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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Problematik

Waldbkosysteme und Forstbestdnde sind vielfach durch den Einfluss biotischer Faktoren Stress
ausgesetzt. Zunehmend fiihren invasive Arten oder klimatisch begiinstigte Erreger zu Schaden
und gleichzeitig nimmt durch Witterungsextreme eine Schwachung und Pradisposition der
Wirtsbaumarten zu. Insbesondere pathogene Pilze mit einem hohen Temperaturoptimum und
einer Toleranz gegeniiber Trockenheit scheinen beglinstigt.

Bei dem Erreger des Kieferntriebsterbens Diplodia pinea handelt es sich beispielsweise um einen
thermophilen Schwacheparasiten, dessen Ausbreitung in Mitteleuropa durch klimatische Ver-
anderungen und die kinstliche Verbreitung der Wirtspflanze Kiefer gefordert wurde (SCHUMA-
CHER 2012). Auch fiihren invasive pathogene Arten wie die Erreger des Eschentriebsterbens Cha-
lara fraxinea, des Kastanienrindenkrebses Cryphonectria parasitica und des Ahornstammkreb-

ses Eutypella parasitica verstarkt zu Schaden in temperaten Laubwaldern Mitteleuropas.

Der weltweit verbreitete Erreger der Verticillium-Welke Verticillium dahliae KLEB. konnte sich
durch die Kombination aus groRem Wirtspflanzenkreis und langlebiger Dauerorgane in vielen
kultivierten Béden etablieren und scheint von den erhéhten Temperaturen zu profitieren. Uber
die Verbreitung des Pathogens in natirlichen Boden und Waldékosystemen ist jedoch bislang
wenig bekannt (INDERBITZIN & SUBBARAO 2014). Der Ascomycet fiihrt seit Jahrzehnten insbeson-
dere in Gartenbau und Baumschulen zu Erkrankungen und wirtschaftlichen Schaden. Typische
Symptome nach einer Infektion sind Blattchlorosen, Welke einzelner Kronenteile oder der kom-
pletten Krone, vermindertes Wachstum bis hin zum Absterben der Pflanzen, wobei neben dem
akuten Krankheitsverlauf eine tiber Jahre verlaufende symptomlose chronische Phase auftreten
kann.

Als Wirtspflanzen von V. dahliae sind einige Hundert Pflanzenarten aus verschiedenen Gattun-
gen beschrieben (SINCLAIR et al. 1987, WERRES 1997, HIEMSTRA & HARRIS 1998). Innerhalb der Ge-
holze ist insbesondere die Gattung Acer durch die Verticillium-Welke betroffen (Zimm 1918,
SMITH 1979, SINCLAIR et al. 1981, TOWNSEND et al. 1990). Der zunehmende Anbau von Ahorn, in
Bayern insbesondere nach den Stirmen Vivian und Wiebke im Jahr 1990, verscharft die Proble-
matik. Neben Ahorn werden beispielsweise auch Winterlinde (Tilia cordata MiLL.), Bergulme (UI-
mus glabra Hups.) und Gemeine Esche (Fraxinus excelsior L.) als empfindlich eingestuft. Beim
Oliven-Anbau in warm-trockenen mediterranen Gebieten stellt die Verticillium-Welke die am
weitesten verbreitete Erkrankung dar und fiihrt zu erheblichen Ernteausfallen (LOPEZ-ESCUDERO

& BLANCO-LOPEZ 2005).
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Abb. 1: Stammnekrosen im unteren Stammabschnitt bei Bergahorn, A: geschidigter Bergahorn mit Uber-
wallungen an zwei Nekrosen, B: Stammnekrose mit Wundleiste im Querschnitt mit olivgriinen Verfar-
bungen (markiert mit Pfeil) der mit V. dahliae besiedelten Jahrringe (Fotos: N. Burgdorf).

Innerhalb des letzten Jahrzehnts traten in vielen Bergahornbestdanden Bayerns verstarkt Scha-
den verursacht durch V. dahliae auf. Es wurden Stammrisse und Nekrosen im unteren Stamm-
abschnitt, insbesondere in etwa 20-jdhrigen Pflanzungen von Bergahornen, beobachtet (SIE-
MONSMEIER et al. 2012, BURGDORF et al. 2015). Bei fortschreitender Krankheitsentwicklung kon-
nen sich offene Stammrisse als auch endogene Risse ausbilden, wobei haufig mehrere versetzt
auftreten, die nach aullen als offene Nekrosen oder Wundleisten erkennbar sind (BUTIN 2011).
Bei der Infektion mit V. dahliae liber das Wurzelsystem von Ahorn werden im Querschnitt oliv-
griine Verfarbungen einzelner Jahrringe sichtbar (s. Abb. 1).

Als primare Ursache der Ausbildung der Stammrisse wird die Koinzidenz einer V. dahliae-Infek-
tion mit sommerlicher Trockenheit vermutet. Nach Untersuchungen von SCHNEIDEWIND (2006)
an Bergahorn-Alleebdaumen entstanden die durch V. dahliae verursachten Stammrisse zu 80 Pro-
zent wahrend heiBer und trockener Wetterperioden von Mai bis September. Bei intensiver Som-
mertrockenheit, die im Rahmen der prognostizierten klimatischen Verdnderungen in Zukunft
verstarkt auftreten wird, fallt es befallenen Wirtspflanzen schwerer, eine Infektion mit V. dahliae
zu kompensieren. Als Ursache der Entstehung der Risse wird eine physikalische Blockade durch
Gefalverschluss gesehen, was einerseits durch das Pathogen selber, aber vornehmlich durch
die Reaktion des Baumes als Abwehrmechanismus verursacht werden kann (FRADIN & THOMMA

2006).
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Die Problematik von Welke und Verticilliosen an Baumen, insbesondere bei der Gattung Acer,
ist seit langem bekannt (RANKIN 1914, ZiMM 1918, WOLLENWEBER 1929, RUDOLPH 1931, ENGELHARD
1957, HIMELICK 1969, STARK 1961, PHILLIPS & BURDEKIN 1982, SINCLAIR et al. 1981, SLAWSON 1987). Zu
Beginn wurde in vielen Fallen V. albo-atrum als Verursacher benannt. Hierbei stellte sich jedoch
im Laufe verschiedener Studien heraus, dass V. dahliae das verantwortliche Pathogen darstellt.
Nach derzeitigem Kenntnisstand werden mit wenigen Ausnahmen alle Erkrankungen der Verti-
cillium-Welke an Geholzen durch V. dahliae verursacht (KEYKHASABER et al. 2017b). Neben V. dah-
liae kdnnen auch Arten der weit verbreiteten Gattung Fusarium als Verursacher von Welke und
Mortalitat bei vielen Pflanzenarten verantwortlich sein (FRADIN & THOMMA 2006). Der Erreger
Fusarium solani steht im Verdacht insbesondere an Bergahorn zu Schaden zu flihren (LANGER et
al. 2013).

Durch klimatische Veranderungen mit verstarktem Auftreten von saisonalem Trockenstress er-
hoht sich die Pradisposition verschiedener Baumarten, was eine mogliche Schadigung durch
Pflanzenpathogene beglinstigt (DESPREZ-LOUSTAU et al. 2006, LA PORTA et al. 2008). Die durch Ver-
ticillium sp. bedingten Schaden nehmen seit Mitte der 90er Jahre zu (Goub 2003, NEUBAUER et
al. 2007a). Die Kombination von groBem Wirtspflanzenkreis und dem Mangel an einsetzbaren
Fungiziden intensiviert das Problem der Verticillium-Welke (TJAM0s 2000). Eine Kontrolle des Er-
regers gilt wegen der Langlebigkeit der bodenburtigen Dauerorgane, der Mikrosklerotien, als

schwierig.
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1.2 Verticillium dahliae

In der Gattung Verticillium sind derzeit zehn pathogene Arten beschrieben (INDERBITZIN et al.
2011a), die in Gartenbau, Land- und Forstwirtschaft zu teils extremen Schaden fihren. V. dahliae
als Verursacher der Verticillium-Welke wurde bereits bei einigen Hundert Arten, darunter krau-
tige und verholzte Pflanzen, nachgewiesen. Das Pathogen fihrt bei vielen Infektionsverldaufen
zu Welkesymptomen, Nekrosen bis hin zu einem Absterben der Pflanzen (SINCLAIR et al. 1987,
HIEMSTRA & HARRIS 1998, PEGG & BRADY 2002, BUTIN 2011). Durch die Ausfélle entstehen wirt-
schaftliche Schaden, die vielfach auf mit V. dahliae besiedelte Boden zurickzufiihren sind. Bei
gartenbaulichen Kulturen, wie z.B. Tomaten, Paprika und Erdbeeren, als auch beim Anbau von
Kartoffeln, Baumwolle und Oliven stellt die Verticillium-Welke ein grolRes 6konomisches Prob-
lem dar. Bei der Kultivierung von Gehdlzen in Pflanzgarten und Baumschulen wird oftmals eine
friihzeitige Seneszenz bis hin zur Mortalitat der Wirtspflanzen bei einer Infektion mit V. dahliae

beobachtet.

NEES VON ESSENBECK benannte im Jahr 1816 die Gattung Verticillium spp. nach Ausbildung der
Konidiophoren mit drei- bis flinffach verzweigten Wirteln, an denen die Sporen abgeschniirt
werden (PEGG & BRADY 2002). REINKE & BERTHOLD beschrieben 1879 die Welke von Kartoffeln und
benannten den Erreger als Verticillium albo-atrum. Im Jahr 1913 beobachtete KLEBAHN erstmals
das Auftreten einer Welke-Erkrankung an Dahlien und beschrieb die Art als Verticillium dahliae.
Etwa 190 verschiedene Verticillium Arten sind seitdem beschrieben worden (ZARE et al. 2004).
V. dahliae gilt als weltweit am weitesten verbreitete Art der Gattung (INDERBITZIN et al. 2011a),
wobei Monokotylen und Gymnospermen als Wirtspflanzen auszuschlieRen sind (HIEMSTRA &

HARRIS 1998, PEGG & BRADY 2002).

Zur Gattung Verticillium zahlen bodenblirtige Pilze, die der Familie der Plectosphaerellaceaen in
der Abteilung der Ascomyceten angehdren und als Anamorphe (Nebenfruchtform) Konidio-
sporen ausbilden, eine sexuelle Fortpflanzung bzw. Teleomorphe (Hauptfruchtform) ist nicht
bekannt (UsAami et al. 2009). Zur Verbreitung werden Myzel sowie Konidien gebildet und unter
unglinstigen Verhaltnissen melanisierte Mikrosklerotien, die weit tGber zehn Jahre in Abwesen-
heit eines Wirts im Boden Uberleben kénnen (WILHELM 1955, SCHNATHORST 1981). Durch die Ein-
lagerung von Melanin wird in den Dauerstadien eine hohere Toleranz gegeniiber UV-Strahlen,
hohen Temperaturen und enzymatischem Abbau induziert (BELL & WHEELER 1986). Die Mikro-
sklerotien liegen haufig in Clustern im Boden vor (XIAO et al. 1997) und kdnnen mehrmals in
Abhangigkeit ihrer GréRe keimen, was den ersten Schritt der Pathogenese darstellt (BEN-YEPHET

& PINKAS 1977).
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Die Ausscheidung von Wurzelexsudaten der Wirtspflanze regt die Sklerotien zur Keimung an,
woraufhin die Ausbildung von Hyphen erfolgt, mit denen die Wurzeln penetriert werden (s. Abb.
2). Von der Wurzel zu den Mikrosklerotien muss ein Abstand von etwa 100-300 um unterschrit-
ten werden, um eine Keimung zu induzieren (HUISMAN 1982, BOWERS et al. 1996, NAGTZAAM et al.
1997). Nach dem Durchwachsen der Endodermis bildet der Ascomycet weiteres Myzel und Ko-
nidien, die sich mit dem Transpirationsstrom Uber das GefalRsystem ausbreiten. Die Konidien
kénnen mit dem Transpirationsstrom bis ans Ende der GefdlRe aufsteigen (HIEMSTRA 2014). Hier
kann der Pilz durch die GefdRwand in benachbarte Tracheen wachsen, wo wiederum neue Ko-
nidien gebildet werden. Das Vermogen intensiv Konidien zu bilden und sich damit in der gesam-
ten Pflanze auszubreiten, korreliert nach SCHNATHORST (1963) mit der Aggressivitat eines Isolats.
Fiir den Welke-Erreger ist je nach herrschenden Umweltbedingungen eine dormante, patho-

gene und saprophytische Phase beschrieben (FRADIN & THOMMA 2006).

Besiedelung der Jahrringe

Abschottung und
Verfarbung Gummibildung

Stammnekrose und GeféBverschluss

Blattwelke
und friihzeitige
Seneszenz

Stammriss/Nekrose
Uber StammfuB

Aufsteigende
Konidien im
GefaBsystem

Bildung von Mikrosklerotien
in abgestorbenen Blattern

Anreicherung im Boden

Penetration
der Feinwurzeln

Keimendes Mikrosklerotium
Bildung von Hyphen

Abb. 2: Infektionszyklus von V. dahliae an Bergahorn mit Ausbildung einer Stammnekrose (Graphik: C.
Hopf).
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In den besiedelten Jahrringen entstehen olivgriine Verfarbungen, die sich haufig in brauner Far-
bung bis ins Kernholz ausdehnen. Der Baum bildet als Reaktion auf die Infektion gummiartige
Verschllsse in den GefaRen, um den Pilz abzuschotten, wodurch die Wasserleitbahnen verstopft
werden (BONSEN 1991, HIEMSTRA & HARRIS 1998). Dies fuihrt zur Ausbildung von Welke und friih-
zeitiger Seneszenz, was auch mit der Bildung von Wasserreisern einhergehen kann (s. Abb. 3).
Bei einem extremen Befall kdnnen Stammrisse oder endogene Risse entstehen (BUTIN 2011), die
als Wundleisten sichtbar werden (s. Abb. 1). Auf den vertrockneten Blattern bilden sich die Mik-
rosklerotien von V. dahliae aus, was zur Anreicherung und zur Erhéhung des Inokulumpotentials

im Boden fiihrt.

Abb. 3: Verticillium-Welke, A: Ausbildung von Wasserreisern bei A. pseudoplatanus in der Hallertau,
B: Welke mit friihzeitigem Blattfall und Stammnekrose bei A. platanoides in der Rhén (Fotos: N. Burgdorf).

Der Schaderreger V. dahliae ist weltweit in temperaten und subtropischen Regionen verbreitet
(PEGG & BRADY 2002). Anhand der geographischen Verbreitung folgern FRADIN & THOMMA (2006),
dass das Pathogen von erhohten Temperaturen profitiert. Auch konnte unter experimentellen
Laborbedingungen fiir Isolate von verschiedenen Wirtspflanzen ein Wachstumsoptimum bei 20
bis 25°C (SUBBARAO et al. 1995, BHAT et al. 2003, Hu et al. 2014) bestimmt werden. Zudem be-
schreiben KLOSTERMAN et al. (2009) eine hohe genetische Plastizitat fur V. dahliae, die auf ein

gutes Anpassungsvermoégen an unterschiedliche Umweltbedingungen hinweisen kdnnte.
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Die Anzahl der phytopathogenen Verticillium-Arten wurde jiingst von sechs (PEGG & BRADY 2002,
BARBARA & CLEWES 2003, Goub et al. 2003) auf zehn Arten korrigiert (INDERBITZIN et al. 2011a).
Innerhalb der Gattung stellt V. longisporum (C. STARK) KARAPAPA, BAINBR. & HEALE ein weiteres
bedeutendes Pathogen dar, das mit V. dahliae eng verwandt ist und im Rapsanbau in Europa zu
Welke und erheblichen Ernteausfallen fihrt.

Innerhalb der Art von V. dahliae sind fiinf verschiedene vegetative Kompatibilitdtsgruppen (VCG)
beschrieben (BHAT et al. 2003, JIMENEZ-DiAz et al. 2006). Fir Geholzpflanzen gelten zumeist Iso-
late der VCG 1 als relevant (CHEN 1994). GouD & THERMORSHUIZEN (2002) fanden bei der Infektion
von Berg-, Spitz-, Feldahorn und anderen Baumarten heraus, dass V. dahliae-Isolate verschiede-
ner VCGs keine Unterschiede in ihrer Virulenz aufwiesen, sondern die Intensitat der Auspragung
typischer Symptome vielmehr als spezifisch fiir die betroffene Wirtsbaumart anzusehen war.
Unterschiede zwischen den VCGs bestanden lediglich in der Auspragung der Verfarbungen im
Leitgewebe der Pflanzen. Des Weiteren fanden Goub & THERMORSHUIZEN (2002) heraus, dass Iso-
late, die von ihrer urspriinglichen Wirtspflanze isoliert und wiederum an dieser inokuliert wur-
den, die héchste Pathogenitat aufwiesen. Wahrscheinlich adaptiert sich der Erreger an seinen
Wirt und gelangt so zu einer erhdhten Pathogenitat. Ob V. dahliae liberhaupt als wirtsspezifisch
anzusehen ist, scheint fragwiirdig (SUBBARAO et al. 1995), eher kann davon ausgegangen werden,
dass der Pilz auch eigentliche Nicht-Wirtspflanzen besiedeln kann. Nach neuen Erkenntnissen ist

V. dahliae z.B. auch bei Monokotylen als Endophyt nachweisbar (MALCOLM et al. 2013).
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1.3 Bergahorn (Acer pseudoplatanus)

Der Bergahorn (Acer pseudoplatanus L.) ist in Wald, Forst sowie im urbanen Griin ein wichtiger
Vertreter der Gattung und die in Mitteleuropa am weitesten verbreitete Ahornart. Er scheint
sich tendenziell in der Ausbreitung zu befinden, sowohl innerhalb seines natirlichen Areals als
auch dariber hinaus (ROLOFF et al. 2010).

Das natlirliche Verbreitungsgebiet des Bergahorns erstreckt sich von den mitteleuropaischen
Gebirgen von den Pyrenden zu den Alpen und den Karpaten, weiter 6stlich Giber Stidpolen und
den westlichen Kaukasus und Uber die sidliche Schwarzmeerkiste. Im Stiden Europas findet
man ihn bis auf Sizilien und Sardinien sowie tber Mittel- und Siidfrankreich bis ins nérdliche
Spanien (ROLOFF et al. 2010). Als nérdliche Verbreitungsgrenze wird Norddeutschland angenom-
men, wobei es Hinweise gibt, dass er vor 500 Jahren an der Kiiste noch unbekannt war. Mittler-
weile wird er auch in Stidskandinavien kultiviert. Acer pseudoplatanus klettert bis auf 2000 m in
den Bergregionen und steigt damit hoher als die meisten anderen Laubbaumarten Mitteleuro-
pas. Im Flachland erreicht der Bergahorn ein Alter von etwa 150 Jahren, in den Hochlagen wird
er 400 bis 500 Jahre alt (ROLOFF et al. 2010). Die maximale Wuchshéhe dieser Baumart liegt mit
ca. 35 m an der Obergrenze in der mitteleuropaischen Klimazone. Der Bergahorn stellt in man-
chen Bergregionen auf einer Héhe von 1000 bis 1800 m die beherrschende Baumart dar
(SCHMIDT & ROLOFF 2009), sein Optimum erreicht er auf hochgelegenen Almen, wie im Hochtal

des Karwendelgebirges (s. Abb. 4).

Abb. 4: Acer pseudoplatanus auf dem GroRen Ahornboden im Karwendelgebirge (Foto: N. Burgdorf).
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In der Jugend gilt der Bergahorn als sehr schnellwiichsige Baumart, die in kiihl-feuchten mittel-
europdischen Bergregionen und auf feuchten, tiefgriindigen und kalkhaltigen Béden heimisch
ist. Nach ELLENBERG (1996) gilt der Bergahorn als Pionier und Klimaxbaumart. In natiirlichen
Waldbkosystemen bildet der Bergahorn gemeinsam mit A. platanoides, Tilia platyphyllos, Ulmus
glabra und Fraxinus excelsior das Aceri-fraxinetum (ELLENBERG 1996). MAYER (1992) beschreibt
den Bergahorn als wertholzfahige Laubbaumart, welche die 6konomische Leistungsfahigkeit von
buchenreichen Bestdanden steigern kann. Waldbaulich gilt der Bergahorn als unkompliziert, er
verjlingt sich intensiv und ist anfangs schattentolerant, jedoch ist er empfindlich gegeniiber Tro-
ckenheit und benétigt daher genligend Wurzelraum (ROLOFF et al. 2010). Bergahorn bendtigt
eine gute Wasserversorgung, die im Gebirge zumeist gegeben ist, im Flachland jedoch unter we-
niger guinstigen Bedingungen problematisch sein kann (LEMOINE et al. 2001).

A. pseudoplatanus bildet zerstreutporiges Holz mit relativ englumigen Wasserleitbahnen, die
Uber Jahre hinweg aktiv bleiben (MATYSSEK et al. 2010). Als mittlerer Durchmesser der Gefil3e
sind Werte unter 100 um beschrieben. Die Baumart weist insbesondere das GefalRverschluss-
konzept der Ausbildung von homogenem und fadigem Gummi auf (BONSEN 1991), was bei Ver-

letzungen oder zur Pathogenabwehr gebildet wird.

Die Gattung Acer und insbesondere der Bergahorn wird von vielen Blattpilzen besiedelt (WULF
1989). Hauptséachlich sind folgende Erkrankungen verbreitet: der Ahornmehltau (Sawadaea
bicornis), die Pleuroceras-Blattbrdune (Pleuroceras pseudoplatani), die Teerfleckenkrankheit
(Rhytisma acerinum) und die WeiRfleckigkeit (Cristulariella depraedans) des Bergahorns (WULF
1994). Die entstehenden Blatterkrankungen haben jedoch kaum Auswirkungen auf die Wuchs-
kraft der Baume (BuTiN 1981, WuLF 1989, KIRIsITS 2007, BUTIN 2011). Weitaus gefahrlicher ist der
Erreger der RulRrindenkrankheit Cryptostroma corticale, welcher 2005 erstmalig in Deutschland
nachgewiesen wurde und durch groflachige Sporenlager unter der Rinde gesundheitliche Scha-
den bei Menschen auslésen kann (METZLER 2006, ROBECK et al. 2008). Eine weitere neuartige Er-
krankung der Gattung Acer ist der Ahornstammkrebs, hervorgerufen durch die invasive Art Eu-
typella parasitica, die 2013 erstmalig in Deutschland im Stadtgebiet von Miinchen detektiert
wurde (CEcH et al. 2016). Die Ahornarten gelten zudem als hochanfallig gegeniber V. dahliae,
dem Erreger der Verticillium-Welke. Bei einem Befall mit dem bodenbiirtigen Pilz kann es neben
der Welke im Extremfall zum Absterben der Bdume kommen (BUTIN 2011), doch h&ufig erholen
sich befallene Bdume in den folgenden Jahren wieder (HIEMSTRA & HARRIS 1998). SCHNEIDEWIND
zeigte 2005, dass V. dahliae ausgepragte Stammnekrosen an A. pseudoplatanus im unteren

Stammbereich verursachen kann.
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1.4 Zielsetzung

In den letzten Jahren wurden vielfach Stammnekrosen verursacht durch den bodenbiirtigen Pilz
V. dahliae an Bergahorn in bayerischen Waldern diagnostiziert (SIEMONSMEIER et al. 2012). Klima-
tische Bedingungen mit erhéhten Temperaturen und langeren Trockenperioden wahrend der
Sommermonate begiinstigen den thermophilen Erreger und erhdhen die Anfalligkeit der Wirts-
baumarten. Uber die Verbreitung des Erregers der Verticillium-Welke ist in Wald und Forst bis-
lang wenig bekannt (INDERBITZIN & SUBBARAO 2014), da bisherige Untersuchungen auf agrar- oder

gartenbaulich genutzte Kulturpflanzen beschrankt waren.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war (l.), die Entwicklung der durch V. dahliae verursachten
Stammnekrosen in geschadigten Bergahornbestianden zu untersuchen, um ein besseres Ver-
standnis von Symptomatik und Pathogenese zu gewinnen. Fiir morphologische Untersuchungen
auf zelluldrer Ebene sollten Stamme mit Nekrosen erstmalig mittels computertomographischer
Verfahren und mikroskopischer Aufnahmen von Mikrotomschnitten analysiert werden. Um
Schadschwellen zu identifizieren, sollte die Verbreitung der Dauerorgane von V. dahliae in den
Boden von Bergahornbestanden und benachbarter Kontrollflaichen ohne Wirtsbaumarten be-
stimmt werden.

Da sommerlicher Trockenstress bei einem Befall mit V. dahliae zu Stammschaden fiihren kann
(SCHNEIDEWIND 2007) und die Verticillium-Welke intensiviert, sollte (Il.) vor dem Hintergrund der
sich dndernden klimatischen Bedingungen in zwei Versuchen unter kontrollierten Bedingungen
untersucht werden, inwiefern Trockenstress Einfluss auf den Krankheitsverlauf von Bergahorn
bei einer Infektion mit V. dahliae nimmt und ob Interaktionen zwischen beiden Faktoren beste-
hen.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war zu untersuchen, ob (lIl.) auch Pilze der Gattung Fusarium an
der Auspragung von Welke an Bergahorn beteiligt sein kdnnten. Daher sollte durch die Infektion
von Samlingen und zweijahrigen Bergahornen untersucht werden, ob F. solani ebenfalls als pa-
thogen gegenliber Bergahorn einzustufen ist.

Anhand der neuen Technologie des Next Generation Sequencing sollte (IV.) V. dahliae in den
Stammnekrosen nachgewiesen und quantifiziert werden. In den teils tiber zehn Jahre alten Nek-
rosen der Bergahorne hatten bereits starke Zersetzungsprozesse stattgefunden und Sekundar-
erreger den Verursacher verdrangt, weshalb V. dahliae nicht Gber die klassische PCR-Methodik
mit artspezifischen Primern nachweisbar war. Daher sollte die Barcode-Region des ITS-Bereichs
von pilzlicher DNA aus verschiedenen Bereichen von Stammnekrosen durch die Illumina-MiSeq-

Sequenzierung generiert werden, um einen Erregernachweis zu erzielen.
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2 Material und Methoden

2.1 Freilandstudien in Bergahornbestanden
2.1.1 Stammnekrosen in Erst- und Wiederaufforstungsflachen

2.1.1.1 Untersuchungsflachen

Im Rahmen des Projekts vom Fachgebiet Pathologie der Waldbaume der TU Miinchen und der
Abteilung Waldschutz der Bayerischen Landesanstalt fir Wald und Forstwirtschaft wurde ein
bayernweites Monitoring durchgefiihrt, um zu untersuchen in welchen Bergahornbestanden
Stammnekrosen auftraten und wie sich diese entwickelten. Die Untersuchsuchung war vor-
nehmlich auf Bestande fokussiert, die im Rahmen von Erst- oder Wiederaufforstungen gepflanzt
wurden, wie z.B. nach den Stliirmen Vivian und Wiebke im Jahr 1990. Nach Begutachtung von 35
geschadigten Bergahornbestdanden fand eine Auswahl von zehn Untersuchungsflachen statt, die
Uber die Projektlaufzeit beobachtet wurden (s. Abb. 5). Nahe der Bergahornbestdnde fand im
Umkreis von maximal 100 m eine Anlage von Kontrollflaichen ohne Wirtsbaumarten statt, in de-
nen ebenfalls Bodenuntersuchungen durchgefiihrt wurden. Die Bergahorn- und Kontrollbe-
stande wurden kreisféormig mit einem Durchmesser von 20 m angelegt. In den zehn Bergahorn-
Untersuchungsflachen fand eine Aufnahme aller Baumarten mit Brusthéhendurchmesser (BHD)

statt.
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Abb. 5: Lage der zehn Untersuchungsflichen in Bayern:
Bergahornbestdnde mit Verticillium-Stammnekrosen (Karte: B. Hausknecht).
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Die fur die Untersuchungen ausgewahlten Bergahornbestande lagen im mittleren und stidlichen
Bayern auf einer Hohe um 500 m tGber NN und waren von den klimatischen und edaphischen
Bedingungen relativ gut vergleichbar (s. Tab. 1, s. Anhang Tab. Al). Die Béden bestanden aus
pseudovergleyten und podsoligen Braunerden mit guter Humusauflage. Auffallig war einzig im
Bestand Mauern ein gestorter, heterogener Oberboden. Die Bestéande in der Oberpfalz nérdlich
von Regensburg wiesen durch die geographische Lage ein leicht vermindertes Niederschlagsre-

gime gegenliiber den anderen Bestanden auf.

Tab. 1: Bergahornbestdnde: Lage, Bestandesalter und Aufforstungsform der zehn Untersuchungsflachen
im Jahr 2013, Kreisflaiche mit einem Durchmesser von 20 m (EAF: Erstaufforstung, WAF: Wiederaufforstung).

Standort Region Bestandesalter [a] Aufforstung
Mauern Oberbayern 20 EAF
Jagersdorf Oberbayern 22 EAF
Osseltshausen Oberbayern 17 EAF
Drackenstein 1 Oberpfalz 25-40 WAF
Drackenstein 2 Oberpfalz 25-40 WAF
Drackenstein 3 Oberpfalz > 40 WAF
Thannhausen 1 Mittelfranken 50 WAF
Thannhausen 2 Mittelfranken 50 WAF
Meitingen 1 Schwaben 24 EAF
Meitingen 2 Schwaben 24 EAF

2.1.1.2 Vermessung der Stammnekrosen

In den zehn Flachen wurden die Nekrosen der geschadigten Bergahorne vermessen. Dazu wurde
die Ausdehnung der offenen Nekrosen mit einem MaRband in tangentialer und horizontaler
Richtung und die Exposition mit Hilfe eines Kompasses bestimmt. Die Vermessung der Nekrosen
der geschadigten Bergahorne erfolgte im Oktober 2012 und im Oktober 2014, um die Verande-
rung der Uberwallungen iiber den zweijdhrigen Untersuchungszeitraum zu bestimmen. Zudem

wurde die Lange der liberwallten Nekrosen bzw. Wundleisten vermessen.
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2.1.1.3 Computertomographische Aufnahmen

Die Anfertigung der CT-Scans der Bergahornstamme erfolgte in Kooperation mit Dr. Franka Br-
chert der Abteilung Waldnutzung der Forstlichen Versuchsanstalt (FVA) Freiburg. Fir die Unter-
suchung der Holzeigenschaften von Bergahornen mit Stammnekrose wurden in zwei Untersu-
chungsflachen in der Hallertau jeweils vier geschadigte und zwei gesunde Stamme ausgewahlt.
Die Badume wurden gefallt und die Stdmme im Bereich der Nekrose mit einer Lange von 2,5 m
entnommen. Im Anschluss fand ein Scan mit dem Computertomographen CT.Log an der FVA
Freiburg statt (s. Abb. 6), um die Ausbreitung von nekrotischem Gewebe und Verfarbungen im
Holz zu analysieren.

Flr die computertomographischen Analysen wurde mit einem rotierenden Rontgenstrahl (15
mA, 180 mV) durch den Stamm alle 5 mm ein Bild erzeugt, das den Stammabschnitt in seiner
gesamten Lange spiralformig erfasst. Aus den Daten wurden Querschnittsbilder erzeugt, die eine
dreidimensionale Darstellung der Stamme erlaubten. Durch unterschiedliche Strahlungsabsorp-
tion der inneren Stammstrukturen wurden auf den CT-Bildern verschiedene Graustufen sichtbar
gemacht. Durch die starkere Strahlungsabsorption erschienen innere Strukturen mit hoherer
Dichte, wie zum Beispiel das wasserfihrende Splintholz oder das Spéatholz eines Jahrrings, im
CT-Bild heller. Bereiche niedrigerer Strahlungsabsorption, wie das Friihholz, nekrotisches Ge-
webe oder durch pilzlichen Holzabbau in der Dichte reduziertes Gewebe, erschienen im CT-Bild

dunkler.

Abb. 6: Computertomograph CT.Log an der Forstlichen Versuchsanstalt Freiburg
(Foto: N. Burgdorf).
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2.1.1.4 Mikroskopische Aufnahmen

Die Anfertigung der Mikrotomschnitte, der mikroskopischen Aufnahmen und deren Auswertung
wurde in Kooperation mit Gabriele Ehmcke von der Holzforschung Miinchen der TUM durchge-
fihrt. Flr die mikroskopischen Aufnahmen von geschadigtem Holzgewebe der Stammnekrosen
fand eine Entnahme von Stammscheiben von fiinf Stammen aus zwei Bergahornbestanden in
der Hallertau statt. Die Entnahmestellen innerhalb eines Stamms wurden mit den Buchstaben
von A bis E gekennzeichnet (A: unterhalb der Nekrose, B: unterer Nekrosenabschnitt, C: mittle-
rer Nekrosenabschnitt, D: oberer Nekrosenabschnitt, E: oberhalb der Nekrose, s. Abb. 7). Im
Anschluss fertigte die Holzforschung mikroskopische Aufnahmen von Mikrotomschnitten in
Querschnitts-, Radial- und Tangentialrichtung an. Auf den Stammscheiben wurde ein Raster fiir
den Zuschnitt aufgezeichnet, wobei insbesondere der Ubergangsbereich von verfiarbtem zu ge-
sundem Gewebe von Interesse fiir die Analysen war. Das Raster wurde an die Ausformung der
Verfarbungen auf dem Querschnitt angepasst. Die GroRe der Priifkérper lag bei einer Kanten-
lange von etwa 1,5 cm. Nach dem Zuschnitt fand die Auswahl dreier Probestiicke von einer
Stammscheibe aus dem Ubergangsbereich sowie einer Referenzprobe aus dem gesunden Be-
reich fiir die anatomische Betrachtung statt. Die mikroskopische Untersuchung erfolgte an Pro-

ben aus insgesamt 25 Stammscheiben.

Abb. 7: Entnahmestellen der Stammschei-
ben fiir mikroskopische Untersuchungen von
Stammnekrosen an der TUM Holzforschung
(Graphik: C. Hopf).
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Die Prufkorper wurden in 70 %igem Ethanol zum Einweichen und Lagern eingelegt. Fir die licht-
mikroskopischen Untersuchungen wurden ca. 25 um dicke Mikrotomschnitte an einem Schlit-
tenmikrotom (Leica Biosystems) erstellt. Die Anfertigung von je vier Diinnschnitten eines Prif-
korpers erfolgte entlang der drei anatomischen Hauptschnittrichtungen. Daraus wurden zwei
ungefarbte und zwei gefarbte Prdparate erstellt, welche eine Doppelfarbung mit Safranin flr
lignifizierte Zellen und mit Astrablau fiir Pilzhyphen durchliefen. Nach der Durchfliihrung einer
Alkoholreihe zur Entwasserung erfolgte die Einbettung der Mikrotomschnitte in Euparal. Die
Trocknung der Praparate erfolgte in einem Warmeschrank fiir 6 bis 8 Wochen. Die Untersuchun-
gen erfolgten an einem mit einer AxioCam-Digitalkamera (Zeiss) ausgestattetem Durchlichtmik-

roskop (Zeiss).

2.1.1.5 Jahrringanalyse

Bei acht fiir die CT-Aufnahmen im Oktober 2013 entnommenen Bergahornen aus zwei stark ge-
schidigten Bergahornbestinden in der Hallertau wurden Jahrringauszihlungen der Uberwallun-
gen vorgenommen. Des Weiteren wurden Stammscheiben von sechs Stammen, die fiir die Pro-
benahme des Next Generation Sequencing (s. Kapitel 2.4.1) geféllt wurden, fir die Auszdhlung
genutzt. Die Auszdhlungen der Jahrringe der Uberwallungen sollten fiir eine Datierung des Ent-
stehungsjahres des Stammrisses herangezogen werden. Dazu wurden Stammscheiben aus dem
mittleren Bereich der Nekrose getrocknet und geschliffen. AnschlieBend erfolgte eine wieder-

holte Auszahlung der Jahrringe innerhalb der Uberwallung unter dem Binokular.

2.1.2 Isolierung von V. dahliae aus Stammnekrosen

In zwei Bergahornbestanden in der Hallertau wurden im Herbst 2013 Stamme fiir die CT-Auf-
nahmen entnommen. Aus diesen Stammen fand eine Probenahme von Spanen aus unterschied-
lichen Héhen der Stammnekrosen mit Hilfe einer Bohrmaschine statt. Daflir wurden etwa hand-
breite Stammscheiben aus dem Bereich unterhalb (A) und oberhalb der Nekrose (E), im unteren
(B), mittleren (C) und oberen Bereich der Nekrose (D) mit einer Kettensage geschnitten (s. Abb.
7). In drei stark geschadigten Bestanden bei Dachau, Augsburg und Regensburg wurden im Som-
mer 2015 jeweils zwei geschadigte Stamme entnommen und nach dem gleichen Raster Proben
gewonnen. Aus drei Bestanden in der Hallertau nérdlich von Miinchen fand eine Probenahme

von Ast- und Zweigmaterial aus dem Kronenbereich mit Hilfe eines Baumkletterers statt, da nach
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HIEMSTRA (2014) ein Nachweis von V. dahliae insbesondere aus zweijahrigem Zweigmaterial gut
gelingt.

Fiir den morphologischen Nachweis von V. dahliae wurde eine Isolierung aus den Ubergangsbe-
reichen von gesundem zu verfarbtem Gewebe der Stammnekrosen von Acer pseudoplatanus
durchgefihrt. Dafiir fand mit einer Bohrmaschine mit desinfiziertem Bohraufsatz eine Entnahme
von Spanen aus den Stammscheiben statt. Von Zweigmaterial wurden Abschnitte nach einer
zweiminitigen Oberflachensterilisation mit 3 %igem Natriumhydroxid und dreimaligem Wa-
schen mit bidestilliertem Wasser getrocknet. Nach Entfernung der Rinde fand eine Abtragung
diinner Gewebestlicke statt. Die Spane wurden im Anschluss auf einen Streptomycin-haltigen
Potato Dextrose Agar (PDA, Merck) sowie einen ndhrstoffarmen Wasseragar aufgelegt. Auf PDA
bildet V. dahliae Myzel und Mikrosklerotien, kann aber durch andere konkurrenzstarke Pilze
verdrangt werden. Daher wurde zusatzlich Material auf Wasseragar aufgelegt, auf dem das
Wachstum vieler Arten unterdriickt wird, aber von V. dahliae in den Agar eingelassene Mikro-
sklerotien gebildet werden. Die Inkubation der mit Parafilm verschlossenen Petrischalen er-
folgte bei 20°C im Klimaschrank. Nach drei bis vier Wochen erfolgte eine Auswertung der Platten

mithilfe von Binokular und Mikroskop.

2.1.3 Verseuchungsgrad des Bodens

In den zehn Untersuchungsbestianden fand eine Entnahme von Bodenproben nach einem defi-
nierten Raster an 16 Punkten statt. Der Mittelpunkt der Flache wurde eingemessen und markiert
und bei jeder Probenahme ausgehend von diesem Punkt in einem je 45° voranschreitendem
Winkel im Abstand von 3,3 m und 6,6 m zum Mittelpunkt ein Einschlag vorgenommen. Dafir
wurde mit dem Pirckhauer bis in 30 cm Bodentiefe eingeschlagen und die Erde aus dem Gerat
entnommen. Die Proben wurden zu einer Mischprobe vermengt, um eine Einschatzung des Bo-
denverseuchungsgrads des Bestandes treffen zu kdnnen. In zehn Kontrollflachen ohne Wirts-
baumarten erfolgte die Bodenprobenahme nach gleichem Raster. Die nahen Vergleichsbe-
stdande bei Thannhausen 1 und 2 waren mit Eichen und Buchen bestockt, die Vergleichsbestdande
bei Meitingen 1 und 2 waren mit Eichen und Linden bewachsen. Bei den weiteren Kontrollfla-

chen handelte es sich um Fichten-Pflanzungen.

Die Aufarbeitung der Bodenproben erfolgte nach der Methodik von NEUBAUER & HEITMANN
(2011). Die Bodenmischproben wurden bei Raumtemperatur flir zwei Wochen getrocknet und
anschlieRend auf 2 mm fein gesiebt. Mithilfe einer Vibrations-Nass-Siebmaschine (Retsch) fand

eine Abtrennung der Bodenfraktion von 20 bis 125 um GroRe statt. In dieser Fraktion befanden
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sich die Dauerorgane des Pilzes, die Mikrosklerotien (MS). Von der Bodenlésung wurden defi-
nierte Volumina auf Agarplatten mit einem Selektivndhrmedium nach HARRIs et al. (1993) aus-
gebracht und im Klimaschrank inkubiert. Pro Probe sind zehn Wiederholungen angelegt worden.
Nach drei Wochen konnten die Mikrosklerotien unter dem Binokular ausgezahlt werden. Die
Bodenprobenahme und Durchflihrung zur Bestimmung der Erregerdichte wurde im Herbst
2012, 2013 und 2014 in Bergahorn- und Vergleichsflachen durchgefiihrt.

Anhand der Mikrosklerotiendichte pro Gramm Boden kdnnen Fldachen in Befallsklassen einge-
teilt werden (s. Tab. 2). Mit dieser Methode ist jedoch keine Differenzierung zwischen den Arten
V. dahliae und der an Kreuzblitlern pathogenen Art V. longisporum moglich, weshalb keine

exakte Befallsprognose getroffen, sondern nur eine Einschatzung vorgenommen werden kann.

Tab. 2: Bodenverseuchungsgrad mit V. dahliae nach Mikrosklerotiendichte (NEUBAUER & HEITMANN 2011).

Befallsklasse MS g* Boden Verseuchungsgrad Befallsrisiko
1 <04 nicht nachweisbar gering
2 0,4-2 gering gering
3 2-5 maRig - mittel mittel
4 5-15 stark groR
5 >15 sehr stark sehr gro
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2.2 Einfluss von Trockenstress auf die Infektion mit V. dahliae bei Berg-
ahorn

2.2.1 Vegetationshallenversuch unter kontrollierten Bedingungen

2.2.1.1 Versuchsvarianten

Zur Untersuchung des Einflusses von Trockenstress auf V. dahliae-inokulierten Bergahorn wur-
den Vegetationshallenversuche unter kontrollierten Bedingungen am Gewachshauslaborzent-
rum (GHL) Durnast der TU Miinchen durchgefiihrt (s. Abb. 8). Pro Versuch wurden 192 Berg-
ahorne aufgeteilt in sechs Versuchsvarianten mit jeweils 32 Bergahornen untersucht: Kontroll-
pflanzen und inokulierte Ahorne unter saisonalem feuchten (ca. 22 %), moderaten (ca. 17 %)
und trockenen (ca. 12 %) Bodenwassergehalten (s. Tab. 3). Die Varianten wurden mit K fiir Kon-
trollpflanzen und VD fiir V. dahliae-infizierte Pflanzen gekennzeichnet, sowie mit F fir feuchten,
M fir moderaten und T fiir trockenen Bodenwassergehalt wahrend der Trockenstressphase be-
nannt. Es wurden zwei Versuche unter annahernd gleichen Bedingungen durchgefiihrt. Der
erste Versuch erfolgte von Herbst 2012 bis Herbst 2014, ein zweiter Versuch wurde von Herbst
2013 bis 2015 durchgefiihrt. Die zu Versuchsbeginn bei der Inokulation mit dem Welke-Erreger
Y-jahrigen Bergahorne (Herkunft 801 10) stammten vom Pflanzgarten Laufen der Bayerischen

Staatsforsten.

Abb. 8: Bergahorne mit Bewdsserungsanlage in der Vegetationshalle am Gewachshauslabor-
zentrum Dirnast der TU Miinchen (Foto: N. Burgdorf).
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Tab. 3: Sechs Versuchsvarianten der Trockenstressversuche: Kontrollpflanzen (K) und mit V. dahliae (VD)
inokulierte Bergahorne unter feuchtem (F), moderatem (M) und trockenem (T) Bodenwassergehalt
wahrend der sommerlichen Trockenstressphase (Versuch |: 6 Wochen, Versuch Il: 8 Wochen, n=32).

Variante Abkirzung Inokulation Volumetrischer Bezeichnung fiir
Bodenwassergehalt ~ Bodenwassergehalt

Variante 1 K-F PDB-Ndhrmedium 22% feucht
Variante 2 K-M PDB-Ndhrmedium 17 % moderat
Variante 3 K-T PDB-Ndhrmedium 12% trocken
Variante 4 VD -F V. dahliae 22 % feucht
Variante 5 VD-M V. dahliae 17 % moderat
Variante 6 VD-T V. dahliae 12 % trocken

2.2.1.2 Inokulation mit V. dahliae

Die Inokulation wurzelnackter Bergahornsamlinge mit dem Erreger der Verticillium-Welke er-
folgte nach der von BHAT & SUBBARAO (1999) und Goub & THERMORSHUIZEN (2002) beschriebenen
Wurzeltauchmethode. Das fiir die Versuche verwendete V. dahliae-lsolat wurde von Acer pseu-
doplatanus isoliert und stammte von Benedikt Heitmann von der Hochschule Osnabriick. Die
Anzucht von V. dahliae erfolgte fiir drei Wochen in einer 1 %igen PDB-Losung (Potato Dextrose
Broth, Difco) in Erlenmeyerkolben auf einem Rotationsschiittler mit 90 Umdrehungen min™ bei
Raumtemperatur. AnschlieBend erfolgte eine Homogenisierung des Myzels und der Sporenlo-
sung von V. dahliae mit einem Ultra-Turrax (IKA). Die Konidiendichte wurde in einer Neubauer-
Zahlkammer unter dem Mikroskop bestimmt und die gewiinschte Konzentration durch Verdiin-
nung eingestellt. Die Sporenlésung mit einer Konzentration von 1 x 10° Konidien ml? wurde
wahrend des Wurzeltauchens auf einem Magnetriihrer (IKA) in Bewegung gehalten, um eine
gleichmaRige Verteilung der Sporen beim Eintauchen jeder Pflanze zu gewahrleisten. Die Wur-
zeln der Bergahorne wurden einzeln fir jeweils 30 sec eingetaucht. Die Kontrollpflanzen wurden
ebenfalls fiir 30 sec in eine sterile 0,5 %ige PDB-Losung getaucht. Direkt im Anschluss wurden
die Bergahorne in 15 I-Topfe mit 12 kg Erde eingetopft. Die Baume Uberwinterten in einem Ge-
wachshaus des Gewadchshauslaborzentrums Diirnast der TU Miinchen und wurden vor Austrieb

in die Vegetationshalle umgestellt.
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2.2.1.3 Randomisierte Blockanlage mit Bewasserung

Zu Beginn der Vegetationsperiode wurden die Pflanzen in einer randomisierten Blockanlage in
einer Uberdachten, seitlich offenen Vegetationshalle aufgestellt. Ein Block bestand aus jeweils
sechs Reihen der sechs Versuchsvarianten in randomisierter Aufstellung mit je acht Bergahor-
nen einer Variante. Es wurden vier Blocke nebeneinander angeordnet. Durch fiinf Bodenwas-
sergehaltssonden Echo 5 (Decagon Devices) wurde der volumetrische Bodenwassergehalt in
fiinf Pflanztopfen pro Variante kontinuierlich aufgenommen, woraus ein mittlerer Bodenwas-
sergehalt fiir jede Variante ermittelt wurde. Uber die Steuerung mit Hilfe der Software LabVIEW
(National Instruments) fand eine definierte Wasserzugabe liber eine Magnetventilsteuerung bei
Unterschreitung des Schwellenwerts von 12 %, 17 % und 22 % volumetrischem Bodenwasser-
gehalt statt. Um innerhalb der insgesamt 32 Topfe einer Variante Unterschiede auszugleichen,
wurde vor und wahrend der Trockenstressphase der Bodenwassergehalt mit einer TDR-Sonde
Fieldscout 100 (Time Domain Reflektometrie-System, Campbell Scientific) bei allen Pflanzen auf-
genommen und Uber eine definierte Wasserzugabe ein Ausgleich erbracht. Die Bewasserungs-
varianten wurden in Versuch | fir sechs Wochen von Anfang Juli bis Mitte August 2013 und in
Versuch Il fir etwa acht Wochen von Ende Juni bis Ende August 2014 aufrechterhalten.

Fir den ersten Trockenstressversuch fand als Substrat ein Boden aus einem Waldbestand Ver-
wendung. Daflir wurde an mehreren Stellen im Kranzberger Forst nahe Freising der Oberboden
abgetragen. Die Erde wurde auf 2 cm gesiebt und um eine Infektion mit bodenbiirtigen Pilzen
zu vermeiden bei 80°C fir zwei Tage gedampft. Der verwendete Boden aus schluffig-lehmigen
Sand wies einen pH [H20]-Wert von 4,73 auf. Im zweiten Versuch fand ein Mutterboden aus
dem Raum Freising Verwendung. Da vorab bei Nutzung des Bodens in einem anderen Versuch
keine unerwiinschten bodenbiirtigen Infektionen bei Bergahorn feststellbar waren, wurde auf
das Dampfen der Erde im zweiten Versuch verzichtet. Die Erde bestand aus Tonschluff mit einem

héheren pH [H,0]-Wert von 7,95.
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2.2.2 Klimatische Bedingungen

Wahrend des ersten Trockenstressversuchs im Sommer 2013 korrelierten die natiirlichen klima-
tischen Bedingungen gut mit der ab Anfang Juli beginnenden Trockenstressphase in der Vegeta-
tionshalle (s. Abb. 9). Die natiirlichen warm-trockenen Bedingungen im Juli und August fihrten
zu einer niedrigen Luftfeuchte bei einer intensiven PAR-Strahlung in der halboffenen Vegeta-
tionshalle (s. Anhang Tab. A6). Im Jahr 2014 folgte ein niederschlagsreicher Sommer, in dem
wahrend der experimentellen Trockenstressphase des zweiten Versuchs das natirliche Klima
weniger mit den artifiziellen Versuchsbedingungen fir die Bergahorne korrelierte (s. Abb. 10).
Die hohen Niederschlage im Juli und August tibten durch eine hohe Luftfeuchtigkeit vermutlich

Einfluss auf die Pflanzen aus (s. Anhang Tab. A7).
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2.2.3 Beurteilungsparameter

2.2.3.1 Welkesymptome

Ab Austrieb der Bergahorne wurden die Welkesymptome der 192 Bergahorne alle zwei Wochen
mit Hilfe eines Boniturschlissels nach NEUBAUER et al. (2007b) beurteilt (s. Tab. 4). Ahorne ohne
Welkesymptome erhielten die Boniturnote 1, mit der Note 2 wurden leichte Vergilbungen er-
fasst, von 2 bis 8 waren zunehmende Anteile der Blatter mit Welke beschrieben und mit Boni-

turnote 9 wurde eine komplett abgestorbene Pflanze bewertet.

Tab. 4: Boniturskala der Welkesymptome nach NEUBAUER et al. (2007b).

Boniturnote Befallssymptome

gesund, symptomlos

leichte Vergilbungen an einzelnen Blattern

Blattchlorosen und -Nekrosen, und/oder Welke an den ersten 1-2 Blattern
bis 25 % der Blatter einer Pflanze welken und beginnen einzutrocknen

bis 50 % der Blatter einer Pflanze welken und beginnen einzutrocknen

bis 75 % der Blatter einer Pflanze welken und beginnen einzutrocknen

bis 100 % der Blatter einer Pflanze welken und beginnen einzutrocknen

Pflanze welkt vollstandig und beginnt einzutrocknen

O 00 N O U1 A W N K

Pflanze komplett abgestorben

Zur Gewichtung der gesamten Uber die Vegetationsperiode erfassten Boniturdaten wurde ein
an den Area Under Disease Progress Curve-Wert AUDPC (SHANER & FINNEY 1977, CAMPBELL & MAD-
DEN 1990) angelehnter AUWPC-Wert (Area Under Wilt Progress Curve) berechnet, der der Flache

unter der Befallsverlaufskurve entspricht.

2.2.3.2 Gaswechselmessungen

Uber die Vegetationsperiode wurden Gaswechselmessungen mit dem portablen Gerét LI-6400
(LI-COR Biosciences) vorgenommen, um physiologische Auswirkungen der Infektion mit V. dah-
liae bei sommerlichem Trockenstress an Bergahorn zu untersuchen (s. Abb. 11). Das oberste
vollstandig entwickelte Blatt wurde in die Gaswechselkiivette eingespannt. Bei einer eingestell-
ten PAR-Strahlung von 500 pmol m sec’ und einer Temperatur von 25°C innerhalb der Kiivette
fanden die Messungen der H,0- und CO,-Konzentration gegenliber einer Referenzkammer mit
definierten Gehalten von Wasser und Kohlendioxid statt. Aus den veranderten Konzentrationen

von Wasser und Kohlendioxid waren die Photosyntheserate, Leitfahigkeit, blattinterne CO,-
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Konzentration und Transpiration berechenbar. Fiir die Vergleichbarkeit der Messdaten an un-
terschiedlichen Terminen wurde bei moglichst optimaler natiirlicher Photosyntheserate bei ho-
her Sonneneinstrahlung und Temperatur gemessen. Die Durchfiihrung der Messungen erfolgte
in beiden Trockenstressversuchen im etwa zweiwdéchigen Rhythmus. In Versuch | wurde bei je-
der Variante an jeweils acht Bergahornen eine Gaswechselmessung durchgefiihrt, in Versuch Il
wurde bei 12 Pflanzen jeder Variante gemessen. Die Auswahl der Ahorne fiir die Messung er-
folgte nach einem randomisierten Raster und wurde Uber die Messkampagne hinweg beibehal-

ten.

Abb. 11: Gaswechselmessung mit LI-6400 an Bergahorn in der
Vegetationshalle am Gewachshauslaborzentrum Dirnast der
TU Minchen.

2.2.3.3 Hydraulische Leitfahigkeit

Fiir die Ermittlung der hydraulischen Leitfahigkeit des Xylems nicht-inokulierter und mit V. dah-
liae inokulierter Bergahorne wurden zu Versuchsende Pflanzen geerntet und der dlteste Stamm-
teil entnommen. Um Embolien zu vermeiden fand die Durchfiihrung aller Schritte unter Wasser
statt. Es wurde eine Losung aus entionisiertem Wasser mit 1 mmol CaCl; und 10 mmol KClI her-
gestellt, was den natirlichen Xylemsaft simuliert. Die Praparate wurden in die Halterungen des
Xyl'em-Plus (Bronkhorst) eingepasst. Zunachst wurde ein zehnminiitiger Flush durchgefiihrt,
wofiir Wasser mit Druck durch die Praparate gepresst wurde. Die Messung erfolgte bis sich der
Wert fiir die Leitfahigkeit stabilisierte. Danach erfolgte ein zweiter zehnmin(tiger Flush im Low
Pressure Mode. Die Prozedur wurde wiederholt bis die Werte fiir die Leitfahigkeit stabil blieben.

AnschlieBend fand eine Messung der Lange und des dulleren und inneren Durchmessers des
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Splintholzes im Querschnitt statt, um die maximale hydraulische Leitfahigkeit kmax berechnen zu

konnen.

2.2.3.4 Wuchshohe und Frischgewicht

Zur Beurteilung des Einflusses von Trockenstress auf die Infektion mit V. dahliae an jungen Berg-
ahornen wurden die Parameter Wuchshdhe, Wurzelhalsdurchmesser und Sprossfrischgewicht
aufgenommen. Die Wuchshohe und der Wurzelhalsdurchmesser wurden zu Beginn und Ende
der Vegetationsperiode erfasst. Die Bestimmung des Sprossfrischgewichts erfolgte zu Versuchs-
ende. Da eine Reisolierung des Pilzes bei Versuchsende aus den Bergahorn Stammchen als auch
Messungen der hydraulischen Leitfahigkeit durchgefiihrt wurden, konnte das Sprosstrockenge-
wicht nicht ermittelt werden. In Versuch | erfolgte zusatzlich eine Entnahme von Wurzelmaterial

von je 8 Bergahornen jeder Variante fiir die Bestimmung des Wurzelfrischgewichts.

2.2.3.5 Reisolierung von V. dahliae

Fir die Erfiillung der Koch’schen Postulate wurde V. dahliae aus den wurzelinfizierten Bergahor-
nen reisoliert als auch Proben von Kontrollpflanzen entnommen. Bei Versuchsende wurde Ge-
webe aus Stammstlicken nach einer einminitigen Oberflachensterilisation mit 70 %igem Etha-
nol und dreimaligem Waschen mit bidestilliertem Wasser und anschlieRendem Trocknen auf
Potato Dextrose Agar (PDA) und Wasseragar (WA) aufgelegt und im Klimaschrank bei 20°C inku-
biert. Nach einer dreiwdchigen Inkubationszeit wurden die Agarplatten auf ein Auswachsen von

Myzel und Sklerotien von V. dahliae beurteilt (s. Abb. 12).

Abb. 12: V. dahliae auf Potato Dextrose Agar.
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Fiir den molekularbiologischen Nachweis wurden aus den Stammen der infizierten Bergahorne
sowie von Kontrollpflanzen Spane entnommen. Aus dem Holz erfolgte eine Extraktion von DNA
und eine PCR mit artspezifischen Primern (s. Kapitel 2.4.2). Fir den Nachweis von V. dahliae
fanden in Trockenstressversuch | die Primer DB19/DB22 nach CARDER et al. (1994) und in Tro-
ckenstressversuch Il die Primer Df/Dr nach INDERBITZIN et al. (2013) Anwendung (s. Tab. 6, Kapitel

2.4.3.1).
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2.3 Inokulation von Bergahorn mit V. dahliae und F. solani

Verschiedene Studien deuten darauf hin, dass Arten der Gattung Fusarium spp. an der Auspra-
gung von Welke und Nekrosen bei Ahorn beteiligt sein konnten. Um die Infektion mit dem Erre-
ger der Verticillium-Welke mit einem moglicherweise dhnliche Welkesymptome induzierenden
Pathogen bei Bergahorn vergleichen zu kdnnen, wurden zwei Versuche durchgefiihrt. Es wurde
ein Versuch in der Klimakammer mit Bergahornsamlingen und ein Versuch in der Vegetations-
halle mit etwa zweijahrigem Bergahorn bei Inokulation mit V. dahliae und F. solani durchgefiihrt.
Das fir die Versuche verwendete Isolat von F. solani wurde von Bergahorn isoliert und von Dr.
Langer der Nordwestdeutschen Forstlichen Versuchsanstalt Gottingen zur Verfligung gestellt.
Das bereits in den Trockenstressversuchen verwendete V. dahliae-lsolat wurde ebenfalls von
Acer pseudoplatanus isoliert und stammte von der Arbeitsgruppe von Prof. Neubauer der Hoch-

schule Osnabriick.

2.3.1 Wurzeltauch-Inokulation von Bergahornsamlingen

Bergahornsamlinge mit dem zweiten voll ausgebildeten Blattpaar wurden im Klimakammerver-
such unter kontrollierten Bedingungen mit V. dahliae sowie F. solani infiziert. Die Pflanzen der
Herkunft 801 10 wurden vom Pflanzgarten Laufen der Bayerischen Staatsforsten zur Verfiigung
gestellt. Die Inokulation der Samlinge mit V. dahliae erfolgte wie bereits wie in den Trocken-
stressversuchen (siehe Kapitel 2.2.1.2). Es wurde eine hohere Konzentration der Konidiensus-
pension mit 25 x 10° Sporen ml* verwendet.

Die Anzucht von F. solani erfolgte auf eingeweichten, autoklavierten Weizen in Erlenmeyerkol-
ben bei Raumtemperatur. Die Sporen wurden nach zwei Wochen mit bidestilliertem Wasser ab-
geschwemmt. Nach Auszdhlung der Konidiendichte in der Neubauer-Zahlkammer unter dem
Mikroskop, wurde die gewiinschte Sporenkonzentration durch Verdiinnung eingestellt. Die Ko-
nidiensuspension wurde auf einem Magnetrihrer in Bewegung gehalten, um eine gleichmalige
Konzentration zu gewahrleisten. Bei je 20 Pflanzen fand durch Eintauchen der Wurzeln fiir 30
sec in die jeweilige Konidiensuspension mit 25 x 10° Sporen ml? eine Inokulation mit den Patho-
gen V. dahliae sowie F. solani statt. 20 Kontrollpflanzen wurden fiir 30 sec in eine 0,5 %ige Potato
Dextrose Broth-Losung getaucht. AnschlieRend wurden die Sdmlinge in Vermiculit in Multitopf-
platten gepflanzt und in der Klimakammer bei tags 20°C und nachts 15°C bei einer PAR-Strahlung

von 80 umol m2 sec? und einer Luftfeuchtigkeit von 80 % inkubiert.
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2.3.2 Stamm-Inokulation von Bergahornen

Zweijahrige Bergahorne wurden in der Vegetationshalle des Gewachshauslaborzentrums Diir-
nast durch eine Rindenverletzung mit den Erregern V. dahliae und F. solani infiziert. Den Ahor-
nen wurde mit Hilfe eines Korkbohrers etwa 10 cm tber dem Stammful auf der sonnenabge-
wandten Seite eine 5 mm groRe Verletzung beigefligt. Im Anschluss wurde ein 5 mm grofl3es mit
V. dahliae beziehungsweise F. solani bewachsenes Agarstiick aufgesetzt und mit Parafilm fixiert.
Auf die Rindenverletzung bei den Kontrollpflanzen wurde ein unbewachsenes Agarstiick gesetzt.
Die Infektion erfolgte Anfang Juni 2014 an je zehn Bergahornen pro Variante in der Vegetations-
halle. Die Bergahorne wuchsen unter normalen Temperatur- und Strahlungsbedingungen und

wurden mit Hilfe einer Bewasserungsanlage versorgt.

2.3.3 Boniturparameter

Im Klimakammerversuch wurden alle zwei Wochen die Wuchshohe und die Welkesymptome
der wurzelinfizierten Sdmlinge nach einem flinfklassigen Boniturschliissel aufgenommen (s. Tab.
5). Anfang August fand eine Gaswechselmessung mit dem LI-6400 an je zehn Pflanzen statt (s.
Kapitel 2.2.3.2).

Die zweijahrigen Bergahorne in der Vegetationshalle wurden Uber die Vegetationsperiode 2014
beobachtet und nach dem gleichen Boniturschliissel hinsichtlich des Auftretens von Welke bo-
nitiert. Zu Versuchsbeginn und Versuchsende im Mai 2015 erfolgte die Aufnahme von Wuchs-
héhe und Wurzelhalsdurchmesser. Zu Versuchsende wurde das Sprossfrischgewicht der Pflan-
zen bestimmt und durch das Aufspalten des Stammchens die Verfarbungen des Splintholzes ver-

messen.

Tab. 5: Boniturskala der Welkesymptome.

Boniturnote Symptome

gesund, symptomlos
bis 25 % der Blatter einer Pflanze welken und beginnen einzutrocknen
bis 50 % der Blatter einer Pflanze welken und beginnen einzutrocknen

bis 75 % der Blatter einer Pflanze welken und beginnen einzutrocknen

v A W N

bis 100 % der Blatter einer Pflanze verwelkt, Pflanze abgestorben
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2.4 Molekularbiologischer Nachweis

2.4.1 Probenahme

Fiir den molekularbiologischen Nachweis mit Hilfe der neuen Technologie des Next Generation
Sequencing (NGS) wurden aus fiinf geschadigten Bergahornbestdanden (Mauern und Jagersdorf
nordlich von Miinchen, Drackenstein nahe Regensburg, Meitingen nahe Augsburg und ein Be-
stand bei Dachau) jeweils zwei Stdmme mit Nekrose entnommen. Es wurden zwei NGS-Miseg-
Sequenzierungen (lllumina) durchgefihrt.

Fiir die erste Sequenzierung von Stammnekrosen aus den Bestanden bei Mauern und Jagersdorf
wurde eine Stammscheibe unterhalb der Nekrose (Probe A), im unteren Bereich (B), im mittle-
ren Bereich (C), im oberen Bereich (D) und oberhalb des Stammschadens (E) enthommen (s.
Abb. 7, Kapitel 2.1.1.4). Aus den Stammscheiben wurden mit einer vor jedem Schritt mit 70 %i-
gen Ethanol desinfizierten Bohrmaschine an je drei Stellen des Ubergangsbereichs von verfarb-
tem zu gesundem Gewebe Holzspane entnommen. In der Vakuumgefriertrocknung (SP Scienti-
fic) wurde den Proben das Wasser entzogen und anschlieBend wurde das Material in der Kugel-
miihle (Retsch) in 2 ml Eppendorf Cups fir 30 min fein gemahlen. Die Proben wurden bis zur
DNA-Extraktion bei -40°C eingefroren. In den Bestdnden bei Mauern und Jagersdorf fand zudem
die Entnahme von Blatt- und Zweigmaterial aus der Baumkrone mit Hilfe eines Baumkletterers
statt. Bei etwa zweijahrigen Zweigmaterial wurde nach einer Oberflachensterilisation mit 70 %i-
gen Ethanol und dreimaligem Waschen mit bidestilliertem Wasser die Rinde entfernt. Im An-
schluss wurden an drei Stellen Holzspdne gewonnen und zu einer Probe vermengt.

In drei Bergahornbestdnden in der Hallertau (Mauern, Jagersdorf, Osseltshausen) und dem Be-
stand Meitingen fand eine Entnahme von Bodenproben mit Hilfe eines Piirckhauers an 16 Ein-
stichstellen statt, die im Anschluss getrocknet, homogenisiert und auf 2 mm fein gesiebt wur-
den. Zudem wurden aus den Mikrosklerotien-Agarplatten (s. Kapitel 2.1.3) mit Hilfe einer Impf-
nadel unter dem Binokular Sklerotien aus den Pektatagar herausgel6st, getrocknet und in Ep-
pendorfcups in der Kugelmiihle gemahlen. Alle Proben wurden bis zur DNA-Extraktion bei -40°C

eingefroren.
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Proberaster fiir 2. Sequenzierung:
C1: Jahrring der Stammrisszone,

C2: gesunder Jahrring fortlaufend
vom Jahrring, von dem der Riss
ausging,

C3: Ubergangsbereich radial von
gesundem zu nekrotischem Gewebe,

C4: mittleres nekrotisches Gewebe,

C5: gesundes Uberwallungsgewebe.

Abb. 13: Probeschema fiir die zweite Amplikon-Sequenzierung im mittleren Bereich von sechs Stamm-
nekrosen (Foto: N. Burgdorf).

In der zweiten lllumin-MiSeqg-Sequenzierung wurden auf halber Lange der Nekrosen von sechs
Stammen aus drei Bestdanden (Drackenstein, Meitingen, Dachau) an verschiedenen Stellen Pro-
ben entnommen (s. Abb. 13). Der Bestand nahe Dachau, der nicht zu den zehn Untersuchungs-
flachen zahlte, wurde aufgrund der extremen Auspragung von Stammnekrosen an Bergahornen
und Eschen fiir eine Probenahme fir die zweite Sequenzierung ausgewahlt.

Fiir die Sequenzierung wurden nach einem definierten Probeschema im Querschnittsbereich
Holzspdne entnommen. Im mittleren Bereich wurde der nekrotische Jahrring, von dem der
Stammriss ausging (Probe C1), der gesunde fortlaufende Jahrring der Stammrisszone (C2), der
radiale Ubergangsbereich von gesundem zu verfirbtem Gewebe (C3), innerhalb des nekroti-
schen Gewebes (C4) und im Uberwallungsgewebe (C5) beprobt. Zuséatzlich fanden wie im ersten
Sequenzierungsschema Probenahmen unterhalb und oberhalb der Nekrose (Probe A und E) als
auch in 5 m Hohe statt. Zudem wurde in jedem Bestand ein asymptomatischer Bergahornstamm
entnommen und Spane auf 0,5 m und 1 m Hohe fir die NGS-Probenahme gewonnen.

Es wurden an jeweils drei Stellen mit einer durch Tauchen des Aufsatzes in 70 %iges Ethanol
desinfizierten Bohrmaschine Spane gebohrt und zu einer Mischprobe vereinigt. Anschliefend
wurden die Holzspane in der Vakuumgefriertrocknung getrocknet, in 2 ml Eppendorfcups in der

Kugelschwingmihle fein gemahlen und bis zur DNA-Extraktion bei -40°C eingefroren.
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2.4.2 Amplifikation

2.4.2.1 DNA-Extraktion und Aufreinigung

Die DNA-Extraktion aus Holz- und Pflanzenmaterial erfolgte mit Hilfe des DNeasy Plant Mini Kits
(Qiagen) nach den Angaben des Herstellers. Die Extraktion aus Bodenmaterial wurde mit dem
PowerSoil DNA Isolation Kit (Mobio) durchgefiihrt, die Vorgehensweise erfolgte nach den Anga-
ben des Herstellers. Die Aufreinigung der DNA wurde mit dem Wizard DNA Clean-up System
(Promega) durchgefiihrt. Bei Proben, die nach der Aufreinigung kein Amplikon lieferten, wurde
eine zweite Reinigung mit dem MagMAX DNA Magnetic Bead Kit (Ambion) nach Angaben des
Herstellers durchgefihrt.

Da sich die Gewinnung von DNA aus den melanisierten Dauerstadien schwierig gestaltete, wur-
den zum Aufbrechen der Mikrosklerotien je 500 mg getrockneter Boden in 2 ml Eppendorfcups
eingewogen und flr 2 min in Flissigstickstoff gefroren und anschliefend 2 min im Wasserbad

bei 70°C erhitzt. Dieser Prozess wurde in dreifacher Wiederholung durchgefiihrt.

2.4.2.2 Messung der DNA-Gehalte

Die DNA-Gehalte der Proben wurde mit dem Fluorometer Qubit 2.0 (Invitrogen) bestimmt, wo-
fiir das DNA Broad Range Assay (Invitrogen) verwendet wurde. Fir die PCR mittels artspezifi-
scher Primer fand eine Probemenge von 2 ul DNA Einsatz. Fir die NGS-Sequenzierung (lllumina)

wurde insgesamt eine Menge von 10 ng DNA eingesetzt.

2.4.2.3 Amplifikationsbedingungen

Die Durchfiihrung der Amplifikation fand in 25 pl PCR-ReaktionsgefdlRen im Thermocycler C1000
Touch (Biorad) statt. Im Thermocycler wurden die jeweiligen PCR-Bedingungen entsprechend

des verwendeten Primerpaares eingestellt (s. Anhang Tab. A16).

PCR-Ansatz: 12,5 ul Maxima Hot Start PCR Mastermix (Thermo Fisher)
5 ul H20
1,5 pl Primer 1 (10 mM)
1,5 pl Primer 2 (10 mM)
2,5 ul BSA
2 pl DNA
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2.4.2.4 Gelelektrophorese

Die Auftrennung der PCR-Amplikons erfolgte in einem 1,5 %igen Agarosegel fir 60 min mit einer
Spannung von 90 mV in der mit Tris-Acetat-EDTA-Puffer (Merck) befillten Gelelektrophorese-
kammer. Zur Visualisierung der DNA-Fragmente wurde das Agarosegel mit Midori Green (Bio-
zym) gefarbt. Die Langenmarker und Banden der DNA wurden in der Geldokumentation unter
UV-Licht (Intas) sichtbar gemacht und mit einer Fotoaufnahme dokumentiert. Ein Langenmarker
mit definierten DNA-Fragmenten von 50-1000 bzw. 100-1500 Basenpaaren (Thermo Scientific)
wurde stets in der Elektrophorese mitgefiihrt. Zur Ergebnisabsicherung wurde bei jeder PCR eine
Positivkontrolle und eine Negativkontrolle mitgefiihrt, um falsch negative/positive Ergebnisse

auszuschlieRen.
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2.4.3 Nachweismethoden

2.4.3.1 PCR mit artspezifischen Primern

Die DNA wurde mittels PCR mit artspezifischen Primern (s. Tab. 6) nach den jeweiligen PCR-
Bedingungen (s. Anhang Tab. A16) vervielfaltigt. Als Referenz wurde in der PCR eine Positivkon-
trolle mit DNA von V. dahliae (CBS 130 341) sowie eine Negativkontrolle mit Wasser verwendet.
Die Primerpaare gelten mit Einschrankungen als artspezifisch fir V. dahliae. Das Primerpaar
VdTubF2/VdTubR4 codiert in der B-Tubulinregion von V. dahliae und V. longisporum, wobei ein
zweites Primerpaar VITubF2/VITubR1 (DEBODE et al. 2011) fiir die Differenzierung von V. longi-
sporum hinzugezogen werden muss. Das Primerpaar Df/Dr kann unter Verwendung mehrerer
Primer bei Durchfiihrung einer Multiplex-PCR nach INDERBITZIN et al. (2013) ebenfalls zwischen

V. dahliae und drei Linien von V. longisporum unterscheiden.

Tab. 6: Primerpaare fir V. dahliage mit Sequenzangabe in 5-3‘-Richtung, Genlokus, GroRe des Amplikons
und Literaturangabe (SCAR: Sequenz-charakterisierte amplifizierte Region).

Primer Primersequenz Genlokus AmplikongroRe (bp) Referenz
Df CCG GTC CAT CAG TCT CTCTG ITS 490 INDERBITZIN et al.
Dr CTGTTG CCG CTT CACTCG 2013
DB19 CGG TGA CAT AAT ACT GAG AG SCAR 580 CARDER et al.
DB22 GAC GAT GCG GAT TGA ACG AA 1994
VerBt-F AAC AAC AGT CCG ATG GAT AATTC B-Tubulin 115 ATALLAH et al.
VertBt-R GTA CCG GGC TCG AGA TCG 2007
VdTubF2 GGC CAG TGC GTA AGT TAT TCT B-Tubulin 82 DeBoDE et al.
VdTubR4 ATCTGG TTACCCTGTTCATCC 2011

2.4.3.2 Next Generation Sequencing

Fur die lllumina-Amplikon-Sequenzierung der pilzlichen DNA aus den Holz- und Bodenproben (s.
Tab. 7 und 8) wurde das Primerpaar ITS 1F 5-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTA A-3‘ (GARDES & BRUNS
1993) und ITS 2 5-GCTGCGTTCTTCATCGATGC-3’ (WHITE et al. 1990) verwendet. Die Primer wur-
den fiir eine Unterscheidung der einzelnen Proben mit einer 7 bis 12 Nukleotide langen Erken-
nungs-Sequenz markiert, da alle Amplikons vor der Sequenzierung gepoolt und gemeinsam se-
guenziert werden. Mit den markierten ITS 1F/ITS 2-Primern wurde die DNA vervielfiltigt, die fur

die ITS 1-Region (Internal Transcribed Spacer) der pilzlichen rDNA codiert. Die nichtcodierende
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ITS-Region, die keinem Selektionsdruck unterliegt, wurde in der Sequenzierung verwendet, da
der Bereich hoch variabel und konserviert ist und in vielen Wiederholungen nacheinander im
Genom vorliegt. Diese pilzliche Barcode-Region (SCHOCH et al. 2012) wurde bereits vielfach fir
phylogenetische Untersuchungen verwendet. Mittels Illumina-MiSeq Technologie wurde die ITS
1-Region (s. Abb. 14) mit einer GréRe um 230-280 bp der Gesamtheit der im Gewebe der Stamm-
nekrosen oder der in den Bodenproben befindlichen Ascomyceten und Basidiomyceten sequen-

ziert.

ITS 1F — — ITS 2

ETS 18 SrDNA ITS1 58S ITS 2 28 SrDNA ETS

Abb. 14: ITS-Region (Internal Transcribed Spacer) der ribosomalen DNA von Eukaryonten mit Bindungs-
stellen der verwendeten Primer.

Als erster Schritt wurde eine PCR durchgefiihrt, wobei fiir jede Probe drei Wiederholungen mit
je 25 ul als auch eine Positiv- und eine Negativkontrolle angesetzt wurden. Die Amplifikation im
Thermocycler erfolgte unter folgenden Bedingungen: Nach einer initialen Denaturierung bei
95°C flir 5 min in Einzelstrange erfolgte eine 30 sec Denaturierung, woraufhin das Annealing der
Primer bei 58°C fir 15 sec erfolgte und im Anschluss die Anlagerung und Synthese der Nukleo-
tide durch die Tag-Polymerase bei 72°C fiir 30 sec stattfand. Die Schritte 2 bis 4 wurde in 35
Zyklen wiederholt. AbschlieRend fand eine finale Elongation zu doppelstrdangiger DNA durch die
Tag-Polymerase bei 72°C fiir 10 min statt.

Durch die Gelelektrophorese erfolgte die Kontrolle, ob die Vervielfaltigung der ITS 1-Region er-
folgreich war (s. Abb. 15). Bei gelungener Amplifikation wurden die drei Proben gepoolt. Im An-
schluss wurden mit Hilfe des Maglet Magnetic Bead Kits (Thermo Scientific) Gberschiissige Nuk-
leotide, Primer und die Tag-Polymerase entfernt und der DNA-Gehalt mit dem fluorometrischen

Qubit (Invitrogen) gemessen.

L Probell + - Probe12 - Probel3 + - Probel4 + -

bp
1500

1000

500
300

Abb. 15: Amplikons der Proben 11 bis 14 der ITS 1-Region nach PCR mit
Primerpaar ITS 1F/ITS 2 fur Illumina-MiSeg-Sequenzierung.
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Nach Vereinigen aller Amplikons mit jeweils gleichem DNA-Gehalt zu einer Mischrobe von ins-
gesamt 10 ng DNA und nochmaliger Aufreinigung mittels Maglet Magnetic Bead Kit und DNA-
Quantifizierung mit dem DNA Broad Range Assay, erfolgte die Sequenzierung der Amplikons

durch die Illumina-MiSeqg-Technologie, was extern durch die Firma Eurofins ausgefiihrt wurde.

Als Next Generation Sequencing (NGS) wird eine Hochdurchsatz-Sequenzierungsmethode be-
zeichnet, bei der parallel mehrere Millionen Sequenzen aus einer gepoolten Probe generiert
werden. Das Sequenzierungssystem stammt von der Firma Illumina (San Diego, USA), die zu-
grundeliegende Technologie wird als Sequencing By Synthesis bezeichnet.

Die gepoolten Proben wurden zunachst an die Sequenzierungsadapter ligiert, die die Adapterse-
guenzen fir die Bindung an die Flusszelle des MiSeq als auch die Sequenzen fir die Sequenzie-
rungsprimer enthalten. Diese Sequenzierungs-Library-DNA wurde im Sequenziergerat auf einen
Glasobjekttrager aufgetragen, auf dem anschlieBend die Reaktion stattfand. Der Amplifikations-
schritt erfolgte in einer sogenannten Briicken-PCR. Im Paired End-Modus wurden beide DNA-
Strange mit einer Lange bis 300 Basenpaaren sequenziert, wobei Forward- und Reverse-Reads
generiert wurden. Die Reads bestehen aus kurzen Nukleotidsequenzen mit einer GréRe bis 300
Basenpaaren. Wahrend der Sequenzierung wurde durch die Abspaltung von Basen-spezifischen
Fluoreszenz-markierten Molekilen ein Lichtsignal generiert, das detektiert wurde. Nach der Se-
qguenzanalyse wurden die Paired End-Reads den urspriinglichen Proben durch die Erkennungs-
sequenzen zugeordnet.

Fiir die bioinformatische Auswertung fand die methodische Pipeline nach BALINT et al. (2014)
unter Linux Mint 17.3 Anwendung (s. Abb. 16). Verwendet wurden ausschlieBlich Sequenzen,
die keinen Basenfehler im Forward- und Reverse-Read aufwiesen. Die Reads bestanden nach
Abschluss der Auswertung aus etwa 160 Basenpaaren langen Sequenzen und konnten fiir die

taxonomische Zuordnung liber die DNA-Sequenzdatenbanken UNITE genutzt werden.
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1. Vereinigung der Forward- und Reverse-Reads und Qualitatsfilterung

N

2. Extraktion der ITS 1-Region aus den Sequenzen (FungallTSextractor)

N

3. Erzeugung/Clustern der Operational Taxonomic Units (OTUs) (USEARCH)

2

4. Taxonomische Klassifizierung der OTUs (MEGAN)

N2

5. Zuordnung der Probensequenzen zu den OTUs (USEARCH)

Abb. 16: Auswertungspipeline fir NGS-Proben mit Angabe zur Software.

Die phylogenetische Identifikation erfolgte tber ein Clustering gleicher Sequenzen, die als Ope-
rational Taxonomic Unit (OTU) zusammengefasst wurden. Nach der taxonomischen Zuordnung
der OTUs konnten anhand der Anzahl der Sequenzen, die V. dahliae/longisporum zugeordnet
wurden, die relativen Haufigkeiten in der jeweiligen Probe bestimmt werden. Anhand der Ba-
senabfolge in der ITS 1-Region sind viele beschriebene Pilz-Arten durch Abgleich der generierten
Sequenzen der OTUs Uber die Sequenzdatenbanken wie GenBank und UNITE mittels BLAST-AI-
gorithmus (ALTSCHUL et al. 1990) identifizierbar.

Die OTUs wurden mithilfe der Datenbank UNITE bekannten Arten oder Gattungen mit einem
Similarity Index von 98 % zugeordnet, woraus sich eine Auflistung aller OTUs der Proben gene-
rierte. Der E-Value gibt die Wahrscheinlichkeit an, ob die Ahnlichkeit des sequenzierten Ampli-
kons im Abgleich zu bekannten Sequenzen der genutzten Datenbank ein zufélliges Ergebnis ist.
Je kleiner der Wert, desto unwahrscheinlicher ist eine falsche Zuordnung. Fiir die Qualitatsabsi-
cherung der Zuordnung auf Art-Ebene fand ein weiterer Abgleich der am haufigsten detektierten

OTUs mittels Nukleotid-BLAST (ber die Sequenzdatenbanken statt.
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Tab. 7: Probenpool A fiir die erste Amplikon-Sequenzierung der ITS 1-Region von DNA aus Holzmaterial
von Stammnekrosen der Standorte Mauern und Jagersdorf (A: unterhalb der Nekrose, B: im unteren Be-
reich, C: im mittleren Bereich, D: im oberen Bereich, E: oberhalb des Stammschadens), Zweig- und Blatt-
material, Proben aus Boden und Mikrosklerotien-Agarplatten von vier Standorten und Laborkontrollen
mit Angabe zum DNA-Gehalt nach PCR (*: Bei Mau 1D konnte keine PCR-fahige DNA extrahiert werden).

Nr. Standort Lage in Nekrose Probe ng/ul DNA
1 Mauern unterhalb Mau 1A 19,7
2 Mauern unteres Ende Mau 1B 11,0
3 Mauern Mitte Mau 1C 16,5
4 Mauern oberes Ende Mau 1D 5,0
5 Mauern oberhalb Mau 1D -*
6 Mauern unterhalb Mau 2A 13,7
7 Mauern unteres Ende Mau 2B 14,3
8 Mauern Mitte Mau 2C 21,6
9 Mauern oberes Ende Mau 2D 5,5
10 Mauern oberhalb Mau 2E 14,6
11 Mauern Zweig Mau Zweig 7,9
12 Mauern Blatt Mau Blatt 5,8
13 Jagersdorf unterhalb Jag 1A 24,3
14 Jagersdorf unteres Ende Jag 1B 25,3
15 Jagersdorf Mitte Jag 1C 23,8
16 Jagersdorf oberes Ende Jag 1D 2,9
17 Jagersdorf oberhalb Jag 1E 5,4
18 Jagersdorf unterhalb Jag 2A 4,4
19 Jagersdorf unteres Ende Jag 2B 24,8
20 Jagersdorf Mitte Jag 2C 26,8
21 Jagersdorf oberes Ende Jag 2D 10,7
22 Jagersdorf oberhalb Jag 2E 5,2
23 Jagersdorf Zweig Jag Zweig 8,8
24 Jagersdorf Blatt Jag Blatt 13,5
25 Mauern Boden Mau Boden 49,9
26 Jagersdorf Boden Jag Boden 63,9
27 Osseltshausen Boden Oss Boden 73,4
28 Meitingen Boden Mei Boden 50,4
29 Mauern Mikrosklerotien Mau MS 29,9
30 Jagersdorf Mikrosklerotien Jag MS 48,6
31 Osseltshausen Mikrosklerotien Oss MS 37,7
32 Meitingen Mikrosklerotien Mei MS 42,8
34 Positivkontrolle V2 Dirnast Stamm V2 Stamm 4,1
35 Positivkontrolle V2 Dirnast Boden V2 Boden 11,5
36 Laborkontrolle 1 VT, VD, FS, TA, TV, ME LabK1 54,1
37 Laborkontrolle 2 VT, VD, FS, TA, TV, ME Lab K 2 2,7
38 Negativkontrolle Fusarium circinatum FC 37,2
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Tab. 8: Probenpool B fiir die zweite Amplikon-Sequenzierung der ITS 1-Region von DNA aus Holzmaterial
von Stammnekrosen der Standorte Drackenstein, Meitingen und Dachau (A: unterhalb der Nekrose, C:im
mittleren Bereich mit Differenzierung (s. Abb. 13), E: oberhalb des Stammschadens) und Laborkontrollen
mit Angabe zum DNA-Gehalt nach PCR (*: Bei insgesamt 8 Proben konnte keine PCR-fahige DNA extrahiert wer-
den).

Nr. Standort Lage in Nekrose Probe ng/ul DNA
1 Drackenstein unterhalb Drack 1 A 18,9
2 Drackenstein Jahrring Stammriss Drack 1 C1 5,3
3 Drackenstein Jahrring gesund Drack 1 C2 3,1
4 Drackenstein Ubergang radial Drack 1 C3 3,2
5 Drackenstein Mitte der Nekrose Drack 1 C4 69,1
6 Drackenstein Uberwallungsgewebe Drack 1 C5 5,8
7 Drackenstein oberhalb Drack 1 E 6,0
8 Drackenstein 5 m Hohe Drack 1 F 7,2
10 Drackenstein unterhalb Drack 2 A 2,4
11 Drackenstein Jahrring Stammriss Drack 2 C1 13,6
12 Drackenstein Jahrring gesund Drack 2 C2 3,9
13 Drackenstein Ubergang radial Drack 2 C3 8,5
14 Drackenstein Mitte der Nekrose Drack 2 C4 90,1
15 Drackenstein Uberwallungsgewebe Drack 2 C5 12,6
16 Drackenstein oberhalb Drack 2 E 8,8
17 Drackenstein 5 m Hohe Drack 2 F 2,3
19 Drackenstein Bah gesund Drack 3 A 14,1
20 Drackenstein Bah gesund Drack 3B 11,1
21 Meitingen unterhalb MeilA 3,1
22 Meitingen Jahrring Stammriss MeilC1 3,0
23 Meitingen Jahrring gesund Mei 1 C2 1,9
24 Meitingen Ubergang radial Mei 1C3 10,0
25 Meitingen Mitte der Nekrose Mei 1 C4 50,8
26 Meitingen Uberwallungsgewebe Mei 1 C5 7,2
27 Meitingen oberhalb Mei1E 5,4
28 Meitingen 5 m Hohe MeilF 20,7
29 Meitingen unterhalb Mei 2 A 8,6
30 Meitingen Jahrring Stammriss Mei 2 C1 11,4
31 Meitingen Jahrring gesund Mei 2 C2 12,6
32 Meitingen Ubergang radial Mei 2 C3 2,1
33 Meitingen Mitte der Nekrose Mei 2 C4 11,1
34 Meitingen Uberwallungsgewebe Mei 2 C5 29,0
35 Meitingen oberhalb Mei 2 E -*
36 Meitingen 5 m Hohe Mei 2 F 3,8
37 Meitingen Bah gesund 0,5 m Mei 3A -*
38 Meitingen Bah gesund 1 m Mei 3B -
39 Dachau unterhalb Dach1A 27,3
40 Dachau Jahrring Stammriss Dach1C1 -¥
41 Dachau Jahrring gesund Dach 1 C2 6,3
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42 Dachau Ubergang radial Dach1C3 4,2
43 Dachau Mitte der Nekrose Dach1C4 10,4
44 Dachau Uberwallungsgewebe Dach 1 C5 =¥
45 Dachau oberhalb Dach1E -*
46 Dachau 5 m Hbhe Dach1F 7,6
47 Dachau unterhalb Dach2 A 3,7
48 Dachau Jahrring Stammriss Dach2C1 4,9
49 Dachau Jahrring gesund Dach 2 C2 7,8
50 Dachau Ubergang radial Dach2C3 2,5
51 Dachau Mitte der Nekrose Dach 2 C4 5,0
52 Dachau Uberwallungsgewebe Dach 2 C5 3,8
53 Dachau oberhalb Dach 2 E 31,9
54 Dachau 5 m Héhe Dach 2 F -*
55 Dachau Bah gesund 0,5 m Dach3 A 0,8
56 Dachau Bah gesund 1 m Dach3 A ¥
57 Positivkontrolle VL CBS 110 233 V. longisporum 104,0
58 Positivkontrolle VT CBS 447.54 V. tricorpus 8,7
59 Laborkontrolle VT, VD, FS, FA, TA, TV, ME LabK 3 62,1
60 Negativkontrolle FC F. circinatum 79,6
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2.5 Statistische Datenauswertung

Die Daten wurden mithilfe des Programms SPSS Statistics 25 (IBM) analysiert. Die Welke-Indices
der beiden Trockenstressversuche wurden in R 3.5.0 (R Development Core Team) ausgewertet.
Die Normalverteilung wurde nach Shapiro-Wilk getestet. Bei Datensatzen, die keine Normalver-
teilung aufwiesen, wurde eine Datentransformation vorgenommen. Das Signifikanzniveau
wurde bei allen Datenanalysen auf p=0,05 gesetzt, was einem Konfidenzintervall von 95 % ent-
spricht.

Zur Analyse der Veranderung der Stammnekrosen wurde der T-Test mit gepaarten Stichproben
durchgefihrt. Die Dichte der Dauerorgane in Bergahorn- und Vergleichsflachen wurde mit dem
T-Test analysiert, bei nicht-normalverteilten Daten wurde der Mann-Whitney-Rangsummentest
angewandt.

Flr die Datenanalyse beider Trockenstressversuche wurden faktorielle Varianzanalysen (Analy-
sis of Variance, ANOVA) durchgefiihrt, um zu untersuchen, welche Haupteffekte signifikant wa-
ren. Zur Testung der Varianzhomogenitat fiir die ANOVA wurde der Levene-Test durchgefiihrt.
Die nichtparametrischen Datensatze der Welke-Indices wurden nach Datentransformation mit
dem Conover-Test (CONOVER & IMAN 1981) in R 3.5.0 mit dem Package conover.test (Version
1.1.5) analysiert. Bei signifikanten Unterschieden zwischen den Haupteffekten in der ANOVA
wurden Post hoc-Tests mit multiplen paarweisen Vergleichen nach Tukey-HSD (Honestly Signifi-
cant Difference) durchgefiihrt. Die AUWPC-Werte des zweiten Trockenstressversuchs wurden
durch Anwendung des Duncan-Post hoc-Tests analysiert (DUNCAN 1955).

Fiir die Datenanalyse der Infektionsversuche in der Klimakammer mit V. dahliae und F. solani
wurde die einfaktorielle Varianzanalyse durchgefiihrt, bei den nichtparametrischen Datensatzen

der Welke-Indices fand der Kruskal-Wallis-Test (KRUSKAL & WALLIS 1952) Anwendung.

Die Signifikanzen der Haupteffekte der faktoriellen ANOVA wurden in Tabellen gekennzeichnet
mit Sternen angegeben (p > 0,05: n.s. (nicht signifikant); p £0,05: *; p <0,01: **; p <0,001: ***),
Die Ergebnisse durch den T-Test und der Post hoc-Vergleiche nach Tukey-HSD, Conover, Duncan
etc. wurden in die Graphiken anhand von Buchstaben gekennzeichnet (gleiche Buchstaben:

keine signifikanten Unterschiede, unterschiedliche Buchstaben: signifikante Unterschiede).
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3 Ergebnisse

3.1 Freilandstudien in Bergahornbestanden

3.1.1 Stammnekrosen in Erst- und Wiederaufforstungsbestanden

Im Rahmen eines bayernweiten Monitorings wurden im Herbst 2012 Uber 35 Bergahornbe-
stande hinsichtlich des Auftretens von Stammnekrosen und Verticillium-Welke untersucht. In
zehn ausgewahlten Untersuchungsflachen, die kreisformig mit einem Durchmesser von 20 m
angelegt wurden, wiesen 33 % der Bergahorne Stammnekrosen im unteren Stammbereich auf.
Der Grof3teil der Stammnekrosen Uberwallte, da der Zeitpunkt der Entstehung bereits Jahre zu-
ricklag (s. Abb. 17 A-D, 18 A-D). Auch waren endogene Risse zu beobachten, die nach auRen mit
einer Wundleiste verschlossen waren (s. Abb. 17 C). Bei dem am starksten geschadigten Bestand
Thannhausen 1 wiesen 57 % der Ahorne Stammschaden auf (s. Tab. 9). Im vergleichsweise jun-
gen Bestand Osseltshausen waren im August 2012 und 2013 Symptome der Triebwelke sichtbar,
doch waren keine Nekrosen am Stamm ausgebildet. In acht weiteren Bergahornbestanden wie-
sen 24 bis 49 % der Badume Stammschaden auf, bei denen mechanische Verletzungen als auch
Sonnenbrand als Ursache ausgeschlossen werden konnten.

Im Querschnitt der Nekrosen waren Verfarbungen zu beobachten, die haufig einen grolRen An-
teil des gesamten Holzkdrpers einnahmen (s. Abb. 18 B), wobei im Uberwallungsbereich gesun-
des Gewebe zu sehen war. Knapp ein Drittel der geschddigten Bergahorne wies zwei oder meh-
rere Nekrosen oder Wundleisten auf, wovon ein Teil anndhernd oder komplett geschlossen war.
Bei den Verfarbungen waren zwei Bereiche zu differenzieren. Einerseits waren olivgriine Verfar-

bung einzelner Jahrringe zu beobachten, die als relativ typisch fiir eine Besiedlung des Gewebes

Tab. 9: Bestandesalter, Anzahl der Bergahorne, prozentualer Anteil der Bergahorne mit Stammnekrose
und Anzahl anderer Baume in zehn Untersuchungsflachen im Jahr 2013 (Kreisflache, d=20 m).

Standort Bestandesalter Bergahorne Bergahorne mit Andere Bdume

[a] [n] Nekrose [%] [n]

Mauern 18 70 49 2

Jagersdorf 20 75 24 11

Osseltshausen 15 58 0

Drackenstein 1 25-40 45 27

Drackenstein 2 25-40 46 35

Drackenstein 3 > 40 21 24

Thannhausen 1 50 57 57 10

Thannhausen 2 50 36 36 11

Meitingen 1 22 33 33 14

Meitingen 2 22 41 41 8
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von Ahorn durch V. dahliae gelten, andererseits waren braune Verfarbungen des Gewebes, die
sich bis ins Mark ausdehnten zu beobachten. In zwei Fillen waren im Querschnitt mehrere Jahr-
ringe mit dunkelgriiner Verfarbung sichtbar, jedoch war nach auBen hin nur ein Stammriss aus-
gepragt (s. 17 C, D). Das Bestandesalter lag zwischen etwa 15 und 50 Jahren.

Absterbe-Erscheinungen wurden bei Bergahornen nur vereinzeltet beobachtet. Im Rahmen der
Flachenauswahl im Sommer und Herbst 2012 konnten auch Stammrisse und Nekrosen an Spitz-

ahorn (Acer platanoides L.) und Gemeiner Esche (Fraxinus excelsior L.) festgestellt werden.

Abb. 17 A-F: Bergahorne im Querschnitt, A, B: iberwallende Stammnekrose ausgehend von einem Jahr-
ring mit Verfarbungen, C: endogene Stammrisse nach Infektionen in verschiedenen Jahrringen, D:
Stammnekrose nach Infektion in verschiedenen Jahrringen E, F: Bergahorne ohne Stammschaden, Be-
stand Jagersdorf, Hallertau (Fotos: N. Burgdorf).
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Abb. 18 A-F: Bergahorne im Querschnitt, A: Gberwallende Stammnekrose und Verfarbungen des Holz-
korpers, B: Stammnekrose mit stark zersetztem Holzkorper, C: Giberwallende Stammnekrose mit Ver-
farbungen, D: Stammnekrose mit gebrochenem Holzkérper, E, F: Bergahorne ohne Stammschaden, Be-
stand Mauern, Hallertau (Fotos: N. Burgdorf).
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3.1.1.1 Exposition der Nekrosen

Die Stammnekrosen traten an den Bergahornen der Untersuchungsbestdande in allen Expositio-
nen auf. Im Mittel waren mehr als 20 % in jeweils sidlicher und siid6stlicher Exposition ausge-
richtet (s. Abb. 19), ein Anteil von 17 % war in nordwestlicher Exposition ausgebildet und jeweils
10 bis 12 % der Stammrisse traten in nordlicher, 6stlicher und stidwestlicher Ausrichtung auf.
Die Nekrosen waren somit relativ variabel in der Exposition, mit der Ausnahme des Bestandes
bei Mauern, in dem ein groRRer Anteil der offenen Nekrosen in siid-siidwestlicher Richtung auf-
trat.

Da bei etwa einem Drittel der geschadigten Bergahorne haufig mehrere Risse mit versetzter Ex-
position beobachtet wurden, waren Sonnenbrand und Frostriss als Ursache weitestgehend aus-
zuschlieRen, zumal die Untersuchungsflachen in geschlossenen Bestanden ohne Waldrandlage

eingerichtet wurden.

N
25
NW 20 NO
15
10
W 0
SW SO
S

Abb. 19: Prozentuale Anteile der Exposition der Nekrosen.
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3.1.1.2 Computertomographische Aufnahmen

An der FVA Freiburg wurden computertomographischen Aufnahmen von acht geschadigten und
vier gesunden Bergahornen erstellt. Die etwa 20-jahrigen Bergahorne wurden im Bereich tber
dem Stammfull mit einer Ldnge von 2,5 m gescannt und wiesen einen BHD von 7 bis 19 cm auf.
Bei den geschadigten Stammen waren in den Bereichen der Nekrosen intensive Verfarbungen
des Holzes erkennbar. Einerseits wurden durch die CT-Scans dunkle Verfarbungen in den
Stammrissbereichen im Vergleich zum gesunden Gewebe sichtbar, die sich vom oberflachlichen
Bereich der Nekrose teils bis ins Mark ausdehnten. Die sich dunkel abgrenzenden Abschnitte,
die aus Bereichen geringerer Strahlungsabsorption hervorgingen, deuten auf in der Dichte redu-
ziertes Gewebe hin, wie es im Friihholz, in nekrotischem Gewebe und nach pilzlichem Holzabbau
entsteht. Andererseits waren helle Bereiche sichtbar, die durch Einlagerungen von Inhaltsstof-
fen oder von Wasser entstanden sind, was im CT aufgrund erhohter Strahlungsabsorption hell
erschien.

Die Verfarbungen der Jahrringe, die im CT als helle Bereiche abgrenzbar waren, dehnten sich
radial im Holzkorper aus (s. Abb. 20). Die Verfarbungen gingen zudem in axialer Richtung teils
weit Uber den Bereich des offenen Holzkérpers hinaus. Bei sechs der acht gescannten Berg-
ahorne mit Nekrose war ein einzelner Jahrring verfarbt (s. Abb. 21 A, B, 22 A-D). Bei zwei Ahor-

nen war eine Verfarbung mehrerer Jahrringe zu beobachten, wobei jedoch nur ein Stammriss

Abb. 20: Computertomographische Aufnahme eines Bergahorns mit Stammnekrose mit einer Lange
von 2,5 m aus der Hallertau, A: (iberwallende Nekrose in Aufsicht, B: Radialschnitt durch Nekrose mit
hellen Verfarbungen (markiert mit roten Pfeilen) durch Gewebeverdichtungen (CT-Scan: FVA Freiburg).



Ergebnisse 45

ausgepragt wurde (s. Abb. 21 C, D), was auf eine Mehrfachinfektion mit dem Erreger der Verti-
cillium-Welke hindeutet. Die im CT hell erscheinenden Bereiche deckten sich insbesondere mit
den optisch dunkelgriin gefarbten Jahrringen.

Bei den asymptomatischen Bergahornen, die als Kontrollbdume entnommen wurden, waren
keine deutlichen Verfarbungen sichtbar (s. Abb. 21 E, F, 22 E). Nur bei einem Stamm war eine
leichte helle Verfarbung in einem Jahrring zu beobachten (s. Abb. 22 F), was sich mit der opti-

schen Auspragung deckte (s. Abb. 18 F).

Abb. 21 A-F: CT-Aufnahmen von Bergahornen im Querschnitt, A, B: Stammnekrose mit dunklem nekro-
tischen und hellem verdichteten Gewebe, C: Ahorn mit endogenen Stammrissen (markiert mit gelben
Pfeilen) und mehreren hell gefarbten Jahrringen (markiert mit roten Pfeilen), D: Stammnekrose mit
mehreren hell gefarbten Jahrringen (markiert mit roten Pfeilen), E, F: Bergahorne ohne Stammnekrose,
Bestand Jagersdorf (CT-Scan: FVA Freiburg).
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Abb. 22 A-F: CT-Aufnahmen von Bergahornen im Querschnitt, A-D: mittlerer Bereich der Nekrose mit
dunklem nekrotischen (markiert mit gelben Pfeilen) und hellem verdichteten Gewebe und mit Uber-

wallung, E, F: Bergahorne ohne Stammschaden (helle Verfarbung in Jahrring markiert mit rotem Pfeil),
Bestand Mauern (CT-Scan: FVA Freiburg).
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3.1.1.3 Mikroskopische Aufnahmen

Aus den Bestanden in der Hallertau wurden fiinf Bergahorne mit Gberwallender Stammnekrose
fur lichtmikroskopische Untersuchungen an der TUM Holzforschung entnommen (s. Abb. 23).
Dafiir wurden in verschiedenen Bereichen von fiinf Nekrosen Mikrotomschnitte in Quer-
schnitts-, Tangential- und Lateral-Richtung in Bereichen des Ubergangs von verfiarbtem zu ge-

sundem Gewebe als auch Proben aus gesunden Bereichen mikroskopiert.

Abb. 23 A-E: Bergahorne im Querschnitt auf mittlerer Hohe der Nekrose mit Einteilung in unterschiedliche

Bereiche der Mikrotomschnitte fiir mikroskopische Aufnahmen, A-C: Bestand Jagersdorf, D, E: Bestand
Mauern (Fotos: TUM Holzforschung).
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In den Referenzproben aus gesundem Gewebe der Stammscheiben waren insgesamt keine bzw.
nur wenige leichte Verfarbungen sichtbar (s. Abb. 24, 25). Es wurden keine Einlagerungen wie

Thyllen oder gummiartige Verschlisse und keine Hyphen im Gewebe und Xylem beobachtet.

Abb. 24: Querschnitt aus gesundem Gewebe von Abb. 25: Tangentialschnitt aus gesundem Gewebe
zerstreutporigem Bergahorn mit GefaRen (G), Holz- von Bergahorn mit mehreren GefafRen (G) und Holz-
strahlen (HS) und Jahrringgrenze (JR), mikroskopi- strahlen (HS), mikroskopische Aufnahme, Bestand
sche Aufnahme, Bestand Jagersdorf, ungefarbt. Jagersdorf, ungefarbt (Fotos: TUM Holzforschung).
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Bei fiinf Stammnekrosen wurden Bereiche des Ubergangsgewebes zwischen gesundem und nek-
rotischem Gewebe mikroskopiert. In Nekrosen der Bergahorne von den Bestdanden bei Mauern
und Jagersdorf waren in diesen Ubergangsbereichen vielfach Einschliisse zu erkennen (s. Abb.
26, 27). In den Bereichen der Verfarbungen wurden in den finf Nekrosen die nach BONSEN (1991)
fiir europaische Ahornarten typischen gummiartigen Einlagerungen in GefdalRen beobachtet.

Bei den mikroskopischen Aufnahmen von Stammnekrosen des Standorts Jagersdorf (s. Abb. 26)
waren in den Querschnitten vielfach Einlagerungen von dunkelbraunen Inhaltsstoffen in den
Gefallen als auch im Parenchym und in den Holzstrahlen erkennbar (s. Abb. 26 A, B). Die Verfar-
bungen im Xylem konnten in vielen Fallen den von BONSEN (1991) beschriebenen fiir Acer typi-
schen gummiartigen Einlagerungen zugeordnet werden. Haufig wurden dabei Hohlrdume ein-
geschlossen, was in den Tangentialschnitten zu beobachten war (s. Abb. 26 C). Neben den in-
tensiven Verfarbungen unspezifischer Einschliisse im Parenchym und in den Holzstrahlen war
teilweise auch intaktes Gewebe vorhanden (s. Abb. 26 D).

Bei den Untersuchungen der Stammscheiben vom Standort Mauern (s. Abb. 27) wurden eben-
falls braune Verfarbungen in den mikroskopischen Quer-, Tangential- und Radialschnitten der
Stammnekrosen beobachtet. Die Einlagerungen von dunkelbraunen Inhaltsstoffen traten ge-
hauft im wasserleitenden Xylem (s. Abb. 27 A, B) sowie in axialen und radialen Parenchymzellen
auf (s. Abb. 27 C). In den Ubergangsbereichen von gesundem zu verfirbtem Gewebe waren ver-
einzelt braune Hyphen und feinere blaue Hyphen in den Gefdllen und Parenchymzellen zu er-

kennen.
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Abb. 26 A-D: Mikroskopische Aufnahmen von Mikrotomschnitten aus Stammnekrosen vom Bestand bei
Jagersdorf, ungefarbt, A: Querschnitt von verfarbtem Gewebe mit braunen Einlagerungen in GefaRRen (G),
Holzstrahlen (HS) und Parenchym der Jahrringgrenze (JR), B: Tangentialschnitt von GefdaRen und
Holzstrahlen mit braunen Einlagerungen, C: Tangentialschnitt mit Hohlrdumen zwischen Gummi-
einlagerungen (GU) in Gefalen, D: Querschnitt mit braunen Verfirbungen in Holzstrahlen und
Parenchymzellen (Fotos: TUM Holzforschung).
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Abb. 27 A-D: Mikroskopische Aufnahmen von Mikrotomschnitten aus Stammnekrosen vom Bestand bei
Mauern, Doppelfarbung (Safranin, Astrablau), A: Querschnitt von verfarbtem Gewebe mit Einlagerungen
in GefaRen (G) und Holzstrahlen (HS), Jahrringgrenze (JR), B: Tangentialschnitt mit Gummieinlagerung
(GU) im GefaR, vereinzelt feine blaue Hyphen, C: Tangentialschnitt mit Gummieinlagerungen in GefalRen
und Einlagerungen in Holzstrahlen, D: Radialschnitt mit Verfarbungen (Fotos: TUM Holzforschung).
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3.1.1.4 Entwicklung der Stammnekrosen

In zehn Untersuchungsflachen wiesen im Mittel 33 % der Bergahorne Stammnekrosen auf. Die
offenen Nekrosen, die zu Beginn der Untersuchungen bereits mehrere Jahre Gberwallten, waren
durchschnittlich 68 cm lang und 4 cm breit. Bei einem Drittel dieser geschadigten Bergahorne
war zudem eine zweite oder mehrere weitere Nekrosen oder Wundleisten zu beobachten. Im
Zeitraum von Oktober 2012 bis Oktober 2014 war bei 73 % der Bergahorne ein voranschreiten-
des Uberwallen der Nekrosen feststellbar. Im Mittel nahm die Ausdehnung in axialer Richtung
um 2,9 cm (s. Abb. 28) und in tangentialer Richtung um 0,8 cm innerhalb der zwei Jahre ab (s.
Abb. 29). Basierend auf der Datengrundlage von 2012 bis 2014 der Baume mit Gberwallender
Nekrose, ware ein komplettes SchlieBen der Nekrosen in 8 bis 13 Jahren zu erwarten.

Bei 13 % der Bergahorne war (iber den Untersuchungszeitraum keine Veranderung hinsichtlich
der Ausmalle der Stammrisse festzustellen. Bei 14 % der Baume hatten sich die Nekrosen tber

den Untersuchungszeitraum vergroBert, auch wurden vereinzelt neue Stammrisse beobachtet.
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Abb. 28: Lange der Nekrosen der Bergahorne in zehn  Abb. 29: Breite der Nekrosen der Bergahorne in zehn
Bestdanden im Herbst 2012 und 2014. Statistik: T-Test. ~ Bestdnden im Herbst 2012 und 2014. Statistik: T-Test.
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3.1.1.5 Alter der Stammnekrosen

Fir eine Feststellung der Entstehungsjahre der Stammrisse wurden bei 14 geschadigten Berg-
ahornen die Jahrringe der Uberwallungen ausgezihlt. Die Entstehungsjahre der Stammrisse
konnten auf die Jahre von 2001 bis 2010 datiert werden (s. Tab. 10).

Im Bestand Mauern wurde bei zwei Bergahornen ein Uberwallungszeitraum von sieben Jahren
bestimmt, wodurch die Entstehung auf das Jahr 2006 datiert wurde. Bei einem Ahorn in diesem
Bestand war eine Nekrose im Jahr 2004 entstanden und ein Bergahorn wies eine Nekrose auf,
deren Bildung auf das Jahr 2001 datiert wurde. Im Bestand Jagersdorf war bei zwei Ahornen die
Stammnekrose im Jahr 2003 bzw. 2001 entstanden. Bei zwei weiteren Ahornen dieser Pflan-
zung, die Mehrfachinfektionen in verschiedenen Jahrringen aufwiesen, war die Bildung der Risse
auf das Jahr 2008 datiert worden.

In drei weiteren Bestanden nahe Drackenstein, Meitingen und Dachau, die fiir das Next Genera-
tion Sequencing beprobt wurden, war eine Ausbildung von Stammrissen bei drei Ahornen auf
das Jahr 2004 datiert worden. Ein Bergahorn wies eine friiher entstandene Nekrose aus dem
Jahr 2001 und zwei Bergahorne wiesen eine spdter entstandene Nekrose aus den Jahren 2005

bzw. 2010 auf.

Tab. 10: Stammnekrosen bei 14 Bergahornen: Stammdurchmesser auf halber Lange der Nekrose, Lédnge und
Breite der Nekrose, Jahrringe der Uberwallung und Entstehungsjahr des Stammrisses; Mauern, Jagersdorf:
Entnahme im Oktober 2013, Drackenstein, Meitingen, Dachau: Entnahme im Juli 2015 (* Bergahorne mit Mehr-
fachinfektion, Auszdhlung des jiingsten Jahrrings mit Verfarbung).

Baum  Standort Durchmesser auf ~ Ldange Nekrose Breite Nekrose Jahrringe Entstehungs-
Nr. % Lange [cm] [cm] [cm] Uberwallung jahr
1 Mauern 9,7 52 4 7 2006
2 Mauern 6,5 38 3 7 2006
3 Mauern 7,2 47 2 9 2004
4 Mauern 9,2 67 3 12 2001
5 Jagersdorf 13,0 122 2 9 2004
6 Jagersdorf 10,9 131 5 12 2001
7 Jagersdorf 12,8 105 2 5* 2008
8 Jagersdorf 19,0 32 3 5* 2008
9 Drackenstein 17,9 116 8 11 2004
10 Drackenstein 16,7 104 6 11 2004
11 Meitingen 24,4 178 4 5 2010
12 Meitingen 17,1 172 2 10 2005
13 Dachau 19,9 216 8 14 2001
14 Dachau 16,7 265 2 11 2004

Mittelwert (+SD) 14,4 (+5,1) 118 (+68) 4 (+2) 9 (+3) 2005 (+3)
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3.1.2 Isolierung von V. dahliae aus Stammnekrosen

In zwei Bergahornbestdanden in der Hallertau wurden im Marz und Oktober 2013 und in drei
Bestanden bei Regensburg, Augsburg und Dachau im Juli 2015 Stdmme entnommen und Holz-
spane aus verschiedenen Bereichen der Nekrose fir den Erregernachweis auf Nahrmedien auf-
gelegt. Aus den Stammnekrosen, deren Entstehung im Mittel neun Jahre zurlicklag, konnte V.
dahliae nicht isoliert werden. Auf Wasseragar und PDA (Potato Dextrose Agar) bildete sich kein
typisches Myzel bzw. Dauerorgane der Mikrosklerotien aus (s. Anhang Tab. A3-A5).

Ein Nachweis mittels PCR mit artspezifischen Primern nach CARDER et al. (1994) und INDERBITZIN
et al. (2013) fiihrte ebenfalls zu keinem positiven Ergebnis bzw. Nachweis des Erregers des Ver-

ticillium-Welke.

3.1.3 Erregerdichte im Boden

Die Dauerorgane von V. dahliae wurden in Bodenmischproben der zehn Bergahornbestande
nach der Methodik zur Bestimmung der Mikrosklerotiendichte von NEUBAUER & HEITMANN (2011)
detektiert. In den Bestdnden der Hallertau konnten vergleichsweise hohe Anteile von Daueror-
ganen bestimmt werden. Insbesondere der Bestand Osseltshausen, der eine deutliche Trieb-
welke aber keine Stammschiden zeigte, wies eine hohe Dichte von 133 Dauerorganen g Boden
im Jahr 2012 auf (s. Abb. 30). Die Bergahornbestande nahe Regensburg (Drackenstein 1, 2, 3)
und nahe Augsburg (Meitingen 1, 2) wiesen ebenfalls relativ hohe Werte auf. Auch war in den
beiden Kontrollflaichen Meitingen 1 und 2 eine extrem hohe Anzahl der Dauerorgane im Boden
nachzuweisen. Im Gegensatz zu den anderen groRtenteils mit Fichte bestockten Vergleichsfla-
chen wurden hier Erstaufforstungsflachen mit Eichen und Linden beprobt. Im Jahr 2013 wurden
insgesamt niedrigere Werte fiir die Dauerorgane in den zehn Bergahornbestanden als auch in
den Vergleichsflachen bestimmt (s. Abb. 31). Die hochsten Dichten ergaben sich in den Bestan-
den Osseltshausen und Meitingen 2. Ein dhnlicher Trend setzt sich im Folgejahr fort (s. Abb. 32).
Hier ergaben sich die signifikant hochsten Anteile im Bestand Meitingen 2 und in der Vergleichs-
flache Meitingen 1.

Durch die Methodik war keine Differenzierung zwischen den nah verwandten Arten V. dahliae
und V. longisporum moglich, und auch V. tricorpus bildet ahnliche Mikrosklerotien aus. Zudem
werden durch andere Pilze dahnliche Dauerorgane wie Chlamydosporen ausgebildet. Dadurch
besteht eine hohe Verwechselungsgefahr bei der morphologischen Differenzierung, weshalb
nur eine Einschatzung der Erregerdichte vorgenommen werden konnte und die Werte kritisch

Zu betrachten sind.
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Abb. 30: Anzahl von Dauerorganen
in zehn Bergahornbestanden und
Vergleichsflachen ohne Wirtsbaum-
arten im Oktober 2012 (mit Stan-

dardabweichung), Statistik: T-Test
(Bergahorn vs. Vergleichsflache).

Abb. 31: Anzahl von Dauerorganen
in zehn Bergahornbestdnden und
Vergleichsflachen ohne Wirtsbaum-
arten im Oktober 2013 (mit Stan-

dardabweichung), Statistik: T-Test
(Bergahorn vs. Vergleichsflache).

Abb. 32: Anzahl von Dauerorganen
in zehn Bergahornbestdnden und
Vergleichsflachen ohne Wirtsbaum-
arten im Oktober 2014 (mit Stan-

dardabweichung), Statistik: T-Test
(Bergahorn vs. Vergleichsflache).
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Bei der liber zwei Jahre durchgefiihrten zweimonatigen Untersuchung der Erregerdichte in drei
Bestdnden in der Hallertau, ergaben sich im Jahresverlauf teils starke Schwankungen (s. Abb.
33). In den Bestanden nahe den Orten Mauern und Jagersdorf konnte im Winter 2012 und 2013
im Vergleich zu den warmeren Monaten ein Anstieg der Dichte der Dauerorgane festgestellt
werden. Im Bestand bei Osseltshausen wurde im Dezember 2012 und 2013 als auch Oktober
2014 eine erhéhte Erregerdichte detektiert. Im Bestand Mauern wurden im Dezember 2012 und
Februar 2013 erhdhte Anteile bestimmt, im Bestand Jagersdorf wurde nur zu Beginn der Probe-

nahmen im Winter 2012 eine héhere Anzahl an Dauerorganen bestimmt.
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Abb. 33: Dichte der Dauerorgane in den Boden dreier Bergahornbestdnde in der Hallertau (Mauern,
Jagersdorf, Osseltshausen) von Oktober 2012 bis 2014 (mit Standardabweichung). Statistik: Tukey-HSD
(Bestdnde je Termin).
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3.2 Einfluss von Trockenstress auf die Infektion mit V. dahliae bei Berg-
ahorn

Es bestehen Hinweise, dass sommerlicher Trockenstress Welkesymptome und die Auspragung
vom Stammrissen und Stammnekrosen bei adulten Ahornen bei Befall mit dem Erreger der Ver-
ticillium-Welke verstarken bzw. ausldsen kann. Daher wurde der Einfluss der Inokulation mit V.
dahliae und von Trockenstress auf junge Bergahorne unter kontrollierten Bedingungen unter-
sucht. Es wurden zwei aufeinander folgende Versuche in einer Vegetationshalle am Gewachs-
hauslaborzentrum Diirnast der TU Miinchen durchgefiihrt. In beiden Trockenstressversuchen
wurden jeweils 96 Bergahorne durch eine Wurzeltauch-Inokulation mit einem V. dahliae-Isolat
infiziert, das von A. pseudoplatanus isoliert wurde. Im folgenden Sommer wurden je 32 Pflanzen
(fir 6 Wochen im ersten bzw. 8 Wochen im zweiten Versuch) unter 12 %, 17 % und 22 % volu-
metrischen Bodenwassergehalt gehalten. Als Kontrolle dienten 96 nicht-inokulierte Bergahorne
unter dem gleichen Bodenwassergehaltsschema. Die je 192 Pflanzen wurden in beiden Versu-

chen Uber zwei Jahre in einer randomisierten Blockanlage untersucht.

3.2.1 Trockenstressversuch |

3.2.1.1 Welkesymptome

Der Welke-Index wurde von Boniturnote 1, was einer Pflanze ohne Welkesymptome entspricht,
Uber ansteigende Stufen hinsichtlich des prozentualen Anteils welker Blatter bis zum Welke-
Index 9 (s. Abb. 34 A, B, C), was einer abgestorbenen Pflanze entspricht, alle zwei Wochen boni-

tiert (Boniturskala s. Tab. 4, Kapitel 2.2.3.1).

Abb. 34: Welke bei 1 %-jahrigem Bergahorn bei Inokulation mit V. dahliae, Boniturnoten: A: Welke-Index
3, B: Welke-Index 6 und C: Welke-Index 9.
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Welkesymptome im Trockenstressjahr

Bei den mit V. dahliae inokulierten Bergahornen war im Vergleich zu den Kontrollpflanzen in der
Vegetationsperiode nach der Wurzeltauch-Inokulation eine friihzeitige Welke zu beobachten (s.
Abb. 35 A, B). Bereits im Frihjahr und Friihsommer 2013 waren vor Beginn der Trockenstress-
phase bei den mit V. dahliae infizierten Pflanzen (VD-F, VD-M, VD-T) deutliche Welkesymptome
ausgebildet. Die Kontrollpflanzen (K-F, K-M, K-T) wurden dem Welke-Index 1 bis 2 zugeordnet,

es konnte keine Blattwelke beobachtet werden.
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Abb. 35 A-H: Welke-Index der Kontrollpflanzen und der mit V. dahliae infizierten Bergahorne vor, bei und
nach der Trockenstressphase vom 01.07. bis 12.08.13 unter feuchtem, moderatem und trockenem Bo-
denwassergehalt am 20.06.13 (A, B), 11.07.13 (C, D: 10 Tage Trockenstress), 31.07.13 (E, F: 30 Tage Tro-
ckenstress) und 20.08.13 (G, H), n=32, Statistik: Conover-Test. Boxplots mit Median, 25. und 75. Quartil, Whis-
kers mit 10. und 90. Perzentil und AusreiBern.

Abkirzungen: K-F: Kontrolle + Bodenwassergehalt (BWG) feucht, K-M: Kontrolle + BWG moderat, K-T: Kontrolle +
BWG trocken, VD-F: V. dahliae + BWG feucht, VD-M: V. dahliae + BWG moderat, VD-T: V. dahliae + BWG trocken.
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Die mit V. dahliae inokulierten Bergahorne zeigten bei beginnender Trockenstressphase bereits
signifikant verstarkte Welkesymptome unabhangig vom feuchten, moderaten und trockenen
Bodenwassergehalt (s. Abb. 35 D). Bei den infizierten gut bewéasserten Bergahornen war im wei-
teren Verlauf im Vergleich zu den gut bewdasserten Kontrollpflanzen nach vier Wochen Trocken-
stress eine signifikant verstarkte Auspragung der Welkesymptome zu beobachten (s. Abb. 35 E,
F). Nach vier Wochen Trockenstress waren auch in der Variante der Kontrollpflanzen mit niedri-
gem Bodenwassergehalt deutliche Welkesymptome zu sehen, was aber signifikant niedriger ge-
geniber den V. dahliae-infizierten Pflanzen unter Trockenstress ausfiel. Nach Abschluss des Tro-
ckenstresses waren alle drei Varianten der inokulierten Pflanzen in der Auspragung der Welke
gegeniber den Kontrollpflanzen mit entsprechendem Bodenwassergehalt erhoht (s. Abb. 35 G,

H).

Nach zweifaktorieller ANOVA (Analysis of Variance) ergab sich zu allen Terminen ein signifikan-
ter Einfluss durch den Haupteffekt der Infektion mit dem Pathogen (s. Tab. 11). Nach einem
Monat Trockenstress libte auch der Faktor Bodenwassergehalt signifikanten Einfluss auf die Aus-
pragung einer verfriihten Seneszenz. Mit Ausnahme des letzten Termins waren keine signifikan-
ten Wechselwirkungen zwischen den Faktoren V. dahliae-Inokulation und Bodenwassergehalt

feststellbar.

Tab. 11: Welke-Index 2013: Signifikanz der Haupteffekte der Infektion mit V. dahliae und des
Bodenwassergehalts (BWG) wahrend der Trockenstressphase vom 01.07. bis 12.08.13 und
Wechselwirkungen zwischen beiden Faktoren nach einfaktorieller (20.06.13 n=96) bzw.
zweifaktorieller ANOVA (ab 11.07.13 n=32) (p >0,05: n.s.; p<0,05: *; p < 0,01: **; p < 0,001: ***),

Welke-Index 2013

20.06.13 11.07.13 31.07.13 20.08.13
V' dah”ae % %k % % %k % %k % %k %k
BWG - n.s. ok -

V. dahliae x BWG - n.s. n.s.
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Zur Gewichtung der Uber die Vegetationsperiode hinweg erfassten Boniturdaten wurde ein AU-
WPC-Wert (Area Under Wilt Progress Curve), angelehnt an den AUDPC-Wert (Area Under Dise-
ase Progress Curve) nach SHANER & FINNEY (1977), ermittelt. Dieser Wert macht die signifikante
Erhohung der Welkesymptome bei den infizierten Varianten gegeniiber den nicht-infizierten
Bergahornen deutlich (s. Abb. 36). In den Kontrollpflanzen war der AUWPC-Wert der feuchten
und moderaten Variante auf einem dhnlichen Niveau, der Wert der Trockenstressvariante war
erhoht. Die AUWPC-Werte stiegen in den mit V. dahliae inokulierten Varianten mit abnehmen-
dem Bodenwassergehalt an und lagen signifikant héher als bei den Kontrollpflanzen bei entspre-
chendem Bodenwassergehalt. Die Faktoren V. dahliae-Infektion sowie Trockenstress hatten ei-
nen signifikanten Effekt auf die Hohe des AUWPC-Werts. Interaktionen zwischen beiden Fakto-

ren bestanden nicht.
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Abb. 36: AUWPC-Werte (Area Under Wilt Progress Curve) der Kontrollpflanzen und der Bergahorne mit
V. dahliae-Infektion Gber die gesamte Vegetationsperiode einschlieflich der Trockenstressphase vom
01.07. bis 12.08.13 mit feuchten, moderaten und trockenen Bodenwassergehalten (mit Standardab-
weichung), Statistik: Tukey-HSD.
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Welkesymptome im Folgejahr

Im Folgejahr unter fortlaufend guter Wasserversorgung der Pflanzen war bei Austrieb bei 15 %
der mit V. dahliae inokulierten Bergahorne die Bildung eines neuen Terminaltriebs zu beobach-
ten, der Haupttrieb war abgestorben bzw. stark geschadigt. Die mit dem Welke-Erreger inoku-
lierten Bergahorne wiesen unter guten Bodenwassergehalten im Verlauf der Vegetationsperi-
ode des Folgejahrs signifikant hohere Welkesymptome auf als die Kontrollpflanzen (s. Abb. 37).
Im Juli verstarkte sich die friihzeitige Seneszenz, die als Folge der Infektion mit dem bodenbir-
tigen Pilz auftrat (s. Abb. 37 D, F).

An allen Terminen war durch die zweifaktorielle ANOVA ein signifikanter Einfluss der V. dahliae-
Infektion auf die Welke-Intensitdt bestimmbar (s. Tab. 12). Der vorjédhrige Trockenstress Ubte
keinen Einfluss aus. Interaktionen zwischen Infektion mit dem Pathogen und Bodenwassergeh-

alt bestanden nicht.
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Abb. 37 A-H: Welke-Index im Folgejahr unter guten Bodenwassergehalten bei den mit V. dahliae inoku-
lierten Bergahornen und Kontrollpflanzen am 15.05.14 (A, B), 02.07.14 (C, D), 30.07.14 (E, F) und 20.08.14
(G, H); die Angaben feucht, moderat und trocken beziehen sich auf die Bodenwassergehalte vom 01.07.
bis 12.08.13, Statistik: Conover-Test.
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Tab. 12: Welke-Index 2014: Signifikanz der Haupteffekte der Infektion mit V. dahliae und des
Bodenwassergehalts (BWG) wahrend der Trockenstressphase im Vorjahr 2013 und Wechsel-
wirkungen zwischen beiden Faktoren nach zweifaktorieller ANOVA.

Welke-Index 2014
15.05.14 02.07.14 30.07.14 20.08.14
V' dah”ae * % %k k % %k k * %k
BWG n.s. n.s. n.s. n.s.
V. dahliae x BWG n.s. n.s. n.s. n.s.

Zur Gewichtung der Boniturdaten wurde der Area Under Wilt Progress Curve-Wert fiir das Folge-
jahr unter guten Bodenwassergehalten fiir die sechs Varianten ermittelt. Bei den Kontrollpflan-
zen war ein leichter Anstieg des AUWPC-Werts Uber die Feuchte- zur Trockenstress-Variante zu
beobachten. Die mit V. dahliae inokulierten Varianten lagen auf einem insgesamt héheren Ni-
veau, wobei sich der héchste Wert bei den Bergahornen, die im Vorjahr ohne Trockenstress
wuchsen, ergab (s. Abb. 38). Nach zweifaktorieller ANOVA war die signifikante Erhéhung der
Welkesymptome bei den mit V. dahliae infizierten Bergahornen gegeniliber den Kontrollpflanzen
im Folgejahr deutlich. Es war kein signifikanter Einfluss der unterschiedlichen Bodenwassergeh-

alte der vorausgehenden Vegetationsperiode in den infizierten als auch gesunden Pflanzen zu

beobachten.
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Abb. 38: AUWPC-Werte (Area Under Wilt Progress Curve) der Kontrollpflanzen und der Bergahorne mit
V. dahliae-Inokulation im Folgejahr 2014 nach feuchten, moderaten und trockenen Bodenwasserge-
halten im Sommer 2013 (mit Standardabweichung), Statistik: Tukey-HSD.
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Bei den infizierten Bergahornen der Trockenstressvariante war gegen Ende der Vegetationspe-
riode 2013 bei 9 % der Pflanzen ein Absterben zu beobachten (s. Tab. 13). Der Welke-Index war
bei diesen Ahornen im Mittel auf 6 angestiegen, was 50-75 % welker Blattmasse entspricht. In
den mit V. dahliae inokulierten Varianten mit moderatem und gutem Bodenwassergehalt war
im Laufe der Vegetationsperiode keine Mortalitdt zu beobachten.

Im Folgejahr 2014 waren intensive Welkesymptome mit einem mittleren Welke-Index von 4 in
den V. dahliae-inokulierten Bergahornen in allen drei Varianten zu beobachten. Insbesondere
waren insgesamt 13 % der mit V. dahliae inokulierten Pflanzen in der Vegetationsperiode 2014
abgestorben, wobei die hochste Mortalitatsrate bei den Bergahornen der vorjahrigen Trocken-
stressvariante auftrat. Ein nachhaltiger Einfluss des Faktors Trockenstress war im Folgejahr bei
den mit V. dahliae als auch bei den Kontrollpflanzen abgesehen von den leicht erhéhten Morta-

litdtsraten nicht sichtbar.

Tab. 13: Welke-Index (mit Standardabweichung) und Mortalitdt der Kontrollpflanzen und der mit V. dah-
liae inokulierten Bergahorne unter verschiedenen Bodenwassergehalten nach Beendigung der Trocken-
stressphase 2013 und im Folgejahr 2014, n=29-32.

Trockenstressjahr 2013 Folgejahr 2014
Variante vol. Boden- Welke-Index Mortalitat Welke-Index Mortalitat
wassergehalt 20.08.13 2013 [%] 20.08.14 2014 [%]
Kontrolle feucht 22 % 2,7 (£1,0) 0 1,4 (+0,7) 0
Kontrolle moderat 17 % 2,5 (+0,6) 0 2,0 (£1,5) 0
Kontrolle trocken 12 % 5,2 (+1,8) 0 2,2 (x1,7) 3
VD feucht 22% 4,4 (+1,9) 0 4,0 (+2,5) 13
VD moderat 17 % 4,6 (+1,8) 0 4,0 (£2,7) 6
VD trocken 12% 6,3 (1,6) 9 4,0 (+2,8) 19

Im Herbst 2014 wurden die Sprosse der Bergahorne durch Absagen des Stammes Uiber dem
Wourzelhals entnommen. Bei den mit dem Welke-Erreger V. dahliae infizierten Pflanzen konnten
bei 19 % Verfarbungen eines Jahrrings beobachtet werden (s. Abb. 39 A, B). Eine Auspragung
von Stammrissen oder Wundleisten wurde bei Versuchsende, an dem die Pflanzen ein Alter von
rund 2 % Jahren aufwiesen und die Infektion mit V. dahliae knapp zwei Jahre zuriicklag, nicht

festgestellt.
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Abb. 39 A, B: Verfarbungen eines Jahrrings bei 2 %-jahrigem Bergahorn knapp zwei Jahre nach Wur-
zeltauch-Inokulation mit V. dahliae.
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3.2.1.2 Gaswechsel

3.2.1.2.1 Photosyntheserate

Im ersten Trockenstressversuch wurden je Termin acht Pflanzen jeder Variante mit dem portab-

len LI-6400 gemessen. Zwei Wochen nach Beginn der Trockenstressphase war die Photosynthe-

serate der Varianten mit niedrigem gegeniiber denen mit normalem und moderatem Boden-

wassergehalt erniedrigt (s. Abb. 40 A, B). Es war keine Absenkung der Photosyntheserate bei

den mit V. dahliae infizierten Varianten gegeniiber den Kontrollpflanzen im Laufe der Trocken-

stressphase zu beobachten, jedoch wiesen die infizierten Bergahorne unter Trockenstress die

niedrigste Photosyntheserate von etwa 1 pmol CO; m2 s auf (s. Abb. 40 B, D).
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Abb. 40 A-F: Photosyntheserate der Kontrollpflanzen und der mit V. dahliae infizierten Bergahorne un-
ter feuchtem, moderatem und trockenem Bodenwassergehalt am 16.07.13 (A, B: zwei Wochen nach
Beginn der Trockenstressphase), 30.07.13 (C, D: vier Wochen nach Beginn der Trockenstressphase) und
14.08.13 (E, F: zwei Tage nach Abschluss der Trockenstressphase), n=8, Statistik: Tukey-HSD.

Abkiirzungen: K-F: Kontrolle + Bodenwassergehalt (BWG) feucht, K-M: Kontrolle + BWG moderat, K-T: Kontrolle +
BWG trocken, VD-F: V. dahliae + BWG feucht, VD-M: V. dahliae + BWG moderat, VD-T: V. dahliae + BWG trocken.
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Nach Beendigung der sechswoéchigen Trockenstressphase war bei den inokulierten Bergahornen
und Kontrollpflanzen weiterhin eine leichte Abnahme der CO,-Assimilationsrate von der feuch-
ten Uber die moderate hin zur Trockenstressvariante zu beobachten (s. Abb. 40 E, F). Die Photo-
syntheserate war zu diesem Zeitpunkt bei den mit V. dahliae inokulierten Ahornen gegeniber
den Kontrollpflanzen auf einem ahnlichen Niveau. Durch den Tukey-HSD Post hoc-Test konnten
am ersten und letzten Termin signifikante Unterschiede zwischen den gut bewasserten Kontroll-
pflanzen und den mit V. dahliae inokulierten Bergahornen unter Trockenstress festgestellt wer-
den (s. Abb. 40).

Zwischen den inokulierten Bergahornen und den Kontrollpflanzen bestanden an den drei Ter-
minen nach der zweifaktoriellen ANOVA keine signifikanten Unterschiede, fiir den Haupteffekt
Bodenwassergehalt ergab sich ein leicht signifikanter Einfluss (s. Tab. 14). Insgesamt wurden
keine signifikanten Wechselwirkungen bzw. Interaktionseffekte zwischen beiden Faktoren an

den drei Messterminen ermittelt.

Tab. 14: Photosyntheserate 2013: Signifikanz der Haupteffekte der Infektion mit V. dahliae
und der Bodenwassergehalte (feucht, moderat, trocken wahrend der Trockenstressphase
vom 01.07. bis 12.08.2013) und Wechselwirkungen zwischen beiden Faktoren nach zweifak-
torieller ANOVA (p >0,05: n.s.; p<0,05: *; p<0,01: **; p <0,001: ***),

Photosyntheserate 2013

16.07.13 30.07.13 14.08.13
V. dahliae n.s. n.s. n.s.

V. dahliae x BWG n.s. n.s. n.s.
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3.2.1.2.2 Stomatare Leitfahigkeit

Im Laufe der Trockenstressphase nahm die stomatare Leitfahigkeit mit abnehmendem Boden-
wassergehalt bei den Bergahornen ab. Zwei Wochen nach Trockenstressbeginn wiesen die mit
V. dahliae infizierten Bergahorne unter Trockenstress die niedrigste stomatare Leitfahigkeit von
10,1 mmol H,0 m2 st auf (s. Abb. 41 A, B). Vier Wochen nach Trockenstressbeginn wiesen die
Bdaume unter trockenem Bodenwassergehalt in den Kontrollen als auch in den V. dahliae-inoku-
lierten Pflanzen die signifikant niedrigsten Leitfahigkeiten auf (s. Abb. 41 C, D). Zwischen infizier-
ten Ahornen und Kontrollpflanzen bestanden keine signifikanten Unterschiede. Kurz nach Been-
digung des Trockenstresses war ein anhaltender Einfluss auf die stomatére Leitfahigkeit bei den

Pflanzen unter den vormals erniedrigten Bodenwassergehalten zu beobachten (s. Abb. 41 E, F).
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Abb. 41 A-F: Stomatare Leitfahigkeit der Kontrollpflanzen und der mit V. dahliae infizierten Bergahorne
unter feuchtem, moderatem und trockenem Bodenwassergehalt am 16.07.13 (A, B: zwei Wochen nach
Beginn der Trockenstressphase), 30.07.13 (C, D: vier Wochen nach Beginn der Trockenstressphase) und
14.08.13 (E, F: zwei Tage nach Abschluss der Trockenstressphase), n=8, Statistik: Tukey-HSD.
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Die Inokulation mit dem Welke-Erreger ergab im Vergleich zu den Kontrollpflanzen keinen sig-
nifikanten Einfluss auf die stomatare Wasserleitfahigkeit an den drei Messterminen. Der Haupt-
effekt des Bodenwassergehalts wirkte sich nach zweifaktorieller ANOVA an allen Terminen sig-
nifikant auf die stomatare Leitfahigkeit aus (s. Tab. 15). Insgesamt wurden keine Interaktionen

zwischen Trockenstress und der Infektion mit V. dahliae festgestellt.

Tab. 15: Stomatare Leitfahigkeit 2013: Signifikanz der Haupteffekte der Infektion mit V. dah-
liae und der Bodenwassergehalte (feucht, moderat, trocken wahrend der Trockenstressphase
vom 01.07. bis 12.08.2013) und Wechselwirkungen zwischen beiden Faktoren nach zweifak-
torieller ANOVA.

Stomatare Leitfahigkeit

16.07.13 30.07.13 14.08.13
V. dahliae n.s. n.s. n.s.
BWG % %k %k * %k %k k¥

V. dahliae x BWG n.s. n.s. n.s.
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3.2.1.3 Hydraulische Leitfahigkeit

Bei Versuchsende im November 2014 wurden fiinf Bergahorne je Variante fiir die Messung der
hydraulischen Wasserleitfahigkeit entnommen. Die Messung wurde auf die Varianten unter
feuchten und trockenen Bodenwassergehalt beschrdankt. Die hydraulische Leitfahigkeit des
Xylems war in den Kontrollpflanzen gegeniiber den inokulierten Ahornen im Jahrestrieb 2012
erhoht (s. Abb. 42), wobei die gut bewasserten Bergahorne ohne Infektion die héchste Leitfa-
higkeit von durchschnittlich 1,1 kg MPa'ms? aufwiesen. Die mit V. dahlige infizierten Berg-
ahorne wiesen gegeniiber den Kontrollpflanzen niedrigere Werte der Wasserleitfahigkeit auf.
Insbesondere bei den Bergahornen der Trockenstressvariante war eine erniedrigte Wasserleit-
fahigkeit messbar, wobei allerdings kein signifikanter Effekt festgestellt wurde. Die Werte der
hydraulischen Leitfahigkeiten der vier Bergahorn-Varianten wiesen eine hohe Varianz bei einer

kleinen Grundgesamtheit auf.
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Abb. 42: Hydraulische Leitfahigkeit der Bergahorne (Stammabschnitt 2012) mit V. dahliae-Inokulation und
der Kontrollpflanzen unter feuchtem und trockenem Bodenwassergehalt im Vorjahr, n=5 (mit Stan-
dardabweichung), Statistik: Tukey-HSD.
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3.2.1.4 Wuchshoéhe und Frischgewicht

Bei Versuchsende zeigten die Bergahorne, die im Vorjahr unter Trockenstress standen, eine
leicht verminderte Wuchshohe gegenliber den Baumen der feuchten und moderaten Variante
auf (s. Tab. 16). Zwischen den Kontrollpflanzen und den infizierten 2 %-jahrigen Bergahornen
waren keine Unterschiede zu beobachten. Insgesamt war kein signifikanter Einfluss der Haupt-
effekte der Infektion mit dem Welke-Pathogen und des Bodenwassergehalts bzw. Interaktionen
zwischen beiden Faktoren feststellbar.

Bei den Kontrollpflanzen konnte zu Versuchsende eine leichte Abnahme der Sprossfrischge-
wichte mit abnehmendem Bodenwassergehalt festgestellt werden. Bei den mit V. dahliae in-
okulierten Bergahornen war tendenziell eine leichte Zunahme der Frischgewichte mit abneh-
mendem Bodenwassergehalt erkennbar. Es waren jedoch keine signifikanten Unterschiede zwi-
schen den einzelnen Varianten feststellbar.

Bei Versuchsende wiesen die Kontrollpflanzen der normal bewdasserten Variante den héchsten
Mittelwert fiir das Wurzelfrischgewicht auf (s. Tab. 16). Die Wurzelfrischmasse der gesunden
Bergahorne unter Trockenstress war mit durchschnittlich 92 g um 38 % gegenliber der Feucht-
variante vermindert. Die mit V. dahliae infizierten Bergahorne wiesen in den drei Varianten ver-
gleichsweise niedrigere Wurzelfrischgewichte von durchschnittlich 72 bis 77 g auf, doch liel8 sich
kein signifikanter Effekt bestimmen. Die hohen Standardabweichungen bei den sechs Varianten

deuten auf eine hohe Varianz hin.

Tab. 16: Wuchshodhe und Sprossfrischgewicht mit n=26-32, Wurzelfrischgewicht mit n=8 bei Versuchs-
ende am 12.11.2014 (mit Standardabweichung), Statistik: ANOVA, Tukey-HSD.

Variante Wuchshohe Sprossfrischgewicht Wourzelfrischgewicht
[cm] (g] (g]
Kontrolle feucht 57,8 (+20,8) a 24,1 (+13,5) a 146,9 (+64,5) a
Kontrolle moderat 58,9 (+17,1) a 22,5 (+11,7) a 100,5 (+48,5) a
Kontrolle trocken 47,9 (¥11,9) a 18,6 (9,2) a 91,9 (¢82,1) a
VD feucht 54,4 (+18,8) a 19,1 (+9,6) a 71,8 (£52,1) a
VD moderat 57,0 (+19,1) a 21,5 (+11,6) a 74,6 (£52,3) a

VD trocken 52,4 (+18,8) a 22,7 (¥10,9) a 77,7 (£68,2) a
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3.2.1.5 Reisolierung von V. dahliae

Aus den Stdmmen der infizierten Bergahorne konnte V. dahliae durch Auflegen von Gewebe auf
Nahrmedien reisoliert werden, womit die Koch‘schen Postulate als erfillt gelten. Auf nahrstoff-
armen Wasseragar waren in den Agar eingelassene Mikrosklerotien, bestehend aus melanisier-
ten Zellen, unter dem Binokular zu beobachten (s. Abb. 43 A). Die Sklerotien bildeten sich in
konzentrischen Kreisen um den aufgelegten Holzspan. Unter dem Mikroskop waren bei 40-fa-
cher VergroRerung die Mikrosklerotien erkennbar (s. Abb. 43 B).

Aus den infizierten Bergahornen konnte bei Versuchsende aus dem Jahrestrieb von 2012 bei 29
% der Bergahorne V. dahliae auf PDA reisoliert werden (s. Tab. 17). Auf nahrstoffreichen PDA
bildete sich schwarzes Myzel bzw. Dauerorgane mit weillem Luftmyzel. Auf Wasseragar wurde
bei einem Anteil von 17 % V. dahliae reisoliert. Beim molekularbiologischen Nachweis mittels
PCR mit den artspezifischen Primern DB19/DB22 nach CARDER et al. (1994) gelang bei 21 % der
Nachweis. Unterschiede in den Anteilen der Reisolierung des Welke-Erregers zwischen den drei

Varianten ergaben sich nicht. Aus den Kontrollpflanzen wurde V. dahliae nicht isoliert.

Tab. 17: Reisolierung von V. dahliae aus Bergahornstaimmen auf Nahrmedien (Potato Dextrose Agar
und Wasseragar) und mittels PCR mit artspezifischen Primern DB19/DB22 bei Versuchsende.

Variante PDA WA PCR-Nachweis
Kontrolle feucht 0/2 0/2 0/2
Kontrolle moderat 0/2 0/2 0/2
Kontrolle trocken 0/2 0/2 0/2
VD feucht 2/8 1/8 2/8
VD moderat 2/8 2/8 1/8
VD trocken 3/8 1/8 2/8

Abb. 43: Mikrosklerotien von V. dahliae, A: konzentrisches Wachstum auf Wasseragar, B: mikroskopi-
sche VergroRerung der melanisierten Sklerotien (Fotos: N. Burgdorf).
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3.2.2 Trockenstressversuch Il

Der zweite Versuch zum Einfluss von Trockenstress bei Infektion von Bergahorn mit V. dahliae
fand im Folgejahr unter anndhernd gleichen Bedingungen in der Vegetationshalle statt (s. Abb.
44). Im zweiten Versuchsansatz wurde ein Mutterboden aus dem Raum Freising verwendet. Das
verwendete Substrat war ein Tonschluff mit einem pH[H.0]-Wert von 7.95. Der Boden war ba-
sischer im Vergleich zum verwendeten Substrat des ersten Versuchs, der einen pH[H,0]-Wert
von 4,73 aufwies. Das Versuchsdesign wurde ansonsten in allen Punkten gleichbleibend wieder-
holt. Jedoch korrelierten die artifiziellen klimatischen Bedingungen wahrend der Trockenstress-
phase ab Ende Juni 2014 weniger gut mit dem natiirlichen Klima, da verstarkt Niederschlage

auftraten (252 mm Niederschlag im Juli und August 2014).

Abb. 44: Zweiter Trockenstressversuch mit 1 %-jahrigem Bergahorn in randomisierter Blockan-
lage mit Magnetventilsteuerung fiir die verschiedenen Bewasserungsvarianten in der Vegeta-
tionshalle am Gewachshauslaborzentrum Diirnast der TU Miinchen (Foto: N. Burgdorf).
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3.2.2.1 Welkesymptome

Welkesymptome im Trockenstressjahr

In den mit V. dahliae inokulierten Bergahornen trat in der Vegetationsperiode 2014 eine frih-
zeitige Seneszenz im Vergleich zu den Kontrollpflanzen auf (s. Abb. 45). In der Trockenstress-
phase ab Ende Juni wurde keine Verstarkung der Welkesymptome in den Varianten unter nied-
rigem Bodenwassergehalt beobachtet. In den mit V. dahliae infizierten Pflanzen verstarkte sich
im Laufe der Vegetationsperiode der Welke-Index signifikant gegeniber den nicht-inokulierten
Bergahornen (s. Abb. 45 D, F, H), jedoch waren innerhalb der drei Bewasserungsvarianten keine

Unterschiede feststellbar.
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Abb. 45 A-H: Welke-Index der Kontrollpflanzen und der mit V. dahliae inokulierten Bergahorne vor, bei
und nach der Trockenstressphase vom 25.06. bis 25.08.14 am 17.06.14 (A, B), 17.07.14 (C, D, 22 Tage
Trockenstress), 13.08.14 (E, F, 49 Tage Trockenstress) und 03.09.14 (G, H), n=32, Statistik: Conover-Test.
Abkiirzungen: K-F: Kontrolle + Bodenwassergehalt (BWG) feucht, K-M: Kontrolle + BWG moderat, K-T: Kontrolle +
BWG trocken, VD-F: V. dahliae + BWG feucht, VD-M: V. dahliae + BWG moderat, VD-T: V. dahliae + BWG trocken.
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Der Welke-Index der infizierten Ahorne unter Trockenstress war nach Abschluss der Trocken-
stressphase mit einem Mittelwert von 3,4 leicht gegeniiber den gut bewdsserten infizierten
Pflanzen erhoht (s. Abb. 45 G, H). Die Trockenstressphase wurde mangels Auspragung verstark-
ter Welke gegentliber dem Versuch im Vorjahr Gber zusatzliche zwei Wochen ausgedehnt. Im Juli
2014 fielen am Standort Weihenstephan tber 140 mm Niederschlag (gegeniber 15 mm im Juli
2013), was durch die erhohte relative Luftfeuchtigkeit Auswirkungen auf die Pflanzen gelibt ha-
ben kénnte (s. Anhang Tab. A7).

Nach zweifaktorieller ANOVA war an allen Terminen ein signifikanter Einfluss des Haupteffekts
der Infektion mit dem Welke-Erreger im Vergleich zu den Kontrollpflanzen feststellbar (s. Tab.
18). Der Bodenwassergehalt Gibte im zweiten Trockenstressversuch keinen signifikanten Einfluss
auf den Welke-Index. Auch Wechselwirkungen zwischen beiden Faktoren waren nicht feststell-

bar.

Tab. 18: Welke-Index 2014: Signifikanz der Haupteffekte der Infektion mit V. dahliae und der
Bodenwassergehalte (feucht, moderat und trocken wahrend der Trockenstressphase vom
25.06. bis 25.08.2014) und Interaktion zwischen beiden Faktoren nach ein- (17.06.14) bzw.
zweifaktorieller ANOVA (ab 17.07.14).

Welke-Index 2014

17.06.14 17.07.14 13.08.14 03.09.14
V' dah”ae * %k %k %k %k % %k %k
BWG - n.s. n.s. n.s.

V. dahliae x BWG - n.s. n.s. n.s.
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Die Bonituren der Welke-Indices ergaben fiir die Kontrollpflanzen unter den verschiedenen Bo-
denwassergehalten AUWPC-Werte auf einem dhnlichen Niveau (s. Abb. 46). Auch bei den mit V.
dahliae inokulierten Bergahornen der drei Varianten lagen die AUWPC-Werte auf dhnlicher
Hohe. Insgesamt waren die AUWPC-Werte der mit dem Welke-Erreger inokulierten Pflanzen

signifikant gegeniliber den Werten der Kontrollpflanzen erhoht.
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Abb. 46: AUWPC-Werte (Area Under Wilt Progress Curve) der Kontrollpflanzen und der Bergahorne mit
V. dahliae-Inokulation Uber die gesamte Vegetationsperiode einschlielich der Trockenstressphase
vom 25.06. bis 25.08.14 mit feuchten, moderaten und trockenen Bodenwassergehalten (mit Stan-
dardabweichung), Statistik: Duncan-Test.
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Welkesymptome im Folgejahr

Im Verlauf der Vegetationsperiode des Folgejahres 2015 wiesen die V. dahliae-infizierten Berg-
ahorne verstarkt Welkesymptome auf. Bei den Kontrollpflanzen waren keine oder nur geringe
Welkesymptome zu beobachten (s. Abb. 47). Die Welke-Indices der mit V. dahliae inokulierten
Varianten waren ab Anfang Juni signifikant gegeniliber den Kontrollpflanzen erhoht (s. Abb. 47
C, D). Zwischen den Varianten unter guten, moderaten und niedrigen Bodenwassergehalten
wahrend der Vorjahres-Trockenstressperiode war im Folgejahr, wie bereits im ersten Versuch
beobachtet wurde, kein bleibender Einfluss feststellbar. Durch die zweifaktorielle ANOVA wurde
an allen Terminen ein signifikanter Einfluss des Haupteffekts der Infektion mit V. dahliae gegen-

Uber den Kontrollpflanzen festgestellt (s. Tab. 19).
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Abb. 47 A-H: Welke-Index im Folgejahr unter guten Bodenwassergehalten bei den Kontrollpflanzen und
den mit V. dahliae inokulierten Bergahornen am 06.05.15 (A, B), 05.06.15 (C, D), 09.07.15 (E, F) und
19.08.15 (G, H); die Angaben feucht, moderat und trocken beziehen sich auf die Bodenwassergehalte
vom 25.06. bis 25.08.14, Statistik: Conover-Test.
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Tab. 19: Welke-Index 2015: Signifikanz der Haupteffekte der Infektion mit V. dahliae und der
Bodenwassergehalte (feucht, moderat, trocken wahrend der Trockenstressphase vom
25.06. bis 25.08.2014 des Vorjahres) und Wechselwirkungen zwischen beiden Faktoren nach
zweifaktorieller ANOVA.

Welke-Index 2015
06.05.15 05.06.15 09.07.15 19.08.15
V. dahliae * * Kk * Kk * %k %
BWG n.s. n.s. n.s. n.s.
V. dahliae x BWG n.s. n.s. n.s. n.s.

Die AUWPC-Werte lagen im Jahr nach der Trockenstressphase bei den Kontrollpflanzen auf ei-
nem ahnlichen Niveau, zwischen den Varianten mit verschiedenen Bodenwassergehalten im
Vorjahr waren keine Unterschiede feststellbar (s. Abb. 48). Die AUWPC-Werte der mit V. dahliae
inokulierten Bergahorne waren in den drei Varianten, wie bereits im ersten Trockenstressver-
such, im Folgejahr signifikant gegeniiber den Kontrollpflanzen erhéht. Auch bei den infizierten

Pflanzen war kein nachhaltiger Einfluss aus der vorjahrigen Trockenstressphase zu erkennen.
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Abb. 48: AUWPC-Werte (Area Under Wilt Progress Curve) der Kontrollpflanzen und der Bergahorne mit
V. dahliae-Inokulation im Folgejahr 2015 nach feuchten, moderaten und trockenen Bodenwasserge-
halten im Sommer 2014 (mit Standardabweichung), Statistik: Duncan-Test.
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Im zweiten Trockenstressversuch waren bei den infizierten Pflanzen in der Vegetationsperiode
2014 Welkesymptome sichtbar, jedoch trat keine Mortalitat auf (s. Tab. 20). Im Jahr 2015 nach
der Trockenstressphase war bereits im Friihjahr zu beobachten, dass 12 % der mit dem Welke-
Erreger infizierten Bergahorne abgestorben waren. Die hochste Mortalitatsrate von 17 % trat
bei den Pflanzen unter guter Wasserversorgung im Vorjahr auf. Bei einem kleinen Anteil der
Bergahorne konnte bei Ernte der Pflanzen durch Absdgen liber dem Wurzelhals olivgriine bis
braunliche Verfarbungen des vorjahrigen Jahrrings festgestellt werden, die ausschlieBlich bei

den mit V. dahliae infizierten Pflanzen auftraten.

Tab. 20: Welke-Index (mit Standardabweichung), Mortalitat der Kontrollpflanzen und der mit V. dahliae
inokulierten Bergahorne unter verschiedenen Bodenwassergehalten nach Beendigung der Trocken-
stressphase 2014 und im Folgejahr 2015, n=32.

Trockenstressjahr 2014 Folgejahr 2015
Variante vol. Boden- Welke-Index Mortalitat Welke-Index Mortalitat
wassergehalt 03.09.14 2014 [%] 19.08.15 2015 [%]
Kontrolle feucht 22 % 1,4 (+1,1) 0 2,5(+1,6) 0
Kontrolle moderat 17 % 1,8 (%1,2) 0 2,8 (+2,0) 0
Kontrolle trocken 12 % 1,8 (+1,1) 0 2,5(+1,8) 0
VD feucht 22% 3,1(2,2) 0 4,4 (£2,8) 17
VD moderat 17 % 2,9 (£2,0) 0 3,7 (+2,1) 7
VD trocken 12 % 3,4 (+2,3) 0 4,1 (£2,5) 11
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3.2.2.2 Gaswechsel

3.2.2.2.1 Photosyntheserate

Die Gaswechselparameter wurden im zweiten Trockenstressversuch zu jedem Termin bei 12
Pflanzen einer Variante bestimmt. Bei den mit V. dahliae infizierten Pflanzen als auch bei den
Kontrollpflanzen war zu Beginn der Trockenstressphase kein Effekt durch die verminderten Bo-
denwassergehalte auf die Photosyntheserate zu beobachten (s. Abb. 49 A, B). Auch die Infektion
mit dem Welke-Erreger hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Photosyntheserate. Am zwei-
ten Termin nach drei Wochen Trockenstress war ein leichter Einfluss des Bodenwassergehalts
erkennbar. Die CO,-Assimilationsrate nahm in den Kontrollpflanzen und infizierten Ahornen von
der Variante unter feuchtem Bodenwassergehalt zur Trockenstress-Variante hin leicht ab (s.

Abb. 49 C, D).
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Abb. 49 A-F: Photosyntheserate der Kontrollpflanzen und der mit V. dahliae inokulierten Bergahorne
unter feuchtem, moderatem und trockenem Bodenwassergehalt am 04.07.14 (A, B: 10 Tage nach Be-
ginn der Trockenstressphase), 15.07.14 (C, D: drei Wochen nach Beginn) und 06.08.14 (E, F: sechs Wo-
chen nach Beginn der Trockenstressphase), n = 12, Statistik: Tukey-HSD.

Abkiirzungen: K-F: Kontrolle + Bodenwassergehalt (BWG) feucht, K-M: Kontrolle + BWG moderat, K-T: Kontrolle +
BWG trocken, VD-F: V. dahliae + BWG feucht, VD-M: V. dahliae + BWG moderat, VD-T: V. dahliae + BWG trocken.
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Nach sechs Wochen Trockenstress wiesen die Kontrollpflanzen der drei Versuchsvarianten eine
hohe Photosyntheserate auf einem dhnlichen Niveau auf (s. Abb. 49 E, F). Bei den mit dem Pa-
thogen infizierten Ahornen war eine leichte Abnahme der CO,-Assimilationsrate mit abnehmen-
den Bodenwassergehalt zu erkennen. Zu diesem Termin ergab sich nach zweifaktorieller ANOVA
ein leicht signifikanter Haupteffekt durch die Infektion mit dem Welke-Erreger (s. Tab. 21). An
allen Terminen wiesen die mit V. dahliae inokulierten Bergahorne unter Trockenstress die ge-
ringste Photosyntheserate auf. Insgesamt wurden beim zweiten Trockenstressversuch hoéhere

Assimilationsraten im Vergleich zum ersten Versuch bestimmt.

Tab. 21: Photosyntheserate 2014: Signifikanz der Haupteffekte der Infektion mit V. dahliae
und der Bodenwassergehalte (feucht, moderat, trocken) wahrend der Trockenstressphase
vom 25.06. bis 25.08.2014 und Wechselwirkungen zwischen beiden Faktoren nach zweifakto-
rieller ANOVA (p >0,05: n.s.; p<0,05: *; p<0,01: **; p <0,001: ***),

Photosyntheserate
04.07.14 15.07.14 06.08.14
V. dahliae n.s. n.s. *
BWG n.s. *x n.s.
V. dahliae x BWG n.s. n.s. n.s.
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3.2.2.2.2 Stomatare Leitfahigkeit

Zehn Tage nach Beginn der Trockenstressphase lagen die Werte fir die stomataren Leitfahigkei-
ten der Kontrollpflanzen auf einem &dhnlichen Niveau (s. Abb. 50 A). Bei den mit dem Welke-
Erreger infizierten Bergahornen wurde bei der Variante unter Trockenstress der niedrigste Wert
bestimmt, ein signifikanter Effekt war nicht feststellbar. Drei Wochen nach Trockenstressbeginn
nahm die stomatadre Leitfahigkeit in den Kontrollpflanzen und infizierten Ahornen von der
Feucht- Gber die Moderat zur Trocken-Variante hin ab (s. Abb. 50 C, D). Die infizierten Berg-
ahorne unter Trockenstress wiesen an diesem Termin die niedrigste stomatare Leitfahigkeit von
42,9 mmol H,0 ms?t auf. Nach sechs Wochen unter abnehmenden Bodenwassergehalten war
bei den Kontrollpflanzen kein Effekt auf die Stomata-Leitfahigkeit zu beobachten (s. Abb. 50 E).
Bei den inokulierten Bergahornen ergab sich ein vergleichsweise niedrigerer Wert fiir die sto-

matare Leitfahigkeit unter moderatem Bodenwassergehalt und Trockenstress (s. Abb. 50 F).
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Abb. 50 A-F: Stomatére Leitfahigkeit der Kontrollpflanzen und der mit V. dahliae inokulierten Berg-
ahorne unter feuchtem, moderatem und trockenem Bodenwassergehalt am 04.07.14 (A, B: 10 Tage
nach Beginn der Trockenstressphase), 15.07.14 (C, D: drei Wochen nach Beginn) und 06.08.14 (E, F:
sechs Wochen nach Beginn der Trockenstressphase), n = 12, Statistik: Tukey-HSD.
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Am mittleren und letzten Messtermin ergab sich ein signifikanter Haupteffekt von V. dahliae-

Infektion und Bodenwassergehalt, aber keine Interaktion zwischen beiden Faktoren (s. Tab. 22).

Tab. 22: Stomatdre Leitfahigkeit 2014: Signifikanz der Haupteffekte der Infektion mit V. dah-
liae und der Bodenwassergehalte (feucht, moderat, trocken) wahrend der Trockenstress-
phase vom 25.06. bis 25.08.2014 und Wechselwirkungen zwischen beiden Faktoren nach
zweifaktorieller ANOVA.

Stomatare Leitfahigkeit
04.07.14 15.07.14 06.08.14
V. dahliae n.s. N "
BWG n.s. . «
V. dahliae x BWG n.s. n.s. n.s.

3.2.2.3 Hydraulische Leitfahigkeit

Im Sommer 2015 wurden Bergahorne fiir die Bestimmung der hydraulischen Wasserleitfahigkeit
entnommen, wobei die Varianten unter guten und trockenen Bodenwassergehalten der Kon-
trollpflanzen und der V. dahliae-inokulierten Pflanzen gemessen wurden. Die hydraulische Was-
ser-Leitfahigkeit des Xylems vom Jahrestrieb 2013 war in den Kontrollpflanzen héher als in den
mit dem Welke-Erreger infizierten Bergahornen, wobei die gut bewasserten Pflanzen die
héchste Leitfahigkeit von durchschnittlich 1,78 kg MPa'm™s? zeigten (s. Abb. 51). Die mit V.
dahliae inokulierten Bergahorne wiesen niedrigere Werte mit einer hdheren Varianz fiir die hyd-

raulische Wasserleitfahigkeit auf, wobei keine signifikanten Unterschiede festgestellt wurden.
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Abb. 51: Hydraulische Leitfahigkeit der Bergahorne (Stammabschnitt 2013) mit V. dahliae-Inokulation und
der Kontrollpflanzen unter feuchtem und trockenem Bodenwassergehalt im Vorjahr, n=5 (mit Stan-
dardabweichung), Statistik: Tukey-HSD.
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3.2.2.4 Wuchshohe und Frischgewicht

Bei den 2 Y-jahrigen Bergahornen wurden zu Versuchsende die Wuchshéhen und die Frischge-
wichte des Sprosses bestimmt. Die Kontrollpflanzen unter durchgadngig guten Bodenwasserge-
halten wiesen den hochsten Wert von einer mittleren Héhe von 92 cm auf (s. Tab. 23). Die
Wuchshdhen der mit V. dahliae infizierten Bergahorne waren gegeniber den Kontrollpflanzen
signifikant niedriger, wobei die Pflanzen der Variante unter anhaltend feuchten Bodenwasser-
gehalten die héchsten Wuchshdhen von durchschnittlich 65 cm erreichten.

Bei den Sprossfrischgewichten wurden die héchsten Werte bei den Kontrollpflanzen in der Tro-
ckenstress-Variante bestimmt. Die mit dem Pathogen inokulierten Ahorne wiesen gegeniiber
den Kontrollpflanzen signifikant verminderte Sprossfrischgewichte auf. Der Bodenwassergehalt
Ubte auf die Wuchshohe als auch auf Sprossfrischgewichte der gesunden und mit dem Welke-

Erreger infizierten Pflanzen keinen Einfluss.

Tab. 23: Wuchshéhe und Sprossfrischgewicht zu Versuchsende am 15.10.2015, n=26-32 (mit Stan-
dardabweichung). Statistik: ANOVA, Tukey-HSD.

Variante Wuchshoéhe [cm] Sprossfrischgewicht [g]
Kontrolle feucht 91,7 (¥17,7) a 349 (+7,7) a
Kontrolle moderat 80,8 (£25,8) ab 31,0 (£5,9) ab
Kontrolle trocken 84,5 (+21,0) a 36,1 (+13,4) a
VD feucht 64,8 (+25,0) bc 24,8 (+11,4) b
VD moderat 56,4 (£23,2) c 28,7 (+11,0) ab

VD trocken 59,1 (+18,8) c 25,5 (+8,5) b




Ergebnisse 84

3.2.2.5 Reisolierung von V. dahliae

Aus den inokulierten Bergahornen konnte V. dahliae aus dem Jahrestrieb 2013 bei 38 % der
Pflanzen auf PDA und bei 50 % auf Wasseragar reisoliert werden (s. Tab. 24). Mittels PCR-Nach-
weis mit den Primern Df/Dr nach INDERBITZIN et al. (2013) wurde bei 38 % der Pflanzen V. dahliae
nachgewiesen (s. Abb. 52). Zwischen den Varianten unter verschiedenen Bodenwassergehalten
ergaben sich keine Unterschiede in den Anteilen der Reisolierung des Welke-Erregers. Aus den

Proben der Kontrollpflanzen wurde V. dahliae nicht isoliert.

Tab. 24: Reisolierung von V. dahliae aus Bergahorn auf Ndhrmedien (Potato Dextrose Agar und Wasser
Agar) und Nachweis mittels PCR mit artspezifischen Primern Df/Dr bei Versuchsende.

Variante PDA WA PCR-Nachweis
Kontrolle feucht 0/2 0/2 0/2
Kontrolle moderat 0/1 0/1 0/1
Kontrolle trocken 0/1 0/1 0/1
VD feucht 2/5 3/5 2/5
VD moderat 1/5 2/5 1/5
VD trocken 3/6 3/6 3/6

Proben:

L: Langenmarker
1: Probe VD-F 4.11

2: Probe VD-F 4.12

3: Probe VD-F 4.17

4: Probe VD-F 4.37

5: Probe VD-F 4.47

6: Probe VD-M 5.14

7: Probe VD-M 5.28

8: Probe VD-M 5.44

9: Probe VD-M 5.47

10: Probe VD-M 5.48

VD: V. dahliae CBS 130 341
12 13 14 15 16 17 18 19 20 N 11: Probe VD-T 6.14

12: Probe VD-T 6.18

13: Probe VD-T 6.31

14: Probe VD-T 6.36

15: Probe VD-T 6.37

16: Probe VD-T 6.47

17: Probe K-F 1.12

18: Probe K-F 1.47

19: Probe K-M 2.14

20: Probe K-T 3.18

N: Negativkontrolle mit H.O

Abb. 52: DNA-Banden von Amplikons mit 490 Basenpaaren (bp) nach Gelelektrophorese und PCR
mit dem Primerpaar Df/Dr nach INDERBITZIN et al. (2013) fiir V. dahliae, DNA extrahiert aus Stamm-
gewebe VD-inokulierter und nicht-inokulierter 2 %-jahriger Bergahorne im Jahr 2015.
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3.3 Inokulation von Bergahorn mit V. dahliae und F. solani
3.3.1 Wurzeltauch-Inokulation von Bergahornsamlingen

3.3.1.1 Welkesymptome

Bergahornsamlinge wurden durch Wurzeltauchen mit V. dahliae und F. solani inokuliert und im
Vergleich zu Kontrollpflanzen im Klimakammerversuch hinsichtlich der Entwicklung von Blatt-
welke untersucht. Die mit V. dahliae inokulierten Pflanzen entwickelten nach drei Wochen im
Vergleich zu den Kontrollpflanzen deutliche Welkesymptome. Nach ca. sechs Wochen stieg die
Welke bei den mit V. dahliae infizierten gegeniiber den Kontrollpflanzen als auch gegentiber den
mit F. solani infizierten Sdmlingen signifikant an und erreichte einen Welke-Index von 4 (s. Abb.
53). Bei den mit F. solani infizierten Samlingen waren Uber den Versuchszeitraum nur leichte
Welkesymptome im Vergleich zu den Kontrollpflanzen ausgepragt und fielen gegeniiber den mit

V. dahliae inokulierten Pflanzen signifikant niedriger aus.

5 | —@— Bergahorn Kontrolle
—O— Fusarium solani T
—w— Verticillium dahliae T
4 -
x
[3)
g
T 37
[0}
=
[}
=
2 -
1 -

11dpi  18dpi  32dpi  46dpi  56dpi  67dpi 88 dpi

Abb. 53: Welke-Index von Kontrollpflanzen und Bergahornen inokuliert mit V.
dahliae und F. solani 11 bis 88 dpi (days past inoculation), n=20 (mit Standardab-
weichung). Statistik: Kruskal-Wallis-Test.
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3.3.1.2 Wuchshohe

Uber den Versuchszeitraum verzeichneten die Kontrollpflanzen einen Zuwachs von 125 % und
die mit F. solani inokulierten Sdmlinge einen Zuwachs von 113 % (s. Tab. 25). Bei den gesunden
Samlingen und den mit F. solani infizierten Pflanzen war somit mehr als eine Verdoppelung der
Wuchshdhe zu beobachten. Bei den mit V. dahliae inokulierten Pflanzen war der signifikant nied-
rigste Zuwachs der Sprosswuchshéhe mit 31 % zu beobachten. Die Auspragung von Welkesymp-
tomen (s. Abb. 53) korrelierte bei den mit V. dahliae infizierten Bergahornsamlingen mit einer

verminderten Wuchshohe.

Tab. 25: Wuchshoéhe zu Versuchsbeginn und Versuchsende und Zuwachs (%) Uber den Versuchszeit-
raum von 62 Tagen bei Kontrollpflanzen und Bergahornsamlingen inokuliert mit V. dahliae und F. so-
lani, n=20 (mit Standardabweichung). Statistik: Tukey-HSD.

. Wuchshoéhe 30.06.14 Wuchshohe 01.09.14 Zuwachs 62 dpi
Variante
[cm] [cm] [%]
Kontrolle 4,5(+1,4) a 10,1 (+3,9) a 125,2 a
F. solani 4,6 (£1,0) a 9,9 (6,5) a 112,8a
V. dahliae 4,7 (+1,1) a 6,2 (+0,8) b 31,3b

3.3.1.3 Gaswechsel

Die Kontrollpflanzen wiesen mit einer Assimilationsrate von 3,6 umol CO, m%s die héchste CO,-
Fixierung auf, die mit F. solani infizierten Ahorne waren mit 2,9 umol CO; m%s gegeniiber den
Kontrollen leicht abgesenkt (s. Abb. 54). Sechs Wochen nach Inokulation waren die Photosyn-
theseraten bei den mit V. dahliae infizierten Bergahornsamlingen signifikant erniedrigt, der Mit-
telwert lag bei 0,7 pmol CO; m2s™,

Die stomatére Leitfahigkeit war bei den Kontrollpflanzen mit 43,0 mmol H,0 m2s am héchsten,
leicht abgesenkt bei den mit F. solani infizierten Ahornen und am signifikant niedrigsten bei den

mit V. dahliae inokulierten Sdmlingen mit 9,0 mmol H,O m2s? (s. Abb. 55).
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Abb. 54: Photosyntheserate von Kontrollpflanzen Abb. 55: Stomatédre Leitfahigkeit von Kontroll-

und Bergahornsamlingen inokuliert mit V. dahliae  pflanzen und Bergahornsamlingen inokuliert mit

und F. solani (42 dpi), n=10. Statistik: Tukey-HSD. V. dahliae und F. solani (42 dpi), n=10. Statistik: Tu-
key-HSD.

3.3.2 Stamm-Inokulation von Bergahornen

3.3.2.1 Welkesymptome

Im Vegetationshallenversuch wurden Bergahorne mittels Rindenverletzung und Aufsetzen eines
Agarstiicks mit V. dahliae und F. solani inokuliert. Bei den infizierten Bergahornen waren, wie
auch in den Kontrollpflanzen, Gber den gesamten Versuchszeitraum von einem Jahr keine Wel-

kesymptome zu beobachten.

3.3.2.2 Wuchshohe und GefaRverfarbungen

Ein Jahr nach der Stamm-Inokulation von Bergahornen mit V. dahliae bzw. F. solani konnten
keine Effekte auf die Wuchshéhen bestimmt werden (s. Tab. 26). Zwischen den drei Varianten
wurden keine signifikanten Unterschiede festgestellt.

In Folge der Inokulation mit V. dahliae war bei 90 % der Bergahorne eine deutliche Verfarbung
des Jahrrings zu beobachten, nach der Inokulation mit F. solani waren 40 % und bei den Kon-
trollpflanzen 60 % der Bergahorne mit starken Verfarbungen der Jahrringe sichtbar. Die stark

ausgepragten Diskolorationen des Splintholzes zogen sich teils bis einen halben Meter im Ge-

webe hoch.
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Tab. 26: Bergahorne mit Verfarbungen des Jahrrings, Lange der Verfarbung innerhalb des Stamms und
Wuchshoéhe der Kontrollpflanzen und Bergahorne mit V. dahliae- und F. solani-Inokulation, n=10 (mit
Standardabweichung). Statistik: Tukey-HSD.

Variante Bergahorn mit Lange der Verfarbung Wuchshohe
Verfarbungen [cm] [cm]
Kontrolle 6/10 29,5 (+6,6) a 95,1(+29,1) a
V. dahlige 9/10 44,0 (+15,8) a 100,7 (+23,9) a
F. solani 4/10 53,5(%18,1) a 99,7 (+18,4) a

3.3.2.3 Reisolierung

Eine Reisolierung von V. dahliae und F. solani durch Auflegen von verfarbten Gewebeschnitzen
oberhalb der beigefliigten Wunde auf Nahrmedien gelang nicht. Aus den Kontrollpflanzen, die
ebenfalls zu 60 % Verfarbungen des Jahrrings aufwiesen, wurde ebenfalls keiner der Erreger

isoliert.
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3.4 Molekularbiologischer Nachweis mittels Next Generation Sequencing

Da ein Nachweis von V. dahliae mittels PCR mit artspezifischen Primern bei jlingeren Ahornen
mit frischen Infektionen funktionierte, nicht aber bei 20-jahrigen und alteren Baumen, wurden
zwei lllumina-MiSeq-Sequenzierungen mit anschlieender NGS-Pipeline nach BALINT et al. (2014)
durchgefihrt. Die Sanger-Sequenzierung ist nur bei Reinisolaten moglich und schlieBt sich daher
im Rahmen dieser Untersuchungen aus. Mit der neuen Technologie des Next Generation Se-
quencing lasst sich durch die Verwendung des Primerpaars ITS 1F/ITS 2 der ITS 1-Bereich mit
einer GroRe von ca. 190 Basenpaaren aller in der jeweiligen Probe befindlichen Ascomyceten
und Basidiomyceten sequenzieren. Damit lassen sich insbesondere Mischinfektionen als auch
Mikroorganismen, die nicht kultivierbar sind, nachweisen oder Einblicke in die pilzliche Artzu-

sammensetzung von Umweltproben gewinnen.

In der ersten Sequenzierung wurden in 37 Proben insgesamt 1484 verschiedene OTUs detek-
tiert, die mehr als insgesamt 10 Reads aufwiesen bzw. 633 OTUs mit mehr als 100 Reads. In der
zweiten Sequenzierung wurden in 52 Proben 1593 OTUs generiert, die mit mehr als 10 Reads
vertreten waren bzw. 603 OTUs mit mehr als 100 Reads. OTUs mit weniger als 10 Reads inner-
halb einer Probe wurden verworfen, um mogliche Artefakte und Chiméaren auszuschlieBen.

Im Verlauf der Auswertung ergab sich die Schwierigkeit, dass bei einer geforderten Sequenzho-
mologie von 98 % fiir die Zuordnung einer OTU (iber die Gendatenbank UNITE, die Arten V. dah-
liae und V. longisporum nicht differenziert werden konnten, weshalb im Folgenden stets V. dah-
liae/longisporum angegeben wird. V. longisporum wurde jedoch bislang ausschlieBlich bei der
Familie der Kreuzbliitler und bei Beta vulgaris nachgewiesen, weshalb nach INDERBITZIN & SUBBA-

RAO (2014) das Pathogen bei anderen Pflanzenarten auszuschlieRen ist.

3.4.1 Laborkontrollen

Fiir eine Qualitatsabsicherung der MiSeq-Sequenzierung wurden verschiedene Kontrollen mit-
geflihrt, um eine Beurteilung von Methode und Software-Auswertung der Daten zu erlauben.

Als Positivkontrolle fand eine Mischung der sechs Arten V. dahliae, V. tricorpus, Trichoderma
asperellum, T. virens, F. solani und Mortierella elongata mit gleichen DNA-Anteilen Verwendung.
Nach einer vorausgehenden PCR mit den durch spezifische Erkennungssequenzen markierten
Primern, wurden im Laufe der MiSeq-Sequenzierung zwei weitere PCR-Schritte durchgefiihrt.
Somit konnte nach dem Einsatz definierter DNA-Gehalte der Amplikons der sechs Arten Auf-
schluss dariiber gewonnen werden, wie gut eine quantitative Einschatzung nach der Hochdurch-

satz-Sequenzierung moglich ist.
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In den Laborkontrollen 1, 2 und 3 wurden alle sechs Arten mittels lllumina-Amplikon-Sequenzie-
rung detektiert. In der Kontrolle 1 der sechs Spezies mit gleichen DNA-Gehalten konnten nach
der Sequenzierung Anteile von 4506 Reads fir F. solani bis 18067 Reads fiir V. dahliae/longispo-
rum nach der Software-Analyse den jeweiligen OTUs zugeordnet werden (s. Tab. 27). In der Kon-
trolle 2 wurden insgesamt weniger gelesene Sequenzen generiert, doch kam es mit 5471 bis
9163 Reads fiir eine OTU zu weniger groBer Schwankungen. In Laborkontrolle 3 wurden zwi-
schen 3489 bis 14031 Reads der unterschiedlichen OTUs generiert. Die Varianz der jeweiligen
Anzahl der Reads der generierten Operational Taxonomic Units in den Kontrollen zeigt auf, dass

das Verfahren im Rahmen dieser Untersuchungen eher als semiquantitativ zu bewerten ist.

Tab. 27: Anzahl und Prozent der Reads von V. dahliae, V. tricorpus, T. virens, T. asperellum, F. solani, M.
elongata in drei Laborkontrollen mit jeweils gleichen eingesetzten DNA-Gehalten vor der NGS (*in den
Laborkontrollen wurde DNA des Referenzisolats V. dahliae CBS 130 341 verwendet).

Laborkontrolle 1 Laborkontrolle 2 Laborkontrolle 3
OTU Taxon Anzahl Prozent Anzahl Prozent Anzahl Prozent
Reads Reads Reads Reads Reads Reads
V. dahliae/longisporum* 18067 27,8 7881 16,3 14031 25,4
V. tricorpus 16234 25,0 8830 18,3 13454 24,4
Trichoderma virens 6480 10,0 7715 16,0 6206 11,2
T. asperellum 11291 17,4 9163 18,9 7435 13,5
Fusarium solani 4506 6,9 5471 11,3 3489 6,3
Mortierella elongata 8413 12,9 9296 19,2 10595 19,2
gesamt 64991 100,0 48356 100,0 55210 100,0

In der ersten lllumina-MiSeq-Sequenzierung wurden zwei weitere Positivoroben mit DNA aus
einem Stamm eines mit V. dahliae inokulierten Bergahorns der Trockenstressversuche sowie
dem zugehorigen Boden der Pflanze sequenziert. Dabei wurden neben OTUs anderer Pilze im
Boden 14,7 % und im Stamm 6,3 % der Reads den OTUs von V. dahliae/longisporum zugeordnet.
In der zweiten MiSeqg-Sequenzierung wurde DNA von Verticillium-Referenzisolaten vom Fungal
Biodiversity Centre CBS verwendet. Dabei wurden 98139 Reads von V. dahliae/longisporum bei
Einsatz von V. longisporum (CBS 110233) detektiert und 19805 Reads von V. tricorpus bei Einsatz
von V. tricorpus (CBS 447.54) nachgewiesen, was jeweils 99,9 % der Reads der generierten OTUs
entspricht.

Als Negativkontrolle wurde in beiden NGS DNA von Fusarium circinatum verwendet. In der ers-
ten Sequenzierung wurden 38679 Reads generiert, die F. circinatum zugeordnet werden konn-
ten, was 99,2 % der Reads der OTUs dieser Probe entsprach. In der zweiten Sequenzierung wur-
den 62940 Reads generiert, die dem Pilz zugeordnet werden konnten, was 98,8 % der generier-

ten Reads der OTUs entsprach. Zur Qualitatsabsicherung wurde bei den haufig generierten OTUs
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ein weiterer Abgleich der Sequenzen (iber die Nukleotid-Sequenzdatenbanken GenBank und

UNITE mittels BLAST Search (Basic Local Alignment Search Tool) durchgefiihrt.

3.4.2 Nachweis im Boden

Durch die Sequenzierung der ITS 1-Region der pilzlichen DNA konnte V. dahliae/longisporum in
Boden- und Mikrosklerotien-Proben nachgewiesen werden. Bei den Bodenproben wurde vor
der DNA-Extraktion das Verfahren des Einfrierens in Fllssigstickstoff und Erhitzens auf 70°C fir
jeweils 2 min in dreifacher Wiederholung angewandt, was bei den Dauerorganen aus den Nahr-
medien nicht durchgefiihrt wurde.

In den Bodenproben aus vier Bergahornbestdnden, wurden Anteile von V. dahliae/longisporum
zwischen 4,7 und 9,5 % der Gesamtsequenzen bestimmt (s. Tab. 28). Im Boden des Bergahorn-
bestands bei Mauern mit einem Anteil von 49 % Bergahornen mit Stammnekrose wurden 4,7 %
der pilzlichen DNA V. dahliae/longisporum zugeordnet. Im Bestand Jagersdorf mit 24 % geschéa-
digten Bergahornen waren 7,0 % V. dahliae/longisporum zuzuweisen und im Bestand Osselts-
hausen, der ausschlieBlich Symptome der Verticillium-Welke aufwies, wurden 5,5 % der Sequen-
zen der OTUs von V. dahliae/longisporum zugeordnet.

Da hinsichtlich der Dauerorgane auf den semiselektiven Ndhrmedien Unsicherheiten bestanden,
welcher Art diese morphologisch zuzuordnen waren, wurde mit DNA aus diesen Proben eben-
falls eine MiSeg-Sequenzierung durchgefihrt. Dabei wurde V. dahliae/longisporum mit einem
Anteil von 2,2 bis 23,8 % bestimmt. Insgesamt war der Anteil der OTUs, die V. dahliae/longispo-

rum zugeordnet wurden, sehr niedrig.

Tab. 28: Gesamtzahl Reads/Sequenzen in der Probe, Anzahl und prozentualer Anteil der Reads von OTUs
von V. dahliae/longisporum von Bodenproben und aus Mikrosklerotien-Agarplatten (MS).

Probe Gesamtzahl Reads Anzahl Reads Prozent Reads
V. dahliae/longisporum V. dahliae/longisporum

Mau Boden 56925 2649 4,7
Jag Boden 94795 6613 7,0
Oss Boden 49168 2706 5,5
Mei Boden 81093 7712 9,5

Mau MS 129982 4174 3,2

Jag MS 94293 2112 2,2

Oss MS 112195 26658 23,8

Mei MS 34551 1147 3,3
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3.4.3 Nachweis in Zweig- und Blattmaterial

In den Proben von Zweigen und Blattern aus dem Kronenbereich der Bestande bei Mauern und
Jagersdorf konnten keine bzw. nur in sehr geringem Umfang OTUs der Gattung Verticillium zu-

geordnet werden (s. Tab. 29).

Tab. 29: Gesamtzahl Reads/Sequenzen, Anzahl und prozentualer Anteil der Reads von OTUs von V. dah-
liae/longisporum in Blatt- und Zweigproben von den Bestianden bei Mauern (Mau) und Jagersdorf (Jag) in
der Hallertau.

. Gesamtzahl Anzahl Reads Prozent Reads
Probe Material ) . . .
Reads V. dahliae/longisporum V. dahliae/longisporum
Mau Zweig Zweig 45876 19 0
Mau Blatt Blatt 15298 2 0
Jag Zweig Zweig 45396 11 0
Jag Blatt Blatt 39477 0 0
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3.4.4 Nachweis in Stammnekrosen

Bergahornbestiande Hallertau

Im Rahmen der ersten MiSeq-Sequenzierung konnten in vier Stammnekrosen OTUs, die V. dah-
liae/longisporum zugeordnet wurden, nachgewiesen werden. In den Stammnekrosen aus den
Bergahornbestianden bei Mauern und Jagersdorf wurde das Pathogen in verschiedenen Hohen
detektiert (A: unterhalb der Nekrose, B: im unteren Bereich, C: in der Mitte, D: im oberen Bereich
und E: oberhalb der Nekrose (s. Abb. 7, Kapitel 2.1.1.4)).

In der Stammnekrose von Bergahorn Mau 1 konnten OTUs von V. dahliae/longisporum nur in
relativ geringer Haufigkeit von 0,1 bis 0,6 % der Reads in den verschiedenen Bereichen bestimmt
werden (s. Tab. 30). Aus der Probe Mau 1E konnte keine PCR-fahige DNA extrahiert werden. Im
zweiten Stamm wurden verhaltnismaRig hohe Abundanzen von 11,9 % im mittleren Bereich bis
15,0 % unterhalb der Nekrose an OTUs, die V. dahliae/longisporum zugeordnet wurden, detek-

tiert.

Tab. 30: Gesamtzahl der Reads, Anzahl und prozentualer Anteil der Reads von OTUs von V. dahliae/longi-
sporum in vier Stammen mit Nekrose aus den Bestdanden bei Mauern (Mau) und Jagersdorf (Jag) in unter-
schiedlichen Hohenbereichen der Nekrose; grau hinterlegt: Proben aus Gewebe mit Verfarbungen (*aus
Probe Mau 1E konnte keine DNA extrahiert werden).

Probe Lage in Nekrose Gesamtzahl An’zahl Requ Prqzent Re'ads
Reads V. dahliae/longisporum V. dahliae/longisporum
Mau 1A unterhalb 109664 539 0,5
Mau 1B unteres Ende 31189 189 0,6
Mau 1C Mitte 170111 441 0,3
Mau 1D oberes Ende 21441 25 0,1
Mau 1E* oberhalb - - -
Mau 2A unterhalb 44984 6738 15,0
Mau 2B unteres Ende 76211 8011 10,5
Mau 2C Mitte 128557 15239 11,9
Mau 2D oberes Ende 32982 961 2,9
Mau 2E oberhalb 82629 1295 1,6
Jag 1A unterhalb 50287 1116 2,2
Jag 1B unteres Ende 20531 939 4,6
Jag 1C Mitte 20709 120 0,6
Jag 1D oberes Ende 133788 4808 3,6
Jag 1E oberhalb 88364 25710 29,1
Jag 2A unterhalb 5842 509 8,7
Jag 2B unteres Ende 66087 121 0,2
Jag 2C Mitte 146809 3349 2,3
Jag 2D oberes Ende 131387 283 0,2

Jag 2E oberhalb 85089 11147 13,1
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Im zweiten Bergahornbestand in der Hallertau konnte bei Bergahorn Jag 1 von 0,6 bis 29,1 %
der OTUs V. dahliae/longisporum zugeordnet werden. Fiir die Proben von Jig 2 ergaben sich
Anteile der Reads von 0,2 bis 13,1 % der OTUs, die V. dahliae/longisporum zugeordnet wurden.
Bei beiden Nekrosen wurden oberhalb des Stammschadens die héchsten Abundanzen von Ver-
ticillium sp. nachgewiesen. In einigen Holzproben aus Bergahornen in der Hallertau waren eben-
falls Sequenzen von OTUs der als apathogen beschriebenen Art V. tricorpus zu finden (s. Tab.
30). Auch lieRen sich in den Holzproben OTUs nachweisen, die der Gattung Fusarium spp. zuge-
ordnet wurden.

Anhand der Artenzusammensetzung in den verschiedenen Hohenstufen der Nekrosen war er-
kennbar, dass in einigen Abschnitten vornehmlich eine Art dominant auftrat, wie z. B. der Holz-
zersetzer Oxyporus populinus im Stammteil Jag 1C (s. Tab. 31). In anderen Bereichen der Nek-
rosen wurden wiederum viele verschiedene Arten nachgewiesen, wie in den Bereichen der Nek-
rose von Mau 2. Da die Entstehung der Stammrisse etwa neun Jahre zuricklag, waren vornehm-
lich holzzersetzende Pilze als dominante Spezies zu finden. In den unterschiedlichen Hohenstu-
fen der vier Nekrosen konnten in allen Bereichen OTUs den Arten V. dahliae/longisporum zuge-

ordnet werden.
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Bergahornbestiande Drackenstein, Meitingen, Dachau

Im Rahmen der zweiten Hochdurchsatz-Sequenzierung wurde DNA aus sechs Stammen von drei
Standorten bei Drackenstein, Meitingen und Dachau untersucht. Dabei wurden Proben in fiinf
Querschnittsbereichen des mittleren Teils der Nekrose sequenziert (C1: Jahrring der Stammriss-
zone, C2: gesunder Jahrring fortlaufend vom Jahrring, von dem der Riss ausging, C3: Ubergangs-
bereich in der radialen Verfarbung von gesundem zu nekrotischem Gewebe, C4: nekrotisches
Gewebe innerhalb des verfiarbten Bereichs, C5: gesundes Uberwallungsgewebe (s. Abb. 13, Ka-
pitel 2.4.1)). Zudem wurden wie in der ersten Sequenzierung Proben aus Bereichen ober- (E)
und unterhalb der Nekrosen (A) sequenziert. Des Weiteren wurden Sequenzierungen der ITS 1-
Region von DNA aus Holzgewebe in 5 m Hohe sowie aus einem weiteren Bergahorn je Bestand,

der keine Stammnekrose aufwies, vorgenommen.

Bei den Stammen am Standort Drackenstein wurden im Bereich unterhalb der Nekrose lber
dem StammfuR hohe relative Haufigkeiten von 13,3 und 61,6 % der OTUs von V. dahliae/longi-
sporum detektiert (s. Tab. 32). Innerhalb des Jahrrings des nekrotischen und gesunden Bereichs

konnte V. dahliae/longisporum ebenfalls in groBer Haufigkeit bestimmt werden.

Tab. 32: Gesamtzahl der Reads, Anzahl und prozentualer Anteil der Reads von OTUs von V. dahliae/longi-
sporum in Gewebeproben aus verschiedenen Bereichen von zwei Stammnekrosen und einem Bergahorn
ohne Stammschaden aus dem Bestand bei Drackenstein (Dra); grau hinterlegt: Proben aus Gewebe mit
Verfarbungen.

Probe Lage in Nekrose Gesamtzahl Reads Reads Prozent Reads
V. dahliae/longisporum V. dahliae/longisporum
DralA unterhalb 4766 633 13,3
DralcC2 Jahrring gesund 7185 1034 14,4
DralC1l Jahrring Nekrose 17535 1062 6,1
Dra1(C3 Ubergang radial 4111 258 6,3
DralC4 Mitte der Nekrose 11654 57 0,5
Dra1C5 Uberwallungsgewebe 7928 749 9,4
DralE oberhalb 6197 633 10,2
DralF 5 m Héhe 6749 106 1,6
Dra2A unterhalb 17174 10585 61,6
Dra2C2 Jahrring gesund 12465 389 3,1
Dra2C1 Jahrring Nekrose 16147 1910 11,8
Dra 2 C3 Ubergang radial 10323 14 0,1
Dra2 C4 Mitte der Nekrose 104243 1457 1,4
Dra 2 C5 Uberwallungsgewebe 3761 747 19,9
Dra2E oberhalb 11537 0 0,0
Dra2F 5 m Hohe 3970 776 19,5
Dra3A Kontrolle 0,5 m 9774 2332 23,9

Dra3B Kontrolle 1 m 5819 1308 22,5
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Im Bereich des mittleren nekrotischen Gewebes wurden hingegen verhaltnismaBig wenige
Reads mit 0,5 und 1,4 % detektiert. Erwartungsgemal befanden sich in abgestorbenem Gewebe
dominierende saprophytische Holzzersetzer, wobei sich haufig eine Art durchzusetzen vermag
(s. Tab. 35). Im Gberwallenden Gewebe beider Bergahorne wurden wiederum hohe Anzahlen an
OTUs, die V. dahliae/longisporum zugeordnet wurden, nachgewiesen. In den Proben aus dem
asymptomatischen Stamm Dra 3 konnten ebenfalls mehr als 20 % der OTUs von V. dahliae/lon-

gisporum zugeordnet werden.

Bei der Sequenzierung der DNA aus Stammnekrosen des Standorts Meitingen wurden in allen
Proben OTUs detektiert, die V. dahliae/longisporum zugewiesen wurden (s. Tab. 33). In den
Stammproben des Standorts Meitingen konnte ein GrofSteil der detektierten OTUs aus dem
mittleren Bereich der Nekrose V. dahliae/longisporum zugeordnet werden. Insbesondere im
mittleren verfarbten Bereich des Gewebes waren relativ groRe Haufigkeiten in beiden Stammen
mit 20,8 und 23,2 % fur V. dahliae/longisporum detektiert worden. Die Stammrisse in diesen
Bestdanden waren verhaltnismaBig jung, V. dahliae war insgesamt starker etabliert und der Anteil
von Sekundirerregern und holzzersetzenden Pilzen geringer (s. Tab. 35). Auch im Uberwallungs-
gewebe beider Nekrosen fanden sich verhaltnismaBig hohe relative Anteile an OTUs von V. dah-
liae/longisporum. In den Proben des gesunden Bergahornstamms und der Probe Mei 2E ober-

halb der Nekrose konnte keine PCR-fahige DNA gewonnen werden.
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Tab. 33: Gesamtzahl der Reads, Anzahl und prozentualer Anteil der Reads von OTUs von V. dahliae/longi-
sporum in Gewebeproben aus verschiedenen Bereichen von zwei Stammnekrosen und einem Bergahorn
ohne Stammschaden aus dem Bestand bei Meitingen (Mei); grau hinterlegt: Proben aus Gewebe mit Ver-
farbungen (* bei 3 Proben konnte keine DNA extrahiert werden).

Probe Lage in Nekrose Gesamtzahl Reads Reads Prozent Reads
V. dahliae/longisporum V. dahliae/longisporum

MeilA unterhalb 19799 39 0,2
Mei 1 C2 Jahrring gesund 1910 108 5,7
Mei 1 C1 Jahrring Nekrose 11791 429 3,6
Mei 1 C3 Ubergang radial 6141 1055 17,2
Mei 1 C4 Mitte der Nekrose 7497 1559 20,8
Mei 1 C5 Uberwallungsgewebe 8171 1296 15,9
MeilE oberhalb 35736 86 0,2
Mei1F 5 m Héhe 5405 835 15,4
Mei 2 A unterhalb 10431 895 8,6
Mei 2 C2 Jahrring gesund 3557 808 22,7
Mei 2 C1 Jahrring Nekrose 3675 572 15,6
Mei 2 C3 Ubergang radial 13867 215 1,6
Mei 2 C4 Mitte der Nekrose 6232 1444 23,2
Mei 2 C5 Uberwallungsgewebe 7623 1259 16,5
Mei 2 E* oberhalb - - -

Mei 2 F 5 m Hohe 28036 1599 5,7
Mei 3 A* Kontrolle 0,5 m - - -

Mei 3 B* Kontrolle 1 m - - -
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Bei der lllumina-Amplikon-Sequenzierung von Stammnekrosen des Bestandes nahe Dachau
wurden in allen Proben aus verschiedenen Bereichen OTUs von V. dahliae/longisporum nachge-
wiesen. Die hochsten Abundanzen wurden in den weiterfliihrenden Bereichen der Jahrringe
ohne Verfarbungen detektiert, von denen urspriinglich der Stammriss ausging. In den Proben
dieser Bereiche fanden sich OTUs des Erregers der Verticillium-Welke mit einem Anteil von 11,6
und 11,3 % (s. Tab. 34). In den mittleren stark nekrotischen Bereichen waren, wie auch bei den
Proben vom Standort Drackenstein, sehr niedrige Anteile der OTUs von V. dahliae/longisporum
nachweisbar. In der Probe aus dem asymptomatischen Bergahorn, fand sich die relative Haufig-
keit von 19,9 % an OTUs von V. dahliae/longisporum. Bei insgesamt fiinf Proben konnte nach

mehrmaligen Extraktionen keine DNA fiir die Sequenzierung gewonnen werden.

Tab. 34: Gesamtzahl der Reads, Anzahl und prozentualer Anteil der Reads von OTUs von V. dahliae/longi-
sporum in Gewebeproben aus verschiedenen Bereichen von zwei Stammnekrosen und einem Bergahorn
ohne Stammschaden aus einem stark geschadigten Bergahorn-Eschen-Bestand bei Dachau (Dch); grau
hinterlegt: Proben aus Gewebe mit Verfarbungen (* bei 5 Proben konnte keine DNA extrahiert werden).

Probe Lage in Nekrose Gesamtzahl Reads Reads Prozent Reads
V. dahliae/longisporum V. dahliae/longisporum

Dch1A unterhalb 21309 19 0,1
Dch1C2 Jahrring gesund 37344 4320 11,6

Dch 1 C1* Jahrring Nekrose - - =
Dch1C3 Ubergang radial 33493 4455 13,3
Dch1C4 Mitte der Nekrose 15314 70 0,5

Dch 1 C5* Uberwallungsgewebe - - -

Dch 1 E* oberhalb - - -
Dch1F 5 m Hohe 20272 2236 11,0
Dch2 A unterhalb 16444 1316 8,0

Dch 2 C2 Jahrring gesund 27131 3055 11,3

Dch 2 C1 Jahrring Nekrose 35086 25 0,1

Dch 2 C3 Ubergang radial 3803 102 2,7

Dch 2 C4 Mitte der Nekrose 36765 189 0,5

Dch 2 C5 Uberwallungsgewebe 22771 1225 5,4
Dch2E oberhalb 13153 240 1,8

Dch 2 F* 5 m Héhe - - -
Dch3A Kontrolle 0,5 m 186 37 19,9

Dch 3 B* Kontrolle 1 m - - -




100

€STET  980SE  vW¥IT 60ETZ | SL9E€  TEVOT O9ELSE  T6LTT 66461 | viL6  LESTT LYI9T ©LTLT  £619  SESLT 99y  SNLO J3]|e Sppay |yezywesan
43%4 0 0 0 0 9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 29-31 supjndna piodsowso)
sevz 99 0 T4 ST 14 06T 0 e 6 0 T 0 0 0 0 €1-3¢ SU30S3pLIN DIOASOWSOD)
€0TT  6vvr 69 6 e 9L LSL T4 vSy | ST 0 6T 8 4% 14 ()2 8p-31 ds sn220201dA1)
L89€ 0 0 00T 0 o€ 0 0 0 z 0 0 0 0 0 0 Sp-ap “ds jjarayzoinald
1€ oLz 092 0 vy  vv8 0 L 0z 766 0 o€ L 9% 0 €59 6537 sndiodL1Y WNjfjIo1aA
v0T €251 5 343 5 001 91 0 760C L 0 T 1 LT 0 ) z9-31 ds bwiAzooojuysin
0 61 Ze9T 1T oy LS 65 €z 0 VT 0 6LEE 0 6€ 6 € £9-3¢ sNq|pOaIN| SNWBDIDISOIIY
0 0 9z 0 0 € 0 0 0 € 0 Sz 8s8ll 0 169€ v €8-3 "ds snaspoIoIN
0 14 £0v z gy VIS £z v L1 7611 0 91 1 S67C L 9001 1L-3€ asu3l|1y WnIpoj20IDS
0 0 8y 999¢ | [T 9 o1 0 0 91 0 T€ST 8¢ 6 0 T vL-3T 16uny
0 ST 06T 5 0s st 06 6 e ovT 0 TTey 0 0z z 9 99-32 PADI PIADYIOUAIAY
0 5059 6T 0 o1 o1 8¢ 6 101 14 0 T € L z € €9-31 SU32S3UIDI DWAZOIDIUYSIA
LT 88C  LVT T (8 TLS L6 87 s | 86TT 0 95€7 €€ 1T 7 S 4 4 e p30[N31u3b DioYdo|blyd
0 65 o€ 0 1 v 0 z ST 7S €40 90T 8T ST 0 v 96-3p "ds pioydopo)
6 v 1 0€TL 8 €69 0 0 0 LT 0 8 0 0 00S€ € (535 pauuniq ojpjydox3
0 14 vy 80€9 | €Z  180C 9 0 91 Lz 0 €8 8067 €I 0 v 5-39 16ung
0  STET byl 0 ss ss 0 0 8¢ a4 0 z 0 ve 0 (f3 s9-3¢ sapourd papjjauoifad
9 1 59 6 1 Lz 0 0186 [9Z¥T | 8T 0 S 0 0T 0 [T 9-3€ ds bj122U0aN
ove Sz 9IET 61 s s68 98 6T 6 | eeee 0 0T6T S8S0T  €€9 90T  €£9 09-39 “ds1buoy/3D1jyDp WnNjjId13IA
€5 0 9 0 vz 6€  S867€ 1S 0 87 0 % 0 8T 3 9 v6-32 D3SNPD DIBPUDIDIG
E[4 oY4 VT vl oY4 vZ ] o) VT Ve 3T oY4 VT £l o1 vl
YA ywa  Wwd  Wwa | BN BN BN BN 1B eig eig eig eig eig eig eiq anjeA-3 uoxe] NLO

Ergebnisse

‘sanjeA-3 sap aqeSuy Hw ‘(yaq) neyoeq pun (19\) usaSuiiay ‘(eJq) uidisuaydesq 19q uapuelsaquioyediag sne uswwels
SY2as 19q (3) asoJyauwwels Jap geysaqo pun (J) yoraag uassiw wi ‘() gjeydaiun usydiasag usp ul sNLO Udisdiyney 0z Jap spoay Jap |Yezuy :GE ‘qel



Ergebnisse 101

3.4.5 Anteile von V. dahliae in Nekrosenbereichen

In zehn Stammnekrosen wurde mittels DNA-Extraktion und anschlieRender Hochdurchsatz-Se-
qguenzierung der pilzlichen ITS 1-Region Operational Taxonomic Units von V. dahliae/longispo-
rum nachgewiesen. Die Anteile der Reads von V. dahliae/longisporum unterhalb (A), im mittle-
ren Bereich (C) und oberhalb (E) der Nekrosen jeder Nekrose wurden in Relation gesetzt. Dabei
waren unterschiedliche Verteilungen in den Stammen der fliinf Bergahornbestdande zu erkennen.
Im prozentualen Verhéltnis der detektierten OTUs von V. dahliae/longisporum bestanden bei
zwei Stammen von jedem Bestand dhnliche Tendenzen (s. Abb. 56).

In den Stammen vom Bestand Mauern waren unterhalb der Nekrose die verhaltnismaRig hochs-
ten Anteile der OTUs des Pathogens zu finden. Auch im Jahrring, von dem der Stammriss aus-
ging, wurden hohe Anteile der OTUs von V. dahliae/longisporum detektiert. Bei den Nekrosen
von Drackenstein und Dachau waren im Stammful3bereich bzw. unterhalb der Nekrose die ver-
haltnismaRig hochsten Anteile zu finden. Bei den Sequenzierungen der beiden Stammnekrosen
von Jagersdorf fanden sich oberhalb der Nekrose die hochsten relativen Anteile des Welke-Er-
regers. In den Proben aus den Nekrosen des Standortes Meitingen zeigten sich wiederum die
hochsten prozentualen Anteile von V. dahliae/longisporum im Bereich des Jahrrings der Stamm-

risszone.

[ A: unterhalb Nekrose
I C: Mitte der Nekrose
E: oberhalb Nekrose

in Nekrosenabschnitten [%6]

Verhaltnis der OTUs von V. dahliae/longisporum

Mau 1l Mau?2 Jag1 Jag2 Dral Dra2 Meil Mei2 Dch1l Dch2

Abb. 56: Verhaltnis der OTUs von V. dahliae/longisporum vom Bereich unterhalb, dem mittleren am
starksten zersetzten Bereich und oberhalb der Nekrose von zehn Bergahornstimmen (*Proben Mau 1E,
Mei 2E, Dch 1C, Dch 1E keine Angabe, da keine Amplikons gewonnen werden konnten).
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4 Diskussion

4.1 Stammnekrosen und Tracheomykosen bei Bergahorn

In den Jahren vor dem Untersuchungszeitraum wurde ein verstarktes Auftreten von Stammnek-
rosen an Bergahorn bayernweit beobachtet. Die Schaden traten vornehmlich innerhalb ge-
schlossener Bestande auf, die im Rahmen von Erst- oder Wiederaufforstungen nach groRen Stur-
mereignissen Anfang der 1990er Jahre gepflanzt wurden. Als Ursache der Nekrosen wurde bei
einem GroRteil geschadigter Bergahorne ein Befall mit V. dahliae festgestellt (SIEMONSMEIER et
al. 2012). Der bodenbiirtige Pilz V. dahliae dringt Gber Hyphen in Wurzelspitzenbereiche oder
Uber Wurzelverletzungen in die Wirtspflanze ein und bildet bei der Besiedelung des Gewebes
Sporen bzw. Konidien, die sich mit dem Transpirationsstrom im GefdRsystem ausbreiten. Bei
Geholzen steigen die Konidien bis ans Ende der Gefal3e auf, wo diese keimen und die Hyphen in
das angrenzende Xylem eindringen und wiederum Sporen ausbilden (PERRY & EVERT 1983, PEGG
1985). Die Konidien von V. dahliae konnen eine lber einen Meter hohe Pflanze innerhalb von
24 Stunden besiedeln (PRESLEY 1966) und bei Bdumen bis in die Kronenbereiche aufsteigen. Auch
sind verschiedene Pathogenitatsgene fir Verticillium sp. bekannt (EYNCK et al. 2007, Luo et al.

2014, TRAN et al. 2014), die mit dem Vermogen der Wirtsbesiedelung in Verbindung stehen.

Bei ausdauernden Pflanzen greifen bei Pathogenbefall Mechanismen, die im Xylem anatomische
und chemische Verdnderungen ausldsen, um eine Pathogenabwehr zu induzieren (TIPPETT &
SHIGO 1981, SHIGO 1984, BONSEN et al. 1985). Der Bergahorn reagiert bei Erkennung des Pilzes,
neben noch nicht ndaher charakterisierten Signaltransduktionen, mit der Ausbildung von ,Gum-
mieinlagerungen”im Xylem, um das befallene Gewebe abzuschotten und einer Ausbreitung ent-
gegenzuwirken (SHIGO 1984, BONSEN 1991). Im Rahmen dieser Arbeit konnte diese Reaktion bei
flinf Bergahornen mit Stammnekrose anhand lichtmikroskopischer Untersuchungen bestatigt
werden. Es wurden vielfach gummiartige Strukturen in den GefaRen beobachtet, die das spezi-
fische Gefdlverschlusskonzept des Ahorns (BONSEN & KUCERA 1990, BONSEN 1991) als Reaktion
auf das Eindringen des Pathogens darstellen (s. Abb. 26, 27). Somit kdnnte V. dahliae bei der
Ausbildung von Blockaden im Xylem und daraus resultierender Tracheomykosen beteiligt sein.
Durch die mikroskopischen Aufnahmen von nekrotischem Gewebe wurden zudem Einlagerun-
gen in den Holzstrahlen und Parenchymzellen beobachtet. PEGG & BRADY (2002) beschrieben fir
den Erreger der Verticillium-Welke eine Beschrankung auf die XylemgefaRe, die erst mit dem

Absterben des Gewebes oder des Wirtes auf das umgebende Parenchym Ubergreift.
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Das Gewebe von Bergahorn ist zerstreutporig mit relativ kleinen Durchmessern der Wasserleit-
bahnen von weniger als 100 um. STOHR (2003) fand bei Messungen an Bergahorn einen mittleren
Durchmesser von 72 (+18) um fir Tracheen und 12 (+3) um fir Tracheiden. Die Jahrringe bleiben
bei dieser Baumart iber mehrere Jahre hinweg aktiv, so dass Schaden im Xylem, wie bei einer
Blockade durch eine Pathogenabwehr, nachhaltige Auswirkungen haben (TIPPETT & SHIGO 1981).
Bislang ist Gber die genauen Ursachen der Entstehung der Risse an den Stimmen wenig bekannt.
SHORTLE et al. (1996) beschrieben beispielsweise basale Stammrisse als externe Indikatoren fiir
Zersetzungen im Stamm aufgrund der Ausbreitung von Wurzelfiule-Erregern. GRABNER et al.
(2006) fanden bei Untersuchungen an Schwarzkiefern, dass bei anhaltender Sommertrockenheit
die Saugspannung der Tracheiden die Belastbarkeitsgrenze des Holzgefiiges tberschritt, was zu
radialen Rissen innerhalb eines Jahrrings fiihrte. Eine mogliche Erklarung fir die Schadigung der
Bergahorne durch die Besiedelung mit V. dahliae ware, dass aufgrund der Abschottungsreakti-
onen des Baumes Volumenanderungen erzeugt wurden und durch die anschlieRenden Wasser-
defizite Spannungen im Holz entstanden, aus denen die Risse hervorgingen. Als Ursache fiir die
durch den Befall mit V. dahliae entstandenen Stammrisse wird daher die Austrocknung des
Splints infolge der Gefallverschliisse angenommen. Dies kdnnte insbesondere bei zusatzlichem
Wassermangel durch Trockenheit zu einer verstarkten Ausprdagung fiihren. Zudem konnen die
langlebigen und englumigen GefdaRe der Gattung Acer zu der hohen Anfalligkeit beitragen und
die Pradisposition von Bergahorn fiir eine Auspragung von Verticillium-Welke und Stammnek-

rosen erhdhen.

Fir eine differenzierte Analyse der Holzeigenschaften von Bergahorn bei Befall mit dem Patho-
gen wurden erstmalig computertomographische Aufnahmen (CT) im Bereich der durch V. dah-
liae verursachten Stammrisse bzw. Stammnekrosen angefertigt. Anhand der CT-Aufnahmen
konnten bei acht Bergahornen spezifische Gewebeverfarbungen innerhalb der Stamme im Be-
reich der Nekrosen sichtbar gemacht werden. Es waren sowohl vor als auch nach der Trocknung
der Stammscheiben im CT helle Farbungen der Jahrringbereiche sichtbar (s. Abb. 21, 22), die
optisch olivgriin gefarbt erschienen. Die Entstehung der Verfarbungen wurde auf die lichtmik-
roskopisch nachgewiesenen Einlagerungen und Verdichtungen im Gewebe zuriickgefiihrt. Dabei
ist die von SHIGO (1984) und BONSEN (1991) beschriebene Abschottungsreaktion des Baumes
durch Gummibildung als Ursache anzusehen. Die Verfarbungen gingen zumeist deutlich in axia-
ler Richtung lber den Bereich des Stammschadens hinaus.

Bei zwei Nekrosen war zu beobachten, dass mehrere Jahrringe im CT hell schienen, nach aufRen
hin aber nur eine Nekrose bzw. Wundleiste ausgepragt wurde (s. Abb. 21 C, D). Dies deutet auf

Mehrfachinfektionen mit V. dahliae hin. Da das Splintholz bei A. pseudoplatanus mehrere
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Jahrringe umfasst, konnte eine Infektion mit dem Erreger in unterschiedlichen Jahren oder auch

innerhalb eines Jahres in verschiedenen Jahrringen stattgefunden haben.

In zehn von 2012 bis 2015 untersuchten Bergahornbestanden wurden bei 33 Prozent der Baume
Stammnekrosen im unteren Stammbereich festgestellt. In zwei Bestdnden konnte zudem eine
ausgepragte Welke einzelner Kronenteile oder der gesamten Krone beobachtet werden. Die
Ausmalle der Uber dem Stammful auftretenden Nekrosen umfassten im Mittel 68 cm in der
Lange und 4 cm in der Breite. Bei rund einem Drittel der geschadigten Ahorne traten zwei oder
mehrere offene Nekrosen oder Wundleisten auf, die als Folge endogener Risse ausgebildet wur-
den. Der Zeitpunkt der Entstehung lag bereits 5 bis 12 Jahre zuriick. Bei 74 % der geschadigten
Bergahorne war im Untersuchungszeitraum ein voranschreitendes Uberwallen der Risse zu be-
obachten. Dies war insbesondere beim Schliefen der Nekrosen in tangentialer Richtung mit
durchschnittlich 4 mm pro Jahr zu sehen. Die Uberwallungsgeschwindigkeit war somit langsa-
mer als bei anderen festgestellten Wundverschlussraten von Baumen. So konnten DUJESIEFKEN
et al. (2004) in ihren Studien etwa 5 mm fiir Buche und Roteiche sowie 9 mm jahrliche Uberwal-
lung bei WeiReiche bestimmen. Losis (2007) hatte an Edelkastanie bei kiinstlich erzeugten Rin-
denverletzungen Verschlussraten von 4 bis 9 mm pro Jahr festgestellt. DUIESIEFKEN et al. (1991)
beobachteten auch, dass die Wundreaktion bei Ahorn im Vergleich zu anderen Baumarten eher
schleppend einsetzte. WARGO (1977) beschrieb flir Zuckerahorn eine verlangsamte Wundheilung
bei verminderten Zuwachsraten nach kinstlicher Entlaubung. Diese Erkenntnisse konnten Hin-
weise darauf geben, dass bei der Schwachung von Bergahorn durch den Welke-Erreger V. dah-
liae physiologische Prozesse, die fiir die Uberwallung der Stammrisse notwendig sind, verlang-
samt sind.

Bei den untersuchten Bergahornen der zehn Bestande war trotz relativ langsam voranschreiten-
der Uberwallung ein hohes Revitalisierungspotential zu beobachten. Dies wurde anhand der
Uberwallungsleistung insbesondere bei Bdumen, bei denen teils mehr als die Halfte des Splint-
holzes Verfarbungen bzw. nekrotisches Gewebe aufwies, deutlich (s. Abb. 18 B-D). Auch wurde
in den Bestanden nur vereinzelt Mortalitat von A. pseudoplatanus beobachtet, was wahrschein-
lich auf das vorangeschrittene Alter der Baume zurlickzufiihren war. In mehreren Studien
konnte bereits bei verschiedenen Wirtsbaumarten eine Revitalisierung einer vorangegangenen
Infektion mit V. dahliae festgestellt werden (HIEMSTRA & HARRIS 1998, GOUD & TERMORSHUIZEN
2002, LOPEZ-ESCUDERO & BLANCO-LOPEZ 2005, MARKAKIS et al. 2009). Bei Eschen, die ebenfalls als
sehr anfallig gegeniiber dem Erreger der Verticillium-Welke gelten, wurde bei Untersuchungen
von HIEMSTRA (1995) oftmals ein Ausheilen erkrankter Baume beobachtet.

Als wichtiger Einflussfaktor bei der Ausbildung der Stammrisse gilt bei einem Befall mit V. dah-

liae insbesondere Trockenstress. Ein direkter Zusammenhang mit den Trockenstressjahren 2003
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oder 2007 konnte im Rahmen der durchgefiihrten Freilandstudien jedoch nicht bestatigt wer-
den. Bei 14 Stammen wurden anhand des Jahrrings der Stammrisszone Entstehungsjahre von
2001 bis 2010 datiert. Da bei A. pseudoplatanus mehrere Jahrringe mit dem Pathogen besiedelt
werden kénnen und die Jahrringgrenzen des zerstreutporigen Splints teils schwer erkennbar
sind (ROLOFF et al. 2010), war eine exakte Datierung des Befalls durch V. dahliae duRerst schwie-
rig. SIEMONSMEIER et al. (2012) kamen bei der Auszdhlung der Jahrringe in den Uberwallungen
der Stammnekrosen von einem Bestand bei Freising zu dem Ergebnis, dass die Risse in Folge des
Trockensommers 2003 auftraten. Die Ergebnisse der vorliegenden Studien zeigen, dass die Aus-
bildung der Risse im unteren Stammbereich der Ahorne von flinf Bestdanden in mehreren Jahren
einsetzte. Dennoch kdnnte der Medianwert mit dem Jahr 2004 Hinweis auf einen Zusammen-
hang mit dem Trockensommer 2003 hindeuten, so dass ein Grof3teil der Nekrosen im Folgejahr
nach dem Trockenstress ausgebildet wurde. Bergahorne fortgeschrittenen Alters konnen im Ge-
gensatz zu Jungpflanzen eine Infektion mit V. dahliae wahrscheinlich eher tiberleben, was jedoch

mit Stammschaden und einer Holzentwertung einhergeht.

Fir eine quantitative Einschatzung von V. dahliae im Boden der geschadigten Bergahornbe-
stande wurde nach der Methodik von NEUBAUER & HEITMANN (2011) die Dichte von Mikrosklero-
tien ermittelt. HARRIS et al. (1993) beschrieben eine sehr heterogene Verbreitung der Daueror-
gane des Erregers im Boden. Deshalb wurden nach einem definierten Raster an 16 Einschlag-
stellen in jedem Bestand Proben entnommen und zu einer Mischprobe vereinigt. Die Bodenpro-
ben wurden nach Trocknung und Nasssiebung auf einem semiselektiven Nahrmedium ausge-
bracht, inkubiert und die Auszahlung wurde unter dem Binokular vorgenommen.

Die Einschatzung der Erregerdichte ist mit Unsicherheiten behaftet, da dhnliche Dauerorgane
bildende Arten haufig schwer eine Differenzierung erlauben (GoupD et al. 2003, KABIR et al. 2004,
FRADIN & THOMMA 2006). Mehrere Arten der Gattung Verticillium spp. bilden Mikrosklerotien
aus, die morphologisch schwer zu trennen sind. Daher war anhand der Methodik keine Diffe-
renzierung zwischen V. dahliae und V. longisporum maoglich. Da die an Kreuzblitlern auftretende
Art V. longisporum in Waldbdden sehr wahrscheinlich auszuschlieRen ist (INDERBITZIN et al. 2013),
kann angenommen werden, dass aus Boden von Waldbestanden isolierte Mikrosklerotien mit
hoher Wahrscheinlichkeit V. dahliae zugeordnet werden kdnnen, sofern keine Erstaufforstungs-
flachen nach agrarwirtschaftlicher Nutzung mit Brassicaceaen untersucht werden. Allerdings
konnen auch die vergleichsweise groReren Mikrosklerotien der als apathogen beschriebenen
Art V. tricorpus falsch interpretiert werden. Des Weiteren bilden verschiedene Arten, wie z.B.
Gibellulopsis nigrescens (ZARE et al. 2007), dhnliche Dauerorgane in Form von Chlamydosporen

mit melanisierten Zellen.
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Bei Ringuntersuchungen von TERMORSHUIZEN et al. (1998) waren Ergebnisse verschiedener La-
bore hinsichtlich der Mikrosklerotiendichte von V. dahliae in Béden inkonsistent und schlecht
reproduzierbar. Insbesondere das Ausplattierungsverfahren mittels Trocken- oder Nassplattie-
rung beeinflusste die Ergebnisse. Zudem wurde die Unterscheidung zwischen V. dahliae und V.
tricorpus von TERMORSHUIZEN et al. (1998) neben weiteren methodischen Aspekten als proble-
matisch erkannt. Dies fiihrte zu der Schlussfolgerung, dass in der Literatur benannte Mikro-
sklerotiendichten als schwer interpretierbar eingeschatzt werden missen (TERMORSHUIZEN et al.
1998). Nach Untersuchungen von HEALE & ISAAC (1965) war die Ausbildung der Dauerorgane ne-
ben den spezifischen Nahrmedien auch abhangig von verschiedenen Umweltfaktoren. Bei ei-
nem ersten Versuchsansatz im Rahmen der Untersuchungen dieser Arbeit wurden die Petrischa-
len mit den Bodenproben mit Parafilm verschlossen (Daten nicht dargestellt), was im Vergleich
zur Wiederholung der Studie ohne Verschluss der Petrischalen (s. Abb. 30) eine verminderte
Ausbildung der Mikrosklerotien zur Folge hatte.

In den zehn Bergahornbestdanden wurden innerhalb der drei Jahre schwankende und in einigen
Bestdnden relativ hohe Erregerdichten detektiert, wobei wahrscheinlich dhnliche Dauerorgane
anderer Pilze miterfasst wurden. Im Oktober des Jahres 2012 lagen die Werte bei 4 bis 133 Mik-
rosklerotien (MS), im Oktober 2013 bei 3 bis 83 MS und im Oktober 2014 bei 2 bis 318 MS pro
Gramm Boden, wobei die Tendenzen der Haufigkeiten einzelner Bestdnde gleichblieben (s. Abb.
30-32). Die hohen Mikrosklerotiendichten, die im Laufe der dreijahrigen Untersuchungszeit in
den zehn Bergahornbestianden ermittelt worden sind, waren nach den Ergebnissen des Next
Generation Sequencing aus Boden- und Mikrosklerotien-Agarplatten jedoch kritisch zu sehen (s.
Kapitel 3.4.2). In den Béden von vier Bergahornbestanden lagen die Anteile sequenzierter DNA
von V. dahliae bei durchschnittlich 7 %. Bei der Sequenzierung von DNA aus den Mikroskleroti-
enplatten lagen die Anteile von V. dahliae ebenfalls bei durchschnittlich 7 %, was aufzeigt, dass
neben V. dahliae in hohen Anteilen Mikrosklerotien und Chlamydosporen dhnlicher Daueror-
gane anderer Pilze mitgezahlt worden sind.

In verschiedenen Studien bei einjahrigen Kulturpflanzen konnten oft hohe Erregerdichten in den
Boden nachgewiesen werden. PAPLOMATAS et al. (1992) fanden bis 62 MS in Baumwollfeldern,
KOIKE et al. (1994) bestimmten bis 93 MS und XIA0 et al. (1997) bis zu 394 MS g beim Anbau von
Blumenkohl. BILODEAU et al. (2012) berichten von bis zu 622 MS g in natiirlich infizierten Salat-
plantagen in Kalifornien. Bei Untersuchungen von einjahrigen Kulturpflanzen konnte haufig ein
Zusammenhang zwischen Erregerdichte und dem Auftreten der Verticillium-Welke festgestellt
werden (NICOT & ROUSE 1987, PAPLOMATAS et al. 1992, HARRIS & YANG 1996, XIAO & SUBBARAO 1998,
LOPEZ-ESCUDERO & BLANCO-LOPEZ 2007). GOuD et al. (2011) ermittelten bei 5 % von Spitzahornen

in einer Baumschule eine Auspriagung der Verticillium-Welke bei nur 1 Mikrosklerotie g Boden.
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Im Rahmen der Untersuchungen dieser Arbeit konnten keine Korrelationen zwischen der kritisch
zu betrachtenden Dichte der Dauerorgane in den Béden und dem prozentualen Anteil gescha-
digter Ahorne festgestellt werden. Allerdings lag die Pflanzung der Bergahorne in den untersuch-
ten Bestdnden teils Gber 20 Jahre zuriick, weshalb keine Informationen liber den urspriinglichen
Zustand des Bodens hinsichtlich der Erregerdichte mit V. dahliae vorlagen.

Die Untersuchungen in drei Bestanden, die im Rahmen dieser Studien regelmaRig alle zwei Mo-
nate beprobt wurden, zeigten extreme Schwankungen (s. Abb. 33). In den Wintermonaten war
ein deutlicher Anstieg der Dauerorgane in den Bestanden in der Hallertau zu beobachten, wobei
rickblickend nicht beurteilt werden kann, in welchem Anteil Mikrosklerotien von V. dahliae kor-
rekt bestimmt wurden. Da Mikrosklerotien auch ohne Wirtspflanzen weit Gber zehn Jahre im
Boden (iberleben kénnen (WILHELM 1955, SCHNATHORST 1981), waren hinsichtlich der Dichte in-
nerhalb eines Jahresverlaufs eher weniger starke Schwankungen zu erwarten. Fiir das Uberwin-
den der Dormanz gilt die Absonderung von spezifischen Wurzelexsudaten der Wirtspflanzen als
notwendig. Wahrscheinlich ist auch ein Einfluss klimatischer Faktoren, die ein Auskeimen der
Mikrosklerotien begtinstigen bzw. unterdriicken. BERBEGAL et al. (2007) beschrieben, dass hin-
sichtlich der saisonalen Schwankungen der Inokulumdichte von V. dahliae wenig bekannt ist.
Doch fanden WHEELER et al. (2000) bei Untersuchungen in Kartoffelackern in Ohio eine hohere
Mikrosklerotiendichte im Herbst im Vergleich zu Untersuchungen im Friihjahr. EVANS et al.
(1967) bestimmten ebenfalls eine erhdhte Dichte der Dauerorgane von V. dahliae in Baumwoll-
feldern nach der Ernte gegen Ende der Vegetationsperiode, wobei wahrscheinlich der Eintrag
aus organischem Material Einfluss ausibte. Die Ergebnisse zeigen, dass generell starke Schwan-
kungen bei der Auszahlung der Dauerorgane von Verticillium sp. auftreten kénnen, fiir die es

unterschiedliche Griinde gibt.
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4.2 Einfluss von Trockenstress auf die Infektion mit V. dahliae bei Berg-
ahorn

Um den Einfluss von Trockenstress auf die Infektion von Bergahorn mit V. dahliae zu untersu-
chen, wurden zwei Versuche in der halboffenen Vegetationshalle durchgefiihrt. Mit V. dahliae
inokulierte und nicht-inokulierte Bergahorne wurden (fiir sechs Wochen im ersten und acht Wo-
chen im zweiten Versuch) unter feuchten, moderaten und trockenen Bodenwassergehalten
wahrend des Sommers nach der Inokulation untersucht. Die Pflanzen wurden insgesamt tber
zwei Jahre in der Versuchsanordnung der randomisierten Blockanlage beobachtet. Da der Ver-
suchsansatz unter kontrollierten Bedingungen moglichst naturnah durchgefiihrt werden sollte,
wurde im ersten Versuch Oberboden aus einem Waldbestand bei Freising abgetragen, der aus
schluffig-lehmigen Sand bestand. Um eine Infektion mit bodenblirtigen Pilzen auszuschlieRen,
wurde die Erde zwei Tage bei 80°C gedampft. Beim zweiten Versuch wurde unter Beibehaltung
des Versuchsschemas ein Mutterboden bestehend aus Tonschluff als Substrat genutzt. In den
Versuchsjahren 2013 und 2014 variierten die Witterungsbedingungen insbesondere wahrend
der Trockenstressphase im Juli und August. Im ersten Versuch korrelierte das natiirliche Klima
mit hohen Temperaturen und wenig Niederschlagen gut mit der kiinstlichen Trockenstress-
phase. Im zweiten Versuch fiel wahrend des Trockenstresszeitraums relativ viel Niederschlag,
was durch die hohe Luftfeuchtigkeit in der halboffenen Vegetationshalle wahrscheinlich Einfluss

auf die Bergahorne (bte.

Die Inokulation der Ahorne mit V. dahliae fihrte im ersten Versuch bereits nach dem Austrieb
bei 15 % der Pflanzen zu intensiven Welkesymptomen. Vor und wahrend der Trockenstress-
phase ab Anfang Juli 2013 war bei den infizierten gegeniiber den nicht-infizierten Ahornen eine
signifikante Zunahme der Welkesymptome zu beobachten (s. Abb. 35). Auch bei den Trocken-
stress ausgesetzten Kontrollpflanzen waren ab Ende Juli Welkesymptome zu beobachten, die im
Gegensatz zu den mit V. dahliage infizierten Pflanzen spater und milder auftraten. Vor und im
Laufe der sechswodchigen Trockenstressphase wurde ein durchgangig signifikanter Einfluss der
Inokulation mit dem Welke-Erreger festgestellt. Der Bodenwassergehalt {ibte erst nach einem
Monat Trockenstress signifikanten Einfluss auf die Pflanzen aus. Es bestanden zumeist keine sig-
nifikanten Wechselwirkungen zwischen den Faktoren Trockenstress und V. dahliae-Inokulation,
was auf additive Effekte beider Faktoren schlieflen ldsst. Erst nach Abschluss des Trockenstres-
ses Ende August wurde eine leicht signifikante Interaktion zwischen beiden Faktoren festge-
stellt. Zu dhnlichen Ergebnissen fihrten bereits mehrere Studien. SCHREIBER & MAYER (1992) fan-
den nach Inokulation mit V. dahliae bei Spitz- und Silberahorn zu verschiedenen Zeitpunkten der

Vegetationsperiode eine signifikant verstarkte Welke-Intensitdt und Haufigkeit. CAROSELLI (1957)
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konnte den Effekt einer verstarkten Verticillium-Welke bei Ahorn durch verminderte Bodenwas-
sergehalte beobachten.

Im Folgejahr nach dem Trockenstress, in dem die Pflanzen unter guten Bodenwassergehalten in
der Vegetationshalle regenerieren konnten, blieb die nachhaltige Schadigung der Infektion mit
V. dahliae sichtbar. Die mit dem Pathogen infizierten Baume zeigten in den drei Varianten eine
friihzeitige Seneszenz (s. Abb. 37). Die Infektion mit dem Erreger hatte an allen Terminen einen
hoch signifikanten Effekt auf die Ausbildung der Welke. Insgesamt waren im Folgejahr 11 % der
inokulierten Bergahorne abgestorben, wobei keine Korrelationen mit den vorjahrigen Boden-
wassergehalten zu beobachten waren.

Im zweiten Versuch waren bei den mit V. dahliae inokulierten Bergahornen wiederum signifikant
erhohte Welke-Indices im Jahr des Trockenstresses sichtbar. Jedoch ergab sich tber die Vegeta-
tionsperiode kein Einfluss der Bodenwassergehalte bei den inokulierten als auch den gesunden
Bergahornen. Die Kontrollpflanzen und die mit dem Pathogen inokulierten Pflanzen wiesen in-
nerhalb der jeweils drei Varianten einen dhnlichen Welke-Index auf. Wahrscheinlich Gbten die
hohen Niederschldge und die hohe Luftfeuchtigkeit und damit das geringe Wasserdampfsatti-
gungsdefizit in Juli und August 2014 (s. Anhang Tab. A7) Einfluss auf die Pflanzen in der halbof-
fenen Vegetationshalle aus. Als Folge fiel der Trockenstress hinsichtlich des Auslésens von Wel-
kesymptomen insgesamt maRiger aus, bzw. konnte sogar anndhernd kompensiert werden. Im
Folgejahr unter guter Wasserversorgung aller Pflanzen war, wie bereits im ersten Versuch, ein
bleibender Einfluss durch den Erreger der Verticillium-Welke sichtbar (s. Abb. 47). Insgesamt
war Uber die gesamte Vegetationsperiode 2015 eine signifikant erhdhte Auspragung von Wel-
kesymptomen bei den inokulierten gegeniiber den Kontrollpflanzen zu beobachten. Ein Anteil
von 12 % der Ahorne war im Herbst 2015 abgestorben.

Eine mogliche Erkldarung fir den nachhaltigen Effekt der Infektion mit dem Welkepathogen ist
die von TIPPETT & SHIGO (1981) beschriebene Ausbildung von Barrieren im axialen Parenchym bei
Geholzen als Abschottungsreaktion bei Pathogenbefall. Nach Begrenzung der vertikalen Aus-
dehnung des Pilzes durch Thyllen oder gummiartige Einlagerungen, ist die Bildung von zusatzli-
chen lateralen Abschottungen fiir ausdauernde Pflanzen notwendig, um das angrenzende Kam-
bium zu schitzen (TIPPETT & SHIGO 1981). Dies kdnnte darauf hindeuten, dass die Abschottungs-
reaktion der jungen Bergahorne mittels Ausbildung bleibender ,Gummieinlagerungen®, mog-
licherweise auch in Kombination mit der Besiedelung des Xylems durch V. dahliae, fir Welke
und Mortalitat im Folgejahr verantwortlich war. Eine Vermutung ware, dass durch die Abschot-
tungen, ahnlich wie bei der Reaktion auf Trockenstress, eingeschlossene Gasembolien im Was-

sertransportsystem erzeugt wurden. Dies konnte die Fahigkeit der Pflanzen verringern, Wasser
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fir den photosynthetischen Gasaustausch in die Blatter zu liefern, was letztendlich zu Austrock-
nung und Mortalitat fiihrt (CHOAT et al. 2012).

Aufgrund des mehrere Jahrringe umfassenden Splintholzes des Bergahorns wirken sich physika-
lische Blockaden im Xylem héchstwahrscheinlich nachhaltig negativ auf die Wasserversorgung
der Pflanzen aus. Die verhéaltnismaRig kleinen Durchmesser der zerstreutporigen Gefalle sind in
diesem Zusammenhang ebenfalls von Bedeutung. Bei jungem Ahorn sind Blockaden innerhalb
eines Jahrrings womoglich schadigender fir das komplette Wasserleitsystem als bei alteren
Pflanzen, da weniger Leitgewebe fiir eine Kompensation zu Verfligung steht, was letztlich
schneller zu Mortalitat flihren kdnnte. Die Bildung von spezifischen Toxinen, die Welke- und Ab-
sterbe-Erscheinungen induzieren kénnen, wird von vielen Autoren kritisch gesehen (COOPER

2000, PEGG & BRADY 2002) und daher eher ausgeschlossen.

Bei den Gaswechselmessungen wahrend und nach der Trockenstressphase waren im ersten Ver-
such signifikante Effekte der Bodenwassergehalte auf die Photosyntheserate und stomatare
Leitfahigkeit feststellbar (s. Abb. 40, 41). Mit abnehmendem Bodenwassergehalt nahmen CO,-
Assimilation als auch stomatare Leitfahigkeit in den mit V. dahliae inokulierten sowie den Kon-
trollpflanzen von der feuchten zur trockenen Variante hin ab. Zwischen den infizierten Pflanzen
und Kontrollen konnten keine Unterschiede nachgewiesen werden. Doch wiesen die mit V. dah-
liae inokulierten Pflanzen unter Trockenstress an allen Terminen die niedrigsten Raten beider
Gaswechselparameter auf. Es wurden keine signifikanten Wechselwirkungen zwischen den Fak-
toren Bodenwassergehalt und V. dahliae-Inokulation auf Photosynthese und Leitfahigkeit fest-
gestellt.

Im zweiten Versuch waren nach drei Wochen unter dem Bewasserungsschema signifikante Ef-
fekte des Bodenwassergehalts auf die Photosyntheserate und auf die Leitfahigkeit der Stomata
messbar. Die mit V. dahliae inokulierten Pflanzen der Trockenstress-Variante wiesen, wie bereits
im ersten Versuch, die niedrigsten CO,-Assimilationsraten und Leitfdahigkeiten auf. Es konnten
keine signifikanten Interaktionen zwischen beiden Faktoren auf die Gaswechselparameter be-
stimmt werden.

In anderen Studien zeichnete sich, bezliglich des Effektes von V. dahliae auf die Gaswechselpa-
rameter infizierter Wirtspflanzen, kein einheitliches Bild ab. In Untersuchungen an V. dahliae-
infizierten Kartoffeln konnten BOWDEN et al. (1990) und BOWDEN & ROUSE (1991) beispielsweise
eine Reduktion der stomatéaren Leitfahigkeit und Photosyntheserate nachweisen. In den meis-
ten Studien wurde jedoch festgestellt, dass eine Infektion mit V. dahliae die Gaswechselpara-
meter der Wirtspflanzen nicht signifikant beeinflusste. Beispielsweise fanden SAEED et al. (1987)
keinen Einfluss auf die Assimilationsrate bei V. dahliae-infizierten Kartoffelpflanzen. Auch PaAs-

CUAL et al. (2010) fanden bei der Infektion von Paprika mit V. dahliae unter Wasserstress lediglich
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einen Effekt durch den erniedrigten Bodenwassergehalt auf die Gaswechselparameter. SADRAS
et al. (2000) stellten bei Untersuchungen von Sonnenblumen mit V. dahliae-Infektion die Aus-
wirkung einer verminderten Blattflache fest, jedoch keinen Effekt auf die Photosyntheserate.
Lopisso et al. (2017) fanden auch bei Infektionsversuchen mit der nahverwandten Art V. longi-
sporum an Raps keinen Einfluss auf Transpirationsrate, Leitfdahigkeit, Photosyntheserate und
Wassernutzungseffizienz.

Die Ergebnisse der Trockenstressversuche legen den Schluss nahe, dass die Pflanze bei einer
Inokulation mit V. dahliae Effekte auf Gaswechselparameter moglicherweise teilweise zu kom-
pensieren vermag. Auch wurde an jeder Pflanze nur ein Blatt gemessen, das dem jlingsten voll
ausgebildeten Blattpaar angehorte und nicht als reprasentativ fiir die gesamte Pflanze gelten
kann. Zudem bildet die Messung der Gaswechselparameter vergleichsweise weniger Pflanzen
(Versuch I: n= 8, Versuch Il: n=12) nur eine Momentaufnahme ab, die im Gegensatz zu den alle
zwei Wochen aufgenommenen Welke-Indices aller 192 Bergahorne kein deutliches Bild der Pa-

thogenese durch V. dahliae aufzeigen kann.

Im ersten Versuch war bei den mit V. dahliae infizierten Bergahornen die hydraulische Wasser-
leitfahigkeit bei Versuchsende deutlich gegeniliber den Kontrollpflanzen abgesenkt. Im zweiten
Trockenstressversuch konnten ebenfalls verminderte Wasserleitfahigkeiten bei den V. dahliae-
inokulierten Stammen festgestellt werden. Durch die kleine Datengrundlage bei Messung der
hydraulischen Leitfahigkeit mit n = 5 wurden bei vorliegender Datenvarianz keine signifikanten
Unterschiede ermittelt. In mehreren Studien konnten Effekte der Inokulation mit V. dahliae auf
die hydraulische Leitfahigkeit bei verschiedenen Wirtspflanzen beobachtet werden. So fanden
NEWBANKS & TATTAR (1982) nach kiinstlicher V. dahliae-Infektion an Rotahorn mit zunehmender
Besiedlung des Stammes eine Abnahme der Wasserleitfahigkeit des Xylems. Auch SCHNATHORST
(1981) beschrieb als Folge der Inokulation mit V. dahliae eine verminderte hydraulische Leitfa-
higkeit von Pflanzen. XIA0 & SUBBARAO (2000) fanden bei Untersuchungen mit V. dahliae-Infek-
tion an Blumenkohl einen Einfluss auf physiologische Prozesse, die mit der hydraulischen Leitfa-

higkeit verbunden sind, jedoch keinen Effekt auf Spross- und Wurzelwachstum.

Bei den Parametern Sprossfrischgewicht und Wuchshdhe konnten im ersten Versuch keine sig-
nifikanten Einflisse durch die Inokulation mit V. dahliae oder Trockenstress bestimmt werden.
Bei den Wurzelfrischgewichten waren Effekte eines verminderten Frischgewichts bei den infi-
zierten Bergahornen feststellbar (s. Tab. 16). Beim zweiten Versuch ergaben sich hingegen sig-
nifikante Effekte. Die mit V. dahliae inokulierten Bergahorne wiesen gegeniber den Kontroll-
pflanzen erniedrigte Sprossfrischgewichte als auch Wuchshéhen auf. Auch in Studien von BIREM

et al. (2016) konnte eine Reduktion des vegetativen Wachstums bei Infektion mit V. dahliae bei
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toleranten und anfalligen Oliven Kultivaren festgestellt werden. Eine mogliche Hypothese fiir
den signifikanten Einfluss des Erregers auf Wuchshéhe und Sprossfrischgewichte im zweiten
Versuch ware, dass ein eher chronischer Befall zu Wuchsdepressionen und weniger zu Welke-

Erscheinungen fihren kdnnte.

Durch die Reisolierung auf Ndhrmedien und durch DNA-Extraktion und PCR mit artspezifischen
Primern nach CARDER et al. (1994) und INDERBITZIN et al. (2013) konnte V. dahliae aus dem Ge-
webe von Stammen der infizierten Ahorne knapp zwei Jahre nach der Wurzeltauch-Inokulation
in beiden Versuchen nachgewiesen werden. Damit gelten die Koch’schen Postulate als erfiillt.
Aus gesunden Kontrollpflanzen wurde der Erreger nicht isoliert.

Bei 19 Prozent der Bergahorne war im ersten Versuch nach der Ernte an der Stammbasis eine
Verfarbung des Splintholzes zu beobachten, was in den Kontrollpflanzen nicht auftrat. Die Ver-
farbungen der Jahrringe konnten somit der Besiedelung des Gewebes mit dem Welke-Erreger
bzw. der Reaktion des Ahorns durch GefdaRverschluss mittels ,Gummieinlagerungen” zuge-
schrieben werden. Fiir A. pseudoplatanus gilt nicht die bei vielen Geholzen verbreitete Thyllen-
bildung, sondern die Bildung gummiartiger Einlagerungen (BONSEN 1991). Auch XIAO & SUBBARAO
(1998) konnten bei kiinstlich infiziertem Blumenkohl teils extreme Verfarbungen des Gewebes
feststellen.

Eine Ausbildung von Stammrissen oder Stammschaden wurde bei keinem der zu Versuchsende
2 %-jahrigen Bergahorne beobachtet. Wahrscheinlich ist fiir die Ausbildung der Stammrisse ein
langerer Zeitraum notwendig. EPSTEIN et al. (2004) konnten bei Untersuchungen an Pistazien erst
nach etwa zehnjahriger Dauer seit Inokulation mit V. dahliae bei einem Teil der Biume Stamm-

risse feststellen.
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4.3 Infektion von Bergahorn mit V. dahliae und F. solani

Neben dem Erreger der Verticillium-Welke kénnen auch Arten der Gattung Fusarium spp. bei
vielen Pflanzenarten Welke und Mortalitdt verursachen (THOMAS 1949, BAKER et al. 1981, SINGH
et al. 1999, FRADIN & THOMMA 2006, HUANG et al. 2017, TRABELSI et al. 2017). Aus diesem Grund
wurde untersucht, inwiefern der von Acer isolierte Erreger Fusarium solani im Vergleich zu V.
dahliae zu Symptomen wie Blattwelken und Chlorosen bei Bergahorn fiihren kann. Im Klima-
kammerversuch wurden Bergahornsamlinge durch Wurzeltauch-Inokulation mit F. solani bzw.
V. dahliae infiziert. Im Vegetationshallenversuch fand eine Inokulation 1%-jahriger Bergahorne

mit beiden Erregern Gber eine mechanische Stammverletzung statt.

Beim Versuch in der Klimakammer fiihrte die Infektion der Bergahornsamlinge mit F. solani wie
bei den Kontrollpflanzen nicht zur Ausbildung von Welkesymptomen. Auch waren keine Effekte
auf die Wuchshohe und die Photosyntheserate sechs Wochen nach der Inokulation mit F. solani
an den Samlingen zu beobachten. Bei der Infektion mit V. dahliae durch Tauchinokulation der
Wourzeln flhrte dies im Vergleich zu den Kontrollpflanzen und den mit F. solani inokulierten
Pflanzen hingegen zu signifikant verstarkten Welkesymptomen. Zudem war sechs Wochen nach
der Inokulation mit V. dahliae bei den Bergahornsamlingen ein signifikant verminderter Zuwachs
und eine verminderte Photosyntheserate festzustellen (s. Abb. 54). F. solani verursachte im Ver-
gleich zum Erreger der Verticillium-Welke im Rahmen dieser Studie keine Blattwelke und war

somit nicht pathogen an A. pseudoplatanus.

Die Stamminokulation fand neben der Wurzeltauchmethode bei Versuchen mit Verticillium sp.
bereits vielfach Verwendung (ZENTMEYER et al. 1955, RESENDE et al. 1995). LOPEZ-ESCUDERO et al.
(2007) verwendeten diesen Weg der Inokulation, um Resistenzen bei Oliven nachzuweisen. Die
Infektion von Bergahorn gelang im Rahmen der Studien der vorliegenden Arbeit mit dieser Me-
thodik nicht. Bei der Inokulation mit beiden Erregern an Bergahornen mittels Rindenverletzung
und Aufsetzen myzelbewachsener Agarstiicke wurden im Versuchszeitraum weder Welke, Chlo-
rosen oder Wuchsverminderungen beobachtet. Nach einem Jahr waren keine Beeintrachtigun-
gen der Vitalitat zu beobachten. Eine Reisolierung der Pathogene aus Bereichen des verfarbten
Gewebes gelang nicht. Ob die Infektion des Bergahorns mittels mechanischer Rindenverletzung
nicht funktionierte oder keinem effektiven Infektionsweg entsprach, kann abschlieBend nicht
beurteilt werden.

Die Inokulation mit V. dahliae Gber den naturnahen Infektionsweg der Wurzeltauchmethode
war somit flr die Untersuchungen innerhalb dieser Studien als effektiver anzusehen. Auch bei

Infektionsversuchen mit V. dahliae an Oliven von CIRULLI et al. (2008) wurde die



Diskussion 114

Wurzeltauchmethode als effektiver angesehen, da eine Beimpfung des Stamms mit Inokulum

dort ebenfalls zu keinerlei Welkesymptomen fiihrte.

In den mittels Rindenverletzungen beigefiigten Inokulationen mit V. dahliae und F. solani bei
jungen Bergahornen waren deutliche Verfarbungen des Splintholzes zu beobachten, die sich
teilweise bis zu einem halben Meter im Stamm hinaufzogen. Da die Verfarbungen auch in den
verletzten Kontrollpflanzen auftraten, ist davon auszugehen, dass diese eine Folge der mecha-
nischen Verletzung von Rinde und Kambium darstellten. Zu dhnlichen Ergebnissen kamen ver-
schiedene Studien. LEBEN (1985) fand durch kinstlich erzeugte Verletzungen bei Rotahorn axial
nach unten und oben verlaufende Verfarbungen bei gleichzeitigem Wundverschluss. In Unter-
suchungen von CIRULLI et al. (2008) mit V. dahliae an Oliven wurde nach Beifligen einer Wunde
am Stamm und Beimpfen mit Inokulum keinerlei Welke beobachtet. Allerdings wurden auch in
dieser Studie deutliche Verfarbungen im Leitgewebe der Pflanzen festgestellt. NEWBANKS &
TATTAR (1982) wiederum fanden bei kiinstlicher Infektion an Acer rubrum eine positive Korrela-
tion zwischen der Verfarbung des Gewebes und der Reisolierung des Pathogens. V. dahliae
konnte in dieser Studie aus den Gewebebereichen isoliert werden, die Gewebeverfarbungen
aufwiesen.

Untersuchungen von AsH (2000) an Laubbdumen und PERNEZNY et al. (2003) an Paprika fuhrten
ebenfalls zu dem Ergebnis, dass Verfarbungen des Gewebes nicht fir eine ausreichende Diag-
nose von holzbesiedelnden Schaderregern herangezogen werden kénnen. EPSTEIN et al. (2004)
fanden bei Untersuchungen mit V. dahliae an Pistazien lber einen Zeitraum von zehn Jahren
jahrliche Neuinfektionen der Jahrringe und schlossen, dass die Verfarbungen eher als eine Re-
sistenzantwort zu beurteilen sind, die keinen Einfluss auf Zuwachs und Ertrag der Pflanzen hat-
ten. Auch BIREM et al. (2016) folgerten nach Untersuchungen mit V. dahliae bei toleranten und
anfalligen Oliven Kultivaren, dass Verfarbungen des Gewebes wahrscheinlich eine Folge des Ge-
faBverschlusses der Pflanzen darstellen. Eine mogliche Hypothese fiir die Entstehung der Ver-
farbungen im Xylem der Bergahorne ware demzufolge, dass durch die Verletzungen Unterbre-
chungen des Transpirationsstroms erzeugt wurden, wodurch Embolien entstanden, durch wel-
che die Verfarbungen als Folge der Abschottungsreaktionen des Baumes induziert wurden. Ver-
farbungen im Splintholz kénnen daher insbesondere bei einem mechanischen Schaden nicht als

Symptom gedeutet werden, das auf einen Befall mit einem Pathogen hindeutet.
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4.4 Molekularbiologischer Nachweis

Der Nachweis von V. dahliae mittels PCR mit den artspezifischen Primern DB19/DB22 (CARDER et
al. 1994) und Df/Dr (INDERBITZIN et al. 2013) gelang aus Holzmaterial der Bergahorne der Tro-
ckenstressversuche, bei denen die Infektion knapp zwei Jahre zuriicklag. Im Rahmen der Frei-
landstudien konnte der Erreger durch DNA-Extraktion und PCR mit artspezifischen Primern im
Gewebe von Stammnekrosen junger Ahorne nachgewiesen werden, bei denen eine Infektion
wenige Jahre zurilcklag. Bei den Bergahornen der zehn Bestande, die bereits 20 Jahre und alter
waren und die Nekrosen mit einem Alter von 5 bis 12 Jahren aufwiesen, gelang der Nachweis
von V. dahliae durch PCR mit den artspezifischen Primern DB19/DB22 und Df/Dr nicht.

Aus diesem Grund wurde die neue Technologie des Next Generation Sequencing (NGS) mittels
Hochdurchsatz-Sequenzierung durchgefiihrt. Diese Methodik bietet den Vorteil gegentiber klas-
sischen PCR-Nachweisverfahren, bei denen die Primer nur gezielt eine Gattung, Spezies etc.
nachweisen, dass eine umfassende Analyse der pilzlichen Artenzusammensetzung ermoglicht
wird. Anhand der verwendeten ITS-Primer kann die DNA-Barcode-Region aller in der jeweiligen
Probe befindlichen Ascomyceten und Basidiomyceten durch NGS parallel amplifiziert werden.
Damit kénnen pathogene Pilze und Sekundarerreger detektiert werden, insbesondere wenn un-
bekannt ist, welche Erreger beteiligt sind und diese nicht kultivierbar sind. Nach Untersuchun-
gen von SCHMIDT et al. (2013) war die Technologie der Illumina-MiSeqg-Sequenzierung im Ver-
gleich zur 454 Pyrosequenzierung fir eine Metagenomanalyse von pilzlichen Artenzusammen-
setzung in Bodenproben sehr gut geeignet.

Im Rahmen der durchgefiihrten Illumina-Amplikon-Sequenzierungen konnte Verticillium sp. in
verschiedenen Bereichen von zehn Stammnekrosen nachgewiesen werden. Der Erreger der Ver-
ticillium-Welke wurde zudem im Holz unter- und oberhalb der Stammnekrosen, dem Uberwal-
lungsgewebe, zwei asymptomatischen Bergahornen sowie in den Bdden von vier geschadigten

Bergahornbestanden detektiert.

PCR-Nachweis mit artspezifischen Primern:

Die Primerpaare DB19/DB22 und Df/Dr lieferten in den Trockenstressversuchen fiir den Nach-
weis von V. dahliae aus Holzgewebe und Blattmaterial im Rahmen der vorliegenden Studien
replizierbare Ergebnisse. Nach Untersuchungen von ALUAWASIM & VINCELLI (2015), in denen art-
spezifische Primer fiir die Detektion von V. dahliae bei Gehoélzen verglichen wurden, fiihrte die
Verwendung des Primerpaars DB19/DB22 nur bei einigen V. dahliae-Isolaten zum Nachweis.
Auch weitere Primer fihrten in den Studien von AuUAwWASIM & VINCELLI (2015) nicht zum PCR-
Nachweis von V. dahliae bei Gehblzen, wie beispielsweise das Primerpaar Vd-F929/Vd-R1076

nach BILODEAU et al. (2012). Doch wurden in den Studien von ALAWASIM & VINCELLI (2015) mit
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dem Primerpaar VertBt-R/VertBt-F nach ATTALAH et al. (2007) gute Ergebnisse erzielt, was wie-
derum in den PCR-Nachweisen im Rahmen der Trockenstressversuche dieser Arbeit keine re-
produzierbaren Amplikons generierte. Die Anwendung artspezifischer Primer fiir einen Nach-
weis von V. dahliae in Gehdlzen mittels PCR scheint folglich inkonsistent zu sein.

BUTIN (2011) beschrieb fir pathogene Verticillium Spezies bei Baumen eine Ausbildung von
wirtsspezifischen Rassen, was sich moglicherweise auch in einer genetischen Anpassung des Pil-
zes an seinen Wirt manifestiert haben konnte. SHORT et al. (2015) fanden nach DNA-Analysen
von 1100 V. dahliae-Isolaten von unterschiedlichen Pflanzenarten mit globaler Verbreitung ins-
gesamt sieben evolutionare Linien, die weder geographisch eingrenzbar waren, noch einen spe-
zifischen Wirtspflanzenkreis aufwiesen. Auch BERBEGAL et al. (2011) stellten nach genetischen
Untersuchungen von V. dahliae an Artischocke und Kartoffel die Hypothese auf, dass sich Isolate
im Laufe der Jahre an den Wirt adaptieren konnten und somit eine genetische Variabilitat auf-
trat. Da der ITS-Bereich, in dem das Primerpaar Df/Dr ansetzt, nicht codiert und hochkonserviert
ist, ist eine genetische Veranderung jedoch eher unwahrscheinlich. Die Primer nach ATTALAH et
al. (2007) und DeBODE et al. (2011) codieren bei dem in phylogenetischen Untersuchungen haufig
verwendeten Genlokus fir B-Tubulin, welcher ebenfalls als konserviert gilt (KEELING 2003).

Da ein PCR-Nachweis von V. dahliae mit den Primerpaaren Df/Dr und DB19/DB22 in den Stamm-
nekrosen nicht gelang, miissen mehrere mogliche Ursachen in Betracht gezogen werden. Wahr-
scheinlich ging mit dem zunehmenden Zeitintervall seit der Infektion im nekrotischen Gewebe
der Ahorne eine Vitalitditsabnahme von V. dahliae einher, insofern keine Neuinfektionen statt-
fanden. Eine mogliche Erklarung ware, dass in den Jahren nach Ausbildung der Stammnekrosen
eine natirliche Zersetzung von Myzel, Konidien und somit DNA stattfand. Im Rahmen der Tro-
ckenstressversuche dieser Arbeit lieB sich das Pathogen mittels PCR mit artspezifischen Primern
ein bis zwei Jahre nach der Infektion in Holz- und Blattmaterial nachweisen, was Hinweis darauf
geben konnte, dass das Gelingen eines molekularbiologischen Nachweises an die Vitalitat und
die Bildung von Myzel und Konidien gebunden war oder dadurch vereinfacht wurde. Zudem ver-
drangten in den Stammnekrosen Sekundarerreger wie holzzersetzende Pilze den primaren Ver-
ursacher, was einen Nachweis zunehmend erschweren kénnte. Ahnliche Probleme traten auch
bei SINCLAIR et al. (1981) auf, die bei Untersuchungen an A. platanoides, A. rubrum und A. sac-
charum den Erreger V. dahliae durch Isolierungsmethoden auf Nahrmedien nur bis maximal drei
Jahre nach Infektion nachweisen konnten.

Ein weiteres Problem fiir den Erregernachweis im Rahmen der Freilanduntersuchungen stellte
die DNA-Extraktion aus den melanisierten Dauerorganen von V. dahliae dar. Der Pilz bildet in
seiner saprophytischen Lebensweise Mikrosklerotien in Form braunlicher, verdickter Zellen,

welche fiir eine langfristige Uberdauerung gebildet werden. Bei Melaninen handelt es sich um
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Farbpigmente, die der Schutzfunktion gegenliber Strahlung dienen und die als unldslich gelten
(BANERJEE et al. 2014). Moglicherweise konnten diese Strukturen durch die angewandten Ver-
fahren nicht oder nur geringfligig aufgeschlossen werden. Folglich gelang es nicht, die DNA zu
amplifizieren, was den Nachweis aus Mikrosklerotien als auch Bodenproben erschwerte bzw.
unmoglich machte. BILODEAU et al. (2012) berichteten ebenfalls von Schwierigkeiten, V. dahliae
im Boden mittels PCR nachzuweisen, da einerseits die melanisierten Zellstrukturen aufgebro-
chen werden missen und andererseits in Boden Huminsauren vorkommen, die die PCR unter-
driicken (BRAID et al. 2003, SCHRADER et al. 2012) und somit zu falsch negativen Ergebnissen fih-
ren kdnnen. Zudem besitzt Holz phenolische Komponenten und Polysaccharide, welche die Tag-
Polymerase bei der PCR inhibieren konnen (DEMEKE & ADAMS 1992, OSMAN & ROWHANI 2006, BEs-
SETTI 2007).

Doch konnte beim GroRteil der Proben durch Verwendung des Primerpaars ITS 1F/ITS 2, das
universal fir Ascomyceten und Basidiomyceten codiert, ein Amplikon generiert werden, was
eine Voraussetzung fir die Durchfiihrung der Hochdurchsatz-Sequenzierung mittels NGS dar-
stellt. Die ITS-Region, eine Nukleotidsequenz zwischen den ribosomalen DNA-Genen, findet in
der Phylogenetik vielfach Verwendung als Barcode-Region der Pilze. Das Primerpaar ITS 1F (GAR-
DES & BRUNS 1993) und ITS 2 (WHITE et al. 1990) fand in beiden NGS Studien im Rahmen dieser

Arbeit erfolgreich Anwendung.

Nachweis durch Next Generation Sequencing:

V. dahliae konnte mittels PCR mit artspezifischen Primern in den teils Gber zehn Jahre alten Nek-
rosen nicht reproduzierbar nachgewiesen werden. Daher wurde die neue Technologie des Next
Generation Sequencing angewandt. Bei der Illumina-Amplikon-Sequenzierung mit den Primern
ITS 1F/ITS 2 fir die ITS 1-Region wurden DNA-Sequenzen von Ascomyceten und Basidiomyceten
amplifiziert, um die pilzliche Artenzusammensetzung in verschiedenen Bereichen der Stamm-
nekrosen zu analysieren. Durch Abgleich der Basenabfolgen (iber die Sequenzdatenbank UNITE
wurden Operational Taxonomic Units bestimmten Pilzarten oder Gattungen zugeordnet, wo-
riber der Nachweis erfolgte.

Anhand des Next Generation Sequencing gelang der Nachweis von Operational Taxonomic Units
(OTUs), die V. dahliae/longisporum zugeordnet werden konnten, in verschiedenen Bereichen
aus dem Holz von zehn Stammnekrosen. Es ist anzunehmen, dass das Verfahren sensitiver als
klassische PCR-Verfahren mit artspezifischen Primern ist. Daher kdnnen durch die hohe Anzahl
detektierter OTUs mit hoher Wahrscheinlichkeit mehr Arten in einer Probe nachgewiesen wer-
den. Insgesamt wurden bei der lllumina-Amplikon-Sequenzierung drei PCR-Schritte durchge-

fihrt und intensive Aufreinigungen der Amplikons vorgenommen, was die Sensitivitat der
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Methode erhéhen kdnnte, so dass der Nachweis von Verticillium sp. neben anderen pilzlichen
Spezies gelang. Das Verfahren ist jedoch hinsichtlich der Haufigkeiten der OTUs eher als semi-
guantitativ anzusehen und eine Beurteilung der Haufigkeiten bestimmter Spezies somit eher als

Trend oder relative Schatzung zu beurteilen.

Nach Anwendung der NGS-Auswertungs-Pipeline nach BALINT et al. (2014) ergab sich die Schwie-
rigkeit, dass V. dahliae und V. longisporum Uber eine Sequenzierung der ITS 1-Region bei einer
98 %igen Sequenzhomologie fiir die Zuordnung zu einer OTU nicht zu unterscheiden waren (s.
Anhang Abb. A7). Bei der generierten Amplikonlange von etwa 190 Basenpaaren macht dies
einen Unterschied von mindestens vier Basenpaaren aus, die notwendig sind, um verschiedene
OTUs zu differenzieren. Die nah verwandten Arten V. dahliae und V. longisporum besitzen neben
morphologisch identischen Mikrosklerotien die gleiche ITS-Region (INDERBITZIN et al. 2011b) und
sind daher durch die Sequenzierung dieser Genregion nicht zu unterscheiden. Fiir eine eindeu-
tige phylogenetische Differenzierung beider Arten miisste mindestens ein weiterer Genlokus,
wie beispielsweise der Translationselongationsfaktor 1a, sequenziert werden, was aus Zeit- und
Kostengriinden im Rahmen dieser Studien nicht durchgefiihrt werden konnte.

V. longisporum ist als Hybride beschrieben, bei der drei Linien bekannt sind (COLLINS et al. 2003),
von denen bei zwei Linien V. dahliae als einer der Vorfahren gilt (INDERBITZIN et al. 2011b). Das
Pathogen ist insbesondere im Rapsanbau in Europa von Bedeutung (HEALE 2000). Da V. longispo-
rum einen sehr engen Wirtspflanzenkreis von Kreuzblitlern aufweist und bislang aufRerhalb die-
ser Pflanzenfamilie nur bei Beta vulgaris nachgewiesen wurde, ist eine Verwechselung nach IN-
DERBITZIN & SUBBARAO (2014) bei Isolierung aus V. dahliae-spezifischen Wirtspflanzen als unwahr-
scheinlich einzuschatzen. Daher ist eine Besiedelung des Pathogens V. longisporum bei A. pseu-
doplatanus und in Waldbdden vermutlich auszuschliefen. Bei Béden von Erstaufforstungsfla-
chen nach ackerbaulicher Nutzung muss V. longisporum hingegen in Betracht gezogen werden.
Auch HIEMSTRA (2014) sieht es fiir einen molekularbiologischen Nachweis von V. dahliae bei Bau-
men als ausreichend an, mit Gattungs-spezifischen Primern zu arbeiten, da Baume fiir andere
Arten von Verticillium sp. keine Wirtspflanzen darstellen. Somit kann gefolgert werden, dass die
im Rahmen der lllumina-Amplikon-Sequenzierung generierten OTUs von V. dahliae/longisporum

aus verschiedenen Bereichen der Stammnekrosen der Spezies V. dahliae entstammten.

In zehn Stammnekrosen konnten mittels Next Generation Sequencing OTUs von V. dahliae/lon-
gisporum, die mit hoher Wahrscheinlichkeit V. dahliae entstammen, in Bereichen innerhalb als
auch oberhalb und unterhalb der Nekrosen detektiert werden (s. Tab. 30, 32-34). Die hochsten
Anteile an OTUs von V. dahliae/longisporum wurden bei 50 Prozent der Nekrosen im unteren

Bereich tiber dem Stammful® detektiert, was auf mogliche Neuinfektionen hindeuten oder in der
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endophytischen Lebensweise des Pathogens begriindet sein kénnte. Beim Grol3teil der Nekro-
sen wurden in den am starksten zersetzten mittleren Bereichen verhaltnismalig wenige OTUs
von V. dahliae/longisporum nachgewiesen, was wahrscheinlich an natirliche Zersetzungspro-
zesse im Laufe der Jahre gekoppelt ist. In den Bergahornstammen vom Standort Meitingen wur-
den auf mittlerer Hohe der Nekrose verhaltnismalig hohe Anteile detektiert, was auf das ver-
gleichsweise junge Alter der Nekrosen zurlickgefiihrt wurde, die weniger starken Zersetzungs-
prozessen unterlagen. Auch PURAHONG et al. (2018) konnten in Untersuchungen mittels NGS-
Amplikon-Sequenzierung Pathogene der Gattung Verticillium spp. neben anderen Spezies in drei
Jahre verrotteten Stammen von Eschen und Linden nachweisen, die einer natirlichen pilzlichen
Besiedelung unterlagen.

Da die Entstehung der Stammrisse auf die Jahre von 2001 bis 2010 datiert wurde und die Risse
bereits Gberwallten, wurden in Rahmen der Amplikon-Sequenzierungen dieser Arbeit vornehm-
lich holzzersetzende Sekundarerreger, wie beispielsweise Oxyporus populinus und Bjerkandera

adusta, als dominante Spezies bestimmt.

In Mischproben aus Béden von vier geschadigten Bergahornbestanden wurden Anteile von 4,7
bis 9,5 % an OTUs von V. dahliae/longisporum nachgewiesen. Auch MIRMAILESSI et al. (2018) fan-
den bei der Illumina-Sequenzierung von fliinf Béden mit gartenbaulicher Erdbeerkultivierung in
Estland durchschnittlich 6,9 % an OTUs, die V. dahliae zuzuordnen waren. Bei der Sequenzierung
der DNA aus den Dauerorganen aus den semiselektiven Nahrmedien von vier Bestdnden wurden
verhéltnismaRig wenige OTUs von V. dahliae/longisporum nachgewiesen. Die Dauerorgane wur-
den von unsterilen Agarplatten entnommen und eine Vorbehandlung mittels Gefrieren und Er-
hitzen hatte im Gegensatz zu den Bodenproben nicht stattgefunden. Dennoch relativieren die
Ergebnisse von 2,2 bis 23,8 % an Reads von V. dahliae/longisporum die bestimmten Erregerdich-

ten der zehn Bergahornbestande.

In Zweigmaterial aus den Kronenbereichen zweier Bergahornbestande war V. dahliae/longispo-
rum bei der Amplikon-Sequenzierung nur in extrem geringem Umfang und in Blattmaterial nicht
nachzuweisen (s. Tab. 29). Dies konnte damit zusammenhéangen, dass das Pathogen im Jahr der
Probenahme nicht vital war, keine Neuinfektionen stattgefunden hatten oder V. dahliae nicht
bis in Zweige und Blitter vorgedrungen war. Ahnliche Ergebnisse wurden bereits von BuBICl &
CIRULLI (2014) beschrieben, die bei Untersuchungen an Oliven zeigten, dass V. dahliae haufiger
in Stamm- und Astbereichen als in jiingeren Zweigen zu finden war. Auch MERCADO-BLANCO et al.
(2003) fanden bei quantitativen Untersuchungen von V. dahliae-Infektionen an Olivenbdumen

im Gewebe von Wurzel und Stamm die hochsten DNA-Gehalte des Pathogens.
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Der Nachweis von V. dahliae/longisporum in Stammnekrosen gelang durch das neue Verfahren
des Next Generation Sequencing, da die parallele Hochdurchsatz-Sequenzierung im Vergleich zu
den klassischen PCR-Verfahren mit artspezifischen Primern mit hoher Wahrscheinlichkeit als
sensitiver einzustufen ist. Insgesamt wurden wéahrend des NGS drei PCR- bzw. PCR-dhnliche
Schritte sowie intensive Aufreinigungen der Amplikons durchgefiihrt, so dass auch die Amplifi-
kation von pilzlichen Arten gelang, deren DNA nur in verhaltnismaRig geringen Anteilen in den
Nekrosen vorhanden war. Als weiteren Vorteil bietet NGS die Mdglichkeit, Mischinfektionen und
Sekundarerreger zu bestimmen sowie umfangreiche umweltanalytische Biodiversitatsstudien
durchzufiihren (THURMER 2014). Da die NGS-Technologie immer effizienter und kostenglinstiger
wird, sind vielfaltige Innovationen zukiinftiger Anwendungen zu erwarten. Die Aufbereitung der
umfangreichen Datensétze stellt allerdings eine Herausforderung dar, die eine sachverstandige
Anwendung von bioinformatischer Software notwendig macht und bislang keiner einheitlichen
Handhabung unterliegt.

Bei Gewinnung eines Reinisolats durch Isolierung des verantwortlichen Pathogens aus seiner
Wirtspflanze besteht als weitere molekularbiologische Methode die Moéglichkeit, die Sanger-Se-
quenzierung durchzufiihren (SANGER et al. 1977). Flir umfangreiche taxonomische Studien wer-
den damit haufig mehre genomische Bereiche einer Art sequenziert. Dies wird insbesondere
dann notwendig bzw. angewandt, wenn nah verwandte Arten, wie beispielsweise V. dahliae und
V. longisporum, viele DNA-Abschnitte mit Sequenzhomologien aufweisen. So sequenzierten IN-
DERBITZIN et al. (2011a) fir die Differenzierung der zehn pathogenen Verticillium Spezies insge-
samt fiinf Genloki.

Die meist genutzte Methode stellt in den Laboren derzeit vermutlich das klassische Nachweis-
verfahren der PCR mit artspezifischen Primern dar. Dies fiihrt bei funktionalen Amplifikationen
schnell zu einem Nachweis des Erregers. Seit der Erfindung der PCR in den 1980er Jahren (MuULLIS
et al. 1986) sind fiir viele Arten von Lebewesen spezifische DNA-Sonden bzw. Primer beschrie-
ben, die einen taxonomischen Nachweis ermoglichen. Dieser PCR-Nachweis stellt im Bereich der
Phytopathologie, neben der morphologischen Zuordnung des Pathogens durch mikroskopische
Verfahren, bislang die Methode der Wahl dar. Im Hinblick auf die zunehmende Aufsplittung ein-
zelner Spezies ist bei der Diagnostik von phytopathogenen Schaderregern eine weitere Zunahme

molekularbiologischer Nachweisverfahren wahrscheinlich.
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5 Zusammenfassung

In Bergahornbestdanden Bayerns wurden in den vergangenen Jahren verstarkt Stammnekrosen
und Triebwelken beobachtet, fir die der bodenbiirtige Pilz Verticillium dahliae (KLEBAHN 1913)
verantwortlich gemacht wird. Der Erreger der Verticillium-Welke hat sich durch den groRen
Wirtspflanzenkreis und langlebige Dauerorgane in den Béden etablieren kénnen und profitiert
von Klimabedingungen mit erhéhten Temperaturen. Uber die Verbreitung des Pathogens ist in

Forst und Walddkosystemen bislang wenig bekannt (INDERBITZIN & SUBBARAO 2014).

Aus diesem Grund wurden Studien beziglich der Epidemiologie von V. dahliae in Bergahornbe-
standen durchgefiihrt. In den Bestanden wies ein Drittel der Bergahorne Stammnekrosen im
unteren Stammbereich auf. Die GréRe der offenen Nekrosen betrug durchschnittlich 68 cm in
der Liange und 4 cm in der Breite. Bei 73 Prozent der Biume war ein jahrliches Uberwallen von
4 mm in tangentialer Richtung zu beobachten. Anhand von computertomographischen Aufnah-
men konnten erstmalig im Holzkorper im Bereich der Stammnekrosen ausgedehnte Verfarbun-
gen sichtbar gemacht werden, die in Folge der Infektion mit V. dahliae auftreten. Durch mikro-
skopische Untersuchungen von Mikrotomschnitten aus Ubergangsbereichen von gesundem zu
verfarbtem Gewebe wurden vielfach die fiir Acer typischen gummiartigen Verschliisse in Gefa-
Ren sowie Einlagerungen in Holzstrahlen und Parenchymzellen nachgewiesen. Diese Sympto-
matik wurde auf die von SHIGO (1984) und BONSEN (1991) beschriebene Kompartimierung und
Abschottungsreaktion der Baume zur Pathogenabwehr zurilickgefiihrt. Die Entstehung der
Stammrisse wurde bei den untersuchten Bergahornen auf die Jahre von 2001 bis 2010 datiert.
Daher hatten Sekundarerreger V. dahliae in den Nekrosen bereits groRtenteils verdrangt. In den
Boden der Bergahornbestiande wurden pilzliche Dauerorgane mit teilweise sehr hohen Erreger-
dichten nachgewiesen, wobei aufgrund der Ahnlichkeit der Mikrosklerotien von V. dahliae mit

anderen Pilzen keine sichere morphologische Zuordnung maéglich war.

Im Rahmen von zwei Versuchen unter kontrollierten Bedingungen wurde der Einfluss von Tro-
ckenstress bei Infektion mit V. dahliae an jungen Bergahornen untersucht. Bei den mit V. dahliae
inokulierten Ahornen war eine signifikant verstarkte friihzeitige Seneszenz im Vergleich zu den
Kontrollpflanzen zu beobachten. Auch im Folgejahr der Regeneration trat in beiden Versuchen
eine frithzeitige Welke und Mortalitit bei 12 Prozent der infizierten Baume auf. Uber den addi-
tiven Effekt der Faktoren von V. dahliae-Inokulation und Trockenstress hinaus konnten keine
Interaktionen nachgewiesen werden. Bei zunehmender Sommertrockenheit kdnnte es jedoch
auf Grundlage der vorliegenden Ergebnisse bei bestehender Infektion durch den additiven Effekt
von V. dahliae-Inokulation und Trockenstress auf den Wasserhaushalt bei Ahorn zu erhdhter

Mortalitat kommen.
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Der Einfluss der Infektion mit V. dahliae auf die Gaswechselparameter wahrend der Trocken-
stressphase war relativ inkonsistent. Bei sommerlichem Trockenstress wurde in beiden Versu-
chen eine Abnahme von Photosyntheserate und der stomataren Leitfahigkeit der Baume fest-

gestellt, doch war kein signifikanter Effekt durch die Infektion mit dem Pathogen nachweisbar.

In verschieden Studien wurde beobachtet, dass auch Pathogene der Gattung Fusarium spp., wie
der Erreger Fusarium solani, Symptome wie Triebwelken und Nekrosen an Bergahorn verursa-
chen kénnen. Bei Keimlingsinokulation mit F. solani war im Gegensatz zu V. dahliae kein Auftre-
ten von Welke oder ein Einfluss auf die Gaswechselparameter feststellbar. Bei den mit V. dahliae
infizierten Samlingen waren intensive Welkesymptome als auch signifikant verminderte Photo-

syntheseraten und stomatare Leitfahigkeiten messbar.

In zehn Stammnekrosen konnte anhand der neuen Technologie des Next Generation Sequencing
mittels lllumina-MiSeqg-Sequenzierung Verticillium sp. neben dominierenden Sekundarerregern
nachgewiesen werden. Die Sequenzierung der pilzlichen DNA-Barcode-Region des ITS1-Bereichs
ermoglichte jedoch keine Differenzierung zwischen V. dahliae und V. longisporum. Da die an
Kreuzblitlern pathogene Art V. longisporum nach INDERBITZIN & SUBBARAO (2014) bei Isolierung
aus V. dahliae-spezifischen Wirtspflanzen auszuschlielRen ist, wurden die in der Sequenzierung
generierten Operational Taxonomic Units (OTUs) von V. dahliae/longisporum dem Pathogen V.
dahliae zugeordnet. Die hochsten Anteile an OTUs von V. dahliae wurden beim Grofteil der
Nekrosen unterhalb des Stammschadens iber dem StammfuR detektiert. Auch bei Proben ober-
halb der Stammnekrosen, aus dem Uberwallungsgewebe sowie aus zwei asymptomatischen
Bergahornen fanden sich hohe Anteile an OTUs von V. dahliae. Die Ergebnisse konnten auf Neu-
infektionen hindeuten oder in der endophytischen Lebensweise des Pilzes begriindet sein. Im
mittleren Bereich der Stammnekrosen wurden wenige OTUs von V. dahliae nachgewiesen, da
Sekundarerreger, wie holzzersetzende Pilze, die dominanten Spezies darstellten. In Blatt- und
Zweigmaterial aus zwei Bergahornbestanden wurde der Welke-Erreger nicht nachgewiesen.
Auch in den Boden vier geschadigter Bergahornbestdande konnte durch die Illumina-Amplikon-

Sequenzierung ein Anteil von 4,7 bis 9,5 % an OTUs von V. dahliae nachgewiesen werden.
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6 Summary

In recent years an increasing occurence of stem necrosis and wilt caused by the soil-borne fun-
gus Verticillium dahliae (KLEBAHN 1913) has been observed in sycamore maple stands in Bavaria.
The pathogen of Verticillium wilt has been able to establish in soil by the long-living resting
structures and a large number of host plants and benefits from climatic conditions with elevated
temperatures. Little is known about the distribution of the pathogen in forestry and forest eco-

systems (INDERBITZIN & SUBBARAO 2014).

For this reason, studies were conducted about the epidemiology of V. dahliae in sycamore maple
stands. In maple stands, one-third of the trees showed stem necrosis in the lower stem area.
The dimensions of the open necrosis averaged 68 cm in length and 4 cm in width. In 73 percent
of the trees an annual overgrow of 4 mm was observed in tangential direction. For the first time,
computer tomographic images revealed extensive discolorations in the wood of the stem necro-
sis region, which occurred after the infection with V. dahliae. Microscopic examinations of mi-
crotome sections from transitional areas of healthy to discoloured tissue, have frequently
demonstrated the typical rubbery vessel occlusions for Acer as well as deposits in ray and pa-
renchyma cells. These symptoms were attributed to the compartmentalization and barrier zone
formation for pathogen defense in trees described by SHIGO (1984) and BONSEN (1991). The for-
mation of the cracks in sycamores was dated in the years of 2001 to 2010. As a result, secondary
pathogens had mostly displaced V. dahliae. In soils of sycamore maple stands fungal resting
structures, sometimes with very high densities, were detected, whereby due to the risk of con-
fusion for the resting structures of V. dahliae with other fungi, no reliable morphological assign-

ment was possible.

In two experiments under controlled conditions, the influence of drought stress on infestation
with V. dahliae was studied in young sycamores. Maples inoculated with V. dahliae showed sig-
nificantly increased early senescence compared to control plants. In both experiments in the
following year of recovery, early wilting as well as mortality in 12 percent of the infected trees
occurred. Furthermore, to the additive effect of the factors of V. dahliae inoculation and drought
stress, no interactions could be determined. According to these results, as summer drought in-
creases, mortality may increase in naturally infested maples due to the additive effect of both
factors on tree water balance.

The influence of drought stress on the infection with V. dahliae on gas exchange parameters was
relatively inconsistent. Whilst drought, a decrease of photosynthesis rate and stomatal conduc-
tivity of trees was observed in both experiments, but no significant effect was detected by the

infestation with the pathogen.
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In several studies it has been found that fungi of the genus Fusarium spp., like the pathogen
Fusarium solani, can induce symptoms like wilt and necrosis in sycamore maple. In a greenhouse
experiment with seedlings inoculated with F. solani no wilting or influence on gas exchange pa-
rameters was detected. Whereas in seedlings infected with V. dahliae, intensive wilt symptoms
as well as significantly reduced photosynthesis rates and stomatal water conductivities were

measured.

By the new technology of Next Generation Sequencing done by the lllumina-Miseq platform in
ten stem necrosis Verticillium sp. was detected in addition to dominant secondary pathogens.
However, sequencing of the fungal DNA barcode region of the ITS1-region did not allow differ-
entiation between V. dahliae and V. longisporum. According to INDERBITZIN & SUBBARAO (2014) V.
longisporum, which is pathogen in cruciferous species, can be excluded from V. dahliae-specific
host plants. Therefore, the operational taxonomic units (OTUs) of V. dahliae/longisporum were
assigned to V. dahliae. The highest amounts of V. dahliae OTUs were detected below stem ne-
crosis above the trunk. Moreover, high levels of OTUs of V. dahliae were found in samples above
stem necrosis, from overgrowing tissue, and from asymptomatic sycamores. The results could
indicate new infections or could have been caused by the endophytic lifestyle of the fungus. In
the mid-area of stem necrosis relatively few OTUs of V. dahliae were detected, as secondary
pathogens such as wood-decomposing fungi were the dominant species. In leaf and branch ma-
terial from two sycamore maple stands, the wilt pathogen was not detected. In the soil of four
sycamore maple forests with stem necrosis, a proportion of 4.7 to 9.5 % of V. dahliae OTUs was

detected by lllumina amplicon sequencing.
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9 Anhang

Tab. Al: Lage der zehn Bergahorn-Untersuchungsflichen mit GauR-Kriiger-Koordinaten und Lage Uber

Normalnull.

Ort Region Rechtswert Hochwert m U NN
Mauern Oberbayern 4493010 5379060 498
Jagersdorf Oberbayern 4476949 5370377 495
Osseltshausen Oberbayern 4477199 5376423 481
Drackenstein 1 Oberpfalz 4513625 5447981 495
Drackenstein 2 Oberpfalz 4513327 5446547 506
Drackenstein 3 Oberpfalz 4513300 5446543 508
Thannhausen 1 Mittelfranken 4418293 5441253 512
Thannhausen 2 Mittelfranken 4418112 5441098 516
Meitingen 1 Schwaben 4418277 5380810 445
Meitingen 2 Schwaben 4418291 5380867 434

Tab. A2: Dichte der Dauerorgane g Boden in den Untersuchungsflichen und der im Umkreis von ca. 50
m angelegten Kontrollflaichen ohne Wirtsbaumarten von V. dahliae in den Untersuchungsjahren im Okto-
ber (mit Standardabweichung).

Flache Baumart Nekrosen Dauerorgane g1

1%] 2012 2013 2014
Mauern Bergahorn 49 43 (+11) 8 (16) 2 (£3)
Jagersdorf Bergahorn 24 32 (+11) 13 (%4) 8 (17)
Osseltshausen Bergahorn 0 133 (+14) 35 (+11) 63 (+22)
Drackenstein 1 Bergahorn 27 50 (+22) 3 (1) 15 (+6)
Drackenstein 2 Bergahorn 35 44 (+4) 7 (£6) 29 (16)
Drackenstein 3 Bergahorn 24 44 (8) 5(£3) 15 (+6)
Thannhausen 1 Bergahorn 57 4 (£3) 4 (£3) 9 (6)
Thannhausen 2 Bergahorn 36 56 (+9) 4 (£2) 14 (+4)
Meitingen 1 Bergahorn 33 133 (+16) 18 (17) 7 (£5)
Meitingen 2 Bergahorn 41 60 (+17) 83 (+17) 318 (+68)
Mauern Fichte - 2 (£2) 0 (x0) 1(%2)
Jagersdorf Fichte - 62 (19) 1(£2) 0 (1)
Osseltshausen Fichte - 10 (8) 13 (16) 2 (+3)
Drackenstein 1 Fichte - 19 (18) 4 (£2) 18 (£7)
Drackenstein 2 Fichte - 6 (4) 4 (13) 2 (£3)
Drackenstein 3 Fichte - 13 (14) 3(+2) 0(£1)
Thannhausen 1 Buche, Eiche - 8 (£3) 2 (£2) 2 (+2)
Thannhausen 2 Buche, Eiche - 19 (16) 1 (1) 2 (£2)
Meitingen 1 Eiche, Linde - 246 (+14) 53 (8) 184 (+26)
Meitingen 2 Eiche, Linde - 189 (+18) 11 (£3) 10 (£5)
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Tab. A3: Isolierung von V. dahliae aus Holz aus verschiedenen Bereichen der Stammnekrosen von den
Bergahornbestanden bei Mauern und Jagersdorf auf PDA (Potato Dextrose Agar) und WA (Wasseragar).

Nr. Standort Probe Lage in Nekrose Entnahme PDA WA
1 Mauern Stamm 1A unterhalb 28.10.13 - -
2 Mauern Stamm 1B unteres Ende 28.10.13 - -
3 Mauern Stamm1C Mitte 28.10.13 - -
4 Mauern Stamm 1D oberes Ende 28.10.13 - -
5 Mauern Stamm 1E oberhalb 28.10.13 - -
6 Mauern Stamm 2 A unterhalb 28.10.13 - -
7 Mauern Stamm 2 B unteres Ende 28.10.13 - -
8 Mauern Stamm 2 C Mitte 28.10.13 - -
9 Mauern Stamm 2 D oberes Ende 28.10.13 - -
10 Mauern Stamm 2 E oberhalb 28.10.13 - -
11 Jagersdorf Stamm 1A unterhalb 28.10.13 - -
12 Jagersdorf Stamm 1B unteres Ende 28.10.13 - -
13 Jagersdorf Stamm1C Mitte 28.10.13 - -
14 Jagersdorf Stamm 1D oberes Ende 28.10.13 - -
15 Jagersdorf Stamm 1E oberhalb 28.10.13 - -
16 Jagersdorf Stamm 2 A unterhalb 28.10.13 - -
17 Jagersdorf Stamm 2B unteres Ende 28.10.13 - -
18 Jagersdorf Stamm 2 C Mitte 28.10.13 - -
19 Jagersdorf Stamm 2D oberes Ende 28.10.13 - -
20 Jagersdorf Stamm 2 E oberhalb 28.10.13 - -

Tab. A4: Isolierung von V. dahliae aus Zweigmaterial der Krone aus drei Bestianden in der Hallertau auf
PDA (Potato Dextrose Agar) und WA (Wasseragar).

Nr. Standort Material Entnahme PDA WA
1 Mauern Zweig 1 04.08.14 - -
2 Mauern Zweig 2 04.08.14 - -
3 Jagersdorf Zweig 1 04.08.14 - -
4 Jagersdorf Zweig 2 04.08.14 - -
5 Osseltshausen Zweig 1 04.08.14 - -
6 Osseltshausen Zweig 2 04.08.14 - -
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Tab. A5: Isolierung von V. dahliae aus Holz von verschiedenen Bereichen der Stammnekrosen aus den
Bestdnden bei Drackenstein, Meitingen und Dachau auf PDA (Potato Dextrose Agar) und WA (Was-

seragar).

Nr. Standort Probe Lage in Nekrose Entnahme PDA WA
1 Drackenstein Stamm 1 A unterhalb 30.06.15 - -
2 Drackenstein Stamm 1B unteres Ende 30.06.15 - -
3 Drackenstein Stamm1C Mitte 30.06.15 - -
4 Drackenstein Stamm 1D oberes Ende 30.06.15 - -
5 Drackenstein Stamm 1E oberhalb 30.06.15 - -
6 Drackenstein Stamm 2 A unterhalb 30.06.15 - -
7 Drackenstein Stamm 2B unteres Ende 30.06.15 - -
8 Drackenstein Stamm 2 C Mitte 30.06.15 - -
9 Drackenstein Stamm 2 D oberes Ende 30.06.15 - -
10 Drackenstein Stamm 2 E oberhalb 30.06.15 - -
11 Meitingen Stamm 1A unterhalb 30.06.15 - -
12 Meitingen Stamm 1B unteres Ende 30.06.15 - -
13 Meitingen Stamm 1C Mitte 30.06.15 - -
14 Meitingen Stamm 1D oberes Ende 30.06.15 - -
15 Meitingen Stamm 1E oberhalb 30.06.15 - -
16 Meitingen Stamm 2 A unterhalb 30.06.15 - -
17 Meitingen Stamm 2 B unteres Ende 30.06.15 - -
18 Meitingen Stamm 2 C Mitte 30.06.15 - -
19 Meitingen Stamm 2D oberes Ende 30.06.15 - -
20 Meitingen Stamm 2 E oberhalb 30.06.15 - -
21 Dachau Stamm 1 A unterhalb 30.06.15 - -
22 Dachau Stamm 1B unteres Ende 30.06.15 - -
23 Dachau Stamm1C Mitte 30.06.15 - -
24 Dachau Stamm 1D oberes Ende 30.06.15 - -
25 Dachau Stamm 1E oberhalb 30.06.15 - -
26 Dachau Stamm 2 A unterhalb 30.06.15 - -
27 Dachau Stamm 2 B unteres Ende 30.06.15 - -
28 Dachau Stamm 2 C Mitte 30.06.15 - -
29 Dachau Stamm 2 D oberes Ende 30.06.15 - -
30 Dachau Stamm 2 E oberhalb 30.06.15 - -
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Tab. A6: Klimadaten Freising-Weihenstephan im Jahr 2013 (Quelle: Deutscher Wetterdienst 2013).

Monat Lufttemperatur Niederschlag Rel. Luftfeuch-  Sattigungsdefi- PAR-Strahlung

2m[°C] [mm] tigkeit [%] zit [hPa] [Jcm=2]
Januar -0,3 55,4 89 1,3 2742
Februar -1,8 60,9 88 1,3 4579
Marz 1,1 30,0 79 3,2 8536
April 8,6 32,1 77 6,8 10766
Mai 11,4 117,8 82 5,8 13082
Juni 15,4 155,3 80 10,7 16508
Juli 20,0 14,6 66 19,1 22420
August 18,0 82,7 74 15,8 17173
September 13,2 92,9 84 7,1 9850
Oktober 9,5 67,0 89 4,3 5970
November 3,8 49,6 91 1,8 2815
Dezember 1,1 7,8 92 1,4 3161

Tab. A7: Klimadaten Freising-Weihenstephan im Jahr 2014 (Quelle: Deutscher Wetterdienst 2014).

Lufttemperatur Niederschlag Rel. Luftfeuch- Sattigungsdefi- PAR-Strahlung

Monat 2m [°C) [mm] tigkeit [%] zit [hPa] U cm?]
Januar 1,6 49,1 93 1,2 2846
Februar 3,0 9,6 82 3,9 5396
Marz 6,8 18,4 71 7,9 11069
April 10,2 28,6 74 7,8 12198
Mai 12,1 127,6 76 8,7 15198
Juni 16,8 44,0 65 15,7 21184
Juli 18,3 145,7 76 12,3 17321
August 16,1 106,1 78 11,1 14731
September 14,1 62,8 86 7,1 9271
Oktober 11,0 99,8 90 4,8 5831
November 5,5 38,6 93 2,1 2904

Dezember 2,5 41,0 86 18 2082
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Tab. A8: Trockenstressversuch 1: Frischgewichte der Stammabschnitte bei Ernte der Kontrollpflanzen
und Bergahorne mit V. dahliae-Inokulation unter verschiedenen Bodenwassergehaltsschemata und
dem Verhaltnis des Sprossfrischgewichts 2014 zu 2013 (MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung).
Statistik: ANOVA, Tukey-HSD (n.s., nicht signifikant).

Sprossfrischgewicht [g] Ratio
Variante 2012 2013 2014 2014/2013
Kontrolle feucht 14,0 (¥7,1) 5,3 (4,0) 4,7 (13,8) 0,9
Kontrolle moderat 11,1 (5,1) 5,7 (£3,9) 5,6 (£5,9) 1,0
Kontrolle trocken 11,9 (x6,0) 3,8 (£2,3) 2,9 (4,6) 0,8
VD feucht 11,8 (+5,9) 4,0 (£2,4) 3,3 (£3,2) 0,9
VD moderat 13,1 (+6,1) 5,0 (+4,3) 3,4 (£3,1) 0,7
VD trocken 14,5 (+7,4) 5,6 (£3,2) 2,7 (£2,2) 0,5

Tab. A9: Trockenstressversuch 2: Frischgewichte der Stammabschnitte bei Ernte der Kontrollpflanzen
und Bergahorne mit V. dahliae-Inokulation unter verschiedenen Bodenwassergehaltsschemata und
Verhaltnis des Sprossfrischgewichts 2015 zu 2014 (MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung). Sta-

tistik: ANOVA, Tukey-HSD.

Sprossfrischgewicht [g] Ratio
Variante 2013 2014 2015 2015/2014
Kontrolle feucht 20,8 (£6,7) ab 10,1 (¢4,6) a 4,0 (¢3,0) a 0,4
Kontrolle moderat 19,4 (+4,7) abc 7,6 (¥3,7) ab 3,5(%2,1) a 0,5
Kontrolle trocken 20,9 (£6,0) a 9,9 (5,6) a 5,4 (x4,9) a 0,5
VD feucht 15,5 (+6,4) ¢ 5,5(+3,6) b 4,0(+4,1)a 0,7
VD moderat 15,9 (5,0) bc 7,1 (%4,3) ab 5,9 (£5,0) a 0,8
VD trocken 16,2 (+5,4) abc 6,1(+3,4)b 3,2(+2,2) a 0,5
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Tab. A10: Trockenstressversuch 1: Zuwachs von Wuchshoéhe und Wurzelhalsdurchmesser (WHD) vom
19.03.13 bis 14.05.14 der Kontrollpflanzen und Bergahorne mit V. dahliae-Inokulation unter verschie-
denen Bodenwassergehaltsschemata (mit Standardabweichung). Statistik: ANOVA, Tukey-HSD.

Variante Zuwachs Wuchshohe [cm] Zuwachs WHD [mm]
Kontrolle feucht 29,6 (+17,8) a 4,2 (+1,3) a
Kontrolle moderat 30,0 (£18,2) a 3,8 (+1,2) a
Kontrolle trocken 18,4 (+8,6) ab 3,5(+0,9) a
VD feucht 21,2 (£17,0) ab 3,9 (¢1,6) a
VD moderat 23,6 (£22,2) ab 3,7 (¥2,3) a
VD trocken 15,3 (+21,2) b 3,6 (x0,8) a

Tab. A11: Trockenstressversuch 2: Zuwachs von Wuchshéhe und Wurzelhalsdurchmesser (WHD) vom
15.05.14 bis 06.05.15 der Kontrollpflanzen und Bergahorne mit V. dahliae-Inokulation unter abneh-
menden Bodenwassergehaltsschemata (mit Standardabweichung). Statistik: ANOVA, Tukey-HSD.

Variante Zuwachs Wuchshohe [cm] Zuwachs WHD [mm)]
Kontrolle feucht 48,6 (+19,3) a 4,7 (+1,3) a
Kontrolle moderat 36,3 (£23,9) ab 4,4 (+1,5) a
Kontrolle trocken 43,8 (+18,6) a 5,3 (%1,5) a
VD feucht 22,4 (£24,0) bc 4,5(+2,2) a
VD moderat 18,4 (£23,9) c 4,0 (+2,7) a

VD trocken 20,4 (+18,2) bc 4,2 (+0,9) a




Anhang 148
® Kontrolle - Feucht ® VD - Feucht
5 O Kontrolle - Moderat 5/ © VD-Moderat ®
v Kontrolle - Trocken v VD - Trocken
—— Regression [gesamt] ° —— Regression [gesamt]
[e]
Nu) 44 ° o (\.‘w 4 4
£ ] IS
(@] o o o
T ° el
S 34 5 34
g 3 g 3
E . E
S . s o
g ° g °
;-_) 24 g 2
v
c w c ° °
g . R? = 0,649 = °
R2=0,735
Yo
1 o 14 v
o
AL
0w’ 0 «{
T T T T T T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 0 2 4 6 8 10 12 14 16

Photosynthese [umol CO, m? s™]

Abb. Al: Trockenstressversuch 1: Transpiration ge-
genliber Photosyntheserate der Kontrollpflanzen
unter feuchten, moderaten und trockenen Boden-
wassergehalten im Sommer 2013, Regressionsge-
rade mit Bestimmtheitsmal R? tber alle Pflanzen
(n=24).

® Kontrolle - Feucht
5 J O Kontrolle - Moderat
v Kontrolle - Trocken
—— Regression [gesamt] °

Transpiration [mmol H,0 m?s™)

0 2 4 6 8 10 12 14 16

Photosynthese [pmol CO, m? s™]

Abb. A3: Trockenstressversuch 2: Transpiration ge-
genliber Photosyntheserate der Kontrollpflanzen
unter feuchten, moderaten und trockenen Boden-
wassergehalten im Sommer 2014, Regressionsge-
rade mit BestimmtheitsmaR (n = 36).

Photosynthese [pmol CO, m? s'l]
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mit BestimmtheitsmaR (n = 36).
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Tab. A12: Trockenstressversuch 1: Wassernutzungseffizienz der Bergahorne mit V. dahliae-Inokulation
und der Kontrollpflanzen unter verschiedenen Bodenwassergehalten am 16.07., 30.07., 14.08.2013
und im Folgejahr am 25.07.2014 (Trockenstressphase vom 01.07. bis 12.08.13). Statistik: ANOVA (n.s.).

Wassernutzungseffizienz [umol CO2 mmol H.0?]

16.07.13 30.07.13 14.08.13 25.07.14
Kontrolle feucht 2,2 (+1,6) 2,7 (+1,1) 2,3 (0,4) 4,0 (+1,2)
Kontrolle moderat 3,7 (£2,8) 3,7 (+1,1) 2,1 (+0,8) 2,6 (+1,3)
Kontrolle trocken 3,7 (+2,2) 3,5 (+1,9) 2,0 (+1,1) 2,8 (+0,8)
VD feucht 1,9 (£1,6) 2,9 (1,8) 1,7 (£1,0) 2,3 (+1,6)
VD moderat 2,7 (+£3,0) 2,2 (+1,6) 1,7 (¥1,1) 3,3 (0,9)
VD trocken 1,4 (+1,5) 2,9 (£2,1) 2,0 (+1,2) 3,3 (#1,5)

Tab. A13: Trockenstressversuch 2: Wassernutzungseffizienz der Kontrollpflanzen und der Bergahorne
mit V. dahliae-Inokulation unter verschiedenen Bodenwassergehalten am 04.07., 15.07. und 06.08.14
und im Folgejahr am 11.06.15 (Trockenstressphase 25.06. bis 25.08.14). Statistik: ANOVA (n.s.).

Wassernutzungseffizienz [umol CO2 mmol H201]

04.07.14 15.07.14 06.08.14 11.06.15
Kontrolle feucht 3,9 (+0,9) 3,2 (+1,3) 3,5 (+1,0) 2,3 (£0,6)
Kontrolle moderat 4,4 (+1,5) 4,8 (+1,3) 4,2 (+0,6) 3,8 (x0,8)
Kontrolle trocken 5,1 (£0,9) 5,2 (+1,6) 4,4 (x0,7) 3,3 (%0,8)
VD feucht 4,7 (+1,5) 4,7 (£1,2) 3,4 (+1,2) 2,9 (x0,4)
VD moderat 4,6 (£0,9) 4,4 (+1,7) 4,3 (+1,5) 2,2 (+1,6)
VD trocken 4,2 (+1,9) 4,2 (+1,5) 4,0 (+1,2) 2,8 (+1,4)
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ode 2014.
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Tab. Al4: Welke-Index: Signifikanz der Haupteffekte der Infektion mit V. dahliae und des
Bodenwassergehalts (BWG), Wechselwirkungen der Faktoren beider Trockenstressversuche
nach faktorieller ANOVA, n=32 (p >0,05: n.s.; p £0,05: *; p<0,01: **; p <0,001: ***),

Welke-Index
Versuch 12013  Versuch 12014 | Versuch 22014  Versuch 2 2015
BWG *kx n.s. n.s. n.s.
V. dahliae x BWG n.s. *Ex n.s. n.s.
V. dahliae x Tag Hkx Hkx *kx n.s.
BWG x Tag ok n.s. n.s. n.s.
V. dahliae xBWG xTag n.s. n.s. n.s. n.s.

Tab. A15: Gaswechsel: Signifikanz der Haupteffekte der Infektion mit V. dahliae und des Bo-
denwassergehalts (BWG), Wechselwirkungen der Faktoren beider Trockenstressversuche
nach faktorieller ANOVA, Versuch I: n=8, Versuch Il: n=12.

Gaswechsel
Versuch 12013  Versuch 12013 | Versuch 22014  Versuch 2 2014
Photosynthese  St. Leitfahigkeit | Photosynthese  St. Leitfdhigkeit
V' dah”ae * %k k% %k %k %k
Tag n.s. *okk n.s. **
V. dahliae x BWG n.s. n.s. n.s. n.s.
V. dahliae x Tag n.s. n.s. *x n.s.
BWG x Tag n.s. n.s. n.s. n.s.
V. dahliae xBWG xTag n.s. n.s. n.s. n.s.
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Tab. A16: PCR-Protokolle fir den Thermocycler (Denaturierung, Annealing und Elongation mit Angabe der
Temperatur, Dauer und Wiederholung) nach verwendetem Primerpaar, mit Amplikongréfe in bp
(Basenpaare) und Literaturangabe.

Primerpaar Temperatur Dauer Wdh. Amplikon Referenz
Df / Dr 94°C 2 min INDERBITZIN et al.
94°C 10 sec (2013)
64°C 20 sec
72°C 60 sec 35 x
72°C 7 min 490 bp
DB 19 /DB 22 94°C 4 min CARDER et al. (1994)
94°C 45 sec
54°C 30 sec
72°C 60 sec 30 x
72°C 5 min 580 bp
VD Tub F2 / VD Tub R4 95°C 10 min DeBopE et al. (2011)
95°C 15 sec
60°C 60 sec
72°C 60 sec 40 x
72°C 5 min 82 bp
Vert Bt-R / Vert Bt-F 95°C 5 min ATTALAH et al. (2007)
95°C 10 sec
65°C 35 sec
72°C 25 sec 40 x
72°C 3 min 115 bp
ITS1F/ITS 2 95°C 5 min GARDES & BRUNS
95°C 30 sec (1993)
58°C 15 sec
72°C 30 sec 35 x
72°C 10 min 200 - 300 bp
ITS1/1TS4 95°C 15 min WHITE et al. (1990)
94°C 25 sec
55°C 30 sec
72°C 50 sec 40 x
72°C 10 min 600 - 800 bp
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20 40
| I
Verticillium_dahliae|HQ206718|SH399923 07 FUlrefs| consensus BEGHGTETET BETEETEEEE ETTTcTcEEE BETETTGTTG 40
[

Quality scores
L]

Verticillium_longis porum|HQ206893|SH275174.07FU|refs| consensus BECEGTETET BETEETEREE ETTTcTGEEE BETETTGITG 40
L2

Oua\ilyscores

Consensus CCGAGTATCT ACTCATAACC CTTTGTGAAC CATATTGTTG

consencson [T T TTTITI TTITIT TN
Sequem"fé'; . CCGAGTATCT ACTCATAACC CTTTGTGAAG CATATTGTTE

80

Verticilium_dahliae|HQ206718[SH399923 07FUlrefs| consensus | fuld - [ele] [ele] ] ﬁlGﬂiliGlG BGEEEGEEGG EIIIIIIIGII 80

awanyseows [T T OO CITTTIIT
e

Verticillum_longisporum[HQ206893|SH275174.07FUlrefs| consensus ETTBccEccE TEcTTETGEG HGEEEcEEc: TEEETEEGTE =0

awseows [T T T T AITTITCT
L]

Consensus CTTCGGCGGC TCGTTCTGCG AGCCCGCCGG TCCATCAGTC
100%

Consenvation

o [T T T T
seowrcecg2, (TIUGEGGEC TCGTTCTGCE AGCOCGECEG TCGATCAGIC

Verticillium_dahliae|HQ206718|SH399923.07FUJrefs| consensus TETETCTTTE iilll.lcli BETTETCHEGT siiilﬁ'iiIGIG 120
u

Qua\llyscores

Vericilium _longisporum|HQ206893|SH275174 07FUlrefs| consensus TETETGTTTE TEEEREEcET BETTETcEGT cTTETTEGEG 120

]

Consensus TCTCTGTTTA TACCAACGAT ACTTCTGAGT GTTCTTAGCG

Consenason IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
sosren iz [0107GTTTH ACCRACGAT ACTTCTGAGT GTTCTTAGCE

l
Verticilium_daniiae|HQ2067 18[SH399923 07FUlrefs| consensus BEGTATTEEAR IIIiEIiillll BBccEBTETET TocETETHEGN 160

awiyscore, [TTTTTTTIT T AT AT
q

Verticillium_longisporum|HQ206893|SH275174.07FUlrefs | consensus IIIIIII]III IIIIIIiIiIIII IIGGIIIIII IiGGIIiIilGN 160

]

Consensus AACTATTAAA ACTTTTAACA ACGGATCTCT TGGCTCTAGN

consencson [T T T ITALT
sowercio |ICTATTMA ACTTTTAACA ACGEATOTCT TGGUTCTAG

Abb. A7: DNA-Sequenz des ITS 1-Bereichs der OTUs von V. dahliae und V. longisporum und der
Konsensus-Sequenz, erstellt mit CLC Genomics.
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—OChytridiaceas
chytnd@mycetes Rhizophlyctis rosea

C Rhizophydium

OrPetrakia
Ochroconis

Cladosporium ————— Cladosporium halotolerans
O Cladosporiurn ramaotenellum
l—OMycosphaereHaceae

Dothideomycetes ODaothideales
—0 CrLophinstoma
Pleosporales Didymellgteas @ Pyrenochaeta keratina
Boeremia exigua

——Ftepsporineae
— [——————{_JDidymella urticicola
———()——CPhoma saxe

— O Phasosphaeria juncap
Herpots EeELR '—O—Oc\aduph\aluphura chaetospira
Herpotrigh] Exaphiala OExophiala brunnea
I L———OExophiala equina
(:OAsparg\Hus amstelodami
- aspergillus penicillioides
. - Penicillium adametzii
Euratiprmycetes Eurtiales Penicillium S Penicillium catenaturn
—hspgfoftareae OPenicillium cinnamopurpureum
-2 Penicillium digitatum
(Jpenicillium olsonii
O Penicillium spathulatum
O—OTalaromyces
Arachnomyces minimus

Capnodiales
Dothideomycetidae ———

Eurotiomycetidae

Olecanoromycetes
C5cleropezicula
Heglotiaceae ———————0C Articulospora
L — OiMycofalcella calcarsta
— O Acidornelania panicicala
Hyald aceae ————— ————C Cistella acuum
— G Lachnum virgineum

Helatiales

CrAlatospora

: Leotiomycetes
leotiomycata 2 asporic Helotiales —————CrChalars
R
Pezizomycoting [ GPilidium acerinum
OSclerotiniaceae

Ascomycota
236 Leatiomyqetes inceftae sedis —— — —10/2CENCroN| il 4
— O Qidiodendron pilicola
———(Pseudeurotium hygrophilum
O Soytalidium lignicola
Rhytismna acerinum

)ny:eta oidiedendron ———— O 0idiadendran chlamydosparicun

OThelebolaceas

Glornerellales ————— G Calleto m
L Owerticillium dahliae
————— lonostachys rosea

-Cmitosperic Clavicipitaceae

sordariomyceta Cordyfipitaceae O'Beauveria pseudobassiana
O Simplicillium lamellicala
Hyfocreales
A Cr OTrichoderma stellatum

Hypacreamycetidae
Y RETETrS HA*"“‘“’?— Acremonium alternatum
——— > Sarocladium strictum
OFusarium solani species comple
Ollyonectria mors-panacis

Nedtrisceas

Dikarya
= Sordariofycetes —GMectria
; L OTalypocladium
-0 Ceratocystis
) -0 Graphium
| — — Chaetosphaeriaceae
root Coniochasta mutabilis
————OGnomoniaceas
s O Mycoleptodiscus
ophiostomataceae ————————— ———— O Phialocephala xalapen
[ O Ophiostoma tetropii

——— 00— Chaetomium succineum
darial
Paraes Cercophora sulphurella
CrSordariaceas

Xylariales ——————— (1 Adisciso
L O——————OMonographella nivalis

=

cfoascales

Fungi

Sordariofnycetidae

0

O Orbiliales
Pyronematacesae ———— O Byssonactria terrestris
L ———Owilcoxina mikelae
Sacchsromycetsles ———————————O Debaryomyces
O Nadsonia commutata
QArchaeorhizomyces borealis

O Auricul es
—(_JCeratobasidiaceae
Agaricomycetes incertae sedis () 5istotrema

Oxyporus populinus
Russula puellaris

OSebacinaceas
CAmaurodon
Agaricomycetes —OClavariaceae
QEntoloma
Agaricales o Inocybe —————QInocybe ericetarum
Agaricofycetidae L Oinocybe rufoalba
- OLAy:Dp”erdun nt\grescens
Physalbcriaceas —————( ) Armillaria ostoyae
Agaricomycotina L OFammulina velutipes
Eoletales Hydnomerulius pinastri
O Stephanosparaceas

Basidipmycota

Rhizoctonia
A
0 cnptososus termcals
QCryptococcus wieringae
Tremellgmycetes | oo ptococcus «Tremellaless ruptococcus carnescens
mitdgparic Tremellales o | Cryptococcus podzolicus
b ryptococcus victoriae
O———CQFellomyces mexicanus
— O Tremella
———)Cryptococcus

Wallemiomycetes —————————( ) Geminibasidium
L Ciwiallemia muriae

Erythrobasidium hasegawianum

Puccinigmycotina
i | ———OLeucosporidiales
L Rhodotoruls rucilaginosa
Malassezia restricta
CiMortierella gamsii
Mortierella OMortierella globulifera
CMortierella horticola
——C Mortierella humilis
OiMortierella longigemmata
CMartierella macrocystis
COMortierella parvispora

Early divering fungal lineages

Umbel dimarpha
Glomerormycetes %Oigi\rchaenspnracaae
Glomeraceae
L — ) Paraglomus laccatum

Abb. A8: Phylogenetischer Stammbaum der OTUs des Stamms Jag 2.
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Stammnekrosen detktierten OTUs aus den Bergahornbestinden bei Drackenstein, Meitingen und

Abb. A10: NGS-Sequenzierung ll: Cluster-Dendrogramm der in verschiedenen Bereichen von sechs
Dachau (Graphik: M. Blaschke).
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