Gene-Matrix sedimentiert, der Uberstand wurde
verworfen. Durch Zugabe von Binding-Puffer (500 pl bei 6 pl) wurde das Pellet
resuspendiert. Nach einer erneuten Zentrifugation (30 sec, 13.000 rpm) folgten zwei
Waschschritte mit 25x Matrixvolumen Wasch-Puffer und wiederum jeweils 30 sec
Zentrifugation bei 13.000 rpm. Das Pellet wurde anschlieBend in 20 ul TE-Puffer
resuspendiert und fiir 5 min bei 50°C im Wasserbad inkubiert. Durch einen
abschlieBenden Zentrifugationsschritt fiir 30 sec bei 13.000 rpm wurden Feststoffe

sedimentiert und der Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefif iiberfiihrt.

2.13.1.4 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Polyacrylamidgelen

Fiir die Isolierung von DNA-Fragmenten aus Polyacrylamidgelen wurden die gesamten
Gele mit Ethidiumbromid angefarbt (siehe Kap. 2.12.13.2) und die gewiinschten
Banden unter UV-Licht mit einem Skalpell aus dem Gel herausprépariert. Das Gelstiick
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wurde in ein Reaktionsgefdl3 iiberfithrt und zerkleinert, um eine bessere Elution der
DNA aus dem Gel zu gewihrleisten. Das zerkleinerte Gelmaterial wurde mit 10 pl
DNA-Elutionspuffer pro mm?* Gel versetzt. Die Proben wurden bei -20°C inkubiert, bis
das Gelmaterial durchgefroren war, anschliefend bei 50°C im Wasserbad ziigig wieder
aufgetaut und fiir 5 min bei 90°C inkubiert. Durch den Einfrier-/Auftauschritt wird die
Matrix zerbrochen und dadurch die Elutionszeit verringert. Die Elution der DNA
erfolgte bei 37°C und 200 rpm iiber Nacht. Der Ansatz wurde schlie8lich fiir 2 min bei
RT und 1000 x g zentrifugiert, um die Gelfragmente zu sedimentieren. Der Uberstand
wurde in ein neues Reaktionsgefdl iiberfiihrt. Das Gel wurde nochmals mit der Hailfte
des urspriinglichen Volumens DNA-Elutionspuffer versetzt und 30 min bei 37°C und
200 rpm geschiittelt. Die Uberstinde wurden vereinigt und dreimal mit einem gleichen
Volumen Phenol und je einmal mit einem gleichen Volumen Chloroform/
Isoamylalkohol (24:1) und Diethylether extrahiert. Zur Phasentrennung wurden die
Proben jeweils 2 min bei 15000 rpm und RT zentrifugiert. Zur Prizipitation der DNA
wurden der wissrigen Phase der Etherextraktion 2,5 Vol. 70%iger Ethanol zugegeben
und fiir 20 min auf Eis inkubiert. Bei anschlieBender Zentrifugation (15 min, 4°C, 5500
rpm) wurde die DNA pelletiert. Das Pellet wurde mit 70%igem Ethanol gespiilt,
getrocknet und in 50 pl TE-Puffer resuspendiert.

2.13.2 Quantifizierung der extrahierten DNA

Die Quantifizierung der extrahierten DNA erfolgte durch visuelle Schédtzung. Sowohl
von den DNA-Proben als auch von dem GroBenstandard wurden definierte Volumina
auf ein Agarosegel aufgetragen. Nach erfolgter Elektrophorese wurden die Gele in
Ethidiumbromid angefarbt (sieche Kap. 2.12.13) und die Banden unter UV-Licht sichtbar
gemacht. Das Ethidiumbromid interkaliert zwischen den Basen der DNA, absorbiert
Licht im ultravioletten Bereich und emittiert Licht bei einer Wellenldnge von 590 nm.
Die Lichtintensitét ist dabei proportional zur vorhandenen DNA-Menge. Durch einen
Vergleich der Helligkeit der Banden der DNA-Proben im Vergleich zum
GroBenstandard konnte so die DNA-Menge in den Proben ausreichend genau

abgeschétzt werden.
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2.13.3 Aufreinigung von Nukleinsiuren

2.13.3.1 Phenol-Chloroform-Extraktion

Mit Hilfe der Phenol-Chloroform-Extraktion kdnnen Verunreinigungen mit Proteinen
oder Polysaccharidresten aus DNA-haltigen wéssrigen Proben entfernt werden. Hierzu
werden die Proben mit 1 Vol. eines Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Gemisches
(25:24:1) durch wiederholtes Invertieren gemischt. Wihrend der anschlieBenden
Zentrifugation fiir 10 min, 12000 x g und 4°C trennt sich die wissrige, DNA-haltige
Phase von der organischen Phase. Durch das Phenol werden Protein- und
Polysaccharidreste denaturiert. Diese Bestandteile befinden sich in der unteren
Phenolphase oder bilden eine weiBliche Interphase. Die obere wissrige Phase wird in
ein neues Reaktionsgefdl iiberfiihrt und zum Entfernen von Phenolresten mit einem
Chloroform/Isoamylalkohol-Gemisch (24:1) versetzt. Durch wiederholtes Invertieren
wird dieser Ansatz griindlich gemischt und anschlieend fiir 10 min bei 12000 x g und
4°C zentrifugiert. Der DNA-haltige Uberstand wird in ein neues ReaktionsgefdB

tiberfiihrt und einer Ammoniumacetat-Isopropanol-Fillung unterzogen.

2.13.3.2 Ethidiumbromid-Phenolextraktion

Eine weitere Methode zur Entfernung von Proteinen aus DNA-LoOsungen ist die
Ethidiumbromid-Phenolextraktion. Diese Aufreinigungsmethode wurde insbesondere
fiir die Aufreinigung von Proben fiir die DNA-Sequenzierung eingesetzt.

Die DNA-Losungen (200 pl) werden mit 150 pl einer 7,5 M Ammoniumacetat-Losung
und anschlieend mit 15 pl Ethidiumbromid (1%) gemischt. Nach 10 min Inkubation
bei RT wurde der Ansatz mit 150 pl Tris-dquilibriertem Phenol versetzt und 5 min
geschiittelt. Nach Zentrifugation (10 min, rpmm.x) wurde die wissrige Phase in ein
neues Reaktionsgefdl} iiberfithrt. Ethidiumbromid und restliches Phenol wurde durch
eine zweimalige Extraktion mit Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) entfernt. Durch die
Zugabe von 2,5 Vol. Ethanol (10 min Inkubation bei RT) und anschlieBender
Zentrifugation (10 min, rpmy,.x) wurde die DNA gefillt. Das Pellet wurde zweimal mit
70%igem Ethanol gespiilt, anschlieBend luftgetrocknet und in 150 pl TE-Puffer

resuspendiert.
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2.13.4 Féllung von Nukleinsiuren
2.13.4.1 Ammoniumacetat-Isopropanol-Fillung

Fiir die Ammoniumacetat-Isopropanol-Fillung wird zunédchst eine Ammoniumacetat-
Konzentration von 2,5 M eingestellt sowie 0,8 Vol. eiskaltes Isopropanol hinzu gegeben
und fiir 30 min bei RT inkubiert. Der Ansatz wird anschlieBend fiir 5 min bei 5500 x g
und 4°C zentrifugiert und der Uberstand dekantiert. Das Pellet wird zweimal mit
70%igem Ethanol gewaschen, getrocknet und im gewiinschten Volumen TE-Puffer

aufgenommen.

2.13.4.2 Ammoniumacetat-Ethanol-Fallung

Zur Fillung und Konzentrierung genomischer DNA wurde eine Ammoniumacetat-
Ethanol-Féllung durchgefiihrt. Die DNA wurde mit 1 Vol. einer 5 M NH4Ac-Losung
gemischt und anschlieBend mit 2,5 Vol. 96%igem Ethanol versetzt. Der Ansatz wurde
gemischt, fiir 10 min bei RT inkubiert und anschlieBend zentrifugiert (30 min, 4°C,
5500 rpm). Das Pellet wurde mit 70%igem Ethanol gespiilt, getrocknet und schlielich

im gewiinschten Volumen TE-Puffer aufgenommen.

2.13.5 Enzymatische Modifikation der DNA

2.13.5.1 Spaltung der DNA durch Restriktionsendonukleasen

Fiir die Hybridisierung und Klonierung wurde die DNA mit Restriktionsendonukleasen
gespalten. Die Restriktionsansidtze wurden mit den von den Herstellern mitgelieferten
Puffern und Pufferzusitzen durchgefiihrt. Die jeweiligen Bedingungen sind in den

entsprechenden Kapiteln angegeben.

2.13.5.2 Dephosphorylierung linearisierter Plasmide

Fir die Klonierung wurde der Plasmid-Vektor pBluescript SK° mit der
Restriktionsendonuklease Smal linearisiert. Dazu wurden 5 pg Plasmid-DNA mit 40 U
Smal in einem Endvolumen von 20 pl verdaut. Die Inkubation erfolgte fiir 2 h bei 30°C.
Zur Inaktivierung der Restriktionsendonuklease Smal wurde der Ansatz fiir 10 min bei

65°C inkubiert.
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Mit Hilfe der alkalischen Phosphatase aus Rinderdarm (,,calf intestine alkaline
phosphatase, CIAP) wurden die Phosphatgruppen vom 5’-Ende abgetrennt, um eine
Rezirkularisierung des linearisierten Plasmid-Vektors wéhrend der Ligationsreaktion zu
verhindern.

Die Dephosphorylierung wurde direkt im Restriktionsansatz durchgefiihrt. Finf pg
linearisierter Plasmid-Vektor (GroBe 3000 bp, entspricht insgesamt 6,6 pmol zu
dephosphorylierender Enden) wurden mit 1 U CIAP dephosphoryliert. Der Ansatz
wurde fiir 30 min bei 37°C inkubiert.

2.13.5.3 Phosphorylierung von Fragmenten zur Klonierung

Fiir die Ligation der aus dem Gel extrahierten DNA-Fragmente der PCR-fingerprintings
in den Vektor pBluescript SK° wurden mit Hilfe der T4-Polynukleotid-Kinase
endstidndige Phosphatgruppen des ATP auf das 5'-Hydroxylende der zu ligierenden
DNA-Fragmente {ibertragen.

In der hier vorliegenden Arbeit wurde 1 pg DNA mit 10 U T4-Polynukleotid-Kinase
und 2 mM ATP in einem Endvolumen von 20 ul phosphoryliert. Die Inkubation wurde
fiir 3 h bei 37°C durchgefiihrt.

Durch anschlieende Inkubation von 10 min bei 70°C wurde das Enzym inaktiviert.

2.13.5.4 Generierung von DNA-Fragmenten mit glatten Enden

Die Restriktionsspaltung des Plasmid-Vektors mit der Restriktionsendonuklease Smal
produziert so genannte ,,blunt ends®, d. h., es sind keine endstdndigen Baseniiberhdnge
vorhanden. Die aus den PCR-fingerprintings hervorgehenden DNA-Fragmente haben
jedoch aufgrund der Verwendung von Tag-Polymerase so genannte ,,sticky ends®, d. h.,
am 3’-Ende der amplifizierten DNA-Fragmente ist ein iiberstechendes Adenosinmolekiil
vorhanden. Fiir die Ligation der DNA-Fragmente mit dem mit Smal linearisierten
Plasmid-Vektor pBluescript SK™ muss der Baseniiberhang entfernt werden. Hierfiir
wurde die ,,blunt end*“-produzierende Pfu-Polymerase eingesetzt.

In einem Endvolumen von 25 pl wurden 20 pl der vorher phosphorylierten Probe mit

1 U Pfu-Polymerase fiir 30 min bei 72°C inkubiert.
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Fir die anschlieBende Ligationsreaktion wurde der Probenansatz einer
Phenol/Chloroform-Extraktion mit anschlieBender Ammoniumacetat-Ethanol-Féllung

unterzogen.

2.13.5.5 Ligationsreaktion

Fiir die Ligation der DNA-Fragmente in den Plasmid-Vektor wurde die T4 DNA-Ligase
verwendet. Dieses Enzym katalysiert die Bildung einer Phosphodiesterbindung
zwischen einer 5°-Phosphatgruppe und einer 3 -Hydroxygruppe unter Verwendung von
ATP. Durch die Fihigkeit der Reparatur von Doppelstrangbriichen eignet sich die T4
DNA-Ligase sehr gut fiir ,,blunt end*“-Ligationen.

Die Ligation erfolgte mit &quimolaren Mengen an Plasmid-Vektor und DNA-Fragment,
wobei 10 ng des Plasmid-Vektors pBluescript SK™ eingesetzt wurden. Die Ligation
erfolgte liber Nacht bei RT in Gegenwart von 0,5 mM ATP, 10 mM MgCl,, 7,5% (w/v)
PEGgn00 und 5 U T4 DNA-Ligase in einem Endvolumen von 50 pl.

2.13.5.6 Markierung von DNA-Sonden durch PCR

Die im Rahmen dieser Arbeit zu markierende DNA lag in den Vektoren pBluescript SK”
vor. Vor der Markierung der DNA-Sonde mit Digoxigenin-markiertem Desoxyuracil-
triphosphat (dUTP) wurde der Vektor mit der Restriktionsendonuklease Pvull
gespalten, um die Spezifitdit der Amplifikation zu erhéhen. Durch die Spaltung des
Vektors mit diesem Enzym wurden die ,,multiple cloning site” mit dem klonierten Insert
sowie flankierende Regionen des Vektors ausgeschnitten. Die Restriktionsspaltung fand
unter folgenden Bedingungen statt: 0,5 pl DNA, 5 U Pyull, in einem Endvolumen von
20 ul, 37°C, 1 h.

Die Markierung der DNA-Sonde basiert auf dem Prinzip der PCR. Ausgehend von
Primern, die die ,,multiple cloning site* flankieren, wird bei der Strangsynthese anstelle
des dTTPs zu 30% DIG-markiertes dUTP eingebaut.

Die Markierungs-PCR fand unter folgenden Bedingungen statt: 2-10 ng DNA-Matrize,
0,2 mM dNTPs wobei dTTP zu 30% durch DIG-dUTP substituiert wurde, 1 pmol
Primer (M13-20, M13 reverse), 2 mM MgCl,, 1x Puffer (vom Hersteller mitgeliefert),

3 U Tag-Polymerase in einem Endvolumen von 25 pl (Thermocycler PCR Sprint, Firma
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Hybaid). Als Kontrolle wurden parallel Ansdtze mit nicht markierten dNTPs

amplifiziert.

Das PCR-Programm fiir die Markierung der DNA-Sonde wies folgende Kontur auf:

94°C, 2 min 55°C, 1 min; 72°C,3 min (1 Zyklus)
94°C, 1 min; 55°C, 1 min; 72°C,3 min (4 Zyklen)
92°C, 1 min; 55°C, 1 min; 72°C,3 min (25 Zyklen)

Fiir die Kontrolle der Effizienz der Markierung der Sonden-DNA mit DIG-dUTP sowie
der Amplifikation wurde eine gelelektrophoretische Analyse durchgefiihrt.

Fiir die gelelektrophoretische Analyse wurden 3 pl des Markierungsansatzes auf ein
1,5%iges Agarosegel aufgetragen. Parallel wurde nicht markierte Sonden-DNA als
Kontrolle aufgetragen. Durch die Inkorporation des DIG-dUTP war der erwartete
Banden-shift der markierten Sonde im Vergleich zur nicht markierten Sonde deutlich zu

erkennen.

2.13.6 Transformation chemokompetenter E. coli-Stamme

Fiir die Vermehrung in vitro erzeugter rekombinanter Plasmide wurden diese in
chemokompetente E. coli (HANAHAN, 1983; INOUE et al., 1990) transformiert.

Fiir die Transformation wurden die bei -70°C gelagerten kompetenten Zellen langsam
auf Eis aufgetaut. Die Zellsuspension wurde mit 10 pl des Ligationsansatzes versetzt
und fiir 30 min auf Eis inkubiert. Die Transformation wurde durch eine anschlieende
Hitzebehandlung bei 42°C fiir 40 sec im Wasserbad durchgefiihrt. Nach der
Hitzebehandlung wurde der gesamte Ansatz in 800 ul auf 37°C vorgewiarmtes SOC-
Medium tiberfiihrt und fiir 1 h bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde der Ansatz in
200 pl Portionen auf MacConkey-Agar mit Antibiotikazusatz (100 ppm Ampicillin)
ausplattiert und tiber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.13.7 Nachweis der Integration klonierter DNA-Fragmente
2.13.7.1 Selektion rekombinanter Plasmide

Die Selektion rekombinanter Plasmide erfolgte auf der Grundlage der a-

Komplementation des verwendeten E. coli-Stammes. Durch einen Defekt im /acZ-Gen,
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welches die a-Untereinheit der B-Galactosidase codiert, ist das Bakterium nicht in der
Lage, Laktose abzubauen. Durch Transformation mit dem Plasmid pBluescript SK’,
welches eine intakte Kopie des /acZ-Gens trigt, kann das Bakterium komplementiert
werden. Innerhalb des lacZ-Gens ist die ,,multiple-cloning site lokalisiert, so dass bei
erfolgreicher Rekombination dieses Gen inaktiviert wird.

Die Selektion rekombinanter Plasmide wurde durch Ausplattieren von je 200 pl der
Transformationsansdtze auf den laktosehaltigen und mit Antibiotika versetzten
MacConkey-Agar durchgefiihrt. Die Agarplatten wurden anschlieend iiber Nacht bei
37°C inkubiert. Laktose verwertende Bakterien senken den pH-Wert, was zu einem
Farbumschlag fiihrt. Diese Kolonien, die lediglich den rezirkularisierten Vektor und
damit ein intaktes /acZ-Gen enthalten, verfarben sich pink/rot. Bakterienkolonien, die
Laktose nicht verwerten konnen, da sie das rekombinante Plasmid tragen, verursachen
keinen Farbumschlag des Mediums und die Kolonien bleiben weill. Die weillen

Kolonien wurden auf LB-Medium iiberimpft und fiir weitere Analysen eingesetzt.

2.13.7.2 ,,colony-PCR*

Mit Hilfe der ,,colony-PCR* wurde iiberpriift, welche E. coli-Klone das Plasmid mit
dem Insert enthalten. Es wurden hierfiir Bakterienklone als DNA-Matrize in einer PCR
eingesetzt. Mit einer sterilen Pipettenspitze wurde eine kleine Menge einer Kolonie in
jeweils 50 pl steriles HyOpigest liberimpft und zur Lyse der Zellen fiir 5 min bei 95°C
inkubiert. Zu grofle Mengen an DNA-Matrize konnen zu einer Inhibierung der PCR-
Reaktion fiihren.

Als Primer wurde ein Gemisch der Oligonukleotide UNI und REV eingesetzt, die an
den flankierenden Seiten der ,,multiple-cloning site® binden. Nur bei erfolgreicher
Insertion des DNA-Fragments konnte somit ein Amplifikat erzielt werden.

Die Amplifikation der klonierten DNA-Fragmente wurde in einem 20 pl Ansatz
durchgefiihrt. Das verwendete Pipettierschema ist in Tab. 2.16 angegeben.

Tab. 2.16: Pipettierschema der ,,colony-PCR*

10x 2,5 mM 10 upM 25 mM Tagq-Pol. DNA- H,O\
Puffer dNTPs Primer MgCl, 1 U/ul Matrize 2% "bidest
2 ul 2 ul 2 ul 1,6 ul 2 ul 1 pl 9,4 ul
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2.13.7.3 Restriktionsspaltung mit Pvull

Nach der Plasmidpréparation (siche Kap. 2.12.1.2) wurde eine Kontrollspaltung mit der
Restriktionsendonuklease Pvull durchgefiihrt. Auf beiden Seiten der ,,multiple-cloning
site* des Plasmids pBluescript SK' ist eine Pvull-Schnittstelle vorhanden, so dass nach
einer elektrophoretischen Auftrennung der Spaltungsansidtze bei rekombinanten
Plasmiden zwei Banden zu sehen sein miissen.

In der Restriktionsspaltung wurden 0,5 pl der Plasmidpridparation mit 5 U Pvull in

einem Gesamtvolumen von 20 pl verdaut. Die Inkubation erfolgte fiir 1 h bei 37°C.

2.13.8 DNA-Transfer mittels Vakuum-Blot

Fiir die Hybridisierungsanalysen wurde DNA auf einer Tragermembran immobilisiert.
In der hier vorliegenden Arbeit wurde eine positiv geladene Nylonmembran (Hybond-
N+, Amersham Bioscience, UK) verwendet. Der DNA-Transfer erfolgte mit Hilfe der
VacuGene XL Apparatur (Pharmacia, Freiburg) durch alkalischen Transfer aus einem
Agarosegel.

Fiir die Hybridisierungsanalysen wurden 5 pg DNA der Isolate V1 40 bzw. Vd 3 mit
30 U der Restriktionsendonuklease HindIll in einem Gesamtvolumen von 100 pl
verdaut. Die Inkubation erfolgte fiir 4 h bei 37°C. Die verdaute DNA wurde
anschlieBend einer Ammoniumacetat-Isopropanol-Féllung unterzogen und iiber Nacht
in 20 pl TE-Puffer resuspendiert. AnschlieBend wurden 5 pg der verdauten DNA auf
ein 1%iges 0,5xTBE-Agarosegel aufgetragen und bei einer Spannung von 2,5 V pro cm
Elektrodenabstand fiir 4 h elektrophoretisch aufgetrennt.

Die DNA im Gel wurde zunichst fiir 10 min mit 0,25 N HCI partiell depuriniert, um
Strangbriiche zu induzieren. Durch die anschlieBende 10miniitige Inkubation des Gels
in 0,5 N NaOH, 1,5 M NaCl wurde die DNA denaturiert, um eine spdtere
Hybridisierung mit der ebenfalls denaturierten Sonde zu gewéhrleisten.

Die Nylonmembran wurde auf eine pordse Transferplatte unter die Transfermaske
gelegt und eingespannt. Das Gel wurde auf die Transfermaske gelegt, wobei die
Gelrdnder die Transfermaske rund 0,5 cm iiberlappten, und mit Denaturierungslosung
iberstaut. Fiir 90 min wurde ein Unterdruck von 40 mbar angelegt. Die Nylonmembran
wurde anschliefend zur Neutralisierung und um anhaftende Agarose abzuwaschen fiir 5
min mit 2x SSC bei RT gespiilt und luftgetrocknet. Die Fixierung der DNA auf der
Membran erfolgt fiir 30 min bei 120°C.
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2.13.9 DNA-DNA-Hybridisierung und Stringenzwaschung

Um unspezifische Bindungen von Sonden-DNA an die Nylonmembran zu reduzieren,
wurde die Membran zunidchst in der Prihybridisierungslosung (DIG Easy Hyb)
inkubiert. Die Membran wurde in eine Hybridisierungsrohre iiberfiihrt und 10 ml auf
68°C vorgewdrmte Préhybridisierungslosung hinzugefiigt. Die Inkubation erfolgte in
einem Hybridisierungsofen (Hybaid Mini Hybridization Oven, MWG Biotech,
Ebersdorf) fiir mindestens 30 min bei 68°C. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die
Prahybridisierungslosung abgegossen und durch 5 ml auf Hybridisierungstemperatur
(68°C) vorgewdarmte Hybridisierungslosung (DIG Easy Hyb) ersetzt. Die
Hybridisierungsldsung enthielt die markierte DNA-Sonde in einer Konzentration von 25
ng/ml. Die DNA-Sonde wurde zuvor fiir 5 min bei 95°C in 50 ul Hybridisierungslésung
denaturiert, so dass sie an die einzelstringig vorliegenden homologen Sequenzen auf
der Membran binden konnte. Die Hybridisierung wurde {iber Nacht bei 68°C
durchgefiihrt.

Zur Entfernung unspezifisch gebundener DNA-Sonde von der Nylonmembran wurden
nach der Hybridisierung Stringenzwaschungen durchgefiihrt. Zunédchst wurde die
Membran zweimal fiir 15 min in 2x SSC + 0,1% SDS bei 75°C gewaschen, gefolgt von
zwel Waschschritten fiir 15 min bei 75°C in 0,1 SSC + 0,1% SDS.

2.13.10 Detektion markierter DNA-Sonden

Die Detektion der spezifisch gebundenen DNA-Sonden wurde mit Hilfe von
Digoxigenin-spezifischen Antikérpern, die mit einer alkalischen Phosphatase gekoppelt
sind, durchgefiihrt. Der Nachweis erfolgte iiber Chemolumineszenz mit dem Substrat
CDP-Star. Durch die an die Antikorper gekoppelte alkalische Phosphatase wird das
Substrat umgesetzt, wobei Lichtenergie entsteht. Uber die Schwirzung die die
abgegebene Lichtenergie auf einem Rontgenfilm hervorruft, wurden die Lichtsignale
nachgewiesen.

Zur Detektion der spezifisch gebundenen DNA-Sonden wurde die Membran fiir 2 min
bei RT in 50 ml Waschpuffer geschwenkt. Unspezifische Bindungsstellen wurden durch
eine 30miniitige Inkubation in 50 ml Blocking-Puffer abgesittigt. AnschlieBend erfolgte
die Antikorperbindung in einer 1:10.000 in Blocking-Puffer verdiinnten Antikorper-
16sung fiir 30 min bei RT. Die Membran wurde anschlieend zweimal fiir 15 min bei

RT in Waschpuffer gewaschen. Durch eine 3miniitige Inkubation bei RT in
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Aquilibrierungspuffer wurde der pH-Wert auf 9,5 eingestellt. AnschlieBend wurde die
Membran auf eine Polypropylenfolie gelegt und 500 ul einer 1:100 in Aquilibrierungs-
puffer verdiinnten CDP-Star-Losung aufgetropft. Durch das Auflegen einer Deckfolie
wurde die CDP-Star-Losung gleichméBig verteilt. Nach 5 min Inkubation bei RT wurde
iiberfliissige Fliissigkeit ausgestrichen und die Membran in die Folie eingeschweift.
Nach 10 min bei 37°C wurde die eingeschweifite Membran in eine Expositionskassette
tiberfiihrt und ein Rontgenfilm (Fuji Medical X-Ray Film 100 NF, Tokyo, Japan)
aufgelegt. Zunichst wurde eine Expositionszeit von 5 min gewéhlt. Je nach Signalstirke
wurde die Expositionszeit verldngert. Die Entwicklung des Rontgenfilms erfolgte fiir
jeweils 2 min Inkubation in Entwickler (Kodak LX24, Paris, Frankreich), Wasser,
Fixierer (Kodak AL 4, Paris, Frankreich) und wiederum Wasser.

2.13.11 Amplifikation der DNA mittels PCR-fingerprinting

Zur Differenzierung unterschiedlicher Verticillium spp. wurden verschiedene PCR-
fingerprintings sowie RAPD-Analysen durchgefiihrt. Bei einem Fingerprinting werden
sich mehrfach wiederholende Sequenzabschnitte amplifiziert, die keine sequenz-
abhingigen Informationen tragen. Innerhalb einer Art konnen groBe Unterschiede in
diesen Sequenzpolymorphismen auftreten.

Die fiir die Fingerprinting-Analysen eingesetzten Primer sind in Tabelle 2.17

aufgelistet.

Tab. 2.17: Verwendete Primer fiir die Fingerprinting-Analysen von Verticillium spp.

Bezeichnung Sequenz (5'zu 3) Referenz

RAPD OPA-13 | CAGCACCCAC KARAPAPA et al. (1997)

RAPD A-06 GCC AGC TGT ACG KOIKE et al. (1996)

ERIC 1.R: ATG TAA GCT CCT GGG CAT TAC C | WEINGART & VOLKSCH
2.F: AAG TAA GTG ACT GGG GTG AGC G | (1997)

VNTR GGT GGC GGC TCT HEATH et al. (1993)

BOX CTA CGG CAA GGC GAC GCT GACG VERSALOVIC et al. (1994)

Die Amplifikation der DNA-Fragmente erfolgte in einem 50 pl Ansatz. Das verwendete
Pipettierschema ist in Tab. 2.18 aufgefiihrt. Da V. longisporum spezifische Banden

spater sequenziert werden sollten, wurde der normalen Tag-Polymerase eine Pfu-
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Polymerase mit einer ,,proofreading“-Aktivitdt zugemischt, um die Fehlerrate bei der

Strangverldangerung und dadurch Sequenzfehler zu verhindern.

Tab. 2.18: Pipettierschema der PCR-fingerprinting -Ansétze

10x | 25mM | 10pM | 25mM O DNA Bidest
Puffer | dNTP’s | Primer | MgCl, | Taq-Pol. | Pfu-Pol. | 10 ng/ul | H,O steril
5UMml | 2,50/l
Sul Sul Sul 4 ul 1,25 pl 0,1 pul 1 ul 28,74 ul

Die fiir die unterschiedlichen Primer eingesetzten Temperaturen und Zyklen sind in

Tabelle 2.19 aufgefiihrt.

Tab. 2.19: PCR-Konturen fiir die unterschiedlichen Fingerprinting-Primer

Primer Denaturierung Annealing Extension Zyklen
RAPD OPA-13 94°C, 3 min 34°C, 1 min 75°C, 2 min 1x
94°C 1 min 34°C, 1 min 75°C, 2 min 44 x
94°C, 1 min 34°C, 1 min 75°C, 7 min 1x
RAPD A-06 94°C, 3 min 40°C, 1 min 75°C, 2 min Ix
94°C 1 min 40°C, 1 min 75°C, 2 min 44 x
94°C, 1 min 40°C, 1 min 75°C, 7 min 1x
ERIC 94°C, 3 min 52°C, 1 min 75°C, 3 min 1x
94°C, 1 min 52°C, 1 min 75°C, 3 min 35x
VNTR 94°C, 3 min 57°C, 1 min 75°C, 3 min 1x
94°C, 1 min 57°C, 1 min 75°C, 3 min 29 x
BOX 94°C, 3 min 52°C, 1 min 75°C, 3 min 1x
94°C, 1 min 52°C, 1 min 75°C, 3 min 29 x

2.13.12 DNA-Sequenzierung

Fiir die Sequenzierung der aus dem Gel extrahierten und klonierten Fragmente wurden
die in dem Vektor pBluescript SK™ vorliegenden DNA-Proben wie in Kapitel 2.12.1.2
beschrieben aus E. coli isoliert. Zur Entfernung von Verunreinigungen aus der DNA-
Probe, v. a. mit der DNA assoziierte Proteine, die die Qualitdt der Sequenzierung
beeinflussen, wurden die DNA-Proben einer Ethidiumbromid-Phenolextraktion

unterzogen (siche Kap. 2.12.3.2). Von jeder DNA-Probe wurde 1 pg DNA in einer
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SpeedVac-Zentrifuge eingetrocknet. Die Sequenzierung wurde von der Firma MWG
Biotech (Ebersberg, Deutschland) durchgefiihrt. Als Primer wurden M13 uni (-21) bzw.
M13 rev (-29) eingesetzt.

Sequenz der eingesetzten Primer:

M13 uni (-21): 5’-TGT AAA ACG ACG GCC AGT-3’

M13 rev (-29): 5°-GGA AAC AGC TAT GAC CAT G-3’

2.13.13 In vitro-Nachweis von V. longisporum mittels PCR

Von den aus den Hybridisierungsanalysen als spezifisch fiir V. longisporum
hervorgegangenen DNA-Sonden, wurden PCR-Primer abgeleitet. In nachfolgenden
Untersuchungen wurden die Spezifitit sowie die optimalen Bedingungen fiir den in

vitro-Nachweis von V. longisporum liberpriift.

2.13.13.1 Primer Design

Basierend auf den Sequenzen der V. longisporum spezifischen DNA-Fragmente wurden
die Primer abgeleitet. Das Primer-Design wurde mit Hilfe des Programms
OligoPerfect'™ Designer, welches die Firma invitrogen auf ihrer Internetseite zur
Verfligung stellt, durchgefiihrt. Als Parameter fiir das Primer Design wurden folgende
Bedingungen festgelegt: Primer Grofle: 19-22 bp, GC-Gehalt: 45-80%, Produktgrofe:
100-300 bp, Annealing-Temperatur: 57-63°C. Die Synthese der Primer wurde von der
Firma invitrogen (Karlsruhe) durchgefiihrt.

Die Sequenzen der in der Optimierung eingesetzten Primer sind im Folgenden

angegeben:

pV102/3-6 F: 5° GAT ACC GAC CAGGCCTTACA 3’
pV102/3-6 R: 5 GAG CAA CTC AAG CAT CACCA 3’

pVIES-23 F: 5° ACT TTT CGG GGA AAT GTGC 3’
pVIES-23 R: 5° TAA GTT GGC AGC ATC ACC TG 3’
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2.13.13.2 Amplifikationsbedingungen

Die Amplifikation des spezifischen DNA-Fragments wurde in einem Endvolumen von
25 pl durchgefiihrt. Die Rahmenbedingungen fiir die Amplifikation waren 0,2 mM
dNTPs, 1 pmol Primer, 1 U Tag-Polymerase und 1,5 mM MgCl,. Da sich diese
Bedingungen als geeignet fiir die spezifische Amplifikation erwiesen haben, wurde auf

weitere Optimierungen verzichtet.

Die Kontur des PCR-Laufes entsprach folgendem Schema:

94°C, 3 min 66,5 °C, 1 min 72°C, 1 min (1 Zyklus)
94°C, 1 min 66,5 °C, 1 min 72°C, 1 min (29 Zyklen)
72°C, 5 min (1 Zyklus)

2.13.14 Geldokumentation
2.13.14.1 Dokumentation der Agarosegele

Die Gele wurden zunéchst in einem Ethidiumbromid-Wasserbad (2 pg/ml) fiir ca. 10
min bei RT angefarbt. Um tiberschiissiges Ethidiumbromid von den Gelen abzuwaschen
und eine bessere Kontrastierung zu erreichen, wurden diese anschlielend fiir fiinf bis
zehn Minuten in einem Wasserbad bei RT entfarbt. Unter UV-Licht erfolgte die
Dokumentation iiber eine Videokamera mit Filter und der Geldokumentationssoftware

Multi-Analyst (Gel Doc System Biorad, Miinchen).

2.13.14.2 Dokumentation der Polyacrylamidgele

Die Polyacrylamidgele wurden entsprechend den Agarosegelen flir nur eine Minute im
Ethidiumbromid-Wasserbad (2 pg/ml) angefdrbt und anschlieBend fiir eine Minute im
Wasserbad gespiilt. Die Dokumentation der Polyacrylamidgele erfolgte ebenfalls unter
UV-Licht tiber eine Videokamera mit Filter und der Geldokumentationssoftware Multi-

Analyst (Gel Doc System Biorad, Miinchen).
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3. Ergebnisse

3.1 Einfluss unterschiedlicher Methoden der Inokulumproduktion auf die

Sclerotinia- Befallshiufigkeit im Gewéchshaus

Zur Optimierung der Inokulationsmethode fiir S. sclerotiorum wurden nach dem ersten
Feldversuchsjahr Gewéchshausversuche durchgefiihrt. In diesen Versuchen wurde die
Anzuchtmethode fiir das Inokulummaterial durch verschiedene Anzuchtmedien und
unterschiedlich lange Inkubationszeiten der Zahnstocher variiert (siche Kap. 2.6.1.3).
Vier Wochen nach der Inokulation wurden die Befallsparameter Boniturnote,
Lisionsldnge und Befallshdufigkeit erfasst.

Die Ergebnisse der Gewéchshausversuche sind in Tab. 3.1 aufgefiihrt. Nur in wenigen

Fillen sind die Unterschiede zwischen den Varianten statistisch abzusichern (p < 0,05).

Tab. 3.1: Einfluss der Inokulumerzeugung von S. sclerotiorum auf Boniturnote,
Lésionsldnge und Befallshdufigkeit an Raps (Sorte Talent). Mittelwerte von je 30
Pflanzen. Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede, Tukey-

Test, p <0,05.

Variante Boniturnote® Lisionsliinge | Befallshiufigkeit
+SD + SD [em] [0]
1 3,63 +2,5ab 4,68 + 2,6 ab 9 b
2 4,57+3,1 ab 527+3,5b 87b
3 3,63 +3,2ab 3,85+3,8 ab 67 ab
4 4,77+ 3,3 ab 4,98 £3,9 ab 80 ab
5 3,03+2.7ab 3,65+3.3ab 73 ab
6 4,37+3,1 ab 4,55+3,7 ab 80 ab
7 4,60 + 3,3 ab 4,82 +3,9ab 73 ab
8 3,17£2,9 ab 3,68 +£3,6 ab 63 b
9 2,73+2,2 ab 3,66 +2,6 ab 87b
10 4,03 +3,0 ab 3,97 +3,1 ab 83b
11 497+3,0b 528+3,4Db 87b
12 4,17+3,3 ab 4,97 + 3,8 ab 80 ab
13 4,73 + 3,4 ab 5,65+3,8b 87b
14 4,67 +3,6 ab 538+4,0Db 77 ab
15 2,17+23a 191+2,7a 50 a

* Boniturnote 1-9: 1 = kein Befall, 9 = sehr starker Befall (siehe Kap.

2.6.1.4)
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In der Variante 15 (1 x PDB + Ndhrmediumrest + 0,1% Bliitenblatter, keine Sklerotien-
produktion, ohne Lagerung) wurden die geringsten Befallsparameter bonitiert, in den
Varianten 11 und 13 (1 x PDB + 0,1% Bliitenblitter, Sklerotienbildung, 1 Woche
Lagerung bzw. 1 x PDB + Néhrmediumrest, keine Sklerotienbildung, frisches
Inokulum) wurden die hochsten Werte erfasst.

Die Boniturnote unterscheidet sich lediglich in zwei Varianten signifikant voneinander.
Variante 11 hat mit 4,97 die hochste Boniturnote, Variante 15 mit 2,17 die geringste
Note. Alle weiteren Boniturnoten schwanken zwischen 2,73 (= > 50% und < 100%
staingelumgreifende Lasionen) und 4,77 (stingelumgreifendes Symptom, Ausbreitung in
Langsrichtung). In den Varianten 1-4 (autoklaviert in 1 x PDB) ist die Boniturnote
sowohl im frischen als auch im einer Woche bei 4°C gelagertem Material hoher in den
Varianten ohne Sklerotienbildung. In den Varianten 5 bis 8 (autoklaviert in 2 x PDB)
und 9 bis 12 (autoklaviert in 1 x PDB + 0,1% Bliitenblétter) ist im frischen Material
ohne Sklerotienbildung und im einer Woche bei 4°C gelagerten Material in der Variante
mit Sklerotienbildung die Boniturnote hoher.

Da die Boniturnote auf der Symptomausbreitung an der Pflanze basiert, spiegelt die
Lasionsldnge die Ergebnisse der Boniturnoten exakt wider.

Auch in der Anzahl befallener Pflanzen pro Variante (= Befallshdufigkeit) sind nur
wenige signifikante Unterschiede zwischen den verschiedenen Varianten zu finden. Wie
auch bei der Auswertung der Boniturnoten und Lésionsldngen weist Variante 15 mit nur
50% erzielter Befallshidufigkeit den geringsten Wert auf und unterscheidet sich
signifikant von den Varianten 1, 2, 9, 11 und 13. Fiir alle drei unterschiedlichen
Anzuchtmedien (1 x PDB, 2 x PDB und 1 x PDB + 0,1% Bliitenblatter) wurden im
Mittel hohere Befallshdufigkeiten durch den Einsatz frischen Inokulummaterials erzielt
als durch die Verwendung von bereits einer Woche bei 4°C gelagerten Materials.
Hohere Befallshdufigkeiten in Varianten mit Sklerotienproduktion lieen sich statistisch
nicht absichern. Der Vergleich der verschiedenen Anzuchtmedien zeigt in den in 2 x
PDB autoklavierten Varianten 5 bis 8 geringere Befallshdufigkeiten als in den Varianten
1 bis 4 (1 x PDB) und 9 bis 12 (1 x PDB + 0,1% Bliitenblétter). Durch die Zugabe von
0,1% Bliitenbldtter zu 1 x PDB wurden in den bei 4°C gelagerten Varianten hohere
Befallshédufigkeiten erreicht, in den Varianten, in denen frisches Inokulummaterial
verwendet wurde, sind die Befallshdufigkeiten ohne die Zugabe von Bliitenblittern zum

Anzuchtmedium etwas hoher.



ERGEBNISSE 57

Fiir die weitere Produktion von Sclerotinia-Inokulum wurde die Anzucht in 1 x PDB
und Verwendung von frischem Inokulummaterial ohne Sklerotienproduktion (Variante
2) angewendet. Die Entscheidung fiir diese Variante basiert auf den in diesem
Anzuchtmedium mit frischem Inokulum erzielten hochsten Befallshdufigkeiten und die
hohere erzielte Boniturnote und Lisionsldinge mit Inokulummaterial ohne
Sklerotienproduktion. Die Anzucht in 1 x PDB mit Zugabe von Bliitenblittern wurde
aufgrund zu geringer Praktikabilitdt nicht durchgefiihrt.

3.2 Auftreten von Krankheiten und Schidlingen im Feld

3.2.1 Einfluss von Jahr, Sorte, Inokulationstermin und Bestandesdichte auf die

Sclerotinia-Befallshaufigkeit

In den Feldversuchen zur Untersuchung des Einflusses von Inokulationszeitpunkt und
agronomischer Parameter auf die Schadwirkung von S. sclerotiorum wurde zu
insgesamt drei unterschiedlichen Entwicklungsterminen der Pflanzen (BBCH 61-65,
BBCH 67-69 und BBCH 71) kiinstlich inokuliert. Die erzielten Befallshdufigkeiten
wurden im Entwicklungsstadium 81-83 visuell erfasst.

Wihrend in den beiden ersten Versuchsjahren 2001/02 und 2002/03 kein natiirlicher
Sclerotinia-Befall auf den Versuchsfeldern zu beobachten war, trat im Versuchsjahr
2003/04 natiirlicher Sclerotinia-Befall auf. Die auf natiirlichen Infektionen basierenden
Befallshédufigkeiten im Mittel {iber alle Kontrollparzellen sowie den nicht inokulierten
Parzellen des Versuches zum Kompensationspotential betrugen in der Hybridsorte Maja
6,9% und in der Liniensorte Prince 5,7%. Der Unterschied zwischen den beiden Sorten
ist statistisch nicht abzusichern (p < 0,05, t-Test). Auch zwischen den Aussaatterminen
und den Bestandesdichten lielen sich keine signifikanten Unterschiede im Auftreten der
natiirlichen Infektionen nachweisen. Im Versuch zum Kompensationspotential war im
Mittel iiber beide Sorten eine Befallshiufigkeit von 6,5% zu verzeichnen. Zwischen den
Sorten und dem Prozentsatz reduzierter Pflanzen pro Parzelle konnten keine
signifikanten Unterschiede gefunden werden (Tukey-Test, p < 0,05).

Die nach kiinstlicher Inokulation zu verschiedenen Terminen erzielten S. sclerotiorum-
Befallshdufigkeiten in den einzelnen Jahren und Sorten sind in Tab. 3.2 dargestellt.
Datengrundlage fiir diese Auswertung bilden die Parzellen mit einer Ziel-

Befallshiufigkeit von 10-50% aus den Versuchsjahren 2001/02 bis 2003/04. Im ersten
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Versuchsjahr war die erzielte Befallshdufigkeit aller Inokulationstermine und beider
Sortentypen nur sehr gering und zeigte keine statistisch abzusichernden Unterschiede
zwischen den Varianten. Im zweiten und dritten Versuchsjahr waren die erzielten
Befallshdufigkeiten deutlich hoher, wobei sich diese Unterschiede zwischen den
einzelnen Versuchsjahren nur bei der Liniensorte statistisch absichern lieBBen.

Vergleicht man die Sortentypen innerhalb der Jahre miteinander, wurden in den Jahren
2001/02 und 2002/03 hohere Befallshdufigkeiten in der Liniensorte Prince erzielt, als in
der Hybridsorte Talent. Durch den Wechsel der Hybridsorte von Talent zu Maja im Jahr
2003/04 hat sich dieses Verhiltnis umgekehrt.

Tab. 3.2: Erzielte Befallshdufigkeiten in einer Hybrid- und einer Liniensorte nach
kiinstlicher Inokulation mit S. sclerotiorum (10-50%) zu unterschiedlichen
Entwicklungsstadien in den Jahren 2001/02 bis 2003/04 an den Standorten
,Dragoneranger”, ,,GroBe Lage“ und ,Grofe Breite“ in Gottingen-Weende.
Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede, p < 0,05 (Tukey-
Test).

Inokulations- Erzielte Befallshiufigkeit [%] + SD
termin Sortentyp*
[BBCH] 2001/02 2002/03 2003/04
H 26+1,3a 7,7+ 5,0 abed 18,1+ 7,1ef
61-65
L 48+29abc | 169+ 13,8def | 13,1 £7,4 cde
H 6,2 £ 3,5 abc 9,2 +7,5 abcd 17,5+92¢
67-69
L 92+79abcd | 20,0+ 11,5ef | 22,7+114f
H 3,124 ab 12,6 £7,0bcde | 254+£14,0f
71
L 3,4+ 23 abc 21,8 £ 13,1 ef | 21,6 13,4 ¢f

* . H= Hybridsorte (Talent in 2001/02 und 2002/03, Maja in 2003/04), L = Liniensorte
(Prince in 2001/02-2003/04)

Fiir beide Sortentypen ist in den beiden letzten Versuchsjahren 2002/03 und 2003/04
eine tendenziell hohere Befallshdufigkeit mit fortschreitender Pflanzenentwicklung zu
verzeichnen. Signifikante Unterschiede bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p <
0,05 sind bei der Hybridsorte lediglich im Jahr 2003/04 zwischen dem zweiten und
dritten Inokulationstermin und bei der Liniensorte im Jahr 2003/04 zwischen dem ersten

und zweiten Inokulationstermin vorhanden. Im Jahr 2001/02 steigt die erzielte
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Befallshohe vom ersten zum zweiten Inokulationstermin, zum dritten Inokulations-
termin sinkt sie dann wieder auf dasselbe Level wie zum ersten Termin ab.

Im Versuchsjahr 2004/05 wurden in vier Hybrid- und drei Liniensorten 10-70% der
Pflanzen pro Parzelle zu BBCH 65-67 kiinstlich infiziert. Die Sorte Prince wurde 10
Tage nach der Aussaat per Hand nachgesit und zeigte eine deutlich verlangsamte
Entwicklung auf. Die kiinstliche Inokulation fiihrte zu keinen Infektionen, so dass diese
Sorte im Folgenden nicht beriicksichtig wird.

Lediglich die Sorten Viking und Elektra wiesen einen signifikanten (p < 0,05)
Unterschied in der mittleren Befallshidufigkeit auf (Abb. 3.1). Zwischen Hybrid- und
Liniensorten sind keine signifikanten Unterschiede zu beobachten. Ein signifikanter
Zusammenhang zwischen den in der Bundessortenliste vergebenen Boniturnoten fiir die
Sclerotinia-Anfilligkeit und der im Feld beobachteten Befallshdufigkeit nach

kinstlicher Inokulation war nicht vorhanden.

60
50

40
ab

30{ ab ab
ab
204 ab a
N |j_‘ ’J_‘
0 . T . T T

Smart? Oase? Trabant® Viking2 Talent? Elektrab Maja®
Sorten

Befallshaufigkeit [%] + SD

[1 BSA-Note 5 [] BSA-Note6 [ BSA-Note 7

Abb. 3.1: Mittlere Befallshdufigkeiten in verschiedenen Rapssorten nach kiinstlicher
Inokulation mit S. sclerotiorum (10-70%) zu BBCH 65-67 im Jahr 2004/05 am
Standort ,,Dragoneranger in Gottingen-Weende. Unterschiedliche Buchstaben
kennzeichnen signifikante Unterschiede, p < 0,05 (Tukey-Test). * = Liniensorte, ° =
Hybridsorte

Weitere untersuchte  Versuchsfaktoren waren der Aussaattermin und die
Bestandesdichte. Beide Sortentypen (Hybride und Liniensorte) wurden zu einem fiir die

Region Gottingen frilhen und normalen Termin in zwei Aussaatstirken gesit (siche
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Kap. 2.4.2.3) und zu BBCH 67-69 inokuliert. Im Mittel {iber die drei Versuchsjahre
2001/02-2003/04 sind keine signifikanten (p < 0,05) Unterschiede in der erzielten
mittleren Befallshdufigkeit zwischen den Aussaatterminen und Bestandesdichten in den
beiden Sortentypen aufgetreten (Abb. 3.2). Wechselwirkungen zwischen Versuchsjahr

und Aussaattermin bzw. Bestandesdichte sind nicht aufgetreten.

60 Erklarung Box-and-Whisker-Plot
§ 50 1 A i
<A usreilder
:.: [ ] [ ] . /
O 40 °
5 . ® . L4 . A
:ué 30
£ 207 50 % der b 90 % der
= Daten Daten
S 101
Q s ]
m 0 i ] y,
: ° Mittelwert

60 45 60 45 50 35 50 35
Bestandesdichte [Pfl./m?]

Liniensorte, Liniensorte, Hybridsorte, Hybridsorte,
frihe Aussaat spate Aussaat frihe Aussaat spate Aussaat

Abb. 3.2: Sclerotinia-Befallshiaufigkeit nach kiinstlicher Inokulation zu BBCH 67-69
in Abhédngigkeit von Aussaattermin und Bestandesdichte in Hybrid- und Liniensorte,
gemittelt liber die Versuchsjahre 2001/02 bis 2003/04 an den Standorten
,Dragoneranger”, ,Grofe Lage“ und ,GroBe Breite“ in Gottingen-Weende.
Hybridsorte: Talent (2001/02 und 2002/03), Maja (2003/04); Liniensorte: Prince
(2001/02-2003/04).  Unterschiedliche = Buchstaben  kennzeichnen  signifikante
Unterschiede innerhalb der Sortentypen, p < 0,05 (Tukey-Test).

3.2.2 Auftreten weiterer Krankheiten und Schidlinge

In den Versuchen zur Untersuchung der Schadwirkung von S. sclerotiorum war in allen
Versuchsjahren ein deutlicher Befall mit P. /lingam zu beobachten. In allen
Versuchsjahren wurde eine Herbstbehandlung mit Caramba durchgefiihrt, um neben der
wachstumsregulatorischen Wirkung Herbstinfektionen mit P. /ingam zu verhindern. Im
Versuchsjahr 2003/04 war im Friihjahr starker Blattbefall mit P. /ingam zu verzeichnen,
so dass eine zweimalige Fungizidapplikation mit Folicur durchgefiihrt wurde. Trotz der
Fungizidapplikationen konnte in allen Versuchsjahren zu BBCH 81-83 Stidngelbefall
mit P. lingam bonitiert werden. In den Versuchsjahren 2001/02 und 2003/04 war eine
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sehr hohe Befallshdufigkeit von P. [lingam zu beobachten, wihrend in den
Versuchsjahren 2002/03 und 2004/05 nur geringe Befallshdufigkeiten festgestellt
werden konnten (Tab. 3.3). Multiple Regressionsanalysen wiesen jedoch keinen

signifikanten Einfluss von P. lingam auf den Ertrag auf.

Tab. 3.3: Mittlere Befallshaufigkeit von Sténgelbefall mit P. lingam in den
Versuchsjahren 2001/02 bis 2004/05 in Linien- und Hybridsorte an den Standorten
,Dragoneranger®, ,,Grofle Breite* und ,,Grofle Lage* in Gottingen-Weende. Sorten:
Liniensorte 2001/02-2003/04: Prince; Hybridsorte: 2001/02-2002/03: Talent, 2003/04:
Maja.

Mittlere P. lingam-Befallshiufigkeit [%]

Sorte .
2001/02 2002/03 2003/04 2004/05
Linie 78,7 11,3 59,0
13,2
Hybride 62,6 5,7 70,5

*=im Versuchsjahr 2004/05 wurde die P. lingam-Befallshdufigkeit iiber
alle Sorten gemittelt, da keine signifikanten Unterschiede bei p < 0,01
auftraten.

Weitere Krankheiten (Botrytis cinerea, Alternaria brassicae) und Schidlinge
(Ceutorhynchus napi, Ceutorhynchus assimilis, Dasineura brassicae, Meligethes
aeneus) traten in den Sclerotinia-Versuchen nur vereinzelt mit einer Befallshdufigkeit
unter 5% auf.

In den Verticillium-Versuchen konnten ebenfalls in beiden Versuchsjahren 2002/03 und
2003/04 hohe Befallshdufigkeiten mit P. lingam bonitiert werden. Des Weiteren trat im
Versuchsjahr 2003/04 natiirlicher Befall mit S. sclerotiorum mit Befallshiufigkeiten
von 4 bis 21% auf. Eine multiple Regressionsanalyse wies jedoch keinen signifikanten

Einfluss von S. sclerotiorum oder P. lingam auf die Befalls-Verlust-Relation auf.

3.3 Befalls-Verlust-Relationen von S. sclerotiorum an Winterraps
3.3.1 Einfluss des Inokulationstermins auf die Schadwirkung von S. sclerotiorum

Die natiirlichen Infektionen mit S. sclerotiorum finden zum Zeitpunkt der Bliite statt.
Immer wieder wird jedoch auch von Spitinfektionen wihrend der Schotenbildung
berichtet. Um Unterschiede in der Ertragswirkung durch Infektionen zu verschiedenen

Entwicklungsstadien der Pflanzen festzustellen, wurden in einem Feldversuch Pflanzen
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zu verschiedenen Terminen (BBCH 61-65 und BBCH 71) inokuliert und die Wirkung
auf die Ertragsparameter untersucht.

Der Einfluss der Inokulation zu unterschiedlichen Terminen auf den Ertrag gemittelt
tiber alle drei Versuchsjahre ist in Abb. 3.3 dargestellt. Zu beiden Inokulationsterminen
und in beiden Sortentypen wurde durch die kiinstliche Inokulation eine signifikante
Ertragsminderung verursacht. Sowohl bei der Hybridsorte als auch bei der Liniensorte
war die Ertragswirkung einer Inokulation zu BBCH 61-65 stéirker als nach Inokulation
zu BBCH 71. In der Hybridsorte ist ein Ertragsriickgang um 0,35% pro 1%
Befallshdufigkeit nach einer Infektion zu BBCH 61-65 zu verzeichnen gewesen, im
Vergleich zu 0,31% Ertragsriickgang pro 1% Befallshdufigkeit nach Inokulation zu
BBCH 71. Bei der Liniensorte ergaben sich Ertragsriickgdnge von 0,40% (BBCH 61-
65) bzw. 0,26% (BBCH 71) pro 1% Befallshiufigkeit. Ein statistischer Vergleich der
Regressionslinien zeigt jedoch, dass sich die stirkere Ertragsminderung durch die
friihere Inokulation weder Ttber alle Jahre gesehen noch in den -einzelnen
Versuchsjahren signifikant von der spéteren Inokulation unterscheidet.

Auch ein Vergleich der beiden Sortentypen miteinander zeigt keine abzusichernden

Unterschiede.
Hybridsorte (Talent, Maja) Liniensorte (Prince)
160 160
1401 °* 140 1
;o y
2 1201 * 120 .
§ é& 2o o ® ﬁA * ﬁ * °
h= =” s —— . o e
W 801 em oncF, ~~'nw 801 s JEipil=--L_,
L NG 'Y R4
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Hn-—-————r— HoH-——
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Befallshaufigkeit [%] Befallshaufigkeit [%]
s —BBCH 61-65 e — — BBCH 71 s ——BBCH61-65 e — — BBCH 71
y=97,84-0,35x y=100,29-0,31 x y=9532-040x y=96,34-0,26 x
2 = 0,05* 2 = 0,14 2= 0,18*** 2 =0,17**

Abb. 3.3: Einfluss des Inokulationstermins auf den Ertrag von Hybrid- und Liniensorte.
Daten aus Feldversuchen an den Standorten ,,Dragoneranger, ,,Grofe Lage* und
,Grofle Breite®, Gottingen-Weende in den Versuchsjahren 2001/02 bis 2003/04. Die
Signifikanz der Regression wurde mit dem Durbin-Watson-Test tiberpriift.
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Die statistische Auswertung der einzelnen Versuchsjahre hat gezeigt, dass sich die
Ertragsminderung durch S. sclerotiorum in der Hybridsorte in den einzelnen Jahren
nicht signifikant voneinander unterscheidet. Bei der Liniensorte ist ein signifikanter
Unterschied des dritten Versuchsjahres zu den beiden vorhergehenden Versuchsjahren
mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,10 zu finden. Im Versuchsjahr 2003/04
war der durch S. sclerotiorum hervorgerufene Ertragsriickgang geringer als in den

Jahren 2001/02 und 2002/03 (Anhang, Tab. A6).

Hybridsorte (Talent, Maja) Liniensorte (Prince)
130 130
120 - o 120 -
1104 110 1
X 100- 100 .
(xp 90 + 90 1
- -~ ®
80 80 ==<
701 70 1 -
60—+ 60 +—T———————————————
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Befallshaufigkeit [%] Befallshaufigkeit [%]
& —— BBCH6165 ¢ == BBCHT71 & —— BBCH61-65 ¢ == BBCH 71
y=101,56 - 0,46 x y=99,45-0,10x y =100,12+ 0,02 x vy =99,30-0,23 x
2= 0,38** r? = 0,04*** r2 = 0,002"s r=0,32**

Abb. 3.4: Einfluss des Inokulationstermins auf das TKG von Hybrid- und Liniensorte.
Daten aus Feldversuchen an den Standorten ,,Dragoneranger”, ,,Grofe Lage* und
,»QGrofle Breite®, Gottingen-Weende in den Versuchsjahren 2001/02 bis 2003/04. Die
Signifikanz der Regression wurde mit dem Durbin-Watson-Test iiberpriift.

Neben dem Ertrag wurde auch die Wirkung des Befalls mit S. sclerotiorum auf TKG
und Olgehalt untersucht. Anders als in der Wirkung auf den Ertrag ist in der
Hybridsorte im Mittel iiber die drei Versuchsjahre ein stirkerer Riickgang des TKG
durch eine spéte Inokulation zu BBCH 71 als durch eine Inokulation zu BBCH 61-65 zu
finden (Abb. 3.4). Fiir die Liniensorte ist dieses Verhiltnis genau entgegen gesetzt. Bei
diesem Sortentyp ist, wie auch beim Ertrag, im Mittel {iber die drei Versuchsjahre ein
starkerer Riickgang im TKG durch eine frithe Inokulation zu verzeichnen. Eine
Inokulation zu BBCH 71 fiihrt zu keiner signifikanten Anderung des TKG. Zu beiden

Inokulationsterminen unterscheiden sich die Sortentypen signifikant voneinander (frithe
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Inokulation p < 0,01, spite Inokulation p < 0,05). Innerhalb der Sortentypen sind
ebenfalls signifikante Unterschiede zwischen den Inokulationsterminen bei p < 0,01 zu
sichern.

Der Vergleich der einzelnen Versuchsjahre miteinander zeigt bei der Hybridsorte nur
fiir den frithen Inokulationstermin signifikante Unterschiede (p < 0,10 bzw. p < 0,01)
zwischen dem dritten Versuchsjahr 2003/04 und den beiden vorhergehenden
Versuchsjahren 2001/02 und 2002/03. Wihrend in den ersten beiden Versuchsjahren ein
leichter positiver Effekt von S. sclerotiorum auf das TKG zu verzeichnen war, zeigt das
TKG im dritten Versuchsjahr eine negative Korrelation zum S. sclerotiorum-Befall.
Dieser sehr deutliche Effekt in der Reaktion des TKG auf den Pilzbefall weist darauf
hin, dass der Wechsel der Hybridsorte von Talent zu Maja die Ursache hierfiir ist. In
allen drei Versuchsjahren unterschieden sich die Inokulationstermine signifikant
voneinander (p < 0,05 bzw. p <0,01 in 2001/02). In den Versuchsjahren 2001/02 und
2002/03 hat eine Inokulation zu BBCH 71 einen stirker mindernden Effekt auf das
TKG als eine Inokulation zu BBCH 61-65, wihrend im Versuchsjahr 2003/04 dieses
Verhiltnis entgegen gesetzt ist (Anhang, Tab. A7).

Bei der Liniensorte unterscheiden sich die drei Jahre in der Reaktion des TKG auf eine
Inokulation zu BBCH 61-65 nicht signifikant voneinander. Im Versuchsjahr 2003/04 ist
bei der Inokulation zu BBCH 71 ein signifikant (p < 0,01) stirkerer mindernder Effekt
auf das TKG zu verzeichnen, als in den beiden vorhergehenden Versuchsjahren. In allen
drei Versuchsjahren ist durch eine Inokulation zu BBCH 61-65 ein leichter, jedoch nicht
signifikanter (p < 0,10) Anstieg des TKG mit zunehmender S. sclerotiorum-
Befallshiufigkeit zu verzeichnen. Durch eine Inokulation zu BBCH 71 hingegen ist eine
Minderung des TKG mit steigender Befallshdufigkeit zu beobachten. Im Versuchsjahr
2002/03 ist der Unterschied zwischen den Inokulationsterminen jedoch nicht statistisch
abzusichern (p < 0,10) (Anhang, Tab. A7). Unterschiede zwischen den Sorten sind im
ersten Versuchsjahr bei beiden Inokulationsterminen nicht zu finden. Im zweiten
Versuchsjahr unterschieden sich die Sorten zum frithen Inokulationstermin signifikant
voneinander (p < 0,05). Bei der Hybridsorte Talent war hier ein stirkerer positiver
Effekt auf das TKG zu verzeichnen als bei der Liniensorte Prince. Im dritten
Versuchsjahr unterschieden sich die Sorten zu beiden Inokulationsterminen signifikant
voneinander (p < 0,05 bzw. p < 0,01). Wihrend bei der Hybridsorte Maja zum frithen
Inokulationstermin eine Minderung des TKG zu verzeichnen war, konnte bei der

Liniensorte Prince eine Steigerung des TKG beobachtet werden. Inokulationen zu
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BBCH 71 fiihrten bei beiden Sorten zu einem Riickgang des TKG, wobei hier die
Liniensorte einen stirkeren Effekt aufwies (Anhang, Tab. A7).

Der Einfluss einer Sclerotinia-Inokulation zu unterschiedlichen Terminen auf die
Qualitiitseigenschaft Olgehalt (Abb. 3.5) ist geringer als die Wirkung auf das TKG und
den Ertrag. Auch in diesem Qualitidtsparameter ist die Wirkung in den beiden
Sortentypen zu beiden Inokulationsterminen signifikant abweichend voneinander. Bei
der Hybridsorte ist durch eine Inokulation zu BBCH 71 im Mittel iiber die drei
Versuchsjahre kein signifikanter Riickgang im Olgehalt nachweisbar. Eine Inokulation
zu BBCH 61-65 hingegen fiihrt zu einer Minderung des Olgehaltes von 2,5% pro 10%
Befallshiufigkeit. In der Liniensorte wurden zu beiden Inokulationsterminen nur sehr
geringe Minderungen des Olgehaltes (gemittelt iiber die drei Versuchsjahre) von 4%

bzw. 9% bei 10% Befallshiufigkeit verursacht, die sich nicht signifikant voneinander

unterscheiden.
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Abb. 3.5: Einfluss des Inokulationstermins auf den relativen Olgehalt von Hybrid- und
Liniensorte. Daten aus Feldversuchen an den Standorten ,,Dragoneranger®, ,,Grof3e
Lage™ und ,,GrofBe Breite*, Gottingen-Weende in den Versuchsjahren 2001/02 bis
2003/04. Die Signifikanz der Regression wurde mit dem Durbin-Watson-Test
tiberpriift.

Statistisch abzusichernde Unterschiede in der Reaktion von S. sclerotiorum-Befall auf
den Olgehalt zwischen den drei Versuchsjahren ist bei der frithen Inokulation der

Hybridsorte zwischen den Jahren 2001/02 und 2002/03 sowie 2002/03 (p < 0,10) und
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2003/04 (p < 0,01) zu beobachten. Wahrend in den Jahren 2001/02 und 2003/04 ein
Riickgang des Olgehaltes mit zunehmendem S. sclerotiorum-Befall beobachtet werden
konnte, war im Versuchsjahr 2002/03 ein leichter Anstieg des Olgehaltes zu
verzeichnen. Zwischen den Inokulationsterminen sind bei der Hybridsorte in allen drei
Versuchsjahren signifikante Unterschiede zu finden. Im ersten sowie im dritten
Versuchsjahr hat eine Inokulation zu BBCH 61-65 einen stirkeren negativen Effekt auf
den Olgehalt, wihrend im zweiten Versuchsjahr die spite Inokulation zu BBCH 71
einen negativen Effekt aufzeigte wohingegen die frilhe Inokulation eine positive
Reaktion auf den Olgehalt aufwies (Anhang, Tab. AS).

Bei der Liniensorte ist die Reaktion des Olgehaltes auf einen Befall mit S. sclerotiorum
im Versuchsjahr 2001/02 zu beiden Inokulationsterminen gleich und nur sehr gering. In
den beiden folgenden Versuchsjahren fiihrt eine Inokulation zu BBCH 71 zu einem
stirkeren Riickgang des Olgehaltes, wobei nur im Jahr 2002/03 der Unterschied
statistisch abzusichern ist (p < 0,10) (Anhang, Tab. AS).

Sortenunterschiede in der Relation zwischen S. sclerotiorum-Befall und Olgehalt sind
lediglich bei dem frithen Inokulationstermin im Versuchsjahr 2003/04 zu finden (p <
0,05). Die Hybride zeigt hier einen stirkeren Riickgang des Olgehaltes als die

Liniensorte.

3.3.2 Einfluss von Aussaattermin und Bestandesdichte auf die Schadwirkung von

S. sclerotiorum

In einem weiteren Feldversuch wurde der Einfluss verschiedener anbautechnischer
MaBnahmen auf die Schadwirkung von S. sclerotiorum untersucht. Als variierende
Faktoren wurden zwei Aussaattermine sowie zwei Bestandesdichten gewaihlt. Die
Frithsaat wurde im Zeitraum vom 10. bis 15. August und die Normalsaat im Zeitraum
vom 20. bis 25. August durchgefiihrt. Fiir jeden Sortentyp wurden auflerdem zwei
Bestandesdichten gewdhlt. Fiir die Hybridsorte lagen diese bei 50 und 35 Pflanzen/m?,
fiir die Liniensorte bei 60 und 45 Pflanzen/m?.

Um Aussagen iiber den Einfluss des Aussaattermins und der Bestandesdichte auf den
Ertrag an sich zu machen, wurden die Ertrige aus den Kontrollparzellen ausgewertet
(Abb. 3.6).

Die Hybridsorte zeigt wie erwartet bei beiden Aussaatterminen und Bestandesdichten

ein etwas hoheres Ertragsniveau als die Liniensorte. Innerhalb der Sortentypen Hybride
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und Linie sind keine signifikanten Unterschiede zwischen einer friithen und einer
normalen Aussaat sowie zwischen den beiden Bestandesdichten zu erkennen. Der
Ertrag in Parzellen mit einer hoheren Bestandesdichte ist jedoch bei beiden Sortentypen
und beiden Aussaatterminen etwas hoher als in Parzellen mit geringerer Bestandes-
dichte. Ein vorgezogener Aussaattermin, bereits in der ersten Augusthélfte, flihrt
ebenfalls bei beiden Sortentypen zu einem tendenziell héheren Ertrag, der sich jedoch

statistisch nicht absichern lésst.
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Abb. 3.6: Ertrige der Kontrollparzellen der verschiedenen Aussaatvarianten der
Hybrid- und Liniensorte. Mittel {iber jeweils vier Wiederholungen in den Jahren
2001/02 bis 2003/04, Standorte ,,Dragoneranger®, ,,Grofe Lage* und ,,GroBBe Breite®,
Gottingen-Weende.  Unterschiedliche  Buchstaben  kennzeichnen — signifikante
Unterschiede, p < 0,05 (Tukey-Test).

Auch der Vergleich der verschiedenen Varianten in den einzelnen Versuchsjahren zeigt
in allen drei Versuchsjahren keine signifikanten Unterschiede zwischen den
verschiedenen Aussaatterminen und Bestandesdichten innerhalb einer Sorte und
zwischen den beiden Sorten (Anhang, Tab. A9). Ausnahme hiervon ist im Versuchsjahr
2001/02 die Hybride der normalen Aussaat mit der hohen Bestandesdichte, die sich von
allen vier Varianten der Liniensorte signifikant unterscheidet.

Die Ertragsparameter TKG und Olgehalt zeigen wie der Ertrag keine abzusichernden
Unterschiede zwischen einer Friith- und einer Normalsaat und einer hohen und geringen

Bestandesdichte (Abb. 3.7). Das TKG ist in allen Varianten in der Hybridsorte hoher als
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in der Liniensorte. Dahingegen hat die Liniensorte in allen Varianten einen hoheren
Olgehalt als die Hybride.

Auch die Betrachtung der einzelnen Versuchsjahre zeigen keine abzusichernden
Unterschiede in TKG und Olgehalt zwischen den verschiedenen Varianten innerhalb
einer Sorte (siche Anhang Tab. A9). Zwischen den Sorten innerhalb eines Versuchs-
jahres sind im Versuchsjahr 2001/02 abzusichernde Unterschiede lediglich zwischen
zwei Varianten sowohl im TKG als auch im Olgehalt zu beobachten. Im Versuchsjahr
2002/03 hingegen unterschieden sich alle Varianten der Hybridsorte von denen der
Liniensorte im TKG. Im dritten Versuchsjahr sind keine signifikanten Unterschiede

zwischen den Sorten in TKG und Olgehalt aufgetreten.
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Abb. 3.7: TKG und Olgehalt der Kontrollparzellen der verschiedenen
Aussaatvarianten der Hybrid- und Liniensorte. Mittel iiber jeweils vier
Wiederholungen in den Jahren 2001/02 bis 2003/04, Standorte ,,Dragoneranger®,
,»@rofe Lage* und ,,Grofle Breite®, Gottingen-Weende. Unterschiedliche Buchstaben
kennzeichnen signifikante Unterschiede, p < 0,05 (Tukey-Test).

Die Untersuchung der Schadwirkung von S§. sclerotiorum auf den Ertrag in
Abhéngigkeit von Aussaattermin und Bestandesdichte erbrachten die in Abb. 3.8
gemittelt liber die drei Versuchsjahre dargestellten Ergebnisse. Bei der Hybridsorte
unterscheiden sich die Regressionen zwischen Befallshdufigkeit und Ertrag sowohl
zwischen den Bestandesdichten innerhalb eines Aussaattermins als auch zwischen den

Aussaatterminen innerhalb einer Bestandesdichte. Allerdings lassen sich hierbei keine
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GesetzmaBigkeiten iiber die Abhédngigkeit der Schadwirkung von den Parametern
Aussaattermin und Bestandesdichte ableiten. Wéhrend bei einer Friihsaat eine
signifikant (p < 0,05) stirkere Ertragsminderung bei der hohen Bestandesdichte zu
finden ist, ist der Ertragsriickgang bei der Normalsaat in Parzellen mit einer geringeren
Bestandesdichte signifikant (p < 0,01) hoher als bei der hohen Bestandesdichte. Der
Vergleich der Aussaattermine zeigt bei einer geringen Bestandesdichte einen signifikant
(p < 0,05) starkeren ertragsmindernden Effekt der Normalsaat mit 9,4% Ertragsverlust
pro 10% Befallshdufigkeit im Vergleich zu der Frithsaat mit 2,3%. Bei einer hohen
Bestandesdichte ist jedoch die Ertragsminderung in der Frithsaat mit 7% Ertragsverlust
pro 10% Befallshiufigkeit signifikant (p < 0,01) stdrker ausgepridgt als in der
Normalsaat mit 3,1% Ertragsverlust. Aus diesen Ergebnissen kann man auf
Wechselwirkungen zwischen dem Aussaattermin und der Bestandesdichte schliefen.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen der Hybridsorte konnten bei der Liniensorte im Mittel
iiber die drei Versuchsjahre keine signifikanten Unterschiede in der Ertragswirkung von
S. sclerotiorum zwischen den Aussaatterminen und den Bestandesdichten gefunden
werden (Abb. 3.8). In der Friihsaat ist die Ertragswirkung tendenziell stirker als bei der
Normalsaat. Der tendenziell stirker ertragsmindernde Effekt in der hohen gegeniiber der
geringen Bestandesdichte 1dsst sich ebenfalls nicht statistisch absichern.

Zwischen den drei Versuchsjahren 2001/02 bis 2003/04 sind sowohl bei der Hybridsorte
als auch bei der Liniensorte keine signifikanten Unterschiede in der Schadwirkung auf
den Ertrag in Abhdngigkeit von Aussaattermin und Bestandesdichte aufgetreten. Mit
Ausnahme der Normalsaaten der Hybriden in den Versuchsjahren 2002/03 und 2003/04
sowie in der Liniensorte 2002/03 war bei einer hoheren Bestandesdichte ein starkerer
ertragsmindernder Effekt einer Sclerotinia-Infektion zu verzeichnen (Anhang, Tab.
A10).

Die Wirkung eines zunehmenden Sclerotinia-Befalls auf das TKG ist in Abb. 3.9
dargestellt. Entgegengesetzt zu den Ergebnissen der Ertragsauswertung, ist fiir die
Hybridsorte im Vergleich der Bestandesdichten innerhalb der Aussaattermine bei dem
TKG eine stirkere negative Wirkung des Sclerotinia-Befalls in der geringeren
Bestandesdichte bei der Frithsaat und bei der hohen Bestandesdichte in der Normalsaat
zu verzeichnen. Die Unterschiede zwischen den Bestandesdichten innerhalb der
Aussaattermine lassen sich statistisch jedoch nicht absichern. Zwischen den
Aussaatterminen ldsst sich bei der hohen Bestandesdichte ein signifikant (p < 0,01)

starkerer Riickgang des TKG in der Normalsaat zu finden als in der Friihsaat. Die
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Varianten der geringen Bestandesdichte unterscheiden sich zwischen den
Aussaatterminen nicht signifikant voneinander.
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Abb. 3.8: Ertragswirkung von S. sclerotiorum in Abhédngigkeit von Aussaattermin,
Bestandesdichte und Sortentyp. A und B: Hybride, C und D: Liniensorte. Mittel iiber
die Versuchsjahre 2001/02 bis 2003/04 an den Standorten ,,Dragoneranger®, ,,GrofB3e
Lage™ und ,,Grof3e Breite®, Gottingen-Weende. Die Signifikanz der Regression wurde
mit dem Durbin-Watson-Test liberpriift.

Auch bei der Liniensorte sind keine GesetzmiBigkeiten fiir die Wirkung eines
Sclerotinia-Befalls in Abhédngigkeit der Parameter Aussaattermin und Bestandesdichte
zu finden. Nur in der Variante der geringen Bestandesdichte des normalen Saattermins

konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen Befallshiufigkeit und TKG gefunden



ERGEBNISSE 71

werden. Pro 10% Befallshiufigkeit ist eine Abnahme des TKG um 1,6% zu
verzeichnen.

Ein Vergleich der beiden Sortentypen zeigt in den Varianten der Friihsaat keine
statistisch abzusichernden Unterschiede in der Wirkung eines Sclerotinia-Befalls auf
das TKG, sowohl in der hohen als auch in der geringen Bestandesdichte. In den
Varianten der Friihsaat ist lediglich in der hohen Bestandesdichte ein signifikant (p <
0,01) stirkerer negativer Einfluss eines Sclerotinia-Befalls auf das TKG bei der
Hybridsorte als bei der Liniensorte zu finden. In den Varianten der geringen

Bestandesdichte sind keine Unterschiede zwischen den Sorten abzusichern.

Der Olgehalt wurde durch einen Befall der Pflanzen mit S. sclerotiorum im Mittel iiber
die drei Versuchsjahre allgemein nur sehr gering beeinflusst (Abb. 3.10). Fiir die
Hybridsorte war in den Friihsaatvarianten lediglich bei einer geringen Bestandesdichte
ein leichter Riickgang im Olgehalt zu verzeichnen, bei einer hohen Bestandesdichte war
ein leichter, jedoch nicht signifikanter Anstieg des Olgehalts mit steigender Befalls-
hiufigkeit zu beobachten. In den Varianten der Normalsaat stieg der Olgehalt sowohl in
Varianten der geringen als auch in Varianten der hohen Bestandesdichte mit
zunehmender Befallshdufigkeit nahezu identisch signifikant an. Die Unterschiede
zwischen den Aussaatterminen innerhalb der Bestandesdichten und zwischen den
Bestandesdichten innerhalb der Aussaattermine lieBen sich jedoch statistisch nicht
absichern.

Fiir die Liniensorte lieB sich lediglich in der geringen Bestandesdichte der Friihsaat eine
signifikante negative Regression von Sclerotinia-Befallshiufigkeit zu Olgehalt fest-
stellen. Diese Regression zeigt einen signifikanten Unterschied (p < 0,05) zu der hohen
Bestandesdichte der Frithsaat. In den Normalsaatvarianten unterschieden sich die
Bestandesdichtevarianten nicht signifikant voneinander, ebenso wie die Aussaattermine
innerhalb der Bestandesdichten.

Eine nach Versuchsjahren getrennte Auswertung der Schadwirkung von S. sclerotiorum
auf TKG und Olgehalt in Abhiingigkeit der Faktoren Sorte, Aussaattermin und
Bestandesdichte wies in allen drei Versuchsjahren keine signifikanten Unterschiede (p <
0,10) zwischen den Sortentypen auf. Auch zwischen den einzelnen Varianten innerhalb
einer Sorte konnten keine signifikanten Unterschiede der einzelnen Versuchsjahre in der
Wirkung auf das TKG verzeichnet werden (Anhang, Tab. A11). Die Auswertungen des

Einflusses auf den Olgehalt ergaben lediglich bei der Liniensorte Prince einen
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signifikanten Unterschied (p < 0,05) zwischen den Versuchsjahren in der Variante
normaler Aussaattermin, niedrige Bestandesdichte. Wéhrend in den Versuchsjahren
2002/03 und 2003/04 ein negativer Effekt auf den Olgehalt beobachtet werden konnte,
fiihrte zunehmender Sclerotinia-Befall im Versuchsjahr 2001/02 zu einer Erhohung des

Olgehaltes (Anhang, Tab. A.12).
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Abb. 3.9: Wirkung von S. sclerotiorum auf das TKG in Abhédngigkeit von
Aussaattermin, Bestandesdichte und Sortentyp. A und B: Hybride, C und D:
Liniensorte. Mittel iiber die Versuchsjahre 2001/02 bis 2003/04 an den Standorten
,Dragoneranger”, ,,GroBe Lage™ und ,Grofle Breite”, Gottingen-Weende. Die
Signifikanz der Regression wurde mit dem Durbin-Watson-Test tiberpriift.
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Abb. 3.10: Wirkung von S. sclerotiorum auf den relativen Olgehalt in Abhingigkeit
von Aussaattermin, Bestandesdichte und Sortentyp. A und B: Hybride, C und D:
Liniensorte. Mittel iiber die Versuchsjahre 2001/02 bis 2003/04 an den Standorten
,Dragoneranger, ,,GroBe Lage* und ,,GroBe Breite*, Gottingen-Weende. Die
Signifikanz der Regression wurde mit dem Durbin-Watson-Test iiberpriift.

3.3.3 Einfluss der Sorte auf die Schadwirkung von S. sclerotiorum

Zur Untersuchung sortenspezifischer Reaktionen in Ertrag und TKG auf Befall mit
S. sclerotiorum wurden im Versuchsjahr 2004/05 in vier Hybridsorten (Trabant, Talent,
Elektra, Maja) und drei Liniensorten (Smart, Oase, Viking) Befallshdufigkeiten von 0-
70% mit der Zahnstocherinokulation eingestellt. Die Ertrage der Kontrollparzellen sind
in Abb. 3.11 dargestellt. Mit 58,22 dt/ha erzielte die Liniensorte Viking den hochsten
Ertrag, die Liniensorte Oase mit 41,32 dt/ha den geringsten. Eine statistische
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Auswertung der Daten war nicht moglich, da die Kontrollparzellen nur in einfacher

Wiederholung vorlagen.
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Abb. 3.11: Ertrag der nicht inokulierten Kontrollparzellen in den verschiedenen
Rapssorten im Versuchsjahr 2004/05 am Standort ,,Dragoneranger* in Gottingen-
Weende.

Die Regressionskoeffizienten und BestimmtheitsmaBle fiir die Beziehung zwischen
Ertrag bzw. TKG und Befallshiufigkeit in Abhingigkeit von der Rapssorte sind in Tab.
3.4 aufgefiihrt. Zwischen den verschiedenen Sorten waren keine signifikanten
Unterschiede (p < 0,10) in der Ertragsreaktion auf einen Sclerotinia-Befall zu finden.
Die Liniensorte Oase wies mit 5,8% Ertragsriickgang pro 10% Befallshdufigkeit den
geringsten Ertragsriickgang auf, wihrend die Hybridsorte Talent mit 13,1%
Ertragsriickgang pro 10% Befallshdufigkeit die stirkste Ertragsreaktion aufwies. Die
Regression dieser Sorten sowie die der Sorte Elektra zwischen Befallshdufigkeit und
Ertrag konnte statistisch jedoch nicht abgesichert werden.

Auch in der Reaktion des TKG auf eine Sclerotinia-Infektion konnten keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Sorten festgestellt werden. Lediglich bei der
Sorte Maja konnte ein signifikanter Einfluss einer Sclerotinia-Infektion auf das TKG
beobachtet werden (Tab. 3.4).

Ebenso wie bei dem Parameter Befallshdufigkeit konnte kein Zusammenhang zwischen
dem Ertragseffekt und der vom Bundessortenamt in der beschreibenden Sortenliste

vergebenen Boniturnote filir die Anfélligkeit gegen S. sclerotiorum festgestellt werden.
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Tab. 3.4: Regressionskoeffizient und Bestimmtheitsmall der Beziehung Ertrag bzw.
TKG und Befallshdufigkeit in Abhdngigkeit der Rapssorte im Versuchsjahr 2004/05 am
Standort ,,Dragoneranger* in Géttingen-Weende. Die Signifikanz der Regression wurde
mit dem Durbin-Watson-Test iiberpriift.

Sorte Ertrag TKG
b r? b r?

Viking' 0,6la 0,737 0,01a 0,00™
Smart' -1,08a 0,44" -0,12a 0,05
Trabant 0,932 0,74 0,12a 0,23"
Talent’ -1,31a 0,21" 0,26a 0,15™
Elektra’ -1,04a 0,34™ 0,44a 0,31™

Maja® -0,78a 0,39 -0,28a 0,64~

Oase' -0,58a 0,09" 0,152 0,05

! = Liniensorte, > = Hybridsorte; b = Regressionskoeffizient, 1> =
Bestimmtheitsmal}

3.4 Ertragswirkung der mechanischen Pflanzenreduktion

Raps ist als Pflanze bekannt, die Pflanzenverluste im Bestand durch Ausbildung neuer
Nebentriebe und vermehrten Ansatz von Ertragskomponenten kompensieren kann. Um
Erkenntnisse iiber das Kompensationspotential neuerer Rapssorten nach spéten
Pflanzenverlusten, wie sie z. B. durch eine Sclerotinia-Infektion entstehen kénnen, zu
erlangen, wurden in einem Feldversuch zu Beginn der Schotenbildung (BBCH 71)
Reduzierungen der Bestandesdichte bis 70% durchgefiihrt.

In Abb. 3.12 ist die Regression zwischen Pflanzenreduktion und Ertrag bzw. TKG fiir
die beiden Sortentypen Hybride und Linie dargestellt. Mit steigender Pflanzenreduktion
ist bei beiden Sortentypen eine deutliche Ertragsminderung zu erkennen. Der
Unterschied in der Ertragsminderung zwischen der Hybridsorte mit 0,67%
Ertragsverlust pro 1% Pflanzenreduktion und der Liniensorte mit 0,60% ist nur sehr
gering und statistisch nicht abzusichern. Im Gegensatz zu dem Ertragsriickgang mit
steigender Pflanzenreduktion ist bei beiden Sortentypen ein signifikanter Anstieg des
TKG zu verzeichnen. Der Unterschied zwischen den Sortentypen ist auch hier nicht

signifikant unterschiedlich voneinander, wobei die TKG-Steigerung pro 1%
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Pflanzenreduktion der Liniensorte mit 0,19% geringfligig hoher ist als die der
Hybridsorte mit 0,13%.
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Abb. 3.12: Regression zwischen Pflanzenreduktion und Ertrag bzw. TKG in den
Versuchsjahren 2001/02 bis 2003/04, Standorte ,,Dragoneranger®, ,,Grofle Lage* und
,»QGrofle Breite®, Gottingen-Weende. Die Signifikanz der Regression wurde mit dem
Durbin-Watson-Test tiberpriift.

Eine nach Versuchsjahren getrennte Betrachtung der Regressionen zwischen
Pflanzenreduktion und Ertrag bzw. TKG wies fiir beide Sortentypen keine signifikanten
Unterschiede zwischen den einzelnen Versuchsjahren auf (p < 0,10). Auch zwischen
den Sortentypen konnten in keinem Versuchsjahr signifikante Unterschiede gefunden
werden (p < 0,10). Die Ergebnisse der Regressionsanalysen der einzelnen Versuchsjahre
sind im Anhang in Tab. A13 aufgefiihrt.

Abbildung 3.13 stellt den tatsichlich eingetretenen Ertragsverlust der beiden
Sortentypen im Mittel {iber die drei Versuchsjahre im Vergleich zu dem erwarteten
Ertragsverlust (bei 10% Pflanzenreduktion werden 10% Ertragsverlust erwartet usw.)
dar. Bei beiden Sortentypen liegt der tatsdchlich eingetretene Ertragsverlust unterhalb
des erwarteten. Die beiden Sortentypen unterscheiden sich dabei nicht signifikant
voneinander (t-test, p < 0,05). Die Liniensorte weist jedoch etwas geringere
Ertragsverluste als die Hybridsorte auf.

Die Kompensation ist die Differenz zwischen erwartetem und eingetretenem

Ertragsverlust. In den Feldversuchen konnte mit steigender Pflanzenreduktion eine

stetig steigende Kompensation beobachtet werden (Abb. 3.14). Bei 70% Pflanzen-
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reduktion wurde bei beiden Sortentypen eine Kompensation von ca. 30% erzielt.
Tendenziell zeigt die Liniensorte ein etwas hoheres Kompensationsvermogen als die
Hybridsorte, jedoch lassen sich diese Unterschiede statistisch nicht absichern (Tukey-
Test, p <0,05).

Eine nach Versuchsjahren getrennte Auswertung der Ergebnisse zeigte fiir das
Versuchsjahr 2001/02 die hochsten Werte fiir die Kompensation auf, im Versuchsjahr
2002/03 die geringsten (Anhang, Abb. Al). Signifikante Unterschiede zwischen den

Versuchsjahren sowie zwischen den Sorten lieen sich jedoch nicht absichern.

80
701

--A-- Hybride
—@®&-- Liniensorte
1| —=— erwartet

Ertragsverlust [%)]

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Pflanzenreduktion [%)]

Abb. 3.13: Ertragsverlust von Hybrid- und Liniensorte in Abhéingigkeit von der
Pflanzenreduktion im Vergleich zum erwarteten Ertragsverlust. Daten aus den
Versuchsjahren 2001/02 bis 2003/04, Standorte ,,Dragoneranger*, ,,Grof3e Lage* und

,@rofe Breite*, Gottingen-Weende.
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Abb. 3.14: Kompensation in Relation zur Pflanzenreduktion bei Hybrid- und
Liniensorte. Mittel {iber die Versuchsjahre 2001/02 bis 2003/04, Standorte
,Dragoneranger”, ,GroBe Lage“ und ,GroBe Breite*, Gottingen-Weende.
Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede, p < 0,05
(Tukey-Test).

Im Versuchsjahr 2003/04 wurde die Kompensation in Relation zum Termin der
Bestandesdichteregulierung untersucht. Zu vier Terminen, BBCH 50, 55, 60 und 65

wurden 50% der Pflanzen pro Parzelle entfernt.
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Abb. 3.15: Ertrag in Relation zur nicht behandelten Kontrolle nach
Bestandesdichteregulierung (50%) zu verschiedenen Terminen in der Hybridsorte Maja
(A) und der Liniensorte Prince (B). Versuchsstandort ,,Groe Breite®, Gottingen-
Weende, Versuchsjahr 2003/04, Mittel iiber vier Wiederholungen. Unterschiedliche
Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede, p < 0,05 (Tukey-Test).
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In der Hybridsorte Maja ist ein tendenziell steigender Ertrag bei Bestandesdichte-
regulierung zu fortschreitender Pflanzenentwicklung zu erkennen (Abb. 3.15A), jedoch
sind die Ertragsunterschiede zur nicht regulierten Kontrollparzelle sowie zwischen den
unterschiedlichen Terminen nicht statistisch abzusichern (p < 0,05). In der Liniensorte
Prince sind ebenfalls keine signifikanten Ertragsunterschiede der behandelten Varianten
zur nicht behandelten Kontrolle zu finden (Abb. 3.15B). Eine Bestandesdichte-
regulierung zu BBCH 65 fiihrte jedoch zu einem signifikant geringeren Relativertrag als
eine Bestandesdichteregulierung zu BBCH 60.

Das TKG weist sowohl bei der Hybrid- als auch bei der Liniensorte keine signifikanten
Unterschiede (p < 0,05) zwischen den behandelten Varianten und der nicht behandelten

Kontrolle sowie zwischen den unterschiedlichen Varianten auf (Abb. 3.16).
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Abb. 3.16: TKG in Relation =zur nicht behandelten Kontrolle nach
Bestandesdichteregulierung (50%) zu verschiedenen Terminen in der Hybridsorte
Maja (A) und der Liniensorte Prince (B). Versuchsstandort ,,Grofe Breite®,
Gottingen-Weende, Versuchsjahr 2003/04, Mittel tber vier Wiederholungen.
Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede, p < 0,05
(Tukey-Test).

Im Vergleich zu der im vorhergehenden Versuch beschriebenen Kompensation nach
einer Bestandesdichteregulierung um 50% zu BBCH 71 von ca. 20% in der Liniensorte
und ca. 10% in der Hybridsorte (Abb. 3.14), konnte bei frither durchgefiihrten
Bestandesdichteregulierungen eine deutlich hohere Kompensation erzielt werden. In der
Hybridsorte Maja ist entsprechend einer ansteigenden Tendenz des Ertrages ebenfalls

eine tendenziell steigende Kompensation mit fortschreitender Pflanzenentwicklung von



ERGEBNISSE 80

64% bis 92% zu verzeichnen (Abb. 3.17A). Zwischen den Varianten sind jedoch keine
signifikanten Unterschiede vorhanden (p < 0,05). Auch bei der Liniensorte Prince ist der
Verlauf der Kompensation mit fortschreitender Pflanzenentwicklung ebenfalls
entsprechend dem Verlauf des Ertrages. Lediglich zwischen dem 3. und 4. Termin ist
ein signifikanter Unterschied in der Kompensation zu verzeichnen. Mit einer
Kompensation von 115% nach einer Bestandesdichteregulierung zu BBCH 60
unterscheidet sich dieser Termin signifikant (p < 0,05) von dem folgenden Termin zu

BBCH 65 mit nur 68% Kompensation (Abb. 3.17B).
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Abb. 3.17: Kompensation beziiglich Ertrag in Relation zur nicht behandelten Kontrolle
nach Bestandesdichteregulierung (50%) zu verschiedenen Terminen in der Hybridsorte
Maja (A) und der Liniensorte Prince (B). Versuchsstandort ,,Gro3e Breite, Gottingen-
Weende, Versuchsjahr 2003/04, Mittel iiber vier Wiederholungen. Unterschiedliche
Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede, p < 0,05 (Tukey-Test).

3.5 Wirtschaftlichkeit von FungizidmaBinahmen gegen S. sclerotiorum in den

Jahren 1991 — 2003

3.5.1 Ertragswirkung von Fungizidapplikationen im Winterraps in den Jahren
1991 bis 2003

Zur Ermittlung der Ertragswirkung von Fungizidapplikationen zu verschiedenen
Entwicklungsstadien der Pflanzen und von verschiedenen Kombinationen von
Fungizidapplikationen wurde der Ertrag der jeweiligen Variante in Vergleich zur

unbehandelten Kontrollvariante gesetzt.
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Die Ergebnisse dieser Auswertung sind in Tab. 3.5 aufgefiihrt. Die Mehrfach-
behandlungen resultierten in hoéheren Ertragsdifferenzen als die Einfachbehandlungen,
wobei die Variante Friithjahr + Bliitenapplikation mit 11,71% die hochste Ertrags-
differenz erzielte. Unter den Einfachbehandlungen schnitt die Friihjahrsapplikation mit
6,80% Mehrertrag (= 2,80 dt/ha) am besten ab, gefolgt von der Bliitenbehandlung mit
5,70% Mehrertrag (= 2,41 dt/ha). Die Herbst-Einfachbehandlung und die Herbst +

Friihjahrsbehandlung erzielten in ihrer Gruppe die geringsten Ertragsdifferenzen.

Tab. 3.5: Ertragswirkung von Fungizidapplikationen im Winterraps getrennt nach
Applikationsterminen von 1991 bis 2003. (Ertragsdifferenz = Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle). Basierend auf Daten aus den offiziellen Feldversuchen der
Pflanzenschutzdienste der Lénder.

Ertragsdifferenz
Behandlung Anzahl bi
Versuche (dt/ha] von...bis (%]
[dt/ha]
Einfachbehandlungen
Herbst 28 1,98 -0,5...44 | 5,22
Friihjahr bis Bliite 112 2,80 -1...8,4 6,80
Bliite 592 2,41 -7,8...12,3 | 5,70
Mehrfachbehandlungen
Herbst + Friithjahr 22 3,91 -1,6...6,3 9,16
Friihjahr + Bliite 88 3,95 -3,2...13,2 | 11,71
Herbst + Friihjahr + Bliite 13 4,58 -1,1...16,4 | 11,43
Gesamt 855 3,27 8,34

Die groBite Schwankung in der erzielten Ertragsdifferenz ist mit 20,1 dt/ha bei der
Bliitenbehandlung zu finden. Mit einer Schwankung von 4,9 dt/ha weist die

Herbstbehandlung den geringsten Wert auf (Tab. 3.5).

In Abb. 3.18 ist die durch eine Fungizidbehandlung zur Vollbliite erreichte Ertrags-
differenz zur unbehandelten Kontrolle und die Befallshiufigkeit in den unbehandelten
Kontrollparzellen als Mittel iiber die einzelnen Jahre dargestellt. Die Befallshdufigkeit
zeigt jahresbedingte starke Schwankungen von unter 10% bis iiber 70% Sclerotinia-
Befallshaufigkeit. Im Jahr 1994 war die durchschnittliche Befallshdufigkeit mit 6,3%
am geringsten, gefolgt von 1999 mit 7,2% und 1993 mit 7,5%. In den Jahren 1995 und
1996 war mit durchschnittlich 75,1% bzw. 65,2% ein tiberdurchschnittlich hoher Befall
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zu verzeichnen. Die erzielte Ertragsdifferenz schwankte von ca. 1 dt/ha bis ca. 4 dt/ha.
Mit steigender Befallshdufigkeit ist tendenziell eine erhohte Ertragsdifferenz zu
erkennen. In den Jahren mit den hochsten Befallshdufigkeiten wurden mit 3,57 dt/ha in
1995 und 3,89 dt/ha in 1996 ebenfalls die hochsten Ertragsdifferenzen erzielt. Die
geringste Ertragsdifferenz wurde im Jahr 1994 mit der geringsten Befallshaufigkeit
erzielt. Der Mehrertrag durch eine Vollbliitenbehandlung betrug in diesem Jahr
lediglich 0,96 dt/ha. Der Korrelation zwischen Befallshdufigkeit und Ertragsdifferenz

lasst sich jedoch statistisch nicht absichern.
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Abb. 3.18: Mittlere Befallshiufigkeit und Ertragswirkung einer Fungizidbehandlung
zur Vollbliite im Winterraps in den Jahren 1991 bis 2003 im Vergleich zur
unbehandelten  Kontrolle. Daten aus den offiziellen Feldversuchen der
Pflanzenschutzdienste der Lénder.

3.5.2 Wirkungsgrad von Fungiziden gegen S. sclerotiorum

Durch eine Gegeniiberstellung der Befallshdufigkeiten in den unbehandelten
Kontrollparzellen und der behandelten Varianten kann der Wirkungsgrad gegen ein
bestimmtes Pathogen errechnet werden. Aus dem vorliegenden Datensatz der Jahre
1991-2003 konnten insgesamt 715 einzelne Varianten fiir eine Auswertung des
Wirkungsgrades der zu verschiedenen Zeitpunkten eingesetzten Fungizide gegen

S. sclerotiorum herangezogen werden.
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Tab. 3.6: Wirkungsgrad von Fungizidapplikationen in Winterraps zu verschiedenen
Terminen gegen S. sclerotiorum im Zeitraum 1991-2003. Basierend auf Daten aus den
offiziellen Feldversuchen der Pflanzenschutzdienste der Lander.

Applikationstermin An.zahl Sclerotinia-Befall [%] Wirkungs-
Varianten unbehandelt  behandelt | grad[%]

Einfachbehandlungen

Herbst 31 7,78 5,48 29,56
Friithjahr bis Bliite 144 12,06 12,29 -1,91
Bliite 422 20,1 7,7 61,69
Mehrfachbehandlungen

Herbst + Friihjahr 22 8,28 5,94 28,26
Friihjahr + Bliite 84 20,00 6,73 66,35
Herbst + Friihjahr + Bliite 12 17,32 3,13 81,98

Durch Fungizidbehandlungen, die eine Applikation wdhrend der Bliite enthielten,
wurden erwartungsgemal3 die hochsten Wirkungsgrade erzielt (Tab. 3.6), was auf einem
Zusammentreffen der Infektion und der Fungizidapplikation beruht. Durch einen
einmaligen Fungizideinsatz zur Bliite reduzierte sich der S. sclerotiorum-Befall von
20,1% in der Kontrolle auf 7,7% in der behandelten Variante. Dies entspricht einem
Wirkungsgrad von 61,69%. Eine kombinierte Friihjahrs-Bliiten-Behandlung erreichte
einen Wirkungsgrad von 66,35%, eine dreifache Behandlung im Herbst, Frithjahr und
zur Bliite erzielte mit 81,98% den hochsten Wirkungsgrad gegen S. sclerotiorum. Die
erhohten Wirkungsgrade der kombinierten Bliitenbehandlungen im Vergleich zur
einfachen Bliitenbehandlung sowie die positiven Wirkungsgrade einer Herbst- und einer
kombinierten Herbst-Friihjahrs-Behandlung sind moglicherweise dem Einfluss auf die
physiologischen Eigenschaften der Pflanzen zu Gute zu schreiben. Eine einfache
Herbstbehandlung wies mit rund 30% einen nur geringen Wirkungsgrad auf. Die im
Friihjahr behandelten Versuche wiesen keinen Unterschied in der S. sclerotiorum-
Befallshaufigkeit in den behandelten Parzellen zu den nicht behandelten Kontroll-

parzellen auf.

3.5.3 Beurteilung der Wirtschaftlichkeit

Zur Beurteilung der Wirtschaftlichkeit von Fungizidapplikationen wurden die
angefallenen Kosten der Wirkung der Behandlung (= Mehrertrag) gegeniiber gestellt.
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Die Kosten setzen sich zusammen aus den Fungizidkosten, Uberfahrtkosten (umfassen
Kosten fiir Maschinen, Kraftstoffkosten sowie Arbeitszeitkosten), und bei
Bliitenbehandlungen den Durchfahrtsverlusten, der entsprechenden Jahre. Die Gesamt-
kosten fiir Fungizidbehandlungen zu unterschiedlichen Applikationsterminen wurden
jeweils als Mittelwerte liber die Jahre 1991 bis 2003 iiber die in den Versuchen
angewendeten Fungizide berechnet (Tab. 3.7). Fiir die Berechnung des kosten-
deckenden Mehrertrages wurde der durchschnittliche Rapspreis des entsprechenden

Jahres zugrunde gelegt.

Tab. 3.7: Gesamtkosten und kostendeckender Mehrertrag fiir Fungizidapplikationen in
Winterraps zu unterschiedlichen Applikationsterminen in den Jahren 1991 bis 2003.
Basierend auf Daten aus den offiziellen Feldversuchen der Pflanzenschutzdienste der
Liander.

Applikationstermin Gesamtkosten Kostendeckender
[€] Mehrertrag [dt/ha]
Herbst 27,49 1,30
Friihjahr 47,98 2,27
Bliite* 71,04 3,32
Herbst + Friihjahr 74,91 3,53
Bliite + Frithjahr* 116,59 5,45
Herbst + Friihjahr +Bliite* 154,24 7,22

* Durchfahrtsverluste wurden mit 2,6% angerechnet

Die in Tab. 3.8 angegebenen Ertragsverluste durch eine Durchfahrt sind Mittelwerte
iiber alle Bliitenbehandlungen aus den jeweiligen Jahren. Grundlage der Berechnung ist
der Ertrag der unbehandelten Kontrollparzellen aus dem Datensatz der offiziellen
Feldversuche der Pflanzenschutzdienste der Léander.

Im Mittel liber die analysierten Versuchsjahre traten Ertragsverluste von 1,17 dt/ha
durch eine Durchfahrt zum Zeitpunkt der Bliite auf. Im Jahr 1991 waren die
Ertragsverluste mit 0,95 dt/ha am geringsten. Die hochsten Durchfahrtsverluste traten

im Jahr 1993 mit 1,29 dt/ha auf (Tab. 3.8).
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Tab. 3.8: Ertragsverluste durch eine Durchfahrt zum Zeitpunkt der Bliite in den Jahren
1991 bis 2003 basierend auf Daten aus den offizicllen Feldversuchen der
Pflanzenschutzdienste der Léander. Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen
signifikante Unterschiede, p < 0,05 (Tukey-Test).

Jahr Durchfahrtsverlust
(2,6%) [dt/ha]
1991 0,95 a
1992 1,08 ab
1993 1,29 ce
1994 1,3 cde
1995 1,03 a
1996 1,1 abed
1997 1,16 abcd
1998 1,23 bed
1999 1,38 ¢
2000 1,18 abed
2001 1,25 bede
2002 1,11 abd
2003 1,24 bed
Mittelwert 1,17

Der Anteil kostendeckender und damit wirtschaftlicher Fungizidbehandlungen in
Abhingigkeit vom Applikationstermin ist in Tab. 3.9 aufgefiihrt. Eine alleinige Bliiten-
behandlung erwies sich lediglich in 32,7% der ausgewerteten Versuche als
wirtschaftlich. Einfachbehandlungen im Herbst oder Friihjahr hingegen erreichten in
57,1% bzw. in 53,6% der Versuche die Wirtschaftlichkeit. Bei den Mehrfach-
behandlungen erwies sich eine kombinierte Herbst-Friihjahrs-Behandlung mit 72,7% als
die beste Behandlungsmoglichkeit. Eine kombinierte Friihjahrs-Bliiten-Behandlung
wies mit 42,7% eine immer noch hohere Wirtschaftlichkeit als eine alleinige
Bliitenbehandlung auf. Eine dreifache Fungizidapplikation im Herbst, Frithjahr und zur
Bliite war nur in 25% der ausgewerteten Versuche wirtschaftlich. Die Kosten einer
solch intensiven Fungizidstrategie konnten nur in wenigen Féllen durch den erzielten

Mehrertrag gedeckt werden.
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Tab. 3.9: Anteil wirtschaftlicher Fungizidbehandlungen in Winterraps getrennt nach
unterschiedlichen Applikationsterminen von 1991 bis 2003. Basierend auf Daten aus
den offiziellen Feldversuchen der Pflanzenschutzdienste der Lénder.

Anzahl Wirtschaftliche
Applikationstermin Behandlungen
Versuche N
[ol
Einfachbehandlungen
Herbst 16 57,14
Friihjahr bis Bliite 110 53,64
Bliite* 556 32,73
Mehrfachbehandlungen
Herbst + Friihjahr 22 72,73
Friihjahr + Bliite* 82 42,7
Herbst + Friihjahr + Bliite* 12 25

* Durchfahrtsverluste wurden mit 2,6% angerechnet

Die nach einzelnen Jahren getrennte Betrachtung der Wirtschaftlichkeit in Relation zur
durchschnittlichen Befallshohe des jeweiligen Jahres weist einen signifikanten
Zusammenhang auf. Befallshdufigkeit und Anteil wirtschaftlicher Behandlungen weisen
eine positive Korrelation auf (Abb. 3.19). Die Ergebnisse der einzelnen Versuchsjahre
sind im Anhang in Tab. Al4 aufgefiihrt. Im Jahr 1994 mit der geringsten
Befallshaufigkeit von 6,33% wurde in keinem Versuch der kostendeckende Mehrertrag
durch eine Blitenbehandlung erreicht. Der hdochste Anteil wirtschaftlicher
Behandlungen von 63,83% wurde im Jahr 1995 mit der hochsten Befallshaufigkeit von
75,06% erreicht.

Bei einer nach Bundesldndern getrennten Betrachtung der Versuchsdaten aus den
Jahren 1991-2003 sind groe Unterschiede in der Sclerotinia-Befallshdufigkeit sowie
im Anteil wirtschaftlicher Behandlungen zu erkennen (Tab. 3.10). Entsprechend der
Anbauintensitit von Winterraps in den Bundesldndern sind in Schleswig-Holstein mit
24,78% und in Mecklenburg-Vorpommern mit 23,61% die hochsten Befallshaufig-
keiten im Mittel iiber die untersuchten Versuchsjahre aufzuweisen. Der Anteil
wirtschaftlicher Fungizidbehandlungen war jedoch in den Bundesldndern Niedersachsen
mit 57,14% und Sachsen mit 50,00% deutlich hoher als in Schleswig-Holstein und
Mecklenburg-Vorpommern mit 36,62% bzw. 35,29%. Zwischen der Sclerotinia-
Befallshiufigkeit und dem Anteil wirtschaftlicher Fungizidapplikationen sind keine

signifikanten Zusammenhénge zu beobachten.
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Abb. 3.19: Regression zwischen Sclerotinia-Befallshdufigkeit und Anteil wirtschaft-
licher Fungizidbehandlungen zur Bliite in Winterraps in den Jahren 1991-2003.
Basierend aus Daten aus den offiziellen Feldversuchen der Pflanzenschutzdienste der
Lander. Die Signifikanz der Regression wurde mit dem Durbin-Watson-Test tiberpriift.

Tab. 3.10: Anteil wirtschaftlicher Fungizidbehandlungen zur Vollbliite in Winterraps
zur Sclerotinia-Bekdmpfung in den einzelnen Bundeslédndern. Basierend auf Daten aus
den offiziellen Feldversuchen der Pflanzenschutzdienste der Lander.

Anzahl Befalls- Wirtschaftliche
Bundesland Zeitraum hiaufigkeit Behandlungen*
Versuche o o

[%] [%]
Rheinland-Pfalz 1998-2001 6 2,70 16,67
Niedersachsen 1991-2001 7 10,29 57,14
Schleswig-Holstein 1991-2003 392 24,78 36,62
Sachsen 1998-2003 53 14,53 50,00
Thiiringen 2000-2003 35 16,34 28,57
Brandenburg 1998-2000 40 8,43 10,71
Bayern 2000-2002 20 20,00 0,00
Mecklenburg-Vorpommern | 1991-2003 42 23,61 35,29

* Durchfahrtsverluste wurden mit 2,6% angerechnet
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3.6 Entwicklung oOkonomischer Schadensschwellen fiir S. sclerotiorum in

Winterraps

Basierend auf den Ergebnissen der dreijdhrigen Feldversuche zum Einfluss des
Befallszeitpunktes und der Wirtschaftlichkeitsuntersuchung der Jahre 1991 bis 2003
wurden 6konomische Schadensschwellen fiir S. sclerotiorum in Winterraps entwickelt
(Tab. 3.11). Die Berechnung der zu tolerierenden Befallshdufigkeit wird nach der
Formel

y =[(100 — kM [%]) —a]/b

durchgefiihrt, wobei kM [%] den kostendeckenden Mehrertrag, a den y-Achsenabschnitt
(= Ertragsniveau ohne Befall) und b die Steigung der Regressionsgeraden (=
Ertragsverlust pro 1% Befallshiufigkeit) darstellt.

Der kostendeckende Mehrertrag (und damit die Gesamtkosten), die Ertragserwartung,
die Rapssorte sowie der Infektionszeitpunkt beeinflussen die Hohe des zu tolerierenden
Sclerotinia-Befalls. Mit steigender Ertragserwartung sinkt der zu tolerierende Befall, da
der prozentuale kostendeckende Mehrertrag bei gleich bleibenden Kosten sinkt (Tab.
3.11).

Die statistische Auswertung der Regression zwischen Befallshdufigkeit und Ertrag
zeigte sowohl zwischen den beiden Sortentypen als auch zwischen den beiden
Infektionsterminen (BBCH 61-65 und BBCH 71) keine signifikanten Unterschiede
(siche Kap. 3.3.1). In der Schadensschwelle sind die Unterschiede zwischen den
Sortentypen und den Infektionsterminen jedoch sehr hoch. Da die Liniensorte eine
stirkere Ertragsreaktion auf einen Sclerotinia-Befall als die Hybridsorte zeigt, ist die
Schadensschwelle fiir die Liniensorte mit ca. 10% geringerem zu tolerierenden Befall
deutlich geringer als die der Hybridsorte. Sowohl bei einem frithen als auch bei dem
spaten Inokulationstermin ist die wirtschaftliche Schadensschwelle der Hybridsorte um
den Faktor 1,5-2,2 hoher als die der Liniensorte. Mit steigender Ertragserwartung
werden die Unterschiede zwischen den Sorten grofer (Tab. 3.11).

Obwohl die Anfilligkeit zu BBCH 71 hoher ist als zu BBCH 61-65 (siehe Tab. 3.2) ist
die Ertragsreaktion geringer (siche Abb. 3.3). Die geringere Ertragsreaktion auf eine
spétere Infektion schlédgt sich in der Schadensschwelle sehr deutlich nieder. Bei beiden
Sortentypen liegt die Schadensschwelle der Spitinfektion zu BBCH 71 im Vergleich zu
einer Infektion zu BBCH 61-65 um ca. 10% hoher. Innerhalb der Sorten sind bei der
Hybridsorte um den Faktor 1,5-1,8 und bei der Liniensorte um den Faktor 1,8-2,4
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erhohte wirtschaftliche Schadensschwellen nach Inokulationen zu BBCH 71 zu
verzeichnen. Fiir eine Ertragserwartung von 30 bis 50 dt/ha schwankt die zu
tolerierende Sclerotinia-Befallshdufigkeit bei einer frithen Infektion fiir die Liniensorte
zwischen 16 bis 5%, wihrend bei einer spiten Infektion die Schwankungsbreite
zwischen 29 und 12% liegt. Fiir die Hybridsorte liegt die Schadensschwelle bei einer
Infektion zu BBCH 61-65 zwischen 25 und 13% und bei einer Infektion zu BBCH 71
zwischen 37 und 23% (Tab. 3.11).

Tab. 3.11: Okonomische Schadensschwellen in Winterraps fiir Hybrid- und Liniensorte
in  Abhéngigkeit von Ertragserwartung, kostendeckendem Mehrertrag und
Infektionszeitpunkt, basierend auf Feldversuchen in den Jahren 2001/02-2003/04 in
Gottingen-Weende, Standorte ,,Dragoneranger*, ,,Grof3e Lage* und ,,Grof3e Breite*.

Ertrags- | Kostendeckender Okonomische Schadensschwelle [% Befall]
erwartung Mehrertrag Hybridsorte Liniensorte
[dt/ha] [dt/ha] [%o] BBCH 61-65 BBCH 71 | BBCH 61-65 BBCH 71
30 3,32 11,07 25,25 37,24 15,81 28,63
35 3,32 9,49 20,76 32,06 11,89 22,53
40 3,32 8,30 17,40 28,17 8,96 17,96
45 3,32 7,38 14,79 25,14 6,67 14,40
50 3,32 6,64 12,69 22,72 4,84 11,56

Die fiir die Praxis relevante Schadensschwelle ist die des frithen Infektionstermins zu
BBCH 61-65, da aus technischen Griinden eine Behandlung zum Zeitpunkt der
Schotenbildung in der Praxis nicht mehr mdglich ist. Von Spitinfektionen zum
Zeitpunkt der Schotenbildung wird in der Praxis nur vereinzelt berichtet. Wie die
Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit zeigen, ist die Ertragswirkung der Spit-

infektionen deutlich geringer als Infektionen zum Zeitpunkt der Bliite.

3.7 Eingliederung der Schadensschwellen in das Prognosemodell SkleroPro

Durch Eingliederung in das neue Prognosemodell SkleroPro (KOCH & VON TIEDEMANN,
2005a, b) finden die erarbeiteten wirtschaftlichen Schadensschwellen eine praktische
Anwendung. Die wirtschaftliche Schadensschwelle wurde nicht als feststehende Grof3e
in das Modell integriert, sondern als Bestandteil einer Formel zur Berechnung eines

Grenzwertes infektionsgiinstiger Stunden, die fiir eine wirtschaftliche Fungizid-
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applikation erreicht werden muss. Fiir die Integration in das Modell SkleroPro wurde
die wirtschaftliche Schadensschwelle der Hybridsorte des frithen Inokulationstermins

gewdhlt.

Die Schwelle infektionsgiinstiger Stunden wird nach folgenden Formeln berechnet:
Regression infg. Stunden-Befallshdufigkeit: BH [%] = 4,76 + 0,21 infg. Std.
Regression Befallshiufigkeit-Ertrag: Ertrag [%] = 97,837 — 0,352659 * BH [%)]
Ertragserwartung E [dt/ha] = Eingabe durch Anwender

Mittelkosten M [€/ha] = Eingabe durch Anwender

Uberfahrtkosten U [€/ha] = Eingabe durch Anwender

Rapspreis P [€/dt] = Eingabe durch Anwender

Durchfahrtsverluste D [€/ha]=E * 0,026 * P

Gesamtkosten K=M + U + D

kostendeckender Mehrertrag (kM) CCSY [dt/ha]= K/P

kostendeckender Mehrertrag (kM) CCSY [%] = [(K/P)*100]/E

wirtschaftliche Schadensschwelle S [%] = [(100-kM) — 97,837]/-0,352659
Schwellenwert infektionsgiinstiger Stunden Inh; = (S —4,76)/0,21 =

22— CCSY-m

E _476
I = ~0.35

0.21

Die Angaben zu Ertragserwartung, Mittelkosten, Uberfahrtkosten sowie der Rapspreis
werden vom Anwender des Modells selbst eingegeben. Auf Basis dieser Angaben wird
der kostendeckende Mehrertrag berechnet, so dass anwenderspezifische Schwellenwerte

berechnet werden konnen.

3.8 Befalls-Verlust-Relationen von V. longisporum an Winterraps
3.8.1 Bodenbiirtiges Inokulum von Verticillium spp. in Abhingigkeit von der

ausgebrachten Inokulummenge

Zur Untersuchung der Schadwirkung von V. longisporum wurden verschiedene

Befallsstufen mit Hilfe einer kiinstlichen Inokulation eingestellt. Die Inokulation
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erfolgte lber eine Bodenverseuchung mit unterschiedlichen Mengen natiirlich
befallenen Rapsstrohs. Zur Bestimmung des tatsdchlich im Boden vorhandenen
Inokulums an V. longisporum wurden im Versuchsjahr 2002/03 zu Vegetationsende im
Oktober bzw. im Versuchsjahr 2003/04 zu Vegetationsbeginn Anfang April
Bodenproben aus den unterschiedlich stark inokulierten Parzellen gezogen und auf ein
Selektivmedium ausplattiert. Die Ergebnisse des Versuchsjahres 2003/04 wurden aus
der Arbeit von KEUNECKE (2005) ibernommen. In Abb. 3.20 sind die Ergebnisse dieser
Untersuchung dargestellt.

Zwischen den beiden Versuchsjahren sind sehr grole Unterschiede in der Menge des
bodenbiirtigen Verticillium-Inokulums zu erkennen. Im Versuchsjahr 2002/03 sind ca.
10 bis 12,5fach hohere cfu-Gehalte pro Gramm Boden nachgewiesen worden als im
Versuchsjahr 2003/04.

In beiden Versuchsjahren wurde in den nicht inokulierten Kontrollparzellen die hochste
Menge an bodenbiirtigem Verticillium-Inokulum nachgewiesen. Zwischen den
unterschiedlich stark inokulierten Parzellen schwanken die Mengen an Verticillium-
Inokulum nur schwach. Die unterschiedlichen Mengen an ausgebrachtem Inokulum
spiegeln sich nicht in den nachgewiesenen Mengen an bodenbiirtigem Verticillium-
Inokulum wider. Einen signifikanten Unterschied zwischen den verschiedenen
Varianten gibt es lediglich im Versuchsjahr 2002/03 zwischen der Kontrollvariante und

der mit 300 g Stroh am geringsten inokulierten Variante (Abb. 3.20).
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& 25001 L 4001
[}]
T 20001 3001
(1] ]
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> 10001
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5001 b a ab| |ab ab
0 . _ . T T 0
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Inokulummenge [g/Parzelle] Inokulummenge [g/Parzelle]

Abb. 3.20: Bodenbiirtiges Verticillium-Inokulum auf den Versuchsflichen in den
Jahren 2002/03 und 2003/04 nach kiinstlicher Bodenverseuchung mit unterschiedlichen
Mengen Inokulum an den Standorten ,,Gro3e Breite* und ,,Grof3e Lage* in Gottingen-
Weende. Mittel iiber vier Wiederholungen pro Variante. Unterschiedliche Buchstaben
kennzeichnen signifikante Unterschiede, p < 0,05 (Tukey-Test).
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3.8.2 Befallsparameter in Abhiingigkeit von der ausgebrachten Inokulummenge

Die Befallsparameter Befallsstirke und Befallshidufigkeit wurden durch eine Bonitur
von 100 Stoppeln pro Parzelle nach der Ernte erfasst. Der Befallsindex ist ein Wert, der
die Anzahl an Pflanzen mit den unterschiedlichen Boniturnoten darstellt.

Im Versuchsjahr 2002/03 waren die erzielten Befallshidufigkeiten in den inokulierten
Parzellen mit im Mittel {iber vier Wiederholungen bis zu 54,15% deutlich hoher als im
darauf folgenden Versuchsjahr mit nur bis zu 33,75% Befallshdufigkeit (Tab. 3.12). Die
hochste erzielte Befallshidufigkeit in einer Einzelparzelle im Versuchsjahr 2002/03 lag
bei 70%, wihrend die hochste Befallshdufigkeit im folgenden Versuchsjahr 2003/04
lediglich bei rund 44% lag. Die mittlere Befallshdufigkeit in den nicht inokulierten
Kontrollparzellen lag in beiden Jahren bei rund 10% (Tab. 3.12). Die deutlich
geringeren Befallshdufigkeiten in 2003/04 im Gegensatz zu 2002/03 spiegeln die
Ergebnisse der Auswertung des bodenbiirtigen Verticillium-Inokulums (sieche Kap.

3.8.1) wider.

Tab. 3.12: Befallshdufigkeit und Befallsindex nach kiinstlicher Inokulation von
Winterraps in Relation zur ausgebrachten Inokulummenge in den Versuchsjahren
2002/03 (Sorte Prince) und 2003/04 (Sorte Wotan) an den Standorten ,,GroB3e Breite*
und ,,Grof3e Lage* in Gottingen-Weende. Bonitur von 100 Stoppeln pro Parzelle, Mittel
iiber vier Wiederholungen. Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante
Unterschiede, p < 0,05 (Tukey-Test).

Inokulum- Befallshiufigkeit + SE Befallsindex + SE
[g/lll)l::'lzg(eﬁle] Mittelwert 2002/03 2003/04 | Mittelwert 2002/03 2003/04
Kontrolle 10,65 12,04 9,25 0,26 0,40 0,12

+20a +39a +1,3a +0,07 a +0,10 a +0,02 a
300 27,89 43,53 12,25 0,31 0,53 0,10
+6,8 ab +73b +1,4ab +0,10a +0,11a +0,02a
600 30,17 38,10 22,25 0,25 0,40 0,11
+3,9ab +3,1b +4,5 abc +0,06 a +0,02a +0,04a
900 40,95 54,15 27,75 0,16 0,20 0,12
+6,1b +4,8b +5,8bc +0,05a +0,11a +0,02a
1200 41,31 48 87 33,75 0,28 0,43 0,13
+49b +72b +47¢ +0,06 a +0,04a +£0,05a

Im ersten Versuchsjahr 2002/03 zeichnete sich keine klare Steigerung der
Befallshiufigkeit mit steigender Menge an ausgebrachtem Inokulum ab. Vielmehr

bildeten sich drei Klassen, wobei die nicht inokulierte Kontrollparzelle die geringste
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Befallshiufigkeit aufwies und die erste Klasse bildete. Variante 2 und 3 mit 300 bzw.
600 g Inokulummenge bildeten eine Klasse mit ca. 40% Befallshaufigkeit und Variante
4 und 5, mit 900 bzw. 1200 g Inokulummenge bildeten die dritte Klasse mit einer
mittleren Befallshdufigkeit von ca. 50%. Signifikante Unterschiede (p < 0,05) zwischen
den Befallshdufigkeiten lieen sich lediglich zwischen der nicht inokulierten und den
inokulierten Varianten absichern (p < 0,05). Im folgenden Versuchsjahr 2003/04 zeigte
sich eine zunehmende Befallshiufigkeit mit steigender Inokulummenge mit zum Teil
signifikant unterschiedlichen mittleren Befallshdufigkeiten in den verschiedenen
Varianten (Tab. 3.12).

Der Befallsindex zeigt vergleichbar mit der Befallshdufigkeit deutlich hohere Werte im
ersten als im zweiten Versuchsjahr (Tab. 3.12). Im Versuchsjahr 2002/03 schwankten
die Werte zwischen 0,20 und 0,53, wihrend sie im Versuchsjahr 2003/04 nur noch
Werte von 0,05 bis 0,13 annahmen. In beiden Versuchsjahren konnten keine

signifikanten Unterschiede zwischen den Varianten beobachtet werden (p < 0,05).

Bei der Verticillium-Bonitur im Labor wurden der duflere Befall des Haupttriebes, der
Befall im Stidngelmark sowie der Befall der Wurzel getrennt voneinander erfasst (Tab.
3.13). Die Befallshdufigkeit der Gesamtpflanze gibt an, wie viele Pflanzen pro Parzelle

in wenigstens einem der bonitierten Pflanzenteile einen Befall aufwiesen.

Tab. 3.13: Verticillium-Befallshdufigkeit an Winterraps in Abhingigkeit von der
ausgebrachten Inokulummenge, unterteilt nach Befall am Haupttrieb, im Stingelmark
und in der Wurzel befallener Pflanzen. Daten aus den Versuchsjahren 2002/03 und
2003/04 am Standort Gottingen-Weende. Mittelwerte {liber vier Wiederholungen.
Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede, p < 0,05 (Tukey-
Test).

Anteil befallener Pflanzenteile [%]

Inokulum- Befalls- in befallenen Pflanzen
- . o
menge hiufigkeit [%] Haupttrieb Stiingelmark Wurzel
|g/Parzelle]
02/03 03/04 02/03 03/04 02/03 03/04 02/03 03/04
12,0 9,3 51,72 71,67 41,93 68,06 63,13 66,11
Kontrolle
a a a a a a a a
43,5 12,3 54,75 89,01 44,59 95,00 70,86 79,13
300
b ab a b a a a a
38,1 22,3 53,02 84,88 57,09 85,91 67,81 68,25
600
b abc a ab a a a a
54,2 27.8 58,87 82,49 60,29 89,42 62,65 78,01
900 ’
b bc a ab a a a a
48.9 33,8 64,31 82,75 66,14 86,73 66,66 78,41
1200
b c a ab a a a a
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Im Versuchsjahr 2002/03 war der Anteil befallener Wurzeln in allen Varianten héher
als der Anteil befallener Haupttriebe oder befallenen Stingelmarks. Mit ansteigender
Inokulummenge zeigte sich jedoch fiir keinen Pflanzenteil eine signifikante Steigerung
des Anteils befallener Pflanzenteile (p < 0,05). Wihrend der Anteil befallener Wurzeln
auf einem relativ gleich bleibenden Niveau blieb, war fiir den Anteil befallener
Haupttriebe und befallenen Stingelmarks eine ansteigende Tendenz ab der dritten bzw.
zweiten Inokulationsstufe zu erkennen. Im folgenden Versuchsjahr 2003/04 war im
Gegensatz zum Jahr 2002/03 der Anteil befallener Wurzeln geringer als der Anteil
befallener Haupttriebe und befallenen Stingelmarks. Der Anteil befallener Pflanzenteile
stieg von der Kontrolle zur ersten Inokulationsstufe relativ stark an, jedoch liel sich

lediglich fiir den Haupttrieb die Zunahme statistisch absichern (p < 0,05) (Tab. 3.13).

Tab. 3.14: Befallsstirtke von V. longisporum an Winterraps. Anteil Pflanzen in den
unterschiedlichen Boniturklassen in Relation zur ausgebrachten Inokulummenge in den
Versuchsjahren 2002/03 und 2003/04 am Standort Gottingen-Weende. Mittelwert iiber
vier Wiederholungen. Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante
Unterschiede innerhalb eines Versuchsjahres, p < 0,05 (Tukey-Test).

Anteil Pflanzen [%]

Inokulum-
menge 2002/03 2003/04
g/Parzelle] - gng N1 BN2 BNO BNI  BN2
Kontrolle  94,95¢ 4,29a 0,76a 96,50¢ 2,50ab 1,00a
300 72,47¢  24,34bcd 3,19a 94,25de  2,75ab 3,00ab
600 72,60e  19,84abcd  7,55ab 91,50cde  4,25ab 4,25ab
900 63,09¢ 30,294 6,61ab 88,50c¢ 7,00b 4,50ab

1200 63,02¢ 27,22cd 9,76abc 89,75cd 5,00ab 5,25ab

Boniturklassen: BN 0 = kein Befall, BN 1 = geringer Besatz mit Mikrosklerotien, BN 2 = starker
Besatz mit Mikrosklerotien.

Die Verteilung der Pflanzen auf die verschiedenen Boniturklassen in Abhéngigkeit von
der ausgebrachten Inokulummenge ist in Tabelle 3.14 aufgefiihrt. Der grof3te Anteil der
Pflanzen wies keinen Besatz mit Mikrosklerotien auf. Der Anteil an stark befallenen
Pflanzen (BN 2) war in beiden Versuchsjahren nur sehr gering. In beiden Versuchs-
jahren konnte mit zunehmender Menge an ausgebrachtem Inokulum, entsprechend der
ansteigenden Befallshdufigkeit, ein ansteigender Anteil an Pflanzen mit geringem und

starkem Besatz mit Mikrosklerotien beobachtet werden. Die Zunahme an Pflanzen mit
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geringem Besatz mit Mikrosklerotien war dabei stérker als die Zunahme an Pflanzen

mit starkem Besatz mit Mikrosklerotien (Tab. 3.14).

3.8.3 Einfluss von V. longisporum auf Ertrag und Qualitit des Erntegutes

Um die Schadwirkung von V. longisporum zu erfassen, wurde der Ertrag jeder
einzelnen Parzelle erfasst und relativ zur nicht inokulierten Kontrolle dargestellt (Abb.
3.21). In beiden Versuchsjahren konnte keine statistisch abzusichernde Ertrags-
minderung im Mittel iiber die vier Wiederholungen einer Variante erzielt werden (p <
0,05). Auch die Auswertung der Einzelparzellen ergab keine signifikante Regression
zwischen Befallshaufigkeit und Ertrag bzw. zwischen Befallsindex und Ertrag (Anhang,
Abb. A2).

Wihrend im Versuchsjahr 2002/03 ein tendenziell geringerer Ertrag bei hdoherer
Befallshéufigkeit zu verzeichnen war, war im Versuchsjahr 2003/04 der Ertrag in der

nicht inokulierten Kontrolle geringer als in den inokulierten Varianten.
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Abb. 3.21: Ertrag der unterschiedlichen Varianten im Vergleich zur Kontrolle in den
Jahren 2002/03 und 2003/04 am Standort ,,Grof3e Breite* und ,,Grof3e Lage*, Gottingen-
Weende. Mittel tiber vier Wiederholungen. Ertragsniveau in Kontrollen: 2002/03: 40,26
dt/ha; 2003/04: 40,57 dt/ha. Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante
Unterschiede, p < 0,05 (Tukey-Test).




ERGEBNISSE 96

120 120
2002/03 < - 2003/04
100+ = = = = 100 - T
3 80 80 -
+H
60 60
S 40 40+
'—
204 204
a a a a a ab ab b b a
0 : - : : : 0 \ \ , \ \
K 300 600 900 1200 K 300 600 900 1200
Inokulummenge [g/Parzelle] Inokulummenge [g/Parzelle]

Abb. 3.22: TKG der unterschiedlichen Varianten im Vergleich zur Kontrolle in den
Jahren 2002/03 und 2003/04 an den Standorten ,,Grofle Breite” und ,,Grofe Lage*,
Gottingen-Weende. Mittel iliber vier Wiederholungen. Unterschiedliche Buchstaben
kennzeichnen signifikante Unterschiede, p < 0,05 (Tukey-Test). TKG in Kontroll-
parzellen: 2002/03: 3,76 g, 2003/04: 4,47 g.

Neben dem Ertrag wurden die Qualititsparameter TKG und Olgehalt des Erntegutes
untersucht. In beiden Versuchsjahren konnte keine signifikante Reduktion des TKG im
Vergleich zur nicht inokulierten Kontrolle beobachtet werden (p < 0,05) (Abb. 3.22). Im
Versuchsjahr 2003/04 wies die mit 1200 g Inokulummaterial am stirksten inokulierte
Variante ein signifikant geringeres TKG als die mit 600 g und 900 g inokulierten

Varianten auf.
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Abb. 3.23: Relativer Olgehalt der unterschiedlichen Varianten im Vergleich zur
Kontrolle in den Jahren 2002/03 und 2003/04 an den Standorten ,,Grof3e Breite* und
,»QGrofle Lage“, Gottingen-Weende. Mittel iiber vier Wiederholungen. Unterschiedliche
Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede, p < 0,05 (Tukey-Test). Olgehalt in
Kontrollparzellen: 2002/03: 42,49%. 2003/04: 44,58%.
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Auch die Untersuchung des Olgehaltes des Erntegutes zeigte keinen mindernden
Einfluss einer Verticillium-Infektion auf den Olgehalt auf. Lediglich im Versuchsjahr
2002/03 wies die Variante 3 (600 g Inokulummaterial) einen signifikant (p < 0,05)
geringeren Olgehalt als die nicht inokulierte Kontrollparzelle auf (Abb. 3.23).

Auch die Regressionen zwischen TKG bzw. Olgehalt der Einzelparzellen und

Befallshéufigkeit bzw. Befallsindex wiesen keinen signifikanten Zusammenhang auf

(Anhang, Abb. A3 und A4).

3.9 Befallsverlauf von V. longisporum in Winterraps im Feld

Zur Untersuchung der Ausbreitungsdynamik und des Befallsverlaufes von
V. longisporum in der Pflanze wurden regelméfig im Verlauf der Vegetation
Pflanzenproben aus den unterschiedlich stark inokulierten Parzellen entnommen. Nach
Aufbereitung der Pflanzenproben (sieche Kapitel 2.10.1) wurden die Pflanzen getrennt
nach Wurzel und Sténgel mit dem ELISA auf Befall mit V. longisporum untersucht.

In Abb. 3.24 ist die Ausbreitungsdynamik von V. longisporum als Mittel iiber die
Versuchsjahre 2002/03 und 2003/04 dargestellt. Vor Winter konnte weder im
Wurzelmaterial noch im Sténgelmaterial V. longisporum mit dem ELISA nachgewiesen
werden. Zu Vegetationsbeginn im Friihjahr konnten sehr geringe Pilzkonzentrationen in
Wurzelmaterial aus allen drei untersuchten Parzellen detektiert werden. Zu BBCH 70 ist
der Pilz vereinzelt im Stdngelmaterial nachweisbar. Mit Beginn der Abreife (BBCH 83)
ist sowohl im Sténgel- als auch im Wurzelmaterial eine deutliche Besiedelung durch
V. longisporum zu detektieren. Die Unterschiede in der Pilzkonzentration zwischen
Stdngel- und Wurzelmaterial sind nur sehr gering. In Pflanzenmaterial aus den
Kontrollparzellen und der am geringsten inokulierten Parzelle ist weniger Pilzmaterial
in der Wurzel als im Stidngel nachzuweisen, wéhrend in Pflanzenproben aus der am
hochsten inokulierten Parzelle im Wurzelmaterial geringfiigig mehr Pilzmaterial
nachzuweisen ist. Zum letzten Probenahmetermin direkt vor der Ernte (BBCH 89) ist
ein deutlicher Anstieg der Pilzkonzentration in Stdngeln sowie in Wurzeln in Proben
aus den inokulierten Parzellen zu verzeichnen. Die nachgewiesenen Pilzkonzentrationen
in Pflanzen aus der nicht inokulierten Kontrollparzelle sind vom Probenahmetermin zu
Beginn der Abreife (BBCH 83) bis zum Termin zur Ernte (BBCH 89) nicht weiter

angestiegen. Zu dem letzten Probenahmetermin ist eine deutliche Abstufung der



ERGEBNISSE 98

unterschiedlich stark inokulierten Parzellen zu erkennen. In Pflanzenproben aus der am
hochsten inokulierten Parzelle konnten deutlich hohere Pilzkonzentrationen detektiert

werden als in Pflanzen der geringsten Inokulationsstufe und aus der Kontrollparzelle.
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Abb. 3.24: Nachweis von V. longisporum in Stingel- und Wurzelmaterial von
Winterraps (Sorte Prince und Wotan) im Verlauf der Vegetation mit Hilfe des ELISA.
Mittel iiber je 5 Pflanzen aus den Jahren 2002/03 und 2003/04. Varianten: P1 =
Kontrolle, P2 =300 g Inokulum, P5 = 1200 g Inokulum/Parzelle.

Vergleicht man die beiden Versuchsjahre miteinander, so sind neben den
unterschiedlichen Befallshdufigkeiten auch Unterschiede in der Ausbreitungsdynamik
des Pilzes in der Pflanze im Verlauf der Vegetationsperiode zu erkennen (Abb. 3.25). In
beiden Versuchsjahren konnte erst zu Vegetationsbeginn im Mairz ein Befall der
Pflanzen mit V. longisporum mit dem ELISA nachgewiesen werden. Wéhrend im ersten
Versuchsjahr zu BBCH 50 lediglich in Pflanzen aus der hoch inokulierten Parzelle ein
V. longisporum-Befall festgestellt werden konnte, wiesen im zweiten Versuchsjahr
Pflanzen aus allen drei untersuchten Parzellen V. longisporum-Befall auf. Die weitere
Befallsentwicklung scheint im Versuchsjahr 2003/04 im Vergleich zu dem
vorhergehenden Jahr jedoch etwas verlangsamt. Wéhrend im Mai zu BBCH 70 im
Versuchsjahr 2002/03 sowohl im Stingel- als auch im Wurzelmaterial ein Befall mit
V. longisporum mittels ELISA detektiert werden konnte, ist im Versuchsjahr 2003/04

erst zum nachfolgenden Termin (BBCH 83) ein deutlicher Befall nachzuweisen. Zum
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letzten Probenahmetermin vor der Ernte (BBCH 89) ist in beiden Versuchsjahren ein
Anstieg in der Pilzkonzentration im Wurzel- und Stingelmaterial zu sehen. Eine
Ausnahme hiervon stellt das Versuchsjahr 2002/03 mit der nicht inokulierten
Kontrollvariante dar. In dieser Variante sinkt die V. longisporum-Konzentration in
Wurzel- und Stingelmaterial im Zeitraum von BBCH 83 zu BBCH 89 auf ein
geringeres Niveau ab. Die Ursache hierfiir kann jedoch in der Auswahl der untersuchten
Pflanzen liegen. Die beiden inokulierten Varianten (2 = 300 g Inokulum und 5 = 1200 g
Inokulum) weisen deutlich hohere Pilzkonzentrationen als Pflanzen aus der

Kontrollvariante auf.
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Abb. 3.25: Entwicklung des Verticillium-Befalls in Stingel und Wurzel von Winterraps
im Verlauf der Vegetation nach Detektion mit dem ELISA in den Versuchsjahren
2002/03 (Sorte Prince) und 2003/04 (Sorte Wotan) an den Standorten ,,GroB3e Breite*
und ,,GrofBe Lage™ in Gottingen-Weende. (P1: Kontrollparzelle, P2: 300 g Inokulum,
P5: 1200 g Inokulum/Parzelle).

Wihrend im Stingelmaterial in beiden Varianten etwa dieselbe V. longisporum-
Konzentration nachgewiesen wurde, ist im Wurzelmaterial eine deutlich hoéhere
Pilzkonzentration in Pflanzen aus der hoch inokulierten Variante 5 zu finden. Die
Unterschiede zwischen der V. longisporum-Konzentration in Wurzel- und Sténgel-
material liegen im Versuchsjahr 2002/03 im Mittel tiber die drei Varianten bei 0,36. Im
Versuchsjahr 2003/04 liegt die Pilzkonzentration in der hoch inokulierten Variante 5 auf

demselben Niveau wie im vorhergehenden Versuchsjahr. In der Kontrollvariante und
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der gering inokulierten Variante 2 sind nur sehr geringe V. longisporum-
Konzentrationen im Stdngelmaterial nachzuweisen. Im Wurzelmaterial ist der
Unterschied zwischen diesen beiden Varianten ebenfalls sehr gering, die
Pilzkonzentration liegt jedoch auf einem hoheren Niveau als im Stingelmaterial.
Insgesamt liegt der Unterschied in der Pilzkonzentration zwischen Wurzel- und
Stdngelmaterial im Mittel {iber die drei untersuchten Varianten bei 0,54 und ist damit
hoher als im vorhergehenden Versuchsjahr.

Betrachtet man den Zusammenhang zwischen bonitierter Befallshdufigkeit in Wurzel-
bzw. Stingelmaterial und den Ergebnissen des ELISA-Tests (Abb. 3.26) ldsst sich eine
positive Korrelation zwischen diesen beiden Parametern erkennen. Mit steigender
Befallshiufigkeit ist eine steigende, im ELISA gemessene Netto-OD zu verzeichnen.
Fiir das Stangelmaterial ist mit 0,07 ein stirkerer Anstieg der Netto-OD mit steigender
Befallshaufigkeit zu verzeichnen als fliir Wurzelmaterial mit 0,04, jedoch ist dieser

Unterschied statistisch nicht abzusichern.
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Abb. 3.26: Regression zwischen bonitierter Befallshdufigkeit und Netto-OD, gemessen
mit dem ELISA, in Wurzel- und Stiangelmaterial von Winterraps. Daten aus nicht
inokulierten Kontrollparzellen und Parzellen inokuliert mit 300 g bzw. 1200 g
Inokulum/Parzelle in den Versuchsjahren 2002/03 und 2003/04 an den Standorten
,»GrofBe Breite“ und ,,GroBe Lage™ in Gottingen-Weende. Die Signifikanz der
Regression wurde mit dem Durbin-Watson-Test iiberpriift.

Zwischen Relativertrag und im ELISA gemessener Netto-OD ist eine negative

Korrelation zu beobachten (Abb. 3.27). Die Ertragsminderung bei steigender Netto-OD
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in Wurzel- oder Stdngelmaterial ist jedoch nur sehr gering und lasst sich statistisch nicht

absichern.
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Abb. 3.27: Regression zwischen Relativertrag und Netto-OD, gemessen mit dem
ELISA, in Wurzel- und Stingelmaterial von Winterraps. Daten aus nicht inokulierten
Kontrollparzellen und Parzellen inokuliert mit 300 g bzw. 1200 g Inokulum/Parzelle
in den Versuchsjahren 2002/03 und 2003/04 an den Standorten ,,Grofle Breite* und

,GroBe Lage* in Gottingen-Weende. Die Signifikanz der Regression wurde mit dem
Durbin-Watson-Test {iberpriift.

3.10 In vitro-Nachweis von V. longisporum mittels artspezifischer PCR
3.10.1 Herstellung von DNA-Sonden

Fiir die Herstellung artspezifischer DNA-Sonden fiir V. longisporum, wurde Gesamt-
DNA von V. longisporum und V. dahliae in RAPD-Analysen und in verschiedenen
PCR-fingerprintings (VNTR, ERIC, BOX) eingesetzt. Nach elektrophoretischer
Auftrennung der amplifizierten Fragmente wurden Banden aus dem Gel extrahiert, die
spezifisch nur bei V. longisporum auftraten.

Insgesamt konnten 23 distinkte Banden pripariert werden. Basierend auf einer PCR mit
VNTR-Primern konnten fiinf Fragmente extrahiert werden, aus der PCR mit dem
RAPD-Primer OPA-13 gingen sechs, aus der PCR mit dem RAPD-Primer A-06 vier,
aus der PCR mit den BOX-Primern fiinf und aus der PCR mit den ERIC-Primern drei
Fragmente hervor. Aufgrund einer zu geringen DNA-Konzentration der extrahierten

DNA-Fragmente wurden die DNA-Proben einer Reamplifikation mit den
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entsprechenden Primern unterzogen. Insgesamt neun Proben wiesen nach der
Reamplifikation nur eine einzelne Bande auf und wurden im Weiteren fiir die
Klonierung und anschlieBende Sequenzierung weitergefiihrt (VNTR: 2, RAPD OPA-13:
1, RAPD A-06: 1, BOX: 3, ERIC: 2 Fragmente).

3.10.2 Spezifitit der DNA-Sonden

Die Sperzifitit der Sonden fiir V. longisporum wurde mit Hilfe einer Southern-
Hybridisierung tberpriift. Verdaute Gesamt-DNA von V. longisporum V1 40 und
V. dahliae Vd 3 wurden geblottet und mit den DIG-dUTP-markierten Sonden
hybridisiert.

Von den insgesamt neun untersuchten Sonden gingen lediglich zwei fiir V. longisporum
artspezifische Sonden hervor (Tab. 3.15). Die artspezifischen Sonden waren pV102/3-6,
welche aus den PCR-fingerprintings mit dem RAPD-Primer Paar OPA-13 hervorging,
sowie die Sonde pVIES5-23, welche aus der PCR-fingerprinting mit den ERIC Primern

hervorging.

Tab. 3.15: Sondeneigenschaften und Hybridisierungsmuster mit der Hindlll
gespaltenen Gesamt-DNA von V. longisporum und V. dahliae.

Linge® Hybridisierung mit
Primergrundlage Sonde
[bp] V140 vVd3

RAPD OPA-13 pV102/3-6 665 + -
RAPD A-06 pVIA2-13 446 + +
pVIE3/4-22 k.E. n n

ERIC
pVIE5-23 179 n :
pVIVI-1 523 n n

VNTR
pVIV3/4-2 K.E. n n
pVIB1/2-17 k.E. + n
BOX pVIB3/4-18 167 n n
pVIB5/6-19 349 n n

+ = Hybridisierung mit der DNA-Sonde; - = keine Hybridisierung mit der DNA-Sonde;
a = Anzahl Nukleotide basierend auf Sequenzierungsergebnissen; k.E. = kein Ergebnis
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Die fiir V. longisporum artspezifischen DNA-Sonden wurden sequenziert, um basierend
auf der Sequenz Oligonukleotide fiir die Entwicklung einer diagnostischen PCR
abzuleiten. Die Oligonukleotide wurden anschlieend als Primer in der Entwicklung
einer PCR zum artspezifischen Nachweis fiir V. longisporum eingesetzt. Die Sequenzen
der spezifischen DNA-Sonden sind nachfolgend in 5°-3’-Richtung dargestellt. Die
Bindungsstellen der auf Basis der angegebenen Sequenzen entwickelten Primer sind

grau hinterlegt.

pV102/3-6

1 CAGCACCCACGAAAAAGAAGACAAAGT GTCAGT TCTCTCCATGAGCGAAC
51 CTTTGTGATAGATACT AACAT CGCCGCAGCCCCGCCCAAGT CCAGAAAAT
101 AAATGTATACCACACGAAGCGATCGAGT TTAGGCACTTTGTACAATACTG
151 TCCAACAATCTTTTACCCAACTGTTCTCCCAGAGT CCCCAGAACTTTCGCT
201 TCTGTCATGTTTACAGCGT TTCGTGCTTATGCCAGT GGGT GT CGGTCATG
251 GI'ACGACCCCGGT CAGEEGT CGT GGTAT GCGCACCGCGATACCGACCAGG
301 CCTTACACATTGAACCGGTGT TACTGGCATGGACCTCTGCTGAATCCTTG
351 CAACCGAGCT TAGTAGATCTGT TAGAGT CACT GT TGACT CT GGGACGCCA
401 GCTGAGATGGTGATGCTTGAGT TGCTCATATGAACATATCAGACAGGEGT G
451 TGTGCCTTTTGCAGI TGATCAGAATGT GAAGCCTGATACTTCATCCTTGC
501 TACGACCCAGT GI' CTCTCGCTAGGT GGACGT CAAAAATACT CCCGCCCCT
551 TTCTGACCTGI GGT GGATGCTGECCT GGTGGT GCGTCCGATTGT CATCAC
601 GGTTGTAGACGT TGATCGT TGATTGT TGCCTGT TGCTAGEGECTCAGT GT
651 CTGGTGIGEGTGCTG

pVIES-23
1 ATTTTAACAAAATATTAACGCT TACAATTTAGGT GGCACTTTTCGGGGAA
51 ATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATG

101 TATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAGGTGATGCTGCC
151 AACTTACTGATTTAGTGTATGATGGTGTT

3.10.3 Artspezifischer in vitro-Nachweis von V. longisporum

3.10.3.1 Eigenschaften der artspezifischen Primer

Fiir die Entwicklung artspezifischer Primer wurden die Sequenzen der DNA-Sonden
pV102/3-6 und pVIES5-23 verwendet. Das Primer-Design wurde mit dem Programm
OligoPerfect'™ Designer erstellt. Die von den Sequenzen der DNA-Sonden abgeleiteten

Primer sowie deren Eigenschaften sind in Tab. 3.16 aufgefiihrt.
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Tab. 3.16: Nukleotidsequenzen und Eigenschaften der von den DNA-Sonden
abgeleiteten Primer.

Bezeichnung Nuklet:tidse:]uenz GC-Gehalt Tm Linge An'l.pliﬁkat-
5°zu3 [%o] [°C] [bp] grofie [bp]

pVIE5-23 F ii}; ETFEC:CGG GGA 47,37 65 19 o

pVIE5-23 R Iﬁé Sgg ?gc AGC 50,00 68 20

pV102/3-6 F gﬁg} é(cj(é (1%?,5 CA 55,00 70 20 o

pV102/3-6 R iig (C:IAM,? gzg CA 50,00 68 20

3.10.3.2 Optimierung der PCR-Reaktion

Die Spezifitat der PCR-Reaktion und der eingesetzten Primer ist stark abhidngig von den
Rahmenbedingungen der Reaktion. Wichtige Einflussfaktoren auf die Spezifitit sind
Magnesiumkonzentration, DNA-Polymerasekonzentration sowie die Annealing-
Temperatur. Fiir die Primerpaare pVIES-23 und pV102/3-6 wurden diese Bedingungen
auf einem Gradientencycler (Biometra T gradient) optimiert. Die hier dargestellten
PCR-Analysen wurden mit einer Magnesiumkonzentration von 1,5 mM und einer
DNA-Polymerasekonzentration von 1 U pro Reaktionsansatz durchgefiihrt. Da unter
diesen Bedingungen ein erfolgreicher artspezifischer in vitro-Nachweis von
V. longisporum moglich ist, wurden keine weiteren Untersuchungen zur Optimierung

der Magnesium- und DNA-Polymerasekonzentration durchgefiihrt.

Die Schmelztemperaturen fiir die eingesetzten Primer sind in Tab. 3.16 angegeben. Die
Schmelztemperatur ist die Temperatur, bei der die betrachteten DNA-Molekiile zu 50%
denaturiert sind und somit einzelstringig vorliegen. Im Allgemeinen wird eine
Annealing-Temperatur gewihlt, die 5°C unter der Schmelztemperatur der Primer liegt.
Es ist jedoch notwendig, die optimale Annealing-Temperatur empirisch zu iiberpriifen.

Fiir die Primerpaare pVIES-23 und pV102/3-6 wurden Annealing-Temperaturen von
49°C bis 66°C gepriift. Bei dem Primerpaar pVIES-23 erfolgte bei keiner
Temperaturstufe eine Amplifikation des spezifischen Fragments. Auf weitere
Untersuchungen mit diesem Primerpaar wurde aufgrund der vermutlich fehlenden

Sequenzhomologie zwischen Primer und genomischer DNA verzichtet.
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Fiir das Primerpaar pV102/3-6 konnte bei allen untersuchten Temperaturstufen eine

Amplifikation des spezifischen Fragments beobachtet werden (Abb. 3.28).
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Abb. 3.28: PCR-Amplifikation spezifischer DNA-Fragmente aus V. longisporum V1 40
bei verschiedenen Annealing-Temperaturen unter Verwendung des Primerpaares
pV102/3-6. S: GroBenstandard 100 bp ladder Plus

3.10.3.3 Ergebnisse der Spezifititsuntersuchungen des Primerpaares pV102/3-6

Weitergehende Untersuchungen haben gezeigt, dass erst bei einer Annealing-
Temperatur von 66,4°C eine artspezifische Amplifikation des DNA-Fragments bei
ausreichender Ausbeute stattfindet (Abb. 3.29). Bei Annealing-Temperaturen von
62,0°C und 64,0°C konnte in allen drei V. longisporum-Isolaten sowie in den
V. dahliae-Isolaten Vd 3 und Vd 16 ein Amplifikat von 140 bp erzielt werden. Bei einer
Annealing-Temperatur von 64,0°C trat bei dem Isolat Vd 3 neben dem 140 bp-
Fragment eine weitere Bande von ca. 70 bp auf. Das V. dahliae-Isolat Vd 57 wies kein
Amplifikat auf. Bei Annealing-Temperaturen von 66,4°C und 67,6°C wurde nur in den

drei V. longisporum-Isolaten das spezifische Fragment von 140 bp amplifiziert.
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Abb. 3.29: Spezifititstest des Primerpaares pVI1O2/3-6 mit Gesamt-DNA aus
verschiedenen V. longisporum und V. dahliae-Isolaten bei unterschiedlichen
Annealing-Temperaturen. S: Grof3enstandard 100 bp ladder Plus, K: Negativkontrolle

Die Uberpriifung der Spezifitit des Primer-Paares pV102/3-6 wurde mit einer Vielzahl

verschiedener V. longisporum und V. dahliae-Isolate durchgefiihrt. Weiterhin wurde auf

Kreuzreaktionen mit anderen Arten und Gattungen getestet.
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Abb. 3.30: Spezifititstest des Primerpaares pV102/3-6 mit Gesamt-DNA aus
verschiedenen Verticillium-Arten bei einer Annealing-Temperatur von 66,5°C. S:
GroBenstandard 100 bp ladder Plus, K: Negativkontrolle
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Abb. 3.31: Spezifititstest des Primerpaares pV102/3-6 mit Gesamt-DNA aus
verschiedenen Fusarien-Arten (F. culmorum, F. graminearum, F. oxysporum) sowie
verschiedenen S. sclerotiorum und P. lingam-Isolaten, R. solani und A. alternata bei
einer Annealing-Temperatur von 66,5°C. S: GroBenstandard 100 bp ladder Plus, K:
Negativkontrolle

Innerhalb der V. longisporum-Isolate konnte mit Ausnahme der Isolate V1 82 und VI 83
bei allen getesteten Isolaten das spezifische DNA-Fragment mit einer Grof3e von 140 bp

amplifiziert werden (Abb. 3.30). Die Isolate V1 82 und VI 83 wiesen in vorhergehenden
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Untersuchungen bereits Unterschiede zu allen anderen V. longisporum-Isolaten auf und
es wurde vermutet, dass diese beiden Isolate V. dahliae zuzuordnen sind. Innerhalb der
V. dahliae-Isolate wies nur das Isolat Vd 76 das spezifische DNA-Fragment auf. Dieses
Isolat zeigte bereits in fritheren Fingerprinting-Analysen sowie als Myzelkultur
charakteristische Merkmale der Art V. longisporum auf. Fir V. albo-atrum und
V. tricorpus sowie allen weiteren getesteten Gattungen wurde kein Amplifikat erzielt
(Abb. 3.31).

3.10.3.4 Nachweisgrenze fiir den in vitro-Nachweis von V. longisporum

Die Sensitivitdt der artspezifischen PCR wurde anhand einer Verdiinnungsreihe
genomischer DNA unter den optimierten Bedingungen untersucht.

Die Nachweisgrenze war bei einer DNA-Menge von 61 pg erreicht (Abb. 3.32). Die
Berechnung der Anzahl nachgewiesener Genome basiert auf der angegebenen
GenomgrdBe von V. longisporum von 57x10° bp (COLLINS et al., 2003) und der
Annahme, dass das amplifizierte DNA-Fragment eine ,,single copy sequence® darstellt.
Basierend auf diesen Annahmen und den Faustzahlen fiir die Berechnung des

Gewichtes eines Basenpaares ergibt sich eine Nachweisgrenze bei 10.000 Genomen.

Abb. 3.32: Nachweisgrenze fiir den in vitro-Nachweis von V. longisporum (Isolat V1
40) mit dem Primerpaar pV102/3-6. S: GroBenstandard 100 bp ladder Plus; K:
Negativkontrolle; 1: 10 ng; 2: 5 ng; 3: 1 ng; 4: 0,1 ng; 5: 61 pg; 6: 31 pg; 7: 12 pg; 8:
6,1 pg; 9: 4,6 pg; 10: 3,1 pg; 11: 1,5 pg; 12: 0,6 pg.
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4. Diskussion

4.1 Schadwirkung pilzlicher Pathogene an Winterraps

Basierend auf einer Zunahme der Anbaufliche und einer steigenden Anbauintensitét
von Winterraps wird das Auftreten insbesondere von Fruchtfolgekrankheiten gefordert.
Im Rapsanbau sind S. sclerotiorum und V. longisporum aufgrund von lang
tiberdauernden Sklerotien bzw. Mikrosklerotien typische Fruchtfolgekrankheiten. In der
hier vorliegenden Arbeit wurde das Schadpotential dieser Pathogene in Abhdngigkeit
von verschiedenen Parametern untersucht. Fiir S. sclerotiorum wurden aus den
Ergebnissen dieser Untersuchungen wirtschaftliche Schadensschwellen entwickelt,
welche in dem neuen Prognosemodell SkleroPro eine praktische Anwendung finden.
Fiir das Pathogen V. longisporum wurde neben dem Schadpotential die Befallsdynamik
ndher untersucht. Eine weitere Fragestellung war die Entwicklung einer artspezifischen
PCR-Nachweismethode zur Abgrenzung der an Raps pathogenen Verticillium-Art

V. longisporum von weiteren an Raps nicht pathogenen Verticillium-Arten.

Informationen {iber die Schadwirkung sowie iiber die Befalls-Verlust-Relationen von
Pathogenen sind fiir eine wirtschaftlich und 6kologisch sinnvolle Bekdmpfung von
groBem Nutzen (JAMES, 1974; MADDEN ET AL., 1981; MADDEN, 1983; WALKER, 1983;
CAMPBELL & MADDEN, 1990; FREIER et al., 1994). Bei der Untersuchung der
Schadwirkung einer Krankheit ist die Erstellung eines Datensatzes mit
unterschiedlichen Befallshiufigkeiten ein wichtiger Faktor (SHANE & TENG, 1987). Zur
Einstellung unterschiedlicher Befallshdufigkeiten konnen verschiedene Methoden
angewendet werden. Neben gezielten Fungizidapplikationen oder kiinstlicher
Inokulation stellen der Anbau unterschiedlich anfélliger Sorten oder die kiinstliche
Simulation von Schiden weitere Moglichkeiten zur differenzierten Einstellung von
Befallshaufigkeiten dar (WALKER, 1983). Durch mehrjdhrige Wiederholung der
Feldversuche konnen jahresbedingte unterschiedliche Umweltbedingungen mit erfasst

werden, die einen moglichen Einfluss auf die Ergebnisse ausiiben.

Die Feldversuche zur Untersuchung der Schadwirkung von S. sclerotiorum und
V. longisporum wurden in allen Versuchsjahren auf weitgehend befallsfreien Standorten
durchgefiihrt. Mit Hilfe einer kiinstlichen Inokulation wurden unterschiedliche Befalls-
hiufigkeiten eingestellt. Als Referenz fiir den Ertragsverlust befallener Parzellen im

Vergleich zu nicht befallenen Parzellen ist eine Gesundparzelle unbedingt erforderlich
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(JAMES, 1974). In vielen Untersuchungen zum Einfluss von Pilzkrankheiten auf den
Ertrag werden natiirlich befallene Fldachen als Standort ausgewdhlt, um eine
Befallssicherheit zu gewéhrleisten. Unterschiedliche Befallshdufigkeiten werden auf
solchen Standorten durch den Einsatz verschiedener Aufwandmengen an Fungiziden
eingestellt (WALKER, 1983). Zahlreiche Fungizide haben jedoch neben der eigentlichen
fungiziden Wirkung pflanzenphysiologische Wirkungen, die das Wachstum und die
Entwicklung der Pflanzen und somit das Ertragsniveau beeinflussen konnen oder
bekdmpfen weitere Nichtziel-Pathogene, so dass der Ertragseffekt nicht einer einzelnen
Krankheit zugeordnet werden kann (JAMES, 1974; WALKER, 1983; SAH & MACKENZIE,
1987). Genaue Ertragserfassungen und —vergleiche zwischen befallenen und
befallsfreien Parzellen sind unter diesem Gesichtspunkt nicht moglich. Ein weiterer
Vorteil der kiinstlichen Inokulation ist die Moglichkeit, durch Inokulation der
entsprechenden Anzahl an Pflanzen pro Parzelle exakte Befallshdufigkeiten
einzustellen. Man darf jedoch nicht auller Acht lassen, dass die Inokulationsmethode
selbst einen Einfluss auf die Schadwirkung haben kann, was von WALKER (1983)

besonders fiir entomologische Fragestellungen diskutiert wird.

Zur Beschreibung von Befalls-Verlust-Relationen stehen verschiedene Modelle zur
Verfiigung (JAMES, 1974; WALKER, 1983; CAMPBELL & MADDEN, 1990; MADDEN &
NUTTER, 1995). In den Critical-Point-Modellen wird héufig eine lineare Regression
angewendet, wobei der Befall die unabhingige und der Ertragsverlust die abhédngige
Variable darstellt. Zu nur einem Termin wihrend der Vegetation wird der Befall erfasst
und mit dem Ertragsverlust in Beziechung gesetzt. Diese Art von Modell wurde z. B. fiir
Reisbrand (Magnaporthe grisea), Mais-Blattdiirre (Bipolaris maydis) oder Schwarzrost
an Weizen (Puccinia graminis) gewdhlt (CAMPBELL & MADDEN, 1990). Der
Unterschied der Mulitple-Point-Modelle ist eine wiederholte Erfassung des
Befallsgeschehens wihrend der Vegetation. Hierdurch wird es ermdoglicht, variierende
Schadwirkungen, z. B. aufgrund unterschiedlicher Infektionstermine, zu
beriicksichtigen (KiM & MCKENZzIE, 1987). Die Formel zur Berechnung des
Ertragsverlustes ergibt sich aus der Aufsummierung des anteiligen Regressions-
koeffizienten, multipliziert mit dem Befall des jeweiligen Boniturtermins (z. B.
Phytophthora infestans an Kartoffeln). Die Area-under-the-disease-progress-curve-
Modelle (AUDPC) sind zwischen den Critical- und Multiple-Point-Modellen

anzusiedeln. Diese Art von Modell beschreibt den Verlauf einer Epidemie. Ein Nachteil
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dieses Modells ist jedoch, dass nicht zwischen einem friihen, lang andauerndem und
einem spatem schweren Befall unterschieden werden kann (JAMES, 1974). In der hier
vorliegenden Arbeit wurden sowohl fiir S. sclerotiorum als auch fiir V. longisporum
Critical-Point-Modelle zur Beschreibung der Befalls-Verlust-Relation eingesetzt. Bei
beiden Pathogenen handelt es sich um monozyklische Erreger, bei denen innerhalb
einer Vegetationsperiode keine epidemische Ausbreitung auftritt. Eine Befallsbonitur zu

einem Termin kann daher den Ertragsverlust hinreichend genau erkléren.

Die Beziehung zwischen Befall und Ertragsverlust kann verschiedene Formen
annehmen, und beeinflusst entscheidend die Schadwirkung und die Bekdmpfungs-
entscheidung (MADDEN, 1983; WALKER, 1983). Eine lineare Relation weist eine
proportionale Beziehung zwischen Ertragsverlust und Befall auf; bei einer sigmoiden
Relation, welche in den meisten Pathosystemen vorherrschend ist, ist der Ertragsverlust
nicht proportional dem Befall. Bis zu einer bestimmten Schwelle wird nur ein geringer
Ertragsverlust verursacht, der bei Uberschreiten der Schwelle einen nahezu
proportionalen Verlauf annimmt. Bei sehr hohem Befall flacht die Verlaufskurve wieder
ab. Ein sehr starker Ertragsverlust bei nur sehr geringem Befall ist hauptsédchlich bei
Auftreten von Vektoren von Krankheiten zu finden, wie z. B. der Virusiibertragung
durch Blattliuse. Bei polyzyklischen Erregern ist anstelle eines additiven ein
mulitplikativer Effekt zu beobachten. Der Ertragsausfall wird in solchen Systemen auf
den logarithmischen Befall bezogen. Neben negativen Effekten des Befalls kann auch
eine positive Korrelation zwischen Befallsauftreten und Ertrag vorhanden sein. Diese
Form der Beziehung wird meist bei geringem Befall beobachtet und kann aufgrund von
Kompensationsmechanismen oder hormonellen Verdnderungen in der Pflanze
hervorgerufen werden (WALKER, 1983). Ein Vergleich verschiedener Regressions-
modelle zur Beschreibung der Befalls-Verlust-Relationen von S. sclerotiorum und
V. longisporum wies die lineare Regression als genauestes Modell zur Beschreibung der

Beziehung aus.

4.1.1 Befalls-Verlust-Relationen fiir S. sclerotiorum an Winterraps

Zur Erarbeitung der Schadwirkung und Befalls-Verlust-Relationen fiir S. sclerotiorum
in Abhéngigkeit verschiedener Faktoren an Winterraps, wurden mit Hilfe der

Zahnstochermethode unterschiedliche Befallshdufigkeiten eingestellt.
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Unter natiirlichen Bedingungen sind Sclerotinia-Infektionen durch Ascosporen
mafgeblich abhingig von Witterungsparametern. Myzelinfektionen, die bei der
Infektion von Sonnenblumen eine wichtige Rolle spielen (ADAMS & TATE, 1976;
HUANG & DUECK, 1980; HUANG & HOES, 1980; HUANG, 1985), sind in Raps nur von
sehr untergeordneter Bedeutung (HUANG & DUECK, 1980). Die optimalen Bedingungen
fiir Infektionen mit S. sclerotiorum sind bei Temperaturen zwischen 16 und 25°C und
einer relativen Luftfeuchte von mindestens 80% gegeben (WEISS et al., 1980; HERAN et
al., 1999; YOUNG et al, 2004, KOoCH & VON TIEDEMANN, 2005a, b). Die
Minimumtemperatur fiir eine Infektion liegt nach Ergebnissen aus aktuellen
Untersuchungen bei 7°C (KOCH & VON TIEDEMANN, 2005a, b). Uber die Notwendigkeit
von Blattnédsse sind in der Literatur unterschiedliche Meinungen vertreten (ABAWI &
GROGAN, 1975; WEISS et al., 1980; HERAN et al., 1999). In Untersuchungen von ABAWI
& GROGAN (1975), JAMAUX et al. (1995) und ATALLAH & JOHNSON (2004) konnte
gezeigt werden, dass Bliitenbldtter eine wichtige Infektionsgrundlage fiir

S. sclerotiorum darstellen.

Durch die kiinstliche Inokulation wird die starke Abhdngigkeit der Infektionen von
Witterungsparametern und dem Vorhandensein von Bliitenbldttern umgangen.
Allerdings wird auch die erste mogliche Hiirde, das Durchdringen des Pflanzensténgels
iibergangen, so dass mogliche Abwehrreaktionen der Pflanze durch z. B. verdickte
Pflanzenzellwédnde nicht wirksam werden kdnnen. Da in der vorliegenden Arbeit jedoch
die Ertragswirkung und nicht die Anfalligkeit von Winterraps untersucht werden sollte,

konnte dieser Aspekt vernachlassigt werden.

In den Feldversuchen wurden Befalls-Verlust-Relationen in Abhéngigkeit von
verschiedenen Faktoren untersucht. Neben dem Einfluss des Zeitpunktes der Infektion
wurden der Einfluss der agronomischen Parameter Aussaattermin, Bestandesdichte und
Sortenwahl untersucht. Die Untersuchung dieser Faktoren sollte Aufschluss iiber die
Moglichkeiten einer aktiven Beeinflussung der Schadwirkung durch den Anbauer

geben.

Die aus kiinstlichen Inokulationen zu insgesamt drei unterschiedlichen Terminen
(BBCH 61-65, 67-69 und 71) resultierenden Befallshidufigkeiten wiesen teilweise
Unterschiede zwischen Sorten, Inokulationstermin und Versuchsjahren auf, die sich
jedoch nur in wenigen Féllen statistisch absichern lieen. Im ersten Versuchsjahr

wurden nur sehr geringe Befallshdufigkeiten erreicht. Durch Optimierung der
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Anzuchtbedingungen in Gewichshausversuchen konnten in den nachfolgenden
Versuchsjahren hohere Befallshdufigkeiten erzielt werden. Mit steigendem Pflanzen-
alter war eine leicht steigende Tendenz in der erzielten Befallshdufigkeit zu erkennen.
Versuche von ABAWI & GROGAN (1975) an Bohnen wiesen dhnliche Ergebnisse auf.
Zwischen Pflanzenalter und Befallshdufigkeit war eine enge positive Korrelation zu
finden. Hohere Befallshiufigkeiten in dlteren Pflanzen wurden allerdings einer gréf3eren
Anzahl an Verletzungen zugeschrieben. Wie auch die Untersuchungen von HUDYNCIA
et al. (2000) zeigten, stellen Verletzungen der Pflanzen einen wichtigen Faktor fiir die

Entwicklung von Infektionen dar.

Der Zeitpunkt der Infektion wihrend der Vegetationsphase kann einen erheblichen
Einfluss auf den Ertrag haben (MADDEN & NUTTER, 1995). Wie die Feldversuche zur
Ertragsminderung in Abhingigkeit des Infektionszeitpunktes zeigten, war sowohl in der
Hybrid- als auch in der Liniensorte ein stirkerer Ertragsriickgang nach Infektionen zum
Zeitpunkt der Vollbliite als nach Infektionen zum Anfang der Schotenbildung zu
beobachten. Statistisch liefen sich diese Unterschiede jedoch nicht absichern. Dennoch
lasst die geringere Ertragswirkung von spéteren Infektionen in allen drei
Versuchsjahren darauf schlieen, dass Rapspflanzen mit zunehmendem Pflanzenalter
ertraglich weniger sensibel auf eine Sclerotinia-Infektion reagieren. Besonders wichtig
ist dieses Ergebnis im Hinblick auf die Bedeutung von Spitinfektionen mit
S. sclerotiorum nach der Bliite. In der Literatur wird mehrfach von einer geringeren
Ertragswirkung spéter Infektionen berichtet (NUTTER et al., 1993; SHIVPURI et al.,
1999). In den Untersuchungen von DANIELSON et al. (2004) an Sojabohnen konnte eine
geringere Schadwirkung von spéteren Inokulationen mit S. sclerotiorum beobachtet
werden, die sich statistisch jedoch nicht absichern lieB. Auch an Tomaten konnten
geringere Ertragsverluste durch S. sclerotiorum mit zunehmendem Pflanzenalter zum
Zeitpunkt der Infektion festgestellt werden (LoBO et al., 2000). Untersuchungen zur
Anfilligkeit von Sojabohnen mit Hilfe kiinstlich inokulierter Stingelabschnitte ergaben
widerspriichliche Ergebnisse. CHUN et al. (1987) konnten mit zunehmendem
Pflanzenalter eine abnehmende Befallsstirke beobachten, wohingegen VUONG et al.
(2004) an Stidngelabschnitten dlterer Pflanzen eine stirkere Symptomauspriagung

beobachteten.

Mogliche Ursache der geringeren Ertragswirkung spéter Infektionen kann in der

tempordren Ertragsstruktur der Rapspflanze zu finden sein. Die Ertragsstruktur eines
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Rapsbestandes setzt sich aus der Anzahl Pflanzen je Flache, Anzahl Schoten je Pflanze,
Anzahl Samen je Schote sowie dem mittleren Samengewicht zusammen (GEISLER,
1988). Den autbauenden Prozessen der Ertragskomponenten stehen Reduktionsprozesse
gegeniiber. Sehr frithzeitig werden die einzelnen Ertragskomponenten in der Pflanze
determiniert. Noch wahrend der Bliite werden der Schotenansatz und die Samenanlagen
festgelegt (GEISLER, 1988). Bei einer Inokulation zu BBCH 61-65 (Anfang Bliite bis
Vollbliite) wird daher sehr stark in die Anlage der Ertragsfaktoren der Pflanze
eingegriffen. Bei einer Inokulation zu Beginn der Schotenbildung (BBCH 71) sind die
meisten Ertragskomponenten bereits festgelegt und lediglich die Ausbildung der Samen,

und zum geringen Male der Schoten, wird beeinflusst.

Neben dem Gesamtertrag wurden auch die Qualititsparameter TKG und Olgehalt
untersucht. In diesen beiden Parametern konnte man deutliche Unterschiede zwischen
den Sorten in der Reaktion auf S. sclerotiorum-Befall erkennen. Wéihrend die
Hybridsorte im Mittel iiber die drei Versuchsjahre nach der frithen Inokulation mit einer
stirkeren Reduktion des TKG im Vergleich zur spéten Inokulation reagiert, wurde bei
der Liniensorte lediglich durch die spite Inokulation zu BBCH 71 eine signifikante
Minderung des TKG beobachtet. Betrachtet man die drei Versuchsjahre jedoch getrennt
voneinander, so ist in den beiden ersten Versuchsjahren auch bei der Hybridsorte
(Talent) eine stirkere Minderung des TKG nach einer spiten Infektion im Vergleich zur
frithen Inokulation zu beobachten. Nur im dritten Versuchsjahr ist dieses Verhiltnis in
der Hybridsorte Maja umgekehrt. Dies weist auf mogliche Wechselwirkungen zwischen

Sorte und TKG-Reaktion auf einen Sclerotinia-Befall hin.

In Untersuchungen von KRUGER und STOLTENBERG (1983) zum Einfluss von
S. sclerotiorum auf Ertragsparameter in Raps konnte bei einer Befallshiufigkeit von
50% ein Riickgang des TKG um 23% beobachtet werden. Dieses Ergebnis deckt sich
mit der in der hier vorliegenden Arbeit beobachteten Reduktion des TKG nach einer
Infektion zu BBCH 61-65 in der Hybridsorte im Mittel iiber die drei Versuchsjahre.
Auch die Untersuchungen von POPE et al. (1989) an Einzelpflanzen wiesen einen

signifikanten Einfluss von S. sclerotiorum auf das TKG befallener Pflanzen auf.

Der Olgehalt weist nur eine sehr geringe Beeinflussung durch einen Befall mit
S. sclerotiorum auf. Im Mittel liber die drei Versuchsjahre ist bei der Hybridsorte
lediglich nach einer Inokulation zu BBCH 61-65 eine sehr geringe, signifikante

Reduktion des Olgehalts zu erkennen. Betrachtet man die drei Versuchsjahre getrennt
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voneinander, ist vergleichbar der Reaktion des TKG ein Sorteneffekt erkennbar.
Lediglich im dritten Versuchsjahr, nachdem die Sorte Talent durch die Sorte Maja
ersetzt wurde, konnte ein deutlich negativer Effekt einer Sclerotinia-Infektion auf den
Olgehalt verzeichnet werden. In der Liniensorte konnte sowohl nach einer frithen als
auch nach der spiteren Inokulation eine signifikante Minderung des Olgehaltes
beobachtet werden. In GroBbritannien durchgefiihrte Untersuchungen zum Einfluss von
Krankheiten auf Qualititseigenschaften von Raps haben gezeigt, dass S. sclerotiorum
nur einen sehr geringen Einfluss auf den Olgehalt hatte (MCCARTNEY et al., 1999), wie
er auch in der vorliegenden Arbeit beobachtet wurde. Untersuchungen von POPE et al.

(1989) ergaben vergleichbare Ergebnisse.

Eine weitere Fragestellung dieser Arbeit war der Einfluss des Aussaattermins auf die
Schadwirkung von S. sclerotiorum. In der Literatur ist eine Reihe von Untersuchungen
zum Einfluss des Aussaattermins auf die Ertragsbildung von Raps zu finden. Spite
Aussaattermine resultieren im Allgemeinen in einem geringeren Ertrag (DEGENHARDT
& KONDRA, 1981; MENDHAM et al., 1981a, b; SEIDEL et al., 1984; ANDERSSON &
BENGTSSON, 1989; YOUSAF et al., 2002; SIDLAUSKAS & BERNOTAS, 2003). Dieser
Effekt ist zurlickzufiihren auf eine schlechtere Pflanzenentwicklung vor Winter und
kleinere Pflanzen zur Bliite im Vergleich zu friiher gesdten Bestdinden (MENDHAM et al.,
1981a). Im Gegensatz dazu fiithrten in Untersuchungen von LEACH et al. (1994) spéter
gesite Bestinde zu hoheren Ertrdgen, als etwa drei Wochen frither gesite Bestinde. In
den eigenen Feldversuchen in den Jahren 2001/02 bis 2003/04 konnte kein signifikanter
Effekt des Aussaattermins auf den Ertrag in den nicht inokulierten Kontrollparzellen
beobachtet werden. Der Unterschied zwischen den Aussaatterminen war mit 10 bis 15
Tagen jedoch geringer als in einigen, aus der Literatur bekannten Untersuchungen
(MENDHAM et al., 1981a, b; TAYLOR & SMITH, 1992). In Arbeiten von YOUSAF et al.
(2002) und DEGENHARDT & KONDRA (1981) hingegen sind die zeitlichen Unterschiede
zwischen den Aussaatterminen vergleichbar. Auch in den von SEIDEL et al. (1984)
durchgefiihrten Versuchen betrug der Unterschied zwischen den Aussaatterminen
lediglich rund eine Woche, wodurch jedoch ein Ertragsunterschied von 18% erzielt

wurde.

Neben dem Aussaattermin wurde in den dreijdhrigen Feldversuchen auch die
Aussaatstirke, und dadurch bedingt die Bestandesdichte variiert. Aufgrund von

Kompensationseffekten resultieren geringere Aussaatstirken/Bestandesdichten nicht
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unbedingt in geringeren Ertragen (DEGENHARDT & KONDRA, 1981; MENDHAM et al.,
1981b; SCARISBRICK et al., 1982; TAYLOR & SMITH, 1992; LEACH et al., 1999; ANGADI
et al.,, 2003). Sowohl in Sommer- als auch in Winterraps wurde in differenzierten
Betrachtungen der Ertragskomponenten mit steigender Aussaatstirke/Bestandesdichte
eine geringere Anzahl an Schoten pro Pflanze (CLARKE et al., 1978; MENDHAM et al.,
1981b; SCARISBRICK et al., 1982; TAYLOR & SMITH, 1992; LEACH et al., 1999; ANGADI
et al., 2003) sowie eine geringere Anzahl Seitentriebe pro Pflanze (CLARKE et al., 1978)
beobachtet. Das TKG wies eine Zunahme mit steigender Aussaatstirke auf (CLARKE et
al., 1978; LEACH et al., 1999). In den Gottinger Feldversuchen konnten in
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von SCARISBRICK et al. (1982) und ANGADI et
al. (2003) jedoch keine signifikanten Unterschiede im TKG zwischen den

Bestandesdichten beobachtet werden.

Der Zusammenhang zwischen Bestandesdichte und Ertrag wies in Versuchen von
SIDLAUSKAS & BERNOTAS (2003) einen asymptotischen Verlauf auf. Ab einer
Bestandesdichte von 120 Pflanzen/m*> wurde ein geringerer Ertragszuwachs mit
steigender Pflanzendichte beobachtet. Ergebnisse aus GroBbritannien zeigten eine
Ertragszunahme mit ansteigender Bestandesdichte bis 50-60 Pflanzen/m?. Bei hoheren
Bestandesdichten blieben die Ertrdge auf einem konstanten Niveau. Ab einer
Bestandesdichte von 150 Pflanzen/m? konnte ein Ertragsriickgang verzeichnet werden
(LEACH et al., 1999). In den eigenen in Gottingen durchgefiihrten Feldversuchen
konnten in den Versuchsjahren 2001/02 bis 2003/04 keine signifikanten Ertrags-
unterschiede in Parzellen mit unterschiedlichen Bestandesdichten gefunden werden.
Tendenziell wurde jedoch bei beiden Sortentypen ein geringerer Ertrag in Parzellen mit
geringerer Bestandesdichte erzielt. Mit einem Unterschied von nur 15 Pfl./m? zwischen
den Bestandesdichten lagen diese jedoch unter denen in der Literatur beschriebenen
Versuchen. Bei der Hybridsorte wurden Bestandesdichten von 50 und 35 Pfl./m? und
bei der Liniensorte von 60 und 45 Pfl./m? gewéhlt. Diese Bestandesdichten lagen in
dem Bereich, in dem nach LEACH et al. (1999) ein deutlicher Ertragszuwachs mit

steigender Pflanzendichte zu finden ist.

Durch die Beeinflussung des Mikroklimas im Pflanzenbestand spielt die Bestandes-
dichte und in gewissem MaBe auch der Aussaattermin durch eine Beeinflussung der
Pflanzenentwicklung eine wichtige Rolle bei der natiirlichen Infektion mit

S. sclerotiorum (PARTYKA & MAI, 1962; TURKINGTON & MORRALL, 1993; WAHMHOFF,



DISKUSSION 117

2000; KURLE et al., 2001). In Feldversuchen mit Raps und Bohnen konnten in friiher
gesiten Bestinden hohere Befallshiufigkeiten beobachtet werden (HAAS & BOLWYN,
1972; HU et al., 1999). Als mogliche Ursache wird auf eine frithere Abreife der friih
gesiten Bestdnde hingewiesen. Ein Vergleich der Sclerotinia-Befallshaufigkeiten in
Herbst- und Friihjahrsaussaaten in drei Versuchsjahren wies widerspriichliche
Ergebnisse auf (TURKINGTON et al., 2001). Interaktionen zwischen dem Entwicklungs-
stadium der Pflanzen und den klimatischen Bedingungen wéhrend des fiir Infektionen
wichtigen Zeitraumes waren in diesen Untersuchungen ausschlaggebend fiir die

erzielten Befallshaufigkeiten.

Durch eine hohere relative Luftfeuchte fordern dichtere und hohere Pflanzenbestéinde
Sclerotinia-Infektionen (WAHMHOFF, 2000; KORA et al., 2005), da eine lingere Blatt-
benetzung ermdglicht wird. Hohe Bestandesdichte fordern weiterhin die Dauer von
Zeitrdaumen mit relativen Luftfeuchten > 90%, die fiir Sclerotinia-Infektionen forderlich
sind (WAHMHOFF, 2000). In Untersuchungen von NORDIN et al. (1992) an Sommerraps
konnten jedoch keine oder nur geringe Unterschiede in der Sclerotinia-Befallshiufigkeit
in Abhidngigkeit von der Bestandesdichte beobachtet werden, und auch an Sojabohnen
trat kein signifikanter Effekt bzw. nur in einzelnen Jahren ein Effekt der
Bestandesdichte auf die Sclerotinia-Befallshdufigkeit auf (GRAU & RADKE, 1984;
BuzzeLL et al., 1993). Die Bestandesdichte ist nach WAHMHOFF (2000) jedoch kein
geeigneter Wert, um das Mikroklima eines Pflanzenbestandes zu beurteilen. Vielmehr
spielt der Deckungsgrad eine entscheidende Rolle. Besonders in Bestdnden mit geringer
Pflanzendichte konnen die Rapspflanzen durch vermehrte Ausbildung von Seitentrieben
einen vergleichbaren Deckungsgrad erzielen (WAHMHOFF, 2000). Dies wird auch durch
die Ergebnisse von HAAS & BOLWYN (1972) unterstiitzt, die in Bohnen eine héhere
Befallshdufigkeit in Bestdnden mit geringerer Anzahl an Pflanzen jedoch hoherem

Deckungsgrad beobachten konnten.

Im Feldversuch zum Einfluss von Aussaattermin und Bestandesdichte auf die
Schadwirkung von S. sclerotiorum zeigten sowohl die Liniensorte als auch die
Hybridsorte keine signifikanten Unterschiede in der Befallshdufigkeit zwischen einem
frilhen und einem normalen Aussaattermin sowie zwischen den beiden Bestandes-
dichten. Es muss hierbei allerdings beriicksichtigt werden, dass durch die kiinstliche

Inokulation der Einfluss der Witterung auf die Infektion umgangen wird. Bestandes-
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dichte und Aussaattermin konnen somit nur noch auf die Symptomauspriagung und die

Schadwirkung der Infektionen einen Einfluss nehmen.

Die Analyse der Befalls-Verlust-Relationen in Abhédngigkeit von Aussaattermin und
Bestandesdichte wies keine signifikanten Unterschiede zwischen einer Friih- und einer
Normalsaat sowie zwischen den beiden Bestandesdichten bei der Liniensorte auf.
Tendenziell war eine stirkere Schadwirkung bei dichteren Pflanzenbestinden und
fritherer Aussaat zu verzeichnen. Die Ergebnisse der Hybridsorte wiesen Wechsel-
wirkungen zwischen Aussaattermin und Bestandesdichte auf. In friih gesédten Parzellen
war die Schadwirkung in dichteren Pflanzenbestinden hoher, wihrend in spiter geséten
Parzellen in diinneren Pflanzenbestdnden eine stirkere Schadwirkung zu verzeichnen

war.

Ableitend aus diesen Ergebnissen kann darauf geschlossen werden, dass die
Schadwirkung von S. sclerotiorum weder von Aussaattermin noch Bestandesdichte
wesentlich beeinflusst wird. Die Befallshdufigkeit kann jedoch durch eine
Beeinflussung des Mikroklimas durch Aussaattermin und Bestandesdichte beeinflusst
werden. Nach KURLE et al. (2001) ist iiber pflanzenbauliche Faktoren, die das
Mikroklima im Bestand beeinflussen, sogar eine bessere Mdglichkeit der Bekdmpfung
gegeben, als liber Methoden zur Reduktion des bodenbiirtigen Inokulums in Form von

Sklerotien.

Aufgrund der in den ersten drei Versuchsjahren aufgetretenen Unterschiede in der
Anfalligkeit der Sorten gegeniiber einer kiinstlichen Inokulation mit S. sclerotiorum,
sowie der unterschiedlichen Schadwirkungen in den Sorten, die sich besonders stark in
den wirtschaftlichen Schadensschwellen niederschlugen, wurde im Versuchsjahr
2004/05 ein Sortenversuch angelegt. In diesem Versuch wurden sieben verschiedene
Sorten auf ihre Befalls-Verlust-Relationen untersucht. Die im deutschen Rapsanbau
zugelassenen Sorten weisen nur eine sehr geringe Variabilitdt hinsichtlich der
Anfilligkeit gegeniiber S. sclerotiorum auf (ANONYM, 2004). Wenig anfillige Sorten
sind zurzeit in Deutschland nicht verfiigbar. In China hingegen sind bereits mehrere
resistente/tolerante Sorten verfiigbar (LI et al., 1999; WANG et al., 1999; ZHAO et al.,

2004), die einen grofBen Anteil der Rapsanbaufldche einnehmen (LI et al., 1999).

Natiirliche Resistenzmechanismen gegen Sclerotinia spp. basieren auf einer Resistenz

des Pflanzengewebes gegen eine Beschddigung durch das Pathogen, auf dem
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Vorhandensein antifungalen Materials oder auf der Bildung von Phytoalexinen
(LUMSDEN, 1979). In Erucastrum gallicum, ein Unkraut aus der Familie der
Brassicaceen, konnten PEDRAS & AHIAHONU (2004) die Bildung von Phytoalexinen als

Reaktion auf eine Infektion mit S. sclerotiorum nachweisen.

In Brassica napus konnten unterschiedlich stark ausgepragt Anfilligkeiten gegeniiber
S. sclerotiorum in Abhdngigkeit des Abreifezeitpunktes (SEDUN et al., 1989) oder des
Sortentyps (ZHAO et al., 2004) beobachtet und erarbeitet werden (LI et al., 1999;
MULLINS et al., 1999; SHi et al., 2003; LiU et al., 2005). Einen weiteren Ansatz stellt die
Zichtung bliitenblattloser Rapssorten dar, da Bliitenblitter ein entscheidender Faktor
fiir erfolgreiche Sclerotinia-Infektionen sind (JAMAUX et al., 1995). JIANG (2001)
konnte in bliitenblattlosen Mutanten geringere Befallshdufigkeiten beobachten, als in

herkommlichen Linien.

Die im Versuchsjahr 2004/05 im Feld untersuchten Sorten, sind in der
Bundessortenliste (ANONYM, 2004) mit den Noten 5-7 (mittel bis stark anfillig)
eingestuft. Entsprechend der geringen Variabilitidt der Anfilligkeit des untersuchten
Sortenspektrums konnten lediglich die Unterschiede zwischen den Sorten Viking und
Elektra in der Befallshdufigkeit nach kiinstlicher Inokulation statistisch abgesichert
werden. Eine FEinteilung in Anfilligkeitsgruppen entsprechend der in der
Bundessortenliste vergebenen Noten (ANONYM, 2004) war nicht moglich. Im Rahmen
einer anderen Arbeit wurde im Institut fiir Pflanzenpathologie und Pflanzenschutz in
Gottingen eine Vielzahl verschiedener Rapssorten mittels unterschiedlicher
Inokulationsmethoden mit S. sclerotiorum infiziert (REWERTS, 2003). Auch hier konnte
aufgrund der Versuchsergebnisse die vom Bundessortenamt vorgenommene
Eingruppierung der verschiedenen Sorten in Anfiélligkeitsklassen nicht nachvollzogen
werden. Durch die kiinstliche Inokulation wird der natiirliche Infektionsprozess jedoch
nicht genau widergespiegelt. Es besteht daher die Moglichkeit, dass die Anfélligkeiten
unter natiirlichen Bedingungen von denen der kiinstlichen Bedingungen abweichen. Zur
Klarung dieser Frage sind Gewidchshausversuche mit einer der natiirlichen Infektion

nidher kommenden Inokulationsmethode geplant.

Der Hauptaspekt des Sortenversuches war die Erarbeitung sortenspezifischer Befalls-
Verlust-Relationen. Es zeigten sich starke Unterschiede in der Ertragswirkung von
0,58% (Oase) bis 1,3% (Talent) Ertragsverlust pro 1% Befallshdufigkeit zwischen den

Sorten. Die Regression zwischen Befallshiufigkeit und Ertrag war bei den Sorten
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Talent, Elektra und Oase jedoch nicht signifikant. Ein Vergleich der Schadwirkung der
untersuchten Sorten wies keine signifikanten Unterschiede auf. Ausgehend von diesen
einjéhrigen Ergebnissen konnen keine sortenabhiingigen Schadensschwellen entwickelt
werden. Mehrjdhrige Feldversuche wéren notwendig, um Sortenunterschiede in der

Schadwirkung sicher erarbeiten zu konnen.

Neben der kiinstlichen Inokulation mit beimpften Zahnstochern wurden in parallel
angelegten Feldversuchen zur Untersuchung des Kompensationspotentials von
Winterraps Pflanzenverluste simuliert, wie sie z.B. durch eine Sclerotinia-Infektion
hervorgerufen werden konnen. Eine methodische Fragestellung, die sich aus dieser
Vorgehensweise ableitet, ist, inwieweit der durch diese beiden Methoden
hervorgerufene  Ertragsverlust voneinander abweicht. Sowohl durch die
Pflanzenreduktion als auch durch die kiinstliche Inokulation zu BBCH 71 konnten
deutliche Ertragsverluste verursacht werden. Vergleicht man diese beiden Methoden
miteinander, ist zu erkennen, dass durch Pflanzenreduktion ein deutlich stirkerer
Ertragsverlust hervorgerufen wurde, als durch eine kiinstliche Inokulation. Bei der
Hybridsorte liegt der Ertragsverlust durch Pflanzenreduktion bei 0,67% pro 1%
Pflanzenreduktion, bei der Liniensorte bei 0,60%. Im Gegensatz dazu wurde durch eine
kiinstliche Inokulation in der Hybridsorte 0,31% Ertragsverlust pro 1%
Befallshiufigkeit und in der Liniensorte 0,26% Ertragsverlust verursacht. Mit
S. sclerotiorum infizierte Pflanzen zeigten deutlich die typischen Symptome: weillliche
Verfarbung des Stidngels, frithzeitige Abreife und Sklerotienbildung im befallenen
Gewebe. Trotz starken Befalls konnten die Pflanzen jedoch Schoten und Koérner
ausbilden und somit zum Gesamtertrag der Parzelle beitragen. Bei der
Bestandesdichteregulierung wurden die Pflanzen in ca. 40 cm Hohe iliber dem Boden
abgeschnitten und die Pflanzenreste in der Parzelle belassen. Durch das komplette
Durchtrennen der Pflanzenstingel konnten die Pflanzen keinen Ertrag bilden und

verrotteten zu groflen Teilen.

Die exakte Simulation von biotischen Schidden und deren Auswirkungen auf die Pflanze
durch mechanische Methoden stellt sich als sehr schwierig dar (WALKER, 1983). Eine
Entfernung von Pflanzen zur Simulierung eines Befallsgeschehens ist nur fiir
Krankheiten sinnvoll, die einen kompletten Pflanzenverlust nach sich ziehen (JAMES,

1974). S. sclerotiorum hingegen schidigt die Pflanze, fiihrt jedoch in vielen Fallen nicht
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zu einem kompletten Pflanzenverlust. Die mechanische Bestandesdichteregulierung ist

somit keine geeignete Methode zur Untersuchung der Schadwirkung dieser Krankheit.

Den Hauptaspekt dieses Feldversuches stellte die  Untersuchung des
Kompensationsvermogens spiter Pflanzenverluste dar. Aufgrund der im Ubermal
angelegten Ertragskomponenten, die im Verlauf der Vegetation zu grof3en Teilen wieder
reduziert werden (GEISLER, 1988), konnen Rapspflanzen Reduktionen von
Ertragskomponenten durch &uBlere Einfliisse wie z. B. Schadlingsbefall oder
Hagelschlag sehr gut ausgleichen. Die Kompensation beruht auf einer groferen
Verfiigbarkeit von Naihrstoffen, Wasser, Licht und Standraum aufgrund geringer
Konkurrenz durch benachbarte befallene Pflanzen (MCGREGOR, 1980; KLEIN-GEBBINCK
& Woobs, 2002). In den kiinstlich inokulierten Feldversuchen konnten keine
Kompensationseffekte festgestellt werden. Ausschlaggebend hierfiir konnte die
Tatsache sein, dass die Pflanzen nicht komplett abgestorben sind und trotz Infektionen
weiter Nahrstoffe, Wasser und Standraum beansprucht haben und somit keine
ausreichenden Ressourcen fiir eine Kompensation durch gesunde Pflanzen zur

Verfligung standen.

Untersuchungen von MCGREGOR (1987) zeigten, dass durch eine erhohte Anzahl von
Schoten, Samen pro Schote und TKG sowie einer stiarkeren Bildung von Seitentrieben
ein GroBteil an Pflanzenverlusten wéhrend des frithen vegetativen Wachstums
kompensiert werden kann. Untersuchungen zur Ertragswirkung von Bliiten- und
Schotenschéadlingen im Raps wiesen ein gutes Regenerationsvermdgen auch nach
Schadigung zu fortgeschrittener Pflanzenentwicklung auf (WILLIAMS & FREE, 1979;
TATCHELL, 1983; VIETINGHOFF & DAEBELER, 1986; BROWN et al., 1999). Im Rahmen
von dreijéhrigen Feldversuchen wurde die Kompensationsfahigkeit aktueller Rapssorten
nach Pflanzenverlusten zu Beginn der Schotenbildung untersucht. Zu diesem Zweck
wurden bei 0-70% der Pflanzen pro Parzelle zu BBCH 71 die Stingel durchtrennt.
Diese MaBnahme resultierte in einem signifikanten Ertragsverlust. Die Anzahl
durchtrennter Sténgel pro Parzelle wies eine positive Korrelation zum Ertragsverlust
auf. Das TKG hingegen wies eine hoch signifikante Steigerung mit zunehmender
Pflanzenreduktion auf. Der Ertragsverlust durch eine Pflanzenreduktion blieb deutlich

unter dem erwarteten Wert.

Die Differenz zwischen erwartetem und eingetretenem Ertragsverlust wird als

Kompensation bezeichnet. Es zeigte sich mit steigendem Anteil durchtrennter
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Rapsstingel eine erhohte Kompensation. Bei einer Pflanzenreduktion von 70% konnte
eine Kompensation von 30% beobachtet werden. Ableitend von den Ergebnissen der
Analysen des TKG kann somit gefolgert werden, dass diese Ertragskomponente einen
entscheidenden Faktor bei der Kompensation spiter Pflanzenverluste darstellt. Die
Verdanderung weiterer Ertragskomponenten, wie Anzahl Schoten pro Pflanze und
Anzahl Korner pro Schote, konnten aus versuchstechnischen Griinden nicht untersucht
werden. Denkbar wiére jedoch, dass auch diese Komponenten zur Kompensation
beigetragen haben. Die Bildung neuer Seitentriebe, wie sie bei frither auftretenden
Schadigungen zu beobachten ist, ist bei Schadigungen zu Beginn der Schotenbildung
auszuschlieBen. SCHULZ & BOELCKE (1991) sowie TATCHELL (1983) haben in ihren
Untersuchungen ebenfalls gezeigt, dass sehr spite Schidigungen von Ertrags-
komponenten durch eine Erhéhung der Einzelsamengewichte teilweise kompensiert
werden konnen. In den Jahren 1999-2001 wurden in Schleswig-Holstein vergleichbare
Untersuchungen von SCHLOTT & SAUERMANN (2003) durchgefiihrt. In diesen
Versuchen wurden bei 25-100% der Pflanzen pro Parzelle die Stingel im Bereich der
untersten Verzweigung durchtrennt. Um Aussagen iiber das Kompensationsvermogen in
Abhingigkeit des Zeitpunktes der Pflanzenreduktion machen zu konnen, wurden sechs
verschiedene Behandlungstermine von Ende der Knospenbildung bis Schwaddrusch-
reife gewahlt. Entsprechend den Ergebnissen der Goéttinger Feldversuche konnte mit
steigender Pflanzenreduktion eine steigende Kompensation beobachtet werden. Auch
die erreichten Werte sind mit denen der Gottinger Versuche vergleichbar. Die
Kompensationsfdahigkeit nimmt mit fortlaufender Pflanzenentwicklung stark ab. Ab
dem Ende der Kornausbildung ndhern sich die Ertragsverluste dem Anteil der
entnommenen Pflanzen (SCHLOTT & SAUERMANN, 2003). Ein abnehmendes
Regenerationsvermogen mit fortschreitender Pflanzenentwicklung wird auch von
ScHULZ & BOELCKE (1989) sowie von MCGREGOR (1980) und WALKER (1983)
berichtet. Ergebnisse aus eigenen Versuchen im Versuchsjahr 2003/04 konnten dies
jedoch nicht bestitigen. Nach Entfernen von 50% der Pflanzen einer Parzelle zu Beginn
der Knospenbildung, im Knospenstadium, zu Beginn der Bliite und zur Vollbliite
konnten keine Minderungen des Ertrages im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
beobachtet werden. Anders als nach einer Pflanzenreduktion zu Beginn der
Schotenbildung konnte jedoch kein Anstieg des TKG verzeichnet werden. Es ist daher
davon auszugehen, dass die Pflanzenverluste durch vermehrte Ausbildung anderer

Ertragskomponenten kompensiert wurden. Ahnliche FErgebnisse wiesen die
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Untersuchungen von SCHLOTT & SAUERMANN (2003) vor. Lediglich nach
Pflanzenreduktion zu Bliihende und Beginn der Kornausbildung konnte ein
ansteigendes TKG beobachtet werden. Da jedoch Pflanzenreduktionen zu fritheren
Terminen eine stirkere Kompensation hervorriefen, gehen die Autoren davon aus, dass
zu diesen Terminen hauptsdchlich die Ertragskomponente Schotenanzahl pro Pflanze

kompensiert wurde.

Signifikante Unterschiede im Kompensationsvermdgen zwischen den untersuchten
Sorten Prince und Talent bzw. Maja konnten in den dreijédhrigen Feldversuchen nicht
festgestellt werden. Die Liniensorte Prince wies jedoch ein tendenziell stirkeres
Kompensationsvermdgen als die Hybridsorten Talent und Maja auf. In den
Untersuchungen von SCHLOTT & SAUERMANN (2003) wird nicht auf Sortenunterschiede
hinsichtlich des Kompensationsvermdgens nach Reduktion von Ganzpflanzen
eingegangen. Parallel durchgefiihrte Untersuchungen zur Regenerationsfahigkeit
abgeknickter Pflanzen wiesen jedoch recht deutliche Unterschiede zwischen den Sorten
Panther, Talent und Maja auf (SCHLOTT & SAUERMANN, 2003). Da jede Sorte jedoch in
nur einem Versuchsjahr angebaut wurde, ist ein Jahreseinfluss auf die sortenbedingten

Unterschiede nicht auszuschlief3en.

4.1.2 Befalls-Verlust-Relation fiir V. longisporum an Winterraps

Zur Untersuchung der Schadwirkung von V. longisporum in Relation zur
Befallshédufigkeit wurden unterschiedliche Mengen natiirlich mit V. longisporum
befallenen Rapsstrohs in den Parzellen ausgebracht. Die genaue Menge an reinem
Pilzmaterial wurde jedoch vor Ausbringung nicht analysiert. Durch diese
Bodenverseuchung konnten natiirliche Infektionen sehr gut nachgestellt werden, da
auch hier die Infektionen von Mikrosklerotien an Ernteriickstdnden ausgehen. Wie die
erzielten Befallshiufigkeiten in den Versuchsjahren 2002/03 und 2003/04 zeigten,
konnte eine steigende Befallshidufigkeit mit ansteigender Menge an Inokulum erzielt
werden. Im Versuchsjahr 2002/03 waren die erreichten Befallshdufigkeiten jedoch

deutlich hoher als im Versuchsjahr 2003/04.

In der Literatur wird mehrfach von einer positiven Korrelation zwischen
Befallshdufigkeit und der Menge an bodenbiirtigem Inokulum berichtet (ASHWORTH et

al., 1972; ASHWORTH et al., 1979; PULLMAN & DE VAY, 1982a; NICOT & ROUSE,
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1987b; PAPLOMATAS et al., 1992; HEPPNER, 1995; XIAO & SUBBARAO, 1998).
ASHWORTH et al. (1979) fithren jedoch an, dass gleiche Mengen an Inokulum nicht
immer zu denselben Befallshdufigkeiten flihren, und dass die Ertragswirkung
jahresabhingige Unterschiede aufweisen kann. Eine gebrauchliche Methode zur
Quantifizierung der Menge an bodenbiirtigem Inokulum stellt das Ausplattieren von
Bodensuspensionen auf Selektivmedien dar. In der Literatur sind zahlreiche Angaben zu
Entwicklung, Testung (HUISMAN & ASHWORTH, 1974; BUTTERFIELD & DEVAY, 1977;
NicoT & ROUSE, 1987a; HARRIS et al., 1993; GOUD et al., 2003; KABIR et al., 2004) und
Anwendung verschiedener Medien (PULLMAN & DEVAY, 1982; NICOT & ROUSE, 1987b;
PAPLOMATAS et al., 1992; KOIKE et al., 1994; MOL et al., 1995; SUBBARAO & HUBBARD,
1996; X1A0 et al., 1998; XIAO & SUBBARAO, 1998; STEINBACH et al., 2002) aufgefiihrt.

In der hier vorliegenden Arbeit wurde das im Rahmen eines UFOP-Monitorings zum
Auftreten von V. longisporum auf Rapsstandorten in Deutschland (STEINBACH et al.,
2002) verwendete Selektivmedium verwendet. Im ersten Versuchsjahr wurden
betrdchtlich héhere Mengen an Inokulum im Boden detektiert als im nachfolgenden
Versuchsjahr. Mogliche Ursachen hierfiir kdnnten zum einen in der lidngeren
Lagerungsdauer des Inokulummaterials fiir das Versuchsjahr 2003/04, zum anderen in
der unterschiedlichen Terminierung der Entnahme der Bodenproben liegen. In beiden
Versuchsjahren wurde natiirlich befallenes Stroh von einem Befallsstandort aus dem
Jahr 2002 verwendet. Das Material fiir das Versuchsjahr 2003/04 wurde somit ein Jahr
bei Raumtemperatur gelagert. Im Versuchsjahr 2002/03 wurden die Bodenproben
bereits zu Vegetationsende im Oktober entnommen, wédhrend im darauf folgenden
Versuchsjahr erst zu Beginn der Vegetationsperiode im April Bodenproben entnommen
wurden. In der Arbeit von HEPPNER (1995) wurde die Inokulumkonzentration von
V. dahliae in natiirlich sowie in kiinstlich verseuchten Bdden mit dem
Plattengussverfahren und dem ELISA untersucht. Es zeigte sich, dass die
Inokulumkonzentration ~ bis  Vegetationsende  (Oktober/November)  ansteigt,
anschlieend bis Vegetationsbeginn (Februar/Mirz) wieder absinkt, bevor sie dann
erneut ansteigt. Die maximale, im vorangegangenen Herbst erfasste Inokulum-

konzentration wurde jedoch nicht wieder erreicht.

Sehr widerspriichlich war, dass in den nicht inokulierten Kontrollparzellen die hochsten
Mengen an Verticillium-Inokulum detektiert wurden. Auch in den Untersuchungen von

STEINBACH et al. (2002) wurden in Bodenproben von Feldern ohne bonitierten Befall
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hohe Mengen an Bodeninokulum durch Ausplattieren auf das genannte Selektivmedium
detektiert. Eine Schwachstelle dieser Nachweismethode ist eine fehlende
Differenzierung zwischen den verschiedenen Verticillium-Arten. Die Detektion erfolgt
lediglich auf Grundlage der Ausbildung von Mikrosklerotien, die sich jedoch anhand
der Koloniecharakteristika nicht geniigend eindeutig den verschiedenen Verticillium-
Arten zuordnen lassen. Eine exakte Bestimmung der Menge an bodenbiirtigem
V. longisporum-Inokulum in den unterschiedlich stark inokulierten Parzellen ist aus

dieser Sicht nicht moglich.

In der Arbeit von HEPPNER (1995) wurden verschiedene Medien zur Isolierung von
V. dahliae aus Bodenproben getestet. Ein Pektatmedium, welches im Gegensatz zu dem
in dieser Arbeit verwendeten Medium kein Bodenextrakt und eine verdnderte
Zusammensetzung von Néahrstoffen enthielt, erwies sich als das am besten geeignete
Medium. Ein dem in der vorliegenden Arbeit verwendeten vergleichbares Medium
zeigte eine deutlich geringere Ausbeute an Pilzkolonien. Sowohl HEPPNER (1995) als
auch STEINBACH et al. (2002) weisen darauf hin, dass in schwach verseuchten Boden
eine genaue Quantifizierung des Bodeninokulums mit Hilfe des Plattengussverfahrens

nicht moglich ist.

In den Feldversuchen haben jedoch neben der Inokulumkonzentration noch
verschiedene abiotische Faktoren, wie Temperatur, Feuchte und Sortenwahl einen
Einfluss auf die Ausbildung der Krankheit. Bei der Sortenwahl stehen dem Anbauer
zurzeit noch keine resistenten Rapssorten zur Verfligung. Im Sortenspektrum gibt es
jedoch unterschiedlich stark anféllige Sorten. Die im Versuchsjahr 2003/04 angebaute
Sorte Wotan, die im aktuellen Anbau jedoch keine Bedeutung mehr hat, erwies sich in
zweijdhrigen Untersuchungen als relativ anfillig (HEPPNER, 1995). Die im ersten
Versuchsjahr angebaute Sorte Prince ist nach Ziichterinformationen als mittel anfillig
einzustufen. Genauere Untersuchungen hinsichtlich der Anfilligkeit verschiedener
aktueller Winterrapssorten gegeniiber V. longisporum sind allerdings noch nicht
publiziert. In den hier beschriebenen Feldversuchen stellte sich die Sorte Wotan
entgegen der Ergebnisse von HEPPNER (1995) als wenig anfillig dar. Im voran-
gegangenen Versuchsjahr wurden in der Sorte Prince deutlich hohere Befalls-
hiufigkeiten erzielt. Wie bereits diskutiert, waren die Bodeninokulummengen im

Versuchsjahr 2003/04 sehr gering und es wurde keine weitere Vergleichssorte angebaut,
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so dass auf Basis der vorliegenden Ergebnisse keine Aussage liber die Anfalligkeit der

Sorten gemacht werden kann.

Viele Autoren haben die Frage zum Einfluss der Temperatur auf Infektion und
Symptomauspriagung verschiedener Verticillium spp. bearbeitet. PEGG & BRADY (2002)
haben die Ergebnisse dieser Untersuchungen zusammengefasst. Mit steigenden
Temperaturen konnen steigende Befallswerte beobachtet werden. Optimale
Temperaturen fiir die Entwicklung von Verticillium spp. sind bei 20-25°C gegeben. Die
Bildung von Mikrosklerotien im befallenen Pflanzengewebe hingegen zeigte ein
Optimum bei 15-20°C (SOESANTO & TERMORSHUIZEN, 2001). Untersuchungen an
Baumwolle zeigten, dass Temperaturen von 38°C die Entwicklung von V. dahliae
hindern (PULLMAN & DEVAY, 1982b). Uber den Einfluss der Feuchte auf Infektionen
mit Verticillium spp. sind in der Literatur widerspriichliche Meinungen vertreten
(GREEN, 1980; EL-ZIK, 1985; CAPPAERT et al., 1992; GAUDREAULT et al., 1992; XIAO et

al., 1998; JEFFERSON & GOSSEN, 2002; LOPEZ-ESCUDERO & BLANCO-LOPEZ, 2005)

In den in Goéttingen durchgefiihrten Feldversuchen waren im Versuchsjahr 2002/03 in
den Monaten August bis Januar hohere Niederschlagsmengen als im Versuchsjahr
2003/04 zu verzeichnen. In den Monaten Februar bis Juli hingegen waren die
Niederschlagsmengen im Versuchsjahr 2003/04 hoher. Im ersten Versuchsjahr waren
somit bis Vegetationsbeginn im Friihling relativ feuchte Bedingungen vorherrschend,
gefolgt von trockeneren Bedingungen. Im Versuchsjahr 2003/04 waren bis Mai 2004
relativ geringe Niederschlagsmengen zu verzeichnen. Die Temperaturen waren in
beiden Versuchsjahren weitestgehend vergleichbar. Die Wintermonate waren im
Versuchsjahr 2002/03 kélter als im Versuchsjahr 2003/04, die Monate Mai-Juli
hingegen waren im ersten Versuchjahr wirmer als im nachfolgenden. In beiden
Versuchsjahren waren die mittleren Temperaturen nach der Aussaat geringer als 15°C,
bis November aber noch {iiber der fiir eine Mikrosklerotienkeimung notwendigen
Minimumtemperatur von 6°C (PEGG & BRADY, 2002) jedoch kann die Bodentemperatur
deutlich davon abweichen. Im Versuchsjahr 2002/03 waren die Temperaturbedingungen
fiir die Entwicklung eines Verticillium-Befalls besser als im nachfolgenden Jahr. Die
Feuchtigkeitsbedingungen hingegen waren schlechter, wenn man von einer Férderung
des Krankheitsgeschehens unter feuchten Bedingungen ausgeht. Ausgehend von der
Annahme, dass die Temperatur den grofiten Einfluss auf Infektion und

Krankheitsverlauf hat (PEGG & BRADY, 2002), konnten die hoheren Befallshiufigkeiten
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im  Versuchsjahr 2002/03 mit den fiir den Krankheitsverlauf besseren

Witterungsbedingungen zu erklédren sein.

Eine zentrale Frage dieser Arbeit war die Untersuchung der Schadwirkung von
V. longisporum in Abhéngigkeit der Befallshiufigkeit im Feld. Untersuchungen von
ZEISE & STEINBACH (2004) und ZEISE & SEIDEL (1990) zur Ertragswirkung von
V. longisporum an Einzelpflanzen haben eine deutliche Ertragsminderung ausgewiesen.
ZEISE & STEINBACH (2004) entnahmen vor der Ernte gesunde, halb abgestorbene und
abgestorbene Pflanzen und ermittelten den Kornertrag sowie das TKG. In den Jahren
1985 bis 2004 konnten Ertragsverluste von 30-85% in abgestorbenen und von 17-55%
in halb abgestorbenen Pflanzen ermittelt werden. Das TKG der Einzelpflanzen war in
abgestorbenen Pflanzen um rund 20% im Vergleich zu gesunden Pflanzen verringert.
Auch hier war mit zunehmender Befallsstirke eine Verringerung des TKG zu
verzeichnen. In kiinstlich inokulierten ,rapid cycling” Brassica Arten war der
Einzelpflanzenertrag von Brassica napus um rund 60% im Vergleich zur
Gesundkontrolle verringert. Das TKG zeigte keine signifikante Reaktion auf einen
V. longisporum-Befall (ZEISE & BUCHMULLER, 1997). Ergebnisse aus Einzelpflanzen-
untersuchungen konnen jedoch nicht auf Feldergebnisse libertragen werden, da es im
Feld zur Kompensation von Ertragsverlusten durch nicht befallene Pflanzen kommen
kann (WALKER, 1983). Ein genaues Abbild eines befallenen Schlages kann somit nicht

dargestellt werden.

Untersuchungen zur Schadwirkung von V. longisporum im Bestand sind in der Literatur
nur spdrlich zu finden. HORNIG (1986, 1987) hat in seinen Untersuchungen TKG-
Minderungen von 2-25% feststellen konnen. Fiir den Zeitraum 1984-1986 konnte er bei
Befallshiufigkeiten von 3-98% Ertragsverluste von 2-34% beobachten. Diese
Ertragsverluste wurden allerdings dem Krankheitsbild der krankhaften Abreife
zugeordnet, die neben V. longisporum auch P. lingam einschlieft. In kiinstlich mit
V. longisporum infizierten Parzellenversuchen konnten GUNZELMANN & PAUL (1990)
bei einer Befallshdufigkeit von 24% Ertragseinbulen von 10% verzeichnen. Sie
berichten von Ertragsverlusten bis 25% auf stark verseuchten Flachen in der Praxis. In
den eigenen Feldversuchen konnte bei Befallshdufigkeiten von 12-54% in 2002/03 bzw.
9-34% in 2003/04 keine signifikante Ertragsminderung im Mittel iiber jeweils vier
Wiederholungen beobachtet werden. Auch auf TKG und Olgehalt konnte kein negativer
Effekt festgestellt werden. Im Jahr 2004/05 in Géttingen durchgefiihrte Sortenversuche
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zur Anfilligkeit gegen und Schadwirkung von V. longisporum zeigten ebenfalls bei
sortenabhdngigen Befallshiufigkeiten von bis zu 63% keine Ertragsminderung im
Vergleich zur Gesundkontrolle (EYNCK, 2005, personliche Mitteilung). In der Arbeit
von HEPPNER (1995) konnten erst ab einer Bodeninokulummenge von 240 pg MS/g
Boden statistisch abzusichernde Ertragsverluste in der Sorte Ceres von 20 bzw. 32,5%
erzielt werden. Die Befallshdufigkeit wurde in diesen Versuchen jedoch nicht
aufgenommen, lediglich der Befallswert (3 bzw. 4). In der weniger anfilligen Sorte
Express konnte bei der gleichen Bodeninokulummenge keine signifikante
Ertragsminderung festgestellt werden. Bei dieser Sorte waren auch die Befallswerte mit

rund 1,8 deutlich geringer als bei der Sorte Ceres (HEPPNER, 1995).

Wie die Untersuchungen von ZEISE & SEIDEL (1990) und ZEISE & STEINBACH (2004)
zeigten, ist neben der Befallshdufigkeit die Befallsstirke ein fiir die Schadwirkung
entscheidender Faktor. Nur schwach befallene Pflanzen werden in der Ertragsbildung
weniger stark beeinflusst als stark befallene Pflanzen. In den im Rahmen der hier
vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Feldversuchen waren die Befallsstirken auch in
den hoch befallenen Parzellen sehr gering. Im Versuchsjahr 2002/03 wiesen in der mit
1200 g Inokulummaterial am stirksten infizierten Parzelle lediglich rund 10% der
Pflanzen einen starken Besatz mit Mikrosklerotien auf, im folgenden Versuchsjahr nur
rund 5% der Pflanzen. Die geringe Befallsstirke in beiden Versuchsjahren kann eine
Ursache fiir die ausbleibende signifikante Ertragswirkung des Verticillium-Befalls

darstellen.

Die Grundlage fir Infektionen mit V. longisporum stellen die bodenbiirtigen
Mikrosklerotien dar. Ausgehend von den Mikrosklerotien wird ein Keimschlauch
gebildet, aus dem Hyphen auswachsen, die die Hypodermis junger Wurzeln der
Rapspflanzen direkt, ohne Ausbildung spezieller Penetrationsorgane, penetrieren
(FiTzELL et al., 1980). Untersuchungen von MoOL (1995) zeigten, dass Wurzelexsudate
fiir das Auskeimen der Mikrosklerotien von V. dahliae einen stimulierenden Faktor
darstellen. Neuere Untersuchungen von EYNCK et al. (2005) sowie von ZHOU et al.
(2006) zur Interaktion von V. longisporum und Raps zeigen, dass die ersten
Interaktionen an den Wurzelhaaren stattfinden, die Penetration jedoch direkt an der
Wurzel geschieht. Bevorzugte Infektionen iliber Wunden und Austrittsstellen von
Sekundédrwurzeln (AGRIOS, 1997) konnte fiir V. longisporum nicht beobachtet werden.

Nachdem der Pilz in die Pflanze eingedrungen ist, besiedelt er das Xylem
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(NIEDERLEITNER et al., 1991; PEGG & BRADY, 2002). Fir V. dahliae wurde eine
Ausbreitung durch Konidien oder Hyphenwachstum in der Pflanze beobachtet. Im
Verlauf der Pathogenese tritt der Pilz dann von dem Xylem in das Xylemparenchym
tiber. Sichtbar wird die starke laterale Ausbreitung von V. longisporum in Raps aus den
XylemgefaBBen in das Parenchym durch die starke Bildung von Mikrosklerotien unter
der Stingelepidermis (NIEDERLEITNER et al., 1991). Die Mikrosklerotienbildung an
Raps mit fortschreitender Seneszenz ist in der Literatur mehrfach beschrieben
(GUNZELMANN & PAUL, 1990; ZEISE & SEIDEL, 1990; NIEDERLEITNER et al., 1991;
WOLF & WEINERT, 2003; ZEISE & STEINBACH, 2004; STEINBACH et al., 2005; ZHOU et
al., 2006). Es ist daher davon auszugehen, dass der Pilz zu diesem Zeitpunkt aufgrund
ungiinstiger Uberlebensbedingungen in der Pflanze seine Uberdauerungsformen
produziert. Bei der durchgefiihrten Stoppelbonitur wurde der Befall der Pflanzen mit
V. longisporum auf Basis der Bildung von Mikrosklerotien erhoben. Da die Stoppeln
zur Bonitur nach der Ernte und somit nach der Abreife entnommen wurden, ist davon
auszugehen, dass die Bildung von Mikrosklerotien das Befallsgeschehen ausreichend
genau widerspiegelt. Wie die Ergebnisse der Stoppelbonitur in den Versuchsjahren
2002/03 und 2003/04 gezeigt haben, war im ersten Versuchsjahr der Anteil befallener
Wurzeln hoher als der Anteil befallener Haupttriebe und befallenen Stingelmarks. Mit
ansteigender Inokulummenge konnte jedoch auch ein erhohter Anteil befallener
Haupttriebe und befallenen Stdngelmarks beobachtet werden. Im folgenden
Versuchsjahr war der Anteil befallener Wurzeln geringer als der befallener Haupttriebe
und befallenen Stingelmarks. Ein deutlicher Anstieg im Anteil befallener Pflanzenteile
mit ansteigender Inokulummenge war hier jedoch nicht zu verzeichnen. Die Ergebnisse
der zwei Versuchsjahre lassen darauf schliefen, dass Umwelt- oder Sortenfaktoren
einen Einfluss auf die Ausbildung von Mikrosklerotien sowie die Verbreitung innerhalb
der Pflanze haben. Die Witterungsbedingungen unterschieden sich in den
Versuchsjahren deutlich voneinander, mit einem sehr viel wirmeren und trockeneren
Sommer im Versuchsjahr 2002/03. Da in den beiden Versuchsjahren unterschiedliche
Sorten angebaut wurden, wire auch die Sortenwahl ein mdgliches Kriterium fiir die

Ausbildung von Mikrosklerotien.

Zur Untersuchung des Befallsverlaufes wihrend der Vegetationsperiode wurden in
regelmifigen Abstinden Pflanzenproben aus den unterschiedlich stark inokulierten

Parzellen entnommen und mittels ELISA-Test auf Infektion mit V. longisporum
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untersucht. Die Methode der Detektion von Pathogenen auf immunologischer Basis
wurde erstmals von ENGVALL & PERLMANN (1972) in der Humanmedizin angewendet.
CLARK & ADAMS (1977) verwendeten den ELISA erstmals in der Phytopathologie zum
Nachweis von Pflanzenviren. In den darauf folgenden Jahren wurde der ELISA von
CASPER & MENDGEN (1979) und NACHMIAS et al. (1979) zur Detektion pathogener
Pilze (Verticillium lecanii bzw. Phoma tracheiphila) eingesetzt. Die Vorteile einer
immunologischen Nachweismethode sind in der Spezifitit, der Moglichkeit der
Quantifizierung anhand von Standardreihen und in der hohen Empfindlichkeit dieser
Verfahren zu sehen (MILLER & MARTIN, 1988). In den vergangenen Jahren wurden
mehrere ELISA-Methoden zur Detektion von Verticillium spp. entwickelt und
angewendet (GERIK et al., 1987; SUNDARAM et al., 1991; VAN DE KOPPEL & SCHOTS,
1994, 1995; CERNUSKO, 1995; HEPPNER, 1995; FORTNAGEL & SCHLOSSER, 1996;
CERNUSKO & WOLF, 1997; HEPPNER & HEITEFUSS, 1997).

In der hier vorliegenden Arbeit wurde der von CERNUSKO (1995) entwickelte ELISA
eingesetzt. Die Antikdrper wurden basierend auf einem aus Raps isolierten
V. longisporum-Isolat durch Immunisierung von Kaninchen hergestellt. Wie die
Ergebnisse zur Spezifitit der AntikOrper zeigten, wiesen V. longisporum-Isolate aus
Raps die stirksten Signale auf. Wahrend Isolate von V. albo-atrum, V. tricorpus und
V. tenerum eine schwache Kreuzreaktivitit aufwiesen, konnte bei weiteren pilzlichen
Rapspathogenen keine Kreuzreaktivitit beobachtet werden (CERNUSKO, 1995;
CERNUSKO & WOLF, 1997).

Die Ergebnisse der ELISA-Untersuchungen der Pflanzen aus den Feldversuchen in den
Versuchsjahren 2002/03 und 2003/04 zeigten erst mit beginnender Abreife einen
deutlichen Nachweis von V. longisporum in Wurzel- und Stingelmaterial, was sich mit
den Ergebnissen von WOLF & WEINERT (2003) und STEINBACH et al. (2005) deckt. Ein
erster deutlicher serologischer Nachweis von V. longisporum im Pflanzenmaterial war
in der hier vorliegenden Arbeit somit erst parallel zum Sichtbarwerden erster

spezifischer Symptome zu Beginn der Abreife moglich.

Das Auftreten spezifischer Verticillium-Symptome an Raps erst mit beginnender
Abreife wird auch von anderen Autoren beschrieben (GUNZELMANN & PAUL, 1990;
ZEISE & SEIDEL, 1990; NIEDERLEITNER et al., 1991; WOLF & WEINERT, 2003; ZEISE &
STEINBACH, 2004; STEINBACH et al., 2005; ZHOU et al., 2006). An Blumenkohl konnten

von KOIKE et al. (1994) erst mit Beginn der Bildung des Kohlkopfes erste Symptome im
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Feld beobachtet werden. Die Ursache des erst sehr spdten Auftretens der Symptome an
Raps liegt nach ZEISE & SEIDEL (1990) und ZHOU et al. (2006) in den verdnderten
Stoffwechselprozessen zu Beginn der Bliite bzw. Abreife begriindet. Der Ubergang vom
vegetativen zum generativen Wachstum hat nach ZHOU et al. (2006) einen
entscheidenden Einfluss auf die Kolonisierung der Pflanze mit V. longisporum. Auch
Untersuchungen des Pathosystems Arabidopsis thaliana und V. dahliae wies einen
engen Zusammenhang zwischen der Bliitephase der Pflanzen und der
Symptomentwicklung auf (VERONESE et al., 2003). Entgegen der Beobachtungen im
Feld konnen in Gewichshausversuchen mit kiinstlich inokulierten Pflanzen bereits zwei
bis drei Wochen nach der Inokulation erste Symptome beobachtet werden (HEPPNER,
1995; ZEISE & BUCHMULLER, 1997; KEUNECKE, 2005).

Aufgrund des erst sehr spédten Auftretens von Symptomen stellt sich die Frage des
Infektionszeitpunktes. Durch kontinuierliches Umtopfen symptomloser Rapspflanzen
aus einem V. longisporum-verseuchten Boden in unverseuchten Boden konnte
festgestellt werden, dass schon in sehr frithen Entwicklungsstadien Infektionen
stattfinden (ZEISE & SEIDEL, 1990). Auch in PCR-Untersuchungen kiinstlich
inokulierter Gewichshauspflanzen konnte bereits zu BBCH 13 eine Besiedlung der
Wurzeln mit V. longisporum nachgewiesen werden (ZHOU et al., 2006). Mit
zunehmendem Pflanzenalter konnte in diesen Untersuchungen eine zunehmende
Ausbreitung in der Pflanze beobachtet werden, jedoch erst mit Beginn der Bliite wurde
auch in oberen Pflanzenteilen eine Besiedlung nachgewiesen. SVENSSON & LERENIUS
(1987) legten vor Winter gesammelte Laubblitter von Rapspflanzen aus kiinstlich
inokulierten Parzellen in Feuchtekammern aus, und konnten dadurch einen Befall der
noch sehr jungen Pflanzen nachweisen. Mit Hilfe der ELISA-Untersuchungen konnten
auch in den Pflanzen der Gottinger Feldversuche bereits zu Vegetationsbeginn im
Friihjahr geringe Mengen an Pilzbiomasse in Wurzeln detektiert werden, was auf eine

latente Infektion hinweist.

Ein typisches Symptombild von Verticillium spp. ist das Auftreten von
Welkeerscheinungen (PEGG & BRADY, 2002). In den zweijdhrigen Feldversuchen
konnten jedoch keine Welkeerscheinungen beobachtet werden. Auch in
Untersuchungen von NIEDERLEITNER et al. (1991) blieben Welkesymptome nach
Infektion von Rapspflanzen mit V. longisporum aus. Hervorgerufen werden die

Welkeerscheinungen durch Besiedelung des Xylems durch ein Hyphengeflecht des
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Pathogens sowie durch Ablagerung amorphen Materials als Reaktion der Pflanze auf
den Befall (NIEDERLEITNER et al., 1991). Wie Untersuchungen von KEUNECKE (2005)
zeigten, rief ein V. longisporum-Befall an Winterraps nach kiinstlicher Inokulation im
Gewichshaus jedoch keinen befallsinduzierten Wasserstress hervor. Rasterelektronen-
mikroskopische Untersuchungen von NIEDERLEITNER et al. (1991) zeigten, dass die
XylemgefaBe von Rapspflanzen deutlich weniger stark mit Verticillium-Hyphen besetzt
waren, als solche von Impatiens balsamina, was die ausbleibenden Welkeerscheinungen
erkldren konnte. Ebenso wie die fehlenden Welkesymptome traten die
Stauchungseffekte, die in anderen Verticillium-Pathosystemen (PULLMAN & DEVAY,
1982b; KOIKE et al., 1994; XIAO & SUBBARAO, 1998; DEBODE et al., 2005) sowie in
Gewichshausversuchen auch an Raps beobachtet wurden (ZEISE, 1992; HEPPNER, 1995;
ZEISE & BUCHMULLER, 1997; KEUNECKE, 2005), in den Feldversuchen nicht auf.
Aufgrund der ausbleibenden Welkeerscheinungen an mit V. longisporum befallenen
Rapspflanzen stellt sich die Frage, ob der im Allgemeinen verwendete Begriff

Rapswelke eine passende Bezeichnung fiir diese Krankheit darstellt.

Einen wichtigen Einflussfaktor fiir die Schadwirkung eines Verticillium-Befalls stellt
der Zeitpunkt der Infektion bzw. der Symptomentwicklung dar (GUTIERREZ et al.,
1983; AHLERS, 1987). In Untersuchungen von SVENSSON & LERENIUS (1987) sowie von
DAEBELER et al. (1988) fiihrten friihe Infektionen von Rapspflanzen mit V. longisporum
zu hoheren Ertragsverlusten als Infektionen zu spiteren Terminen. GUTIERREZ et al.
(1983) und PULLMAN & DEVAY (1982b) beschreiben einen geringeren Ertragsverlust
bei spit erkrankten Baumwollpflanzen im Vergleich zu friih erkrankten Pflanzen.
Anhand der Ergebnisse der in Gottingen durchgefiihrten Feldversuche konnte ein Effekt
des Infektionstermins auf die Schadwirkung jedoch nicht nachgewiesen werden. In
beiden Versuchsjahren konnte erst mit beginnender Abreife ein Befall mit
V. longisporum visuell sowie mit dem ELISA detektiert werden, der jedoch zu keinem

signifikanten Ertragsverlust fiihrte.

In verschiedenen Untersuchungen an Blumenkohl, Baumwolle und Kartoffeln konnte
mit abnehmender Inokulumdichte im Boden eine verzogerte Krankheitsentwicklung
beobachtet werden (PULLMAN & DEVAY, 1982a; NIcOT & ROUSE, 1987b; XiA0 &
SUBBARAO, 1998). In den in Géttingen in den Versuchsjahren 2002/03 und 2003/04
durchgefiihrten Feldversuchen konnte dieser Zusammenhang nicht bestdtigt werden.

Die ELISA-Ergebnisse zeigten keine frilhere Befallsentwicklung mit steigender
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Inokulummenge. Zwischen den Versuchsjahren konnten jedoch Unterschiede
beobachtet werden. Im ersten Versuchsjahr waren eine frithere Befallsentwicklung und
hohere Befallshdufigkeiten als im darauf folgenden Versuchsjahr zu verzeichnen. Ab
dem Beginn der Abreife konnten stark ansteigende ELISA-Werte sowohl in Wurzel- als
auch im Stingelmaterial erzielt werden. Die mit 300 g Inokulummaterial am niedrigsten
inokulierte Variante wies jedoch zu BBCH 83 die hochsten ELISA-Werte auf. Erst zu
BBCH 89 war in der hoch inokulierten Variante der hochste ELISA-Wert zu erzielen.
Im Versuchsjahr 2003/04 war erst ab BBCH 83 ein deutlicher Anstieg der Netto-OD zu
verzeichnen. Hier zeigte sich in den Untersuchungen des Wurzelmaterials bereits eine
klare Abgrenzung der hoch inokulierten Variante zur niedrigen Inokulumstufe und zur
Kontrolle. Im Stingelmaterial war erst zur Ernte ein deutlich héherer Netto-OD-Wert in

der hoch inokulierten Variante nachzuweisen.

Das erst sehr spite Auftreten von Symptomen und die damit vermutlich einhergehende
spite Besiedlung der Pflanze mit V. longisporum konnen somit eine Erkldrung fiir die
ausbleibende Ertragswirkung sein. Aus diesem Grund sollte man bei V. longisporum an
Raps von einer Abreifekrankheit sprechen. Die ausbleibende Ertragswirkung in den
Feldversuchen darf jedoch nicht als Entwarnung fiir die Praxis gelten. In den Versuchen
waren der Befallsdruck und die erzielten Befallshdufigkeiten nur sehr gering. Bei
starkem Befallsdruck durch hohe Mengen an bodenbiirtigem Inokulum kann es
durchaus zu Ertragsverlusten kommen. Durch eine weit gestellte Fruchtfolge sollte die
Gefihrdung von Verticillium-Infektionen minimiert werden, um eine Anreicherung von
Mikrosklerotien im Boden zu verhindern. Aufgrund fehlender Bekdmpfungs-
moglichkeiten durch Fungizide war es im Gegensatz zu dem Pathogen S. sclerotiorum
nicht moglich, eine wirtschaftliche Schadensschwelle fiir V. longisporum zu berechnen

(TISCHNER, 1998).

4.2 Wirtschaftlichkeit von Fungizidmalinahmen zur Bekimpfung von

8. sclerotiorum in Winterraps

Der Einsatz von Fungiziden zur Bekdmpfung von S. sclerotiorum im Winterraps zur
Bliite wird in der Praxis oftmals routineméBig durchgefiihrt, um hohe Ertragsverluste zu
vermeiden (KROSTITZ, 1998). Wie Untersuchungen aus den Jahren 1980-1991 zeigten,
sind jedoch ein GroBteil dieser Behandlungen unwirtschaftlich (WAHMHOFF, 2000).
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In Anlehnung an die Untersuchungen von WAHMHOFF (2000) aus den Jahren 1981-
1990 wurde die Wirtschaftlichkeit von FungizidmaBBnahmen der folgenden Jahre 1991-
2003 im Hinblick auf die Bekdmpfung von S. sclerotiorum anhand von Daten aus den

offiziellen Feldversuchen der Pflanzenschutzdienste der Lander validiert.

Eine Schwierigkeit bei der Auswertung der Ertragswirkung und der Wirtschaftlichkeit
von Fungizidapplikationen stellt die exakte Zuordnung zur Bekdmpfung einzelner
Pathogene dar. Durch ein relativ breites Wirkungsspektrum der Fungizide und das
gleichzeitige Auftreten verschiedener Pathogene werden folglich mehrere Schaderreger
gleichzeitig bekdmpft. Der Ertragseffekt muss daher auf die gesamte Behandlung und
nicht auf die Bekdmpfung einzelner Schaderreger bezogen werden. Aus diesen
Problemen ergibt sich die Tatsache, dass aufbauend auf solchen Daten nicht ohne
weiteres, Befalls-Verlust-Beziehungen entwickelt werden koénnen (KELBER, 1975;
WAHMHOFF, 2000). Etwas differenzierter ist die Situation bei einer Bliitenbehandlung
im Raps. Die Ertragswirkung einer Bliitenbehandlung ist hauptsidchlich der
Bekdmpfung des zu diesem Termin auftretenden Pathogens S. sclerotiorum zuzuordnen

(WAHMHOFF, 2000).

Die Auswertung des vorliegenden Datensatzes wies deutliche Jahreseinfliisse im
Auftreten von S. sclerotiorum mit Schwankungen in der Befallshdufigkeit zwischen
75,1% und 6,3% auf. Die Hauptursache fiir diese starke Schwankung ist in der
jahresbedingten unterschiedlichen Witterung zu sehen. Wie bereits vorher diskutiert, ist
das Auftreten von S. sclerotiorum stark von den Witterungsparametern Temperatur und
Luftfeuchte abhingig. Es zeigte sich, dass das jahresabhingige Auftreten von
S. sclerotiorum einen mal3geblichen Einfluss auf den durch eine Fungizidapplikation zur
Vollbliite erzielten Mehrertrag hatte. Mit steigender Befallshdufigkeit konnte sowohl in
den Jahren 1981-1990 (WAHMHOFF, 2000) als auch in den Jahren 1991-2003 eine
hohere Ertragsdifferenz erzielt werden. Vergleichbare Ergebnisse aus dem
norddeutschen Raum werden von KRUGER und STOLTENBERG (1983), LINDENBERG
(2003) und LANDSCHREIBER (2004) berichtet. Im Mittel iiber die Jahre 1991-2003 belief
sich der durch einen Fungizideinsatz zur Bliite erreichte Mehrertrag auf 2,41 dt/ha
(=5,70%). In den vorangegangenen Jahren 1981-1990 konnte durch eine
Fungizidapplikation zur Bliite ein durchschnittlicher Mehrertrag von 2,96 dt/ha
(= 8,3%) erzielt werden (WAHMHOFF, 2000). Die absolute Menge an Ertragszuwachs in

den beiden aufgefiihrten Zeitrdumen ist vergleichbar, jedoch ist in fritheren Jahren der
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prozentuale Mehrertrag hoher. Mogliche Ursache des geringeren prozentualen
Mehrertrages kann in einem verdnderten Sortenspektrum zu finden sein, mit einem

hoheren Ertragspotential der aktuelleren Sorten.

Eine vergleichende Betrachtung der Ertragswirkung von Fungizidapplikationen zu
verschiedenen Behandlungsterminen und in unterschiedlicher Kombination weist
deutlich hohere Mehrertrige durch Mehrfachbehandlungen als durch Einfach-
behandlungen auf. Die Mehrfachbehandlungen, die eine Bliitenbehandlung enthalten,
erzielten einen etwas hoheren Mehrertrag als eine Kombination aus Herbst- und
Friihjahrsbehandlung. Bei den Einfachbehandlungen resultiert aus einer Friihjahrs-
behandlung ein Mehrertrag von 6,8%, etwa ein Prozent mehr als bei Bliiten-
behandlung. Die Spanne der Ertragsdifferenzen einer Bliitenbehandlung ist jedoch mit
rund 20 dt/ha von allen Behandlungen am gréften. Dies spiegelt die starke Variabilitét
der Ertragswirkung aufgrund jahresbedingter Witterungseinfliisse wieder. Die
Auswertung des Datensatzes aus den Jahren 1981 bis 1991 von WAHMHOFF (2000)
ergab ebenfalls hohere Mehrertrige der Mehrfachbehandlungen im Vergleich zu
Einfachbehandlungen. Bei den Einfachbehandlungen erwies sich die Bliitenbehandlung
jedoch als am effektivsten. In verschiedenen Versuchen konnte selbst ohne oder bei nur
sehr geringem Auftreten von S. sclerotiorum ein deutlich positiver Ertragseffekt einer
Fungizidapplikation zur Bliite beobachtet werden (HARTLEB et al., 1999; WOHLLEBEN,
2001; KRUSE, 2004). Diese Ertragssteigerung wird auf physiologische Effekt der
Azolfungizide sowie eine erhdhte Schotenstabilitdt und dadurch geringere Ernteverluste
zuriickgefiihrt. Die deutlich hoheren Ertragssteigerungen der Mehrfachbehandlungen
sind vermutlich auf das breitere Spektrum der erfassten Pathogene sowie die ebenfalls

erzielten pflanzenmorphologischen Verdnderungen zuriickzufiihren.

Bei der Berechnung der Wirtschaftlichkeit einer Fungizidbehandlung miissen
verschiedene Kostenfaktoren beriicksichtigt werden. Neben den Kosten fiir das
Fungizid fallen ebenso Kosten fiir Arbeitszeit und Maschinen an. Gerade bei
Behandlungen zur Bliite im Rapsanbau miissen weiterhin Ertragsverluste, die durch
Abknicken von Bliitenstdnden bei einer Durchfahrt entstehen, beriicksichtigt werden.
Die Hohe dieser Ertragsverluste ist abhdngig von verschiedenen Faktoren. Die
verwendete Technik spielt eine entscheidende Rolle. Je groBer und damit hoher der
Schlepper und die Spritze, umso geringer sind die Verletzungen der Pflanzen. Auch die

Sortenwahl beeinflusst durch die unterschiedliche Hohe der verschiedenen Sorten die
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Durchfahrtsverluste. Oftmals werden in der Praxis speziell die Fahrgassen mit einer
erhohten Aufwandmenge an Wachstumsregulatoren behandelt, um durch eine geringere
Pflanzenhohe Verluste zu verringern. Der Zeitpunkt der Behandlung sollte mdglichst so
gelegt werden, dass die Pflanzen einen geringen Turgordruck aufweisen und die
Pflanzenstingel somit weniger schnell abbrechen. In der Arbeit von KRUGER &
STOLTENBERG (1983) wurden die Durchfahrtsverluste mit durchschnittlich 4%
angerechnet. Bei einer zu Grunde gelegten Ertragserwartung von 30 dt/ha entspricht
dies einem Ertragsverlust von 1,2 dt/ha. In der hier vorliegenden Arbeit wurden die
Durchfahrtsverluste von 2,6% angerechnet. Im Mittel {iber die ausgewerteten
Versuchsjahre entsprach dies einem Ertragsverlust von 1,17 dt/ha, was entsprechend
dem Wert von KRUGER & STOLTENBERG (1983) ist. KOLESCH (1990) und LOR (1995)
schitzen die Verluste durch eine Uberfahrt zur Bliite mit bis zu 10% ein. Spezielle
Versuche zur Beurteilung und Quantifizierung von Ertragswirkungen einer Durchfahrt
zur Bliite wurden bislang nicht durchgefiihrt. Bei der Entscheidungsfindung, ob eine
Bliitenbehandlung wirtschaftlich ist, stellen diese Verluste jedoch eine nicht zu

unterschitzende Grofe dar.

Fiir die Berechnung der Wirtschaftlichkeit der Fungizidapplikationen wurden die
Gesamtkosten, die sich zusammensetzen aus Mittelkosten, Uberfahrtskosten und
Durchfahrtsverlusten (nur bei Bliitenbehandlungen), dem Mehrertrag gegeniibergestellt.
Die Analyse der Daten der offiziellen Feldversuche der amtlichen Pflanzenschutz-
dienste der Lénder aus den Jahren 1991-2003 zeigte, dass lediglich in 32,7% der Fille
eine Fungizidapplikation zur Bliite wirtschaftlich war. Auch hier zeigt der Vergleich zu
den Untersuchungen von WAHMHOFF (2000) aus den vorhergehenden Jahren keinen
Unterschied. In den Jahren 1981-1990 waren nur 27% der Fungizidbehandlungen im
Winterraps wirtschaftlich.

Eine kombinierte Herbst- und Friihjahrsbehandlung war in den Jahren 1991-2003 mit
72,7% die wirtschaftlichste Behandlung. Auch Einzelapplikationen im Herbst oder im
Friihjahr waren mit deutlich iiber 50% und eine kombinierte Friihjahrs- und
Bliitenbehandlung mit ca. 43% wirtschaftlicher als eine Einfachbehandlung zur Bliite.
Die Griinde fiir eine bessere Wirtschaftlichkeit der Herbst- und Friihjahrsbehandlungen
sowie der kombinierten Behandlungen sind wie bereits angesprochen zum einen in der
Erfassung eines breiteren Spektrums an Pathogenen, sowie in der pflanzen-

morphologischen Wirkung der Azole der Herbst- und Friihjahrsbehandlungen zu finden.
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Zum anderen stellen die Kosten der Behandlungen einen wichtigen Faktor dar. Die
einfachen Herbst- und Friihjahrsbehandlungen haben mit 1,3 bzw. 2,3 dt/ha einen
vergleichsweise geringen kostendeckenden Mehrertrag. Eine Bliitenbehandlung miisste
einen Mehrertrag von 3,3 dt/ha zur Deckung aller aufgewendeten Kosten erzielen. Der
kostendeckende Mehrertrag der kombinierten Behandlungen reicht von 3,5 bis 7,2 dt/ha

einer Dreifachbehandlung.

Ein weiteres Kriterium fiir die Wirtschaftlichkeit von Bliitenbehandlungen stellt der
bereits diskutierte Zusammenhang zwischen Befallshiufigkeit und Mehrertrag dar. Im
analysierten Zeitraum waren starke Schwankungen der Befallshdufigkeit zu beobachten.
Wie die Auswertung der vorliegenden Daten zeigte, gab es einen signifikanten positiven
Zusammenhang zwischen Befallshdufigkeit und Anteil wirtschaftlicher Behandlungen
in den einzelnen Jahren. In den Starkbefallsjahren war ein verhéltnisméfBig hoher Anteil

der Fungizidapplikationen zur Bliite wirtschaftlich.

Nicht nur zwischen den verschiedenen Jahren sondern auch zwischen den
verschiedenen Bundesldndern, ist eine starke Variation in der Anzahl wirtschaftlicher
Fungizidapplikationen zur Bliite zu sehen. KLUGE et al. (1999) erstellten auf Basis von
Witterungsdaten und Anbauintensititen eine Karte fiir die potentielle Befallsgefahrdung
durch S. sclerotiorum an Winterraps in Deutschland. Legt man lediglich die
Witterungsdaten wéhrend der Bliite des Rapses zu Grunde, zdhlen hauptsidchlich
kiistennahe Gebiete im noérdlichen Mecklenburg-Vorpommern, Gebiete im nordlichen
Niedersachsen, die Elbmarschgebiete Schleswig-Holsteins, Gebiete im Ostlichen sowie
siidlichen Sachsen sowie Gebiete in Siidbayern zu den stark gefdhrdeten Regionen.
Besonders gute Anbaubedingungen fiir Winterraps sind in den Kiistenregionen sowie
den Randlagen der Mittelgebirge aufgrund giinstiger Witterungsbedingungen gegeben
(PARKHOMENKO, 2003). Werden neben den klimatischen Faktoren auch die
Anbauintensititen von Winterraps zur regionalen Einschitzung der Befallsgefdhrdung
hinzugezogen, so kristallisieren sich die Hauptanbaugebiete fiir Winterraps in
Mecklenburg-Vorpommern, Teilen Schleswig-Holsteins sowie kleinere Gebiete in
Thiiringen, Hessen und im siidlichen Niedersachsen als besonders stark gefihrdete

Anbauregionen heraus (KLUGE et al., 1999).

Mit 57% und 50% wiesen Niedersachsen und Sachsen den hdochsten Anteil
wirtschaftlicher Behandlungen aus, wéhrend in Bayern in keinem der ausgewerteten

Versuche der kostendeckende Mehrertrag erreicht wurde. In Mecklenburg-Vorpommern
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und Schleswig-Holstein, in denen eine hohe Anbauintensitidt von Winterraps zu finden
ist, und durch die Kiistenlage besonders giinstige Infektionsbedingungen herrschen,
waren 35 bzw. 37% aller ausgewerteten Behandlungen wirtschaftlich. Beim Vergleich
der Wirtschaftlichkeit von FungizidmaBnahmen in den unterschiedlichen
Bundesldndern darf man jedoch die Datengrundlage nicht auBer Acht lassen. Aus
Bayern lagen z. B. nur aus drei Versuchsjahren Daten vor. Aufgrund der starken
jahresbedingten Variation der Befallshdufigkeiten konnen somit die Ergebnisse

beeinflusst werden.

Ein weiterer Faktor, der die Wirtschaftlichkeit von FungizidmaBBnahmen beeinflusst, ist
der Wirkungsgrad der eingesetzten Mittel. Durch eine Gegeniiberstellung der Befalls-
hiufigkeiten der unbehandelten Kontrollparzellen und der behandelten Parzellen wurde
der Wirkungsgrad der FungizidmaBnahmen des vorliegenden Datensatzes gegen
S. sclerotiorum berechnet. Mit rund 62% erzielte eine Behandlung zur Bliite einen sehr
hohen Wirkungsgrad. Einen vergleichbaren Wirkungsgrad von 70% resultierte aus den
Untersuchungen von WAHMHOFF (2000). Kombinierte Behandlungen zur Bliite und im
Friihjahr oder eine Dreifachbehandlung im Herbst, Friihjahr und zur Bliite erzielten mit
66,4 bzw. 82% einen hoheren Wirkungsgrad als eine alleinige Bliitenbehandlung. Auch
eine alleinige Herbstbehandlung sowie eine kombinierte Herbst-Friihjahrs-Behandlung
erzielten mit rund 30% einen unerwartet hohen Wirkungsgrad. Die unerwartet hohen
Wirkungsgrade, besonders der Nicht-Bliitenbehandlungen, sind jedoch nicht der
direkten Sclerotinia-Bekdmpfung anzurechnen, da erst zur Bliite Infektionen auftreten.
Die physiologischen Effekte der Fungizidapplikationen haben mdéglicherweise zu einer
hoheren Widerstandsfihigkeit der Pflanzen gefiihrt. In Mecklenburg-Vorpommern
fiihrten Folicur-Applikationen im Knospenstadium in den Starkbefallsjahren 1995 und
1996 zu Befallsreduktionen um 35 bis 60% (STEINBACH & BROSCHEWITZ, 1997). Die
Autoren fithren diesen Effekt auf eine Erhohung der Pflanzenvitalitdt, mikroklimatische
Veridnderungen und eine mogliche Blithverzogerung zuriick. Die Datengrundlage fiir
die Berechnung des Wirkungsgrades einer Herbstbehandlung sowie der
Mehrfachbehandlungen war mit 12 bis 84 Versuchen nur sehr gering, was eine
Ungenauigkeit der Ergebnisse zur Folge haben kann. Fiir die Berechnung des
Wirkungsgrades einer Bliitenbehandlung lag mit 422 Versuchen eine deutlich groRere

Anzahl an Versuchen vor.
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Die Wirtschaftlichkeitsanalyse der Jahre 1991-2003 weist sehr deutlich das hohe
Einsparungspotential bei der Bliitenbehandlung zur Bekdmpfung von S. sclerotiorum
auf. Prognosemodelle stellen ein hilfreiches Werkzeug filir einen gezielten und
okonomischen Pflanzenschutz dar. Vor allem in Jahren mit wenig Befall konnte durch
Anwendung schwellenwertorientierter Prognosemodelle ein grofer Anteil an

FungizidmalBnahmen eingespart werden.

4.3 Wirtschaftliche Schadensschwellen fiir S. sclerotiorum an Winterraps

Nach §2a des Pflanzenschutzgesetzes darf Pflanzenschutz nur nach guter fachlicher
Praxis durchgefiihrt werden. Zur guten fachlichen Praxis gehort die Beriicksichtigung
der Grundsitze des Integrierten Pflanzenschutzes. Ein Grundsatz des Integrierten
Pflanzenschutzes ist es, die Anwendung chemischer Pflanzenschutzmittel auf ein
notwendiges MaBl zu reduzieren. Das notwendige Mal ist per definitionem ,,...die
Intensitdt der Anwendung von Pflanzenschutzmitteln, die notwendig ist, um die
Wirtschaftlichkeit zu sichern, weil keine anderen praktikablen Abwehr- und
BekdmpfungsmalBnahmen zur Verfiigung stehen, und die gleichzeitig der Vorsorge im
Verbraucher- und Umweltschutz Rechnung triagt“ (BMVEL, 2005). Die Anwendung
von Schadensschwellen ist daher im Integrierten Pflanzenschutz ein zentrales Thema.
Schadensschwellen stellen ein in Hinsicht auf die Optimierung von Behandlungs-
zeitpunkten und zur Vermeidung unwirtschaftlicher Behandlungen geeignetes
Werkzeug fiir den Integrierten Pflanzenschutz dar.

NUTTER et al. (1993) haben unterschiedliche Schwellenwerte, abhidngig von der
Befallshohe, definiert (Abb. 4.1). Die Nachweisschwelle ist das geringste Befallslevel
fiir den Nachweis eines Pathogens. Die Warnschwelle definiert ein Befallslevel, an dem
der Anbauer sich auf eine Behandlung vorbereiten muss, wihrend die
Handlungsschwelle den Schwellenwert darstellt, bei dem eine Behandlung stattfinden
muss, um zu vermeiden, dass der Befall die Schadensschwelle erreicht. Die
Schadensschwelle wird definiert als das Befallsniveau, bei dem ein Verlust in Quantitit
oder Qualitdit durch das Pathogen verursacht wird. Die wirtschaftliche
Schadensschwelle ist die Dichte eines Erregers, die einen Schaden in der Hohe der
Kosten fiir eine Bekdmpfung verursacht (NUTTER et al., 1993; HOFFMANN et al., 1994;
BORNER, 1997; TISCHNER, 1998). Eine wirtschaftliche Schadensschwelle ist nicht

feststehend, sondern richtet sich nach der Ertragserwartung und dem Erzeugerpreis
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sowie weiteren beeinflussenden Faktoren (HOFFMANN et al., 1994; NUTTER et al., 1993;

TISCHNER, 1998).

Nachweis- Warn- Handlungs-  Schadens- Wirtschaftliche
Schadens-
schwelle schwelle schwelle schwelle
schwelle

|
0% Verlust 4

100 % Ertrag

| > 0 % Ertrag
1 100 % Verlust
1

| S —

Behandlungs-
kosten

Abb. 4.1: Schwellenwert-Hierarchie nach NUTTER et al. (1993)

Nach TISCHNER (1998) ist eine BekdmpfungsmaBnahme noch vor Erreichen der
wirtschaftlichen Schadensschwelle notwendig, um eine massenhafte Vermehrung des
Pathogens zu verhindern. Da S. sclerotiorum jedoch ein monozyklisches Pathogen ist,
kann eine Massenvermehrung nicht auftreten. Aufgrund dessen ist das von NUTTER et
al. (1993) entworfene Schwellenwert-Konzept nicht ohne FEinschrinkungen auf

S. sclerotiorum iibertragbar.

In der vorliegenden Arbeit wurde die wirtschaftliche Schadensschwelle nach dem in
Abb. 4.2 dargestellten Schema entwickelt. Die aus Befalls-Verlust-Relationen hervor-
gehende Regressionsgerade stellt die Berechnungsgrundlage fiir die wirtschaftliche
Schadensschwelle dar (FREIER et al., 1994). Um die Schadensschwelle allgemein
anwenden zu konnen, wurde der Ertrag als prozentuale und nicht als absolute Grof3e
berechnet. Basierend auf dem Ertragsniveau unter Nichtbefall werden die
Behandlungskosten in prozentualen Ertrag umgerechnet. Der Schnittpunkt der
Behandlungskostengerade mit der Regressionsgeraden ergibt die Befallshdufigkeit, bei
der eine Behandlung wirtschaftlich ist, und stellt somit die wirtschaftliche

Schadensschwelle dar.
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----- Wirtschaftliche Schadensschwelle
(= x % Befallshaufigkeit, die toleriert werden kann)

Behandlungskosten
(in % Ertrag)

Ertrag %] —

Regressionsgerade zw.
Befallshiufigkeit und
Ertrag

Befallshaufigkeit [%] —>

Abb. 4.2: Schematische Darstellung der Berechnung der wirtschaftlichen
Schadensschwelle.

Die Schadwirkung eines Pathogens ist oftmals von verschiedenen Faktoren abhingig.
Von Seiten der Wirtspflanze ist die Anfilligkeit ein sehr wichtiger Faktor, seitens des
Pathogens die Virulenz verschiedener Populationen. Des Weiteren spielen auch
pflanzenbauliche Aspekte eine Rolle, wie z. B. Bestandesdichte oder Aussaattermin
(FREIER et al., 1994). Wie die in den Jahren 2001-2005 durchgefiihrten Feldversuche
gezeigt haben, hatten die Faktoren Sorte und Inokulationstermin einen Einfluss auf die
Schadwirkung von S. sclerotiorum. In der Arbeit von FREIER et al. (1994) wird das
Ertragsniveau als weitere mogliche Einflussgrofle auf die Befalls-Schadens-Relation
angefiihrt. Abhédngig von Pathogen und Wirtspflanze kann es mit steigendem
Ertragsniveau zu stirkerer oder geringerer Schadwirkung kommen. In der vorliegenden
Arbeit wurde der Faktor Ertragsniveau nicht gesondert behandelt. Unter der Annahme,
dass das Ertragsniveau keinen Einfluss auf die Befalls-Schadens-Relation hat, spielt es

bei der Berechnung der wirtschaftlichen Schadensschwelle jedoch eine wichtige Rolle.

In der vorliegenden Arbeit wurden Schadensschwellen fiir zwei verschiedene Sorten
(-typen) und zwei verschiedene Infektionstermine erstellt. Wie die Ergebnisse zeigten,
ist die wirtschaftliche Schadensschwelle der Hybridsorte sowohl bei einem friithen als
auch bei dem spiten Inokulationstermin hoher als bei der Liniensorte. Die Liniensorte
reagiert somit sensibler auf Sclerotinia-Befall als die Hybridsorte, was sich in der
geringeren wirtschaftlichen Schadensschwelle niederschldgt. Mit steigender Ertrags-

erwartung werden die Unterschiede zwischen den Sorten grofer. Innerhalb der Sorten
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sind jeweils hohere wirtschaftliche Schadensschwellen nach Inokulationen zu BBCH 71
als nach Inokulation zu BBCH 61-65 zu verzeichnen. Obwohl die Befalls-Verlust-
Relationen keine signifikanten Unterschiede zwischen den Sorten und den
Inokulationsterminen zeigten, sind sehr grofe Unterschiede in den wirtschaftlichen
Schadensschwellen vorhanden. Wahrend diese fiir Ertragserwartungen von 30-50 dt/ha
bei einer frithen Inokulation zwischen 25 und 13% fiir die Hybridsorte und zwischen 16
und 5% fiir die Liniensorte liegt, ist sie nach einer spéten Inokulation mit 37 -23% bzw.

29-12% deutlich hoher.

In der von AHLERS & HINDORF (1987) entwickelten Negativprognose wird ein
Grenzwert von 10% Befallshdufigkeit als Schwellenwert fiir eine Bekdmpfungs-
mafinahme eingesetzt. Ergebnisse iliber die Wirtschaftlichkeit dieses Modells sind
jedoch nicht verfiigbar. Ableitend aus Fungizidversuchen zur Bekdmpfung von
S. sclerotiorum im Winterraps erarbeiteten KRUGER & STOLTENBERG (1983) eine
wirtschaftliche Schadensschwelle fiir dieses Pathogen unter Verwendung des
Fungizides Ronilan (Wirkstoff Vinclozolin). Fiir einen durchschnittlichen Ertrag von
30 dt/ha und einen kostendeckendem Mehrertrag von 2,6 dt (= 8%) ergab sich eine
wirtschaftliche Schadensschwelle von 15,5%. Ubertrigt man dieses Ergebnis aus den
frithen achtziger Jahren auf die heutigen Gegebenheiten mit einem um rund 10 dt/ha
hoheren Ertragsniveau, so ist die Schadensschwelle mit denen der vorliegenden Arbeit
zu vergleichen. Eine regelmiBige Uberpriifung und Validierung von Schadensschwellen
ist notwendig (WALKER, 1983), vor allem in Hinblick auf ein wechselndes
Sortenspektrum, sich dandernde technische Voraussetzungen und auch sich verdndernden

wirtschaftlichen Gegebenheiten.

Eine praktische Anwendung finden die erarbeiteten wirtschaftlichen Schadensschwellen
in dem Prognosemodell SkleroPro (KOCH & VON TIEDEMANN, 2005a, b). In dieses
Modell wurde die Schadensschwelle des friihen Inokulationtermins der Hybridsorte
integriert. Eine retrospektive Anwendung des Modells zeigte, dass bei Integration der
geringeren Schadensschwelle der Liniensorte zu viele falsch positive Bekdmpfungs-
entscheidungen empfohlen wurden. Aufgrund der hohen Anzahl falsch positiver

Empfehlungen sank die Wirtschaftlichkeit des Modells.

Die aus Inokulationen zu BBCH 71 abgeleiteten Schadensschwellen gehen nicht in das
Prognosemodell SkleroPro ein, da sie fiir eine Fungizidbehandlung in der Praxis eine

nur sehr untergeordnete Rolle spielen. Basierend auf technischen Voraussetzungen ist
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das Zeitfenster flir eine Behandlung auf die Bliite des Rapses beschrinkt, da
Uberfahrten wihrend der Schotenbildung zu deutlich héheren Durchfahrtsverlusten

fithren wiirden.

4.4 Artspezifischer in vitro-Nachweis von V. longisporum

Im Rahmen eines sich immer weiter ausdehnenden Rapsanbaus tritt das
Fruchtfolgepathogen V. longisporum immer héaufiger auf. Die Symptome im Feld sind
erst mit Auftreten von Mikrosklerotien spezifisch diesem Erreger zuzuordnen. Die
frihen Symptome wie halbseitige Vergilbung der Blitter und streifenformige
Verbraunungen am Stdngel sind nur sehr unspezifisch und koénnen ebenfalls durch
natiirliche Seneszens oder andere Pathogene hervorgerufen werden (SVENSSON &
LERENIUS, 1987; PAUL, 2003). Eine sichere Diagnose im Feld ist somit erst mit Bildung
der Mikrosklerotien mit beginnender Abreife moglich. Labormethoden bieten eine
Moglichkeit, Pathogene bereits vor der Ausbildung spezifischer Symptome zu
detektieren. Methoden die hierfiir angewendet werden sind z. B. der ELISA oder PCR-
basierte Diagnosesysteme. Im ELISA werden auf immunologischer Basis bestimmte
Antigene des Pathogens detektiert. Wie vorhergehend diskutiert, wurde ein ELISA-Test
zum Nachweis von V. longisporum in Rapspflanzen im Verlauf der Vegetationsperiode
eingesetzt. Allerdings konnte erst parallel zum Sichtbarwerden erster Symptome im
Feld ein deutlicher Nachweis mit dem ELISA erbracht werden. Es besteht jedoch
weiterhin die Frage, ob der ausbleibende Nachweis zu friihen Entwicklungsstadien des
Rapses auf fehlende Infektionen oder auf zu geringe Mengen an Antigenen in der
Pflanze zuriickzufiihren ist. In der PCR werden bestimmte DNA-Sequenzen selektiv
amplifiziert. Theoretisch kann mit der PCR ein einzelnes Molekiil nachgewiesen
werden (HENSON & FRENCH, 1993), was demnach eine Diagnose schon in sehr frithen
Stadien des Krankheitsverlaufes ermoglicht. Die PCR stellt somit eine sensitivere

Detektionsmethode als der ELISA dar.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten artspezifische Primer fiir den spezifischen PCR-
Nachweis von V. longisporum entwickelt werden. Mit Hilfe der PCR soll es ermdglicht
werden, bereits sehr geringe Mengen des Pathogens schon zu Beginn der Infektion
nachzuweisen. Die Artspezifitdit des Nachweises ist ein wichtiger Faktor dieser
Untersuchungen, basierend auf der Unsicherheit der Abgrenzung von V. longisporum zu

V. dahliae.



DISKUSSION 144

Urspriinglich wurde die an Raps vorkommende Verticillium-Art als V. dahliae
klassifiziert. STARK (1961) konnte von befallenem Meerrettich erstmals ein V. dahliae-
Isolat isolieren, dessen Konidien mit 8,2 um etwa doppelt so lang wie die Konidien
anderer V. dahliae-1solate waren. Aufgrund des Unterschieds in der Konidienldnge
wurde dieses Isolat als V. dahliae var. longisporum klassifiziert. Untersuchungen von
INGRAM (1968), TYPAS & HEALE (1977), TyPAs & HEALE (1980) und JACKSON &
HEALE (1985) zeigten, dass es sich bei den langsporigen V. dahliae-Isolaten um

diploide Organismen handelte.

Auch die aus Raps stammenden Verticillium-Isolate weisen langsporige Konidien auf.
In vergleichenden Untersuchungen an Isolaten von V. longisporum, V. dahliae und
V. albo-atrum zur Mikrosklerotiencharakteristik, Konidienldinge, Ploidie, Aktivitét
extrazelluldrer Polyphenoloxidasen, Unterschiede in RAPD-PCR Bandenmustern sowie
der Pathogenitit an Raps konnten KARAPAPA et al. (1997) eine deutliche Abgrenzung
der V. longisporum-Isolate zu den V. dahliae-1solaten beobachten. Basierend auf diesen
Untersuchungen wurde vorgeschlagen, V. longisporum als neue Spezies anzuerkennen,
wie es schon vorher von MORTON et al. (1995b) aufgrund von Sequenzunterschieden in

Teilen der ribosomalen RNA vorgeschlagen wurde.

Auf Basis molekulargenetischer Untersuchungen konnten eine Vielzahl von Autoren
deutliche Unterschiede zwischen V. longisporum und V. dahliae feststellen (OKOLI et
al., 1994; KOIKE et al., 1995; MORTON et al., 1995a; SUBBARAO ¢t al., 1995; MESSNER
et al., 1996; KOIKE et al., 1997; PAPLOMATAS & LAMPROPOULOS, 1997; TYPAS, 1997;
KARAPAPA & TYPAS, 2001; STEVENTON et al., 2002a; ZEISE & VON TIEDEMANN, 2002a;
COLLINS et al. 2003; FAHLESON et al., 2003; COLLINS et al., 2005). Auch die von
KARAPAPA et al. (1997) gefundenen morphologischen und Virulenzunterschiede
konnten von verschiedenen Autoren bestétigt werden (SUBBARAO et al., 1995; ZEISE &
VON TIEDEMANN, 2001; ZEISE & VON TIEDEMANN, 2002b). Neben den mit 7-8 pum
nahezu doppelt so langen Konidien wie die Konidien von V. dahliae mit rund 4 pm
(STARK, 1961; KARAPAPA et al., 1997; ZEISE & VON TIEDEMANN, 2001; STEVENTON et
al., 2002a), bildet V. longisporum gestreckte, unregelmifBige Mikrosklerotien, wihrend
V. dahliae kugelformig und kompakte Mikrosklerotien bildet (KARAPAPA et al., 1997;
ZEISE & VON TIEDEMANN, 2001). Weitere Unterschiede sind in der Bildung dunklen
Myzels auf Czapek-Dox-Agar sowie in einer einheitlich dunklen Koloniefarbe zu

finden (ZEISE & VON TIEDEMANN, 2001). In den Virulenztestungen von ZEISE & VON
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TIEDEMANN (2002b) verschiedener V. dahliae-Isolate, die den Vegetativen-
Kompatibilitits-Gruppen (VCG) 2B, 2B*, 4A und 4B angehoren, sowie verschiedener
V. longisporum-Isolate an Brassica spp., Leguminosen, Lein, Tomaten, Erdbeeren und
Kartoffeln, konnten den verschiedenen VCGs der V. dahliae-1solate und V. longisporum
unterschiedliche Wirtspflanzengruppen zugeordnet werden. Die Aggressivitiat der
V. longisporum-Isolate konnte sehr streng auf die Brassica spp. eingegrenzt werden,
wobei die Aggressivitit an Raps am stdrksten war. Isolate der VCGs 4B, 2B und 2B*

waren dagegen nur in sehr geringem Maf3e pathogen an Brassica spp..

Nach COLLINS et al. (2003) und ZEISE & VON TIEDEMANN (2002a) konnen die
langsporigen V. dahliae-Isolate (V. longisporum) in zwei Gruppen unterteilt werden.
CoOLLINS et al. (2003) unterscheiden eine o- und eine B-Gruppe basierend auf AFLP-
Untersuchungen. ZEISE & VON TIEDEMANN (2002a) unterscheiden eine Isp- und eine
Isp*-Gruppe voneinander, basierend auf RAPD-PCR-Analysen. Diese beiden Gruppen
weisen ebenfalls Unterschiede in Virulenz und Morphologie auf (ZEISE & VON
TIEDEMANN, 2001). Nach BARBARA & CLEWES (2003) konnen die a- und Isp-Gruppe
sowie die B- und Isp*-Gruppe als Synonyme angesehen werden. Die Mehrheit der
untersuchten V. longisporum-Isolate waren der a- bzw. Isp-Gruppe zugehorig (ZEISE &
VON TIEDEMANN, 2002; CoOLLINS et al., 2003). Das von STARK (1961) erstmals
publizierte langsporige V. dahliae-Isolat aus Meerrettich ist in die - bzw. Isp*-Gruppe

einzuordnen (ZEISE & VON TIEDEMANN, 2002a; COLLINS et al., 2003).

Aufgrund des diploiden Genoms von V. longisporum ist davon auszugehen, dass es sich
um eine interspezifische Hybride handelt. Basierend auf dhnlicher Mikrosklerotien-
charakteristika, homologer Banden von V. longisporum und einem aus Luzerne
stammendem V. albo-atrum-Isolat im RAPD-PCR-Profil und 42% taxonomischer
Ahnlichkeit zu V. dahliae folgern KARAPAPA et al. (1997), dass V. longisporum eine
Hybride aus V. dahliae und V. albo-atrum ist. Untersuchungen des Cytochrom b, SSU
rRNA und ITS-Sequenzen von FAHLESON et al. (2004) weisen ebenfalls eine enge
Verbindung von V. longisporum zu V. albo-atrum und V. dahliae auf. In RFLP-
Analysen von MORTON et al. (1995a) trat lediglich ein unterschiedliches Nukleotid in
den ITS-Bereichen des rRNA-Gens haploider V. dahliae-Isolate zu V. albo-atrum auf.
Zwischen den haploiden und diploiden V. dahliae-Isolaten hingegen konnten sechs
Transitionen bzw. Transversionen beobachtet werden. In Anlehnung an die fiir durch

interspezifische Hybridisierung entstandenen Pflanzen (Brassica Hybriden) verwendete
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Bezeichnung, die einen ungleichen Chromosomensatz beider Eltern tragen, schlagen
COLLINS et al. (2003) vor, den Begriff amphihaploid anstatt von ,,near-diploid* oder

diploid fiir V. longisporum zu verwenden.

BARBARA & CLEWES (2003) bezweifeln die Entstehung von V. longisporum aus
V. dahliae und V. albo-atrum. Sie vermuten, dass eine haploide, molekulargenetisch
V. albo-atrum @hnliche Spezies einen Elternteil darstellt, der sich jedoch von den
eigentlichen V. albo-atrum-Isolaten deutlich unterscheidet. Den Beitrag von V. dahliae,
als zweiten Elternteil, stellen sie nicht in Frage. Weitere Untersuchungen von BARBARA
et al. (2005) unterstiitzen diese These. Sie verwendeten Mikrosatelliten-Marker zur
Charakterisierung von V. albo-atrum sowie V. dahliae- und V. longisporum-Isolaten.
Die Annahme, dass die diploiden Isolate jeweils eine V. dahliae und eine V. albo-

atrum-Bande aufweisen, wurde jedoch nicht bestitigt.

In Untersuchungen der SSU rRNA-Bereiche verschiedener Verticillium spp. konnten
KARAPAPA & TYPAS (2001) spezifisch fiir V. longisporum-Isolate eine Insertion mit
einer Grofe von 839 bp finden, welche sie in die Intron-Gruppe I einordneten.
Ausgehend von diesem Ergebnis nehmen KARAPAPA & TYPAS (2001) an, dass es sich
um eine evolutiondre Divergenz handelt, die sich moglicherweise auf die Anpassung an
Brassica-Arten als Wirtspflanzen zuriickfithren ldsst. Anhand eigener PCR-
Untersuchungen mit von der Intron-Sequenz abgeleiteten Primern konnten diese
Ergebnisse jedoch nicht bestétigt werden. Neben drei V. longisporum-Isolaten konnten
auch in dem V. dahliae-Isolat Vd 76, V. albo-atrum, V. tricorpus sowie in

S. sclerotiorum, A. alternata und F. oxysporum ein Amplifikat generiert werden.

Verschiedene PCR-Fingerprint-Methoden sowie RAPD-Analysen wurden verwendet,
um V. longisporum-spezifische Banden zu generieren. LI et al. (1993, 1999) setzten
RAPD-Analysen bereits erfolgreich fiir die Entwicklung spezifischer Primer fiir den
Nachweis von V. dahliae in Kartoffeln ein. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde
unter anderem der RAPD-Primer OPA-13 eingesetzt, der bereits in der Arbeit von
KARAPAPA et al. (1997) zur molekularen Charakterisierung von V. longisporum
eingesetzt wurde. Den verwendeten RAPD-Primer A-06 setzten KOIKE et al. (1996)
bereits zur Differenzierung verschiedener V. dahliae- und V. albo-atrum-Isolate ein.
ZEISE & VON TIEDEMANN (2002a) setzten diese beiden RAPD-Primer A-06 und OPA-13
zur Differenzierung zwischen verschiedenen VCGs von V. dahliae und V. longisporum

ein. In allen drei Arbeiten konnten mit Hilfe der eingesetzten Primer A-06 und OPA-13
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Bandenmuster erzielt werden, die eine Abgrenzung von V. dahliae zu V. longisporum
ermoglichten. Auch in der vorliegenden Arbeit konnten polymorphe Bandenmuster von
V. longisporum und V. dahliae mit Hilfe der RAPD-Primer sowie mit ERIC-, VNTR-
und BOX-Primern erzielt werden. Insgesamt 23 distinkte Banden wurden extrahiert und
weiter bearbeitet. Es konnten neun Amplifikate kloniert werden, von denen jedoch nur
zwei, pVIES-23 und pVI102/3-6, eine V. longisporum-spezifische Hybridisierung

aufwiesen. Alle weiteren Sonden wiesen auch bei V. dahliae Signale auf.

Die Sonde pVIES-23 basiert auf einer distinkten Bande aus einer ERIC-PCR, die Sonde
pVI102/3-6 aus einer PCR mit dem RAPD-Primer OPA-13. Aus den Ergebnissen der
Sequenzierungsanalysen dieser beiden Sonden konnten schlielich artspezifische Primer
auf Basis der Sonde pV102/3-6 abgeleitet werden. Mit Hilfe dieser Primer konnten bei
V. longisporum-Isolaten sowie bei dem V. dahliae-Isolat Vd 76 eine spezifische Bande
bei 140 bp amplifiziert werden. Auch das Isolat V1 32, welches von ZEISE & VON
TIEDEMANN (2002a) in die Isp*-Gruppe (entsprechend der B-Gruppe bei COLLINS et al.,
2003) eingeordnet wurde, wies die fiir V. longisporum spezifische Bande auf. Das Isolat
Vd 76 wurde aus Baumwolle isoliert. Dieses Isolat wurde bereits in den
Untersuchungen von CERNUSKO (1995) zur Entwicklung eines ELISA-Tests zum
Nachweis von V. dahliae in Raps eingesetzt. Mit Hilfe der Silberfarbung und der
Esterasenfdarbung konnte dieses Isolat zusammen mit weiteren V. dahliae-Isolaten aus
Baumwolle deutlich von V. dahliae-Isolaten aus Raps abgegrenzt werden (CERNUSKO,
1995). Pathogenitétstests wurden mit dem Isolat Vd 76 jedoch nicht durchgefiihrt.
Eigene, im Rahmen dieser Arbeit nicht aufgefiihrte Untersuchungen dieses Isolats mit
den RAPD-Primern A-06 und OPA-13 wiesen jedoch homologe Bandenmuster zu einer
Vielzahl von V. longisporum-Isolaten auf. Ebenfalls unerwartet war das Ausbleiben der
spezifischen Bande bei den beiden V. longisporum-Isolaten V1 82 und VI 83. Nach
Untersuchungen von ZEISE & VON TIEDEMANN (2001, 2002a, b) hinsichtlich Virulenz,
morphologischer und physiologischer Eigenschaften sowie genetischer Ahnlichkeiten
wiesen die beiden Isolate keine groBeren Unterschiede zu anderen V. longisporum-
Isolaten auf. In eigenen hier nicht aufgefiihrten Untersuchungen wies das Isolat V1 82
unter Verwendung der beiden RAPD-Primer A-06 und OPA-13, ERIC- und VNTR-
Primern abweichende Bandenmuster zu anderen V. longisporum-Isolaten auf. Das Isolat

VI 83 wurde nicht weiter untersucht. Zur Klirung der PCR-Ergebnisse und der
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genetischen Einordnung der drei Isolate VI 82, VI 83 und Vd 76 sind weitere

Untersuchungen notwendig.

Aufgrund der fehlenden Kreuzreaktionen zu anderen Verticillium spp. sowie anderen
Pilzen zeigte sich das Primerpaar pV102/3-6 als geeignet fiir den artspezifischen in
vitro-Nachweis von V. longisporum. Die Nachweisgrenze fiir das genannte Primerpaar
wurde bei einer DNA-Menge von 61 pg erreicht. Diese Menge entspricht einer Anzahl
von 10.000 Kopien unter der Annahme einer Genomgréfe von 57 x 10° bp (COLLINS et
al., 2003) und dem Vorliegen einer ,,single copy sequence. LI et al. (1999) konnten in
threm V. dahliae-spezifischem PCR-System eine Nachweisgrenze von 50-500 Kopien
des amplifizierten Fragments erzielen. Die Sensitivitdt der von CARDER et al. (1994)
entwickelten Primer zum Nachweis von V. albo-atrum und V. dahliae lag bei weniger
als 1 pg gereinigter DNA, was einer Anzahl von 45 Kopien entspricht bzw. 200 pg
Gesamt-DNA aus infiziertem Pflanzenmaterial. Aus den Angaben der Autoren geht
jedoch nicht hervor, ob es sich bei dem amplifizierten Fragment um eine ,,single-copy
sequence oder eine mehrfach im Genom auftretende Sequenz handelt. Der Vergleich
der Nachweisgrenzen der genannten Arbeiten mit der des Primerpaares pV102/3-6 zeigt
deutlich, dass eine weitere Bearbeitung notig ist, um geringere Mengen an Pilz-DNA

nachweisen zu konnen.

Die Anwendung einer PCR-Methode zur spezifischen Detektion verschiedener
Verticillium spp. ist in der Literatur mehrfach beschrieben. Fiir den Nachweis von
V. dahliae, V. albo-atrum und V. tricorpus in Kartoffeln und in Boden entwickelten
MAHUKU et al. (1999) eine PCR-Methode. LI et al. (1994) konnten in ihren
Untersuchungen PCR-Primer entwickeln, mit denen sie V. dahliae von V. albo-atrum
und V. tricorpus differenzieren konnten. Die Primer wurden mit einer Vielzahl an
V. dahliae-Isolaten getestet, unter denen jedoch kein Isolat aus Raps oder einer anderen
Brassica-Art vertreten war. Es ist daher ungewiss, ob mit Hilfe dieser Primer auch eine
Differenzierung zwischen V. dahliae und V. longisporum moglich wire. In
Untersuchungen von CARDER et al. (1994) wurden vier Primerpaare zur Differenzierung
verschiedener RFLP-Gruppen von V. albo-atrum und V. dahliae eingesetzt. Mit einem
Primerpaar konnten sowohl V. longisporum- als auch V. dahliae-Isolate detektiert
werden, wobei V. longisporum-Isolate eine um ca. 1000 bp groBere Bande produzierten.
Fiir einen in planta-Nachweis eignet sich dieses Primerpaar jedoch nicht, da es neben

pilzlicher DNA auch pflanzliche DNA amplifiziert. Basierend auf der Sequenz des
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nuklearen ribosomalen RNA-Gen Komplexes entwickelten PRAMATEFTAKI et al. (2000)
Primer, die in der ,,intergenic spacer region‘ binden. Mehrere V. albo-atrum, V. dahliae
und V. longisporum-Isolate wurden mit den Primern analysiert, jedoch konnte anhand
des Amplikons nicht zwischen V. dahliae und V. longisporum differenziert werden.
STEVENTON et al. (2002a) entwickelten artspezifische Primer fiir den in vitro-Nachweis
von V. longisporum. Mit diesen Primern konnten in 87 V. longisporum-Isolaten eine
spezifische Bande von 340 bp erzielt werden, die bei Isolaten anderer Verticillium spp.
sowie bei DNA-Extrakten aus Pflanzenmaterial nicht auftraten. In den Untersuchungen
von ZHOU et al. (2005) wurden diese Primer zum artspezifischen Nachweis in Raps
eingesetzt. Mit Hilfe der PCR konnte bereits zu BBCH 13, noch vor Sichtbarwerden
erster Symptome, eine Infektion der Pflanzen mit V. longisporum nachgewiesen
werden. Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit entwickelten artspezifischen Primer
wurden am Institut fiir Pflanzenpathologie und Pflanzenschutz in Géttingen in ersten
Untersuchungen zur Diagnose von V. longisporum in ,rapid cycling® Raps eingesetzt.
Die Ergebnisse wiesen keine Kreuzreaktionen mit extrahierter pflanzlicher DNA aus
Blittern, Stingeln und Wurzeln auf. In DNA-Extrakten aus mit V. longisporum
infizierten Pflanzen konnte 33 dpi die spezifische Bande in Wurzel- und Stangelmaterial
amplifiziert werden. Auch eine parallele Amplifikation von pflanzlicher und pilzlicher
DNA wies keine Wechselwirkungen auf (RIEDIGER & DUNKER, 2005, nicht
verdffentlicht). Diese ersten Ergebnisse der in planta-Diagnose weisen auf eine gute

Eignung des Primerpaares in Hinsicht auf eine diagnostische PCR hin.

Basierend auf dem Ansatz einer kompetitiven PCR wurden durch Mitfiihren eines
internen Standards in verschiedenen Untersuchungen quantitative PCR-Analysen
durchgefiihrt (HU et al., 1993; MOUKHAMEDOV et al., 1994; ROBB et al., 1994; HEINZ et
al., 1998; DAN et al., 2001). Eine quantitative PCR zum Nachweis von V. longisporum

an Raps ist bis jetzt noch nicht beschrieben.

Der Vergleich verschiedener Methoden zum Nachweis und zur Quantifizierung von
Verticillium spp. ergab vergleichbare Ergebnisse in PCR-Analysen und durch Auslegen
von Pflanzenmaterial auf Selektivmedien (HU et al., 1993; MAHUKU et al., 1999). Der
Vorteil der PCR ist in der Sensitivitdt und der Schnelligkeit der Durchfiithrung zu sehen
(HENSON & FRENCH, 1993). Bei Auslegen befallenen Pflanzenmaterials ist mit
mehreren Wochen Inkubationszeit zu rechnen, wéhrend eine PCR an einem Tag

durchgefiihrt werden kann. Weiterhin bietet die PCR die Moglichkeit, durch Einsetzen
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spezifischer Primer, verschiedene Spezies voneinander zu unterscheiden. Die
Untersuchungen von ROBB et al. (1993) zeigen als einen weiteren Vorteil der PCR-
basierten Diagnosemethoden die genauere Differenzierung einzelner Isolate
voneinander. Mit Hilfe einer PCR mit spezifischen Primern konnte ein V. albo-atrum-
Isolat, welches morphologische Unterschiede zu Referenzisolaten aufwies, in eine neue

Untergruppe eingeordnet werden (ROBB et al., 1993).

Die Real-time-PCR stellt neben der kompetitiven PCR eine weitere, modernere
Methode fiir die quantitative Diagnostik dar. Diese Methode der Quantifizierung wird
immer verbreiteter auch in der Pflanzenpathologie angewendet. VANDERMARK &
BARKER (2003) setzten die Real-time-PCR zum quantitativen Nachweis von
Aphanomyces euteiches in Luzerne und Erbsen und BATES et al. (2001) zum Nachweis
von Pyrenophora spp. an Gerstensaatgut ein. Auch zum Nachweis und zur
Quantifizierung von Bakterien (DELANOY et al., 2003) oder Viren (SALM & GEIDER,

2004) stellt die Real-time PCR eine geeignete Methode dar.

Mit den im Rahmen dieser Arbeit entwickelten spezifischen Primern ist eine Grundlage
fiir die Entwicklung einer Real-time PCR fiir V. longisporum in Winterraps geschaffen.
Weiterfiihrende Optimierungen sind jedoch notwendig, um die Sensitivitit der Primer
zu erhohen sowie den sicheren in planta-Nachweis zu ermoglichen, und eine dem

ELISA iiberlegene Detektionsmethode darzustellen.

Mit Hilfe einer Real-time PCR wire es moglich, den Befallsverlauf schon in sehr frithen
Stadien zu untersuchen, und damit die Frage nach der Ursache der ausbleibenden
Detektion des Pilzes in Pflanzenmaterial vor dem Friihjahr, die sich im Rahmen der

durchgefiihrten ELISA-Untersuchungen stellte, zu beantworten.
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5. Zusammenfassung

Durch die Intensivierung des Rapsanbaus ist es zu einer deutlichen Zunahme der
Fruchtfolgekrankheiten S. sclerotiorum wund V. longisporum gekommen. Zur
Bekdmpfung von V. longisporum stehen dem Anbauer zurzeit noch keine resistenten
Sorten oder Fungizide zur Verfligung. Hingegen werden zur Bekdmpfung von

S. sclerotiorum seit vielen Jahren prophylaktische Fungizidapplikationen durchgefiihrt.

Wie die Auswertung eines Datensatzes von 1036 Fungizidbehandlungen aus 163
Versuchen der amtlichen Pflanzenschutzdienste der Linder aus dem Zeitraum 1991-
2003 zeigte, konnte durch eine Bliitenbehandlung ein durchschnittlicher Mehrertrag von
2,41 dt/ha erzielt werden. Nur in 33% der ausgewerteten Versuche konnte jedoch der

durchschnittliche kostendeckende Mehrertrag von 3,32 dt/ha erzielt werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden in mehrjdhrigen Feldversuchen Befalls-Verlust-
Relationen fiir S. sclerotiorum und V. longisporum erarbeitet, um die Schadwirkung
dieser beiden Pathogene zu untersuchen. Im Gegensatz zu vielen anderen
Untersuchungen, in denen verschiedene Befallshdufigkeiten durch Anwendung von
Fungiziden auf Befallsflichen eingestellt wurden, wurden die Versuche in dieser Arbeit
auf befallsfreien Fliachen angelegt und verschiedene Befallshdufigkeiten durch

kiinstliche Inokulation eingestellt.

Die Schadwirkung von S. sclerotiorum wurde in Abhingigkeit verschiedener Faktoren
untersucht. Neben dem Inokulationstermin wurden die agronomischen Parameter
Aussaattermin, Bestandesdichte und Sorte variiert. Alle Versuche wurden mit einer
Hybrid- und einer Liniensorte angelegt, um erste Hinweise auf mogliche Sorteneffekte

zu erlangen.

Die Ergebnisse der Feldversuche ergaben mit zunehmendem Pflanzenalter eine
tendenziell erhohte Anfilligkeit sowohl der Hybrid- als auch der Liniensorte. Die
Hybridsorte Talent wies eine geringere Anfilligkeit als die Liniensorte Prince auf. Die
im dritten Versuchsjahr angebaute Hybride Maja hingegen zeigte eine hohere
Anfalligkeit als die Liniensorte Prince. Auch in dem Sortenversuch des Versuchsjahres
2004/05 konnten Unterschiede in der Anfilligkeit der untersuchten Sorten beobachtet
werden, die sich jedoch in nur einem Fall statistisch absichern lieBen. Auch die

Schadwirkung in den verschiedenen Sorten wies zum Teil grofle Unterschiede auf.
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Aufgrund des geringen Datenumfanges aus nur einem Versuchsjahr konnten sich diese

Unterschiede jedoch statistisch nicht absichern lassen.

Die Ergebnisse aus den Sclerotinia-Feldversuchen wiesen bei Inokulation zu Beginn der
Schotenbildung eine geringere Schadwirkung als nach einer Inokulation zur Vollbliite
auf. FEin Vergleich der Regressionsgeraden wies jedoch keine signifikanten
Unterschiede auf. Die Parameter Aussaattermin und Bestandesdichte wiesen keinen

signifikanten Einfluss auf die Schadwirkung auf.

Neben dem Ertrag wurden auch der Einfluss eines S. sclerotiorum-Befalls auf die
Parameter TKG und Olgehalt untersucht. Mit steigender Befallshiufigkeit konnte eine
zunehmende Minderung des TKG verzeichnet werden. Die Wirkung von
S. sclerotiorum auf den Olgehalt stellte sich in den verschiedenen Feldversuchen
unterschiedlich dar. Allgemein war jedoch nur ein geringer Einfluss auf diesen
Qualititsparameter zu beobachten. Wéhrend fiir die Parameter Aussaattermin und
Bestandesdichte kein signifikanter Einfluss auf das TKG und den Olgehalt
nachgewiesen werden konnte, zeigten Sorte und Inokulationstermin signifikante

Unterschiede auf.

In einem weiteren Feldversuch wurde die Kompensationsfiahigkeit von Winterraps nach
spaten Pflanzenverlusten untersucht. Zu Beginn der Schotenbildung wurden bei bis zu
70% der Pflanzen einer Parzelle die Haupttriebe durchtrennt. Eine Analyse der
Ertragsergebnisse wies eine Kompensation der Pflanzenverluste von bis zu 30% durch
eine Erhohung des TKG auf. Signifikante Unterschiede zwischen den Sorten konnten

dabei nicht festgestellt werden.

Aus den Ergebnissen der Feldversuche und der Wirtschaftlichkeitsuntersuchungen
wurden wirtschaftliche Schadensschwellen fiir S. sclerotiorum in Abhédngigkeit von
Ertragserwartung, Sorte und Inokulationstermin entwickelt. Sowohl bei der Hybrid- als
auch der Liniensorte sind die Schadensschwellen einer Infektion zu BBCH 71 deutlich
hoher als nach einer Infektion zur Vollbliite. Obwohl die Schadwirkung zwischen
Hybrid- und Liniensorte keinen signifikanten Unterschied aufwies, ist die
Schadensschwelle der Liniensorte deutlich geringer als die der Hybridsorte. Fiir
Ertragserwartungen von 30-50 dt/ha variieren sie fiir die Hybridsorte zwischen 25 und

13% zu tolerierenden Befall und fiir die Liniensorte von 16 bis 5% Befallshiufigkeit.
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Praktische Anwendung finden die wirtschaftlichen Schadensschwellen in dem neuen

Prognosemodell SkleroPro.

Zur Untersuchung der Schadwirkung von V. longisporum konnten durch Ausbringung
unterschiedlicher Mengen natiirlich befallenen Rapsstrohs vor der Aussaat
unterschiedlich abgestufte Befallshdufigkeiten eingestellt werden. Mit 50%
Befallshiufigkeit im Versuchsjahr 2002/03 bzw. 34% im Versuchsjahr 2003/04 konnte
jedoch kein Befall aus stark befallenen Gebieten simuliert werden. Auch die
Befallsstirke war nur sehr gering. Nur ein geringer Anteil der befallenen Pflanzen wies
einen starken Besatz mit Mikrosklerotien auf. In beiden Versuchsjahren konnte kein
ertragsmindernder Effekt von V. longisporum festgestellt werden. Auch TKG und

Olgehalt wiesen keine Beeinflussung auf.

Durch ELISA-Untersuchungen von im Verlauf der Vegetation regelmifBig
entnommenen Pflanzenproben wurde der Befallsverlauf von V. longisporum in den
Pflanzen untersucht. Erst mit beginnender Abreife konnte der Pilz deutlich im
Pflanzenmaterial nachgewiesen werden. Mit zunehmender Inokulummenge konnte eine

ebenfalls steigende Menge an Pilzmaterial in den Pflanzen zur Ernte detektiert werden.

Im Rahmen der molekularbiologischen Untersuchungen sollten aufgrund der unsicheren
Diagnose von V. longisporum und der erst sehr spiten Symptomentwicklung Primer fiir
einen artspezifischen Nachweis dieses Pathogens entwickelt werden. Basierend auf
Unterschieden in den Bandenmustern verschiedener DNA-Fingerprint-Analysen
zwischen V. dahliae und V. longisporum konnte ein artspezifisches Amplifikat selektiert
werden von dessen Sequenz Primer abgeleitet wurden. /n vitro-Untersuchungen haben
gezeigt, dass mit Hilfe dieser Primer ein spezifischer Nachweis von V. longisporum
moglich ist. In Isolaten von V. dahliae, V. albo-atrum, V. tricorpus sowie in anderen
Pilzarten konnte das spezifische Fragment von 140 bp nicht amplifiziert werden. Diese
Primer sollen nach der Entwicklung einer quantitativen Real-time PCR die Grundlage

fiir weitere Studien zum Befallsverlauf von V. longisporum bilden.
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5.1 Summary

The increasing area of rapeseed cultivation in Germany has caused a significant spread
of soil borne diseases such as Sclerotinia sclerotiorum and Verticillium longisporum. At
present there are no fungicides for control of V. longisporum available to the growers.
In contrast, preventive fungicide applications at flowering stage are common practice in

agriculture to control Sclerotinia stem rot.

Analysis of a dataset from 1036 fungicide treatments in 163 field trials of the state
extension services from 1991 t02003 revealed an average yield benefit of 2.41 dt/ha for
fungicide sprays at bloom. In only one third of all analysed fungicide treatments the cost

effective yield gain of 3.32 dt/ha was achieved.

Within the scope of this project disease/yield loss relations were investigated in field
trials during four growing seasons (2001-2005) for V. longisporum and S. sclerotiorum.

The Sclerotinia field trials were conducted on sites without natural soil infestation.

Yield effects of Sclerotinia stem rot were studied by artificially adjusting different
levels of disease incidence with the tooth pick inoculation technique. Further factors in
the field trials were date of inoculation, sowing time, plant density and cultivar. Each
field trial was conducted with a hybrid and a line cultivar in order to examine cultivar

responses to Sclerotinia infection.

Rapeseed plants tended to become more susceptible with advancing plant development.
The hybrid cultivar ‘Talent” was less susceptible than the line cultivar ‘Prince’. The
hybrid cultivar ‘Maja’, grown in the third experimental year instead of ‘Talent’, showed
a higher susceptibility than the cultivar ‘Prince’. In 2004/05, differences in the
susceptibility between seven cultivars were only slight and not statistically significant.
The same applied for the effects on yield which showed a high variation between the

different cultivars, with no statistical significance.

For both cultivar types the results of the field trials show that crop loss resulting from
infections during full bloom is higher than from infections at beginning of pod
formation. Statistical analysis showed no significant differences of the damage effects
between the two inoculation dates. Sowing date and seeding density showed no

significant effects on crop loss.
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Apart from the effect of S. sclerotiorum on yield the effect on thousand seed weight
(TSW) and oil content was investigated. With increasing disease incidence a decrease in
TSW was found. The results of the field trials showed no consistent effect on the oil
content. The overall effect of Sclerotinia stem rot on this quality parameter was low. In
contrast to cultivar and time of inoculation, sowing date and plant density had no

significant effect on TSW and oil content.

The results of the field trial dealing with the compensation potential of winter oilseed
rape for late plant losses revealed a compensation of up to 30% enabled by increasing

TSW. No significant differences were observed between the cultivars.

Based on the results of the field trials and the validation of the cost-effectiveness of
fungicide applications against S. sclerotiorum economic damage thresholds were
developed depending on yield expectation, cultivar and time of infection. For both
cultivar types the economic damage thresholds following late infections (at beginning of
pod ripening) were clearly higher than following early infections (at flowering stage).
Although no significant differences between the two cultivars in yield effects to
S. sclerotiorum infections were observed, the economic damage threshold for the line
cultivar ‘Prince’ was significantly lower than that of the hybrid cultivars. With yield
expectations at 30-50 dt/ha the damage thresholds for the hybrid cultivar varied between
25 and 13% of tolerable disease incidence, whereas for the line cultivar the threshold
varied between 16 and 5% of tolerable disease incidence. The economic damage

thresholds were implemented into the new forecasting model SkleroPro.

Yield effects of V. longisporum were derived from different disease incidences adjusted
by contaminating the soil with different amounts of naturally infested rapeseed straw
prior to sowing. In the experimental year 2002/03, disease incidences up to 50% and in
2003/04 disease incidences up to 34% were achieved. However, only few infected
plants showed an intense colonisation with microsclerotia. In both experimental years
no effect on yield, TSW and oil content was observed at the given levels of

V. longisporum infections.

The spread of V. longisporum within roots and shoots was investigated by ELISA on
plants sampled during the whole growing season in the field. Not until maturity

V. longisporum was detectable in plant material at elevated levels. With increasing
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amount of inoculum an increasing amount of fungal biomass and of disease symptoms

was detected in plants before harvest.

Alternatively a molecular genetic approach for developing a PCR assay based on
species specific primers was undertaken for an early and reliable detection of
V. longisporum. Based on differences between V. dahliae and V. longisporum in the
banding pattern of several DNA-fingerprintings, a specific fragment was extracted and
sequenced for designing primers. /n vitro a specific detection of V. longisporum was
possible and no cross reaction occurred with V. dahliae, V. albo-atrum and V. tricorpus

isolates or other fungal DNA with the specific fragment of 140 bp.
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ANHANG

7. Anhang

Tab. Ala: Acker- und pflanzenbauliche Mafinahmen im Versuchsjahr 2001/02:

Sorten:

Bodenbearbeitung:
Saatbettbereitung:

Aussaat
friih:
normal:
Diingung
Gesamt N:
Schwefel:
Pflanzenschutz
Saatgutbeizung:
Herbizide:
Wachstumsregler:
Insektizide:
Scheiteln:
Ernte:

Prince, Talent
22.08.01: Pflug mit Packer
09.08.01 +21.08.01: Kreiselegge + Walze

09.08.01
21.08.01

212,4 kg N/ha
41 kg S/ha

Chinook

30.08.01: 2 1/ha Butisan Top

16.10.01: 1 I/ha Caramba; 023.04.02: 1 1/ha Moddus
16.10.01: 0,1 I/ha Karate

17.-25.06.02

28.07.02

Tab. AlbAcker- und pflanzenbauliche Mafinahmen im Versuchsjahr 2002/03:

Sorten:

Bodenbearbeitung:
Saatbettbereitung:

Aussaat:

[friih:

normal:
Diingung
Gesamt N:
Schwefel:
Pflanzenschutz
Saatgutbeizung:
Herbizide:

Wachstumsregler:
Insektizide:
Fungizide:
Scheiteln:

Ernte:

Prince, Talent
14.08.02: Pflug mit Packer
15.08.02: Kombination BBG; 26.08.02: Kreiselegge + Walze

16.08.02
26.08.02 (Verticillium Versuch: 23.08.02)

226,1 kg N/ha
41 kg S/ha

Chinook
29.08.02: 2,5 I/ha Brasan bzw. Butisan Top; 19.09.02: 1 1/ha

Galant super
24.10.02: 1,5 I/ha Caramba; 22.04.03: 0,75 1/ha Moddus

19.09.02: 0,1 I/ha Karate; 28.03. +22.04.03: 150 g/ha Karate WG

Verticillium-Versuch: 07.05.03: 0,5 kg/ha Cantus
10./11.06.03
16./17.07.03
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Tab. Alc: Acker- und pflanzenbauliche MaBBnahmen im Versuchsjahr 2003/04:

Sorten:

Bodenbearbeitung:
Saatbettbereitung:

Aussaat

friih:

normal:
Diingung
Gesamt N.
Schwefel:
Pflanzenschutz
Saatgutbeizung:
Herbizide:

Wachstumsregler:
Insektizide:

Scheiteln:
Ernte:

Prince, Maja, Wotan
31.07.03: Pflug mit Packer
01.08.03: Viderstatt Carrier; 25.08.03: Kreiselegge + Walze

14.08.03
25./26.08.03

268,4 kg N/ha
41 kg S/ha

Chinook

28. 08. bzw. 15.09.03: 2,5 1/ha Brasan bzw. 2 1/ha Butisan Top;
29.03.04: 0,6 1/ha Agil

20.10.03: 1,5 1/ha Caramba; 17.03.04: 1,2 1/ha Folicur; 01.04.04:
0,7 1/ha Folicur

20.10.03: 0,1 kg/ha Karate WG; 17.03.04: 75 ml/ha Karate Zeon,;
29.03.04: 100 ml/ha Fastac SC

16.-18.06.04

01.08.04

Tab. Ald: Acker- und pflanzenbauliche Malinahmen im Versuchsjahr 2004/05:

Sorten:

Bodenbearbeitung:
Saatbettbereitung:

Aussaat:
Diingung
Gesamt N.
Schwefel:
Pflanzenschutz
Saatgutbeizung:
Herbizide:

Wachstumsregler:
Insektizide:

Scheiteln:
Ernte:

Smart, Trabant, Talent, Elektra, Oase, Maja, Viking, Prince
06.08.04: Pflug mit Packer

06.08.04: Viderstatt Carrier; 02.09.04: Kreiselegge + Walze
03.09.2004 (Prince nachgesét am 15.09.2004)

214,3 kg N/ha
41 kg/ha

Chinook

03.09.04: 1,7 1/ha Brasan + 0,5 1/ha Butisan; 26.10.04: 1 l/ha
Fusilade

26.10.04: 1,25 I/ha Caramba; 04.04.05: 0,7 1/ha Folicur

26.10.04: 0,1 1/ha Fastac SC; 24.03.05: 0,1 1/ha Fastac SC;
04.04.05: 75 ml/ha Karate Zeon

22./23.06.05

01.08.05
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Tab. A6: Wirkung von S. sclerotiorum auf den Ertrag in Abhidngigkeit von Jahr,
Sortentyp und Inokulationstermin Die Signifikanz der Regression wurde mit dem
Durbin-Watson-Test tiberpriift.

Inokulations-
Jahr Sortentyp termin b r’
[BBCH]
2001/02 | Hybride 61-65 -0,14 0,00™
2001/02 | Hybride 71 0,87 0,03™
2002/03 | Hybride 61-65 -0,69 0,05™
2002/03 | Hybride 71 -0,66 0,14
2003/04 | Hybride 61-65 -0,33 0,11°
2003/04 | Hybride 71 -0,28 0,50
2001/02 Linie 61-65 -0,66 0,11°
2001/02 Linie 71 -0,98 0,29
2002/03 Linie 61-65 0,27 0,09°
2002/03 Linie 71 -0,19 0,07™
2003/04 Linie 61-65 -0,79 0,39
2003/04 Linie 71 -0,49 0,46

b = Regressionskoeffizient; r> = Bestimmtheitsmal

Tab. A7: Wirkung von S. sclerotiorum auf das TKG in Abhéngigkeit von Jahr,
Sortentyp und Inokulationstermin Die Signifikanz der Regression wurde mit dem
Durbin-Watson-Test {iberpriift.

Inokulations-
Jahr Sortentyp termin b r’
[BBCH]
2001/02 | Hybride 61-65 0,14 0,03™
2001/02 | Hybride 71 -0,62 0,19”
2002/03 | Hybride 61-65 0,27 0,11°
2002/03 | Hybride 71 -0,13 0,06™
2003/04 | Hybride 61-65 -0,54 037"
2003/04 | Hybride 71 -0,10 0,01™
2001/02 Linie 61-65 0,17 0,06™
2001/02 Linie 71 -0,24 0,08"
2002/03 Linie 61-65 0,02 0,01™
2002/03 Linie 71 -0,09 0,09"
2003/04 Linie 61-65 0,13 0,02"
2003/04 Linie 71 0,41 0,51

b = Regressionskoeffizient; 1> = Bestimmtheitsmal}
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Tab. A8: Wirkung von S. sclerotiorum auf den Olgehalt in Abhiingigkeit von Jahr,
Sortentyp und Inokulationstermin Die Signifikanz der Regression wurde mit dem
Durbin-Watson-Test tiberpriift.

Inokulations-
Jahr Sortentyp termin b r’
[BBCH]
2001/02 | Hybride 61-65 -0,20 0,11"
2001/02 | Hybride 71 0,15 0,04™
2002/03 | Hybride 61-65 0,12 0,05™
2002/03 | Hybride 71 -0,05 0,05™
2003/04 | Hybride 61-65 0,24 0,34
2003/04 | Hybride 71 -0,01 0,01™
2001/02 Linie 61-65 -0,02 0,00™
2001/02 Linie 71 -0,02 0,00™
2002/03 Linie 61-65 -0,01 0,00™
2002/03 Linie 71 -0,09 0,24
2003/04 Linie 61-65 -0,04 0,02
2003/04 Linie 71 -0,06 0,04™

b = Regressionskoeffizient; r> = Bestimmtheitsmal3

Tab. A9: Ertrag, TKG und Olgehalt der Kontrollparzellen der verschiedenen
Aussaatvarianten fiir Hybrid- und Liniensorten in den drei Versuchsjahren.

Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede (Tukey-Test, p <
0,05).

) Ertrag TKG Olgehalt
Variante
01/02 02/03 03/04 | 01/02 02/03 03/04 | 01/02 02/03 03/04
43,13 | 44,73 47,96 4,26 4,19 3,14 42,82 | 41,68 | 41,21
H fh
ab a a b b a a a a
41,98 | 44,35 | 43,79 425 4,17 3,49 4311 41,61 42,74
H fg
ab a a ab b a ab a a
47,12 | 48,02 | 42,75 4,24 4,09 3,49 43,76 | 40,58 | 41,12
H nh
b a a ab b a ab a a
39,40 | 45,36 | 39,85 4,20 4,14 3,41 43,47 | 40,55 42,49
H ng
ab a a ab b a ab a a
36,33 | 44,76 | 44,35 4,02 3,84 3,52 44,38 | 40,90 | 42,02
L fh
a a a ab a a ab a a
L f 3498 | 46,65 | 41,89 4,00 3,86 3,33 44,10 | 42,12 | 43,63
8 a a a a a a ab a a
34,74 | 43,31 42,46 4,07 3,82 3,27 44,89 | 41,33 43,68
L nh
a a a ab a a b a a
35,94 | 43,03 39,44 4,09 3,79 3,36 44,53 40,89 | 41,89
L ng
a a a ab a a ab a a

Abkiirzungen: H = Hybride, L = Liniensorte; f = friihe Aussaat, n = normale Aussaat; h = hohe
Aussaatdichte, g = geringe Aussaatdichte
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Tab. A10: Einfluss von §. sclerotiorum auf den Relativertrag in Abhéngigkeit von Jahr,
Sortentyp, Aussaattermin und Bestandesdichte. Die Signifikanz der Regression wurde
mit dem Durbin-Watson-Test liberpriift.

Aussaat- Bestandes-
Jahr Sortentyp termin dichte b r’
[Pfl./m?]

2001/02 | Hybride friih 50 -0,93 0,18"
2001/02 | Hybride friih 35 0,13 0,00™
2001/02 | Hybride normal 50 -0,41 0,01™
2001/02 Hybride normal 35 0,004 0,00™
2002/03 | Hybride friih 50 -0,67 027"
2002/03 | Hybride friih 35 -0,47 0,19”
2002/03 Hybride normal 50 0,31 0,02
2002/03 | Hybride normal 35 -0,30 0,03"
2003/04 | Hybride friih 50 -0,67 0,24
2003/04 | Hybride frith 35 0,38 0,03"
2003/04 | Hybride normal 50 -0,51 0,40
2003/04 | Hybride normal 35 -0,85 0,18
2001/02 Linie frith 60 -0,76 0,15"
2001/02 Linie friih 45 -0,15 0,01™
2001/02 Linie normal 60 -0,93 0,17"
2001/02 Linie normal 45 -0,86 0,35
2002/03 Linie friih 60 -0,50 0,38
2002/03 Linie friih 45 -0,44 0,73""
2002/03 Linie normal 60 -0,26 0,24
2002/03 Linie normal 45 -0,49 0,63
2003/04 Linie friih 60 -0,90 0,40
2003/04 Linie friih 45 -0,78 041"
2003/04 Linie normal 60 -0,72 0,58
2003/04 Linie normal 45 -0,71 021"
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Tab. A11: Einfluss von §. sclerotiorum auf das relative TKG in Abhédngigkeit von Jahr,
Sortentyp, Aussaattermin und Bestandesdichte. Die Signifikanz der Regression wurde
mit dem Durbin-Watson-Test liberpriift.

Aussaat- Bestandes-
Jahr Sortentyp termin dichte b r’
[Pfl./m?]

2001/02 | Hybride frith 50 0,18 0,04™
2001/02 | Hybride frith 35 0,23 0,00™
2001/02 | Hybride normal 50 -0,04 0,00™
2001/02 | Hybride normal 35 0,06 0,01™
2002/03 | Hybride frith 50 -0,001 0,00™
2002/03 | Hybride friih 35 -0,03 0,02
2002/03 | Hybride normal 50 -0,03 0,00"
2002/03 Hybride normal 35 0,13 0,08
2003/04 | Hybride frith 50 -0,07 0,01
2003/04 | Hybride friih 35 -0,49 0,34
2003/04 | Hybride normal 50 -0,64 0,28
2003/04 | Hybride normal 35 0,02 0,00™
2001/02 Linie frith 60 0,03 0,01™
2001/02 Linie frith 45 -0,09 0,04™
2001/02 Linie normal 60 0,12 0,12"
2001/02 Linie normal 45 -0,21 0,1 6
2002/03 Linie frith 60 0,05 0,02™
2002/03 Linie friih 45 -0,01 0,00™
2002/03 Linie normal 60 -0,04 0,02
2002/03 Linie normal 45 -0,10 027"
2003/04 Linie friih 60 -0,25 0,09™
2003/04 Linie frith 45 -0,02 0,02
2003/04 Linie normal 60 0,02 0,01™
2003/04 Linie normal 45 0,31 0,09
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Tab. A12: Einfluss von S. sclerotiorum auf den relativen Olgehalt in Abhiingigkeit von
Jahr, Sortentyp, Aussaattermin und Bestandesdichte. Die Signifikanz der Regression
wurde mit dem Durbin-Watson-Test {iberpriift.

Aussaat- Bestandes-
Jahr Sortentyp termin dichte b r’
[Pfl./m?]

2001/02 | Hybride friih 50 0,39 029"
2001/02 | Hybride frith 35 -0,59 0,01™
2001/02 | Hybride normal 50 0,09 0,04™
2001/02 Hybride normal 35 0,004 0,00™
2002/03 | Hybride frith 50 0,05 0,03™
2002/03 | Hybride friih 35 -0,03 0,02
2002/03 | Hybride normal 50 -0,09 0,01
2002/03 Hybride normal 35 0,14 0,06™
2003/04 | Hybride frith 50 0,03 0,00
2003/04 | Hybride friih 35 -0,21 0,11
2003/04 | Hybride normal 50 -0,09 0,03"
2003/04 | Hybride normal 35 0,21 021"
2001/02 Linie frith 60 0,06 0,03™
2001/02 Linie frith 45 0,07 0,11™
2001/02 Linie normal 60 0,03 0,03"™
2001/02 Linie normal 45 0,14 023"
2002/03 Linie frith 60 0,01 0,00™
2002/03 Linie friih 45 0,11 0,12™
2002/03 Linie normal 60 -0,02 0,00™
2002/03 Linie normal 45 -0,05 0,13
2003/04 Linie frith 60 0,01 0,00™
2003/04 Linie frith 45 -0,04 0,05™
2003/04 Linie normal 60 -0,01 0,00™
2003/04 Linie normal 45 -0,20 0,16"
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Tab. A13: Einfluss einer Pflanzenreduktion zu BBCH 71 auf Ertrag und TKG in
Abhingigkeit des Sortentyps und des Versuchsjahres. Die Signifikanz der Regression
wurde mit dem Durbin-Watson-Test {iberpriift.

Ertrag TKG
Versuchsjahr | Sortentyp*
b r? b r?
H -0,80 0,66 0,10 0,13
2001/02
L -0,70 0,73 0,16 0,44
H 0,57 0,33 0,18 0,39
L 0,67 0,42 0,14 0,41
H -0,60 0,73 0,11 0,20
2003/04 —
L -0,50 0,59 0,26 0,12

* H = Hybridsorte, L = Liniensorte

Tab. Al14: Wirtschaftlichkeit von Fungizidapplikationen zur Bliite in Winterraps in
Abhingigkeit vom Versuchsjahr. Basierend auf Daten aus den offiziellen Feldversuchen
der Pflanzenschutzdienste der Lander aus den Jahren 1991-2003.

Jahr Anzahl Befallshiufigkeit | Mehrertrag Wirtschaftliche
Versuche [%o] [dt/ha] Behandlungen [%)]

1991 7 24,33 2,87 57,14
1992 37 11,71 1,27 10,81
1993 46 7,48 2,57 30,43

1994 34 6,33 0,52 0,00

1995 47 75,06 4,26 63,83

1996 51 65,22 2,13 31,37
1997 42 35,07 2,54 47,62

1998 57 19,17 2,66 33,33
1999 53 7,23 2,41 24,53
2000 62 12,06 2,61 33,87

2001 48 25,50 2,96 43,75
2002 29 16,19 2,91 44,83

2003 41 13,72 1,23 17,07
Mittel 554 24,54 2,38 33,74
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Abb. Al: Kompensation spéter
Pflanzenreduktion von Hybrid- und Liniensorte in den Versuchsjahren 2001/02 bis
2003/04 an den Standorten ,,Dragoneranger®, ,,Grofle Lage* und ,,Grof3e Breite* in
Gottingen-Weende. Sorten: Liniensorte Prince in 2001/02-2003/04, Hybridsorte
Talent in 2001/02 und 2002/03 und Maja in 2003/04.
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Abb. A2: Regression zwischen Ertrag und Verticillium-Befallshdufigkeit bzw.
Befallsindex getrennt nach Stidngel und Wurzel als Mittel iiber die Versuchsjahre
2002/03 und 2003/04 an den Standorten ,,GroBe Breite“ und ,,Groe Lage* in
Gottingen-Weende. Die Signifikanz der Regression wurde mit dem Durbin-Watson-

Test liberpriift.
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Abb. A3: Regression zwischen TKG und Verticillium-Befallshidufigkeit bzw.
Befallsindex als Mittel iiber die Versuchsjahre 2002/03 und 2003/04 an den
Standorten ,,Grof3e Breite* und ,,Grof3e Lage* in Gottingen-Weende. Die Signifikanz
der Regression wurde mit dem Durbin-Watson-Test tiberpriift.
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Abb. Ad: Regression zwischen Olgehalt in Relation zur nicht inokulierten Kontrolle
und Verticillium-Befallshaufigkeit bzw. Befallsindex als Mittel {ber die
Versuchsjahre 2002/03 und 2003/04 an den Standorten ,,Grofle Breite* und ,,Grof3e
Lage™ in Gottingen-Weende. Die Signifikanz der Regression wurde mit dem Durbin-
Watson-Test iiberpriift.
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