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Einleitung

1. Einleitung

Spinat Gpinacia oleraced..) stammt urspringlich aus dem heutigen Iran, wo die &flan
schon vor rund 2000 Jahren angebaut wurder(® 1987). Der heutige Name Spinat ist vom
persischen Wort ,ispanai* abgeleitet, was soviel vgeline Hand" bedeutet. Hieraus wurde
im Spatlateinischen ,spanachia“, was sich dann zu ,spfnam Englischen und zum
deutschen ,Spinat* entwickelte. Etwa 647 v. Chr. wurde Spmathina eingefuhrt und
gelangte von dort um 1100 nach Spanien (http:// uga.edu). SeMdesalter ist Spinat auch

in Deutschland bekannt €RCE1987).

Spinat erfreut sich heute in Deutschland einiger Bel@htlso wurden im Jahr 2001/02 in
Deutschland 76.800t Spinat verbraucht, das entspricht einemKppd Verbrauch der
Bevolkerung von 0,9 kg (B4R 2002). Heutzutage befinden sich die gré3ten Anbauflachen
Europas in Italien, Frankreich und in DeutschlandMRoLD 2000). 2001 betrug die
Anbauflache fur Spinat in Deutschland etwa 3.818 ha auf deae®4.331,309 t Spinat
produziert wurden (FAO 2002). Nordrhein-Westfalen (mit 1860 Réginland-Pfalz (mit
430 ha) (RmpPoLD 2000) und Sachsen (ca. 380 ha) zahlen dabei zu den Hauptanbaugebiet
(HARBRECHT, LATTAUSCHKE 1999). In den Bundeslandern Brandenburg und Sachsen-Anhalt
hat die Anbauflache inzwischen stark zugenommen. Da iSpiaafig als tiefgekihltes
Gemiuse vom Verbraucher verwendet wird (im Jahre 2001: eibraich an Tiefklhlspinat
von 18.551 t (BHR 2002)), befindet sich der Vertragsanbau in Deutschland vierstader
Nahe der Tiefkihlkonservenfabriken AVIuscH UND MEYER 1997). Damit die
Verarbeitungsindustrie kontinuierlich mit Spinat versorgraen kann, soll die Anbauperiode
im Jahr mdglichst lang sein. Um dieses zu ermdglichéd, Woerwinterungsanbau betrieben,
so dafd schon zeitig im Frihjahr mit der Spinaternte beggowerden kann.

Besonders im Fruhjahr und im Herbst kann der Anbau voraSjgidoch durch das Auftreten
des pilzlichen PathogerReronospora farinosd. sp. spinaciaeByford (Falscher Mehltau)
stark beeintrachtigt werden. Die Befallssymptome aufs@&in unter anderem durch eine
Gelbfarbung der Blatter (@RRELL ET AL 1994). Dieses fuhrt im Frischmarkt- und besonders
im Verarbeitungsbereich zu erheblichen Qualitatseinbuifeh Ertragsausfallen. Zulassig ist
fir die Verarbeitungsindustrie ein maximaler Gelbant®il Erntegut von 6%, wobei die
Grenzwerte je nach gewinschtem Spinatprodukt variierenisttdaher von besonderem
Interesse, Falschen Mehltau an Spinat zu bekampfen.

So werden zur Befallsvermeidung zum einen resistente tSpiten angebaut (MTUSCH,
MEYER 1997). Jedoch werden diese Resistenzen immer wieder undmer ifkiirzeren

Abstanden durchbrochen, da das Pathogen neue Rassen a(&hittde1999). Aussagen zur
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Einleitung

Rassenverteilung innerhalb Deutschlands, die fiur ein lgezieResistenzmanagement
bedeutsam waren, sind bis zu dem aktuellen Zeitpunkt nikahbe

Zum anderen kann beim Anbau von Spinat zur Befallsbekdmpunf der Einsatz eines
Prognosemodells hilfreich sein. In der Phytopathologolgen solche Entscheidungshilfen
folgende Ziele: die Einsparung von Pflanzenschutzmittetie Reduktion von
Kontrollaufwand fur Felderhebungen, die Madoglichkeit der Rasbsthatzung beim
Unterlassen einer  Pflanzenschutzmittelanwendung, die eAdung biologischer
Pflanzenschutzmittel sowie kalkulierte Kostenvorteileei boptimalem Einsatz der
Entscheidungshilfen (<INHENZ UND JORG 1998). Aussagen zu Ertragsverlusten und eine
genaue Terminierung von moglichen PflanzenschutzmalRnahki@amen somit die
Wirtschatftlichkeit einer Kultur, wie der des Spinats, ebllth steigern. Ohne eine
ausreichende Datenbasis laR3t sich jedoch kein regtisisModell entwickeln (kU 1995).

Im Rahmen dieser Arbeit gilt es, eine ausfiihrliche bladsis fur das Wirt-/Pathogensystem
Spinat/Falscher Mehltau zusammenzustellen und zu erarbBiee gewonnenen Daten sollen

schlie3lich in das Submodell Epidemiologie des Prognosefsa@itdlie3en (s. Abbildung 1).

Submodell Epidemiologie

Witterung
*Niederschlag
«Strahlung
eTemperatur
Y *Windgeschw
Pflanze sLuftfeuchte ' _
-Beregnung Bestandsklima
Pflanzenalter R
LAl > Blatttemperatur
-Bestandeshéhe :EL?}E;‘Z%%TE
Blattbreite
*spez Blattmasse ! |
l Pathogen
Wirt- Pathc_)gen -Inter- : léegg}ld?aqé(l)rgeknon
aktion <« - Latenz
> | sAltersresistenz - Sporangienvitalitat
*EinfluR auf die - Transport der Sporen
Photosynthese - Rassenverteilung
— Priméarinokulum

v

*Befallsstarke

Abbildung 1: Schema des Submodells Epidemiologie



Einleitung

Dabei konnen als Grundeinflul3faktoren auf das Pathogent nialkein die
Witterungsparameter gelten, sondern es missen ebensateére ur Wirtspflanze und zum
Bestandsklima einbezogen werden. ,Eine realistischeul&iipn von Epidemien von
Pflanzenkrankheiten ist also nur moglich, wenn auch digspflanze selbst auf Einflisse der
Umwelt reagieren kann“ (kU 1995). AulRerdem ist der Einflul}d des Bestandsklimas bei den
Erregern des Falschen Mehltaus besonders wichtig, daatli®denentwicklung besonders
stark von Temperatur und Feuchte abhangt. Als Ausgabewdrteise Angabe zur
Befallsstarke gemacht werden. Der Schwerpunkt dieser tAtlegit demnach auf der
Datengewinnung zum Pathog@&eronospora farinosd. sp spinaciae In ihrem Rahmen
werden bis zum jetztigen Zeitpunkt noch ausstehende FrageBidogie des Erregers, zur
Rassenverteilung, zur Wirt-Pathogen-Interaktion und zur iitsing untersucht.

Somit lassen sich folgende Arbeitsziele definieren:

» Datenerhebung Wachstum Spinat

e Untersuchungen zur Biologie des Erregers in Abhangigkeitvon
Witterungsfaktoren

* Untersuchungen zur Epidemiologie des Erregers unter
Freilandbedingungen

« Untersuchungen zur Wirt — Pathogen - Interaktion

- Untersuchungen zur Rassenverteilung innerhalb Deutschlarsd

- Schaffung einer Datengrundlage fur ein Prognosemodell



Literaturtberblick

2. Literaturtberblick

Spinacia oleracea L: Einordnung und Bedeutung

Spinat Gpinacia oleracea L.) gehért zur Familie der Gansefuligewachse, der
Chenopodiaceae, und unterliegt folgender Systemaaiki{zr 2000):

Diviso: Spermatophyta

Subdiviso: Magnoliophytina

Classis: Magnoliopsida

Subclassis:  Caryophyllidae

Ordo: Caryophyllades
Familia: Chenopodiaceae
Genus: Spinacia
Species: Spinacia oleracea

Verwendung finden ausschliel3lich die Blatter der Spinagpdladie sowohl gekocht als auch
roh verzehrt werden @RCE1987). Spinat ist ernahrungsphysiologisch von Bedeutung, da er
reich an Mineralien und Vitaminen ist RKG 1991). Besonders hoch ist der Anteil an
Vitamin A, B und C, Calcium, Kalium, Phosphor, EisemKzZiKupfer, Natrium und Folsaure
(KRUG 1991; http://uga.edu, II8cH ET AL. 2001). Insgesamt ist er somit forderlich fur das
Wachstum und die Blut- und Knochenbildung. Auf3erdem leistetaSgminen Beitrag zur
Reduzierung des Krebsrisikos beim Menschen, denn es wurdeaerdings in den
Spinatblattern zwei starke Antitumorpromotoren nachgesmé\WANG ET AL. 2002).

Als problematisch kann der hohe Gehalt an Nitrat undsaxee im Ernteprodukt gewertet
werden (http://www.lebensmittellexikon.de). Fir den Ngedalt liegen seit 1997 von der
Europaischen Union Richtlinien fur Hochstmengen vor r¢v@énung (EG) Nr. 194/97):
zugelassen sind derzeit maximal 2000 mg/kg bei verarbeitef@matS 3000mg/kg bei
frischem Spinat (Winter) und 2500 mg/kg bei frischem Spinain{8er).

Wahrend der vegetativen Wachstumphase bildet der Spirettkempakte Blattrosette aus
(KRUG 1991). Der Ubergang zur generativen Wachstumsphase zeigtinelusch rasche
Stengelverlangerung, dem sogenannten Schossen, und dembiRliten aus. Spinat ist eine
Langtagpflanze, gesteuert wird die generative Entwicklungtstumch eine photoperiodische
Reaktion, aber auch durch die Temperatury& 1991). Die auf dem Markt erhdltlichen
Spinatsorten weisen unterschiedlich starke photoperiothigrmische Empfindlichkeiten
auf, so dal3 ein Spinatanbau fast das ganze Jahr Uberhigiglic

Gedeihen kann Spinat auf einer Reihe von unterschiedliBielen; von Vorteil sind jedoch

gehaltvolle Béden mit hohem Humusanteil. Da die Pflarssdw empfindlich auf den Boden-
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pH- Wert reagieren, sollte ein Wert von 6,2 bis 6,9 eialjeh werden (http://uga.edu).
AulRer der Gewabhrleistung von ausreichend Feuchtigkeit, ggfh ddusatzbewésserung
(KRUG 1991), ist alsodie Dingung des Bestandes von grol3er Bedeutung. Hier gilt es
besonders die Stickstoffdingung gezielt zu steuern, denn dieset Einflud auf den
Nitratgehalt. Praxistblich ist ein Dungungsrichtwert voa. 200 kg N/ha, wobei eine
Dungung auf zwei Diingungsgaben verteilt wird SADER2000, mindliche Mitteilung).

Die Spinaternte erfolgt 37 bis 70 Tage nach der Auss@&#cP1987). Da der Spinatanbau
hauptséchlich fur die Verarbeitungsindustrie erfolgt, wird egm maschinell mit
Mahdreschern geerntet. Je nach gewinschtem Endprodukt (zRaBmspinat oder
Blattspinat) kann der Stengelanteil durch die Mahhdheeviawerden. Gleichzeitig kann auf
diese Weise der Nitratgehalt des Produktes gesteuert welaem,den Stielen des Spinates
die hochsten Nitratgehalte zu finden SinGREBSEN KAACK 1996).

Peronospora farinosa f. sp. spinaciae: Einordnung und Bedeutung

Peronospora farinosd. sp. spinaciaeist ein obligat biotropher Parasit, der zur Klasse der
Oomycetes gezahlt wird. Die systematische Einteilung kiéheren Pilze ist jedoch
umstritten, es existieren mehrere taxonomische Awrfigeén (ORSTER UNDCOFFEY 1990).
Traditionell werden die Oomyceten zu den hoéheren Pigeréhlt. So ordnet sich nach

HOFFMANN ET AL (1994) der Falsche Mehltau an Spinat folgendermal3en iBydimatik

ein:

Abteilung: Eumycota
Unterabteilung: Mastigomycotina
Klasse: Oomycetes
Ordnung: Peronosporales
Familie: Peronosporaceae
Gattung: Peronospora

Art: Peronospora farinosa

Nach neueren Erkenntnissen werden die Oomyceten zuituligt®©omycota (Unterabteilung
Peronosporomycetidae, Ordnung Peronosporales, Famil@end¥gmoraceae) im Reich der
Stramenophila gezahlt, da sie Verwandtschaft zu hetetekaxigen mit Chlorophyll a und ¢
aufweisen (AExoPouLOSet al. 1996).

Die GattungPeronosporaist die gro3te in der Ordnung PeronospordkesonosporaArten
treten weltweit auf. Besonders verbreitet sind sieghdno Regionen mit gemaRigtem Klima
(CONSTANTINESCU 1991). 1959 falRten BRKES AND SHAW den Falschen Mehltau an

Chenopodiaceae aBeronosporafarinosa (Fr.) Fr. zusammen. Innerhalb einer Art eines
6
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Pathogens kdnnen oftmals bestimmte Pathotypen ausgemexden, die spezifisch fur eine
Wirtspflanze sind, und die als formae speciales bezdichesden (RUTE 1981). Dieses ist
auch beiPeronospora farinosaler Fall. Kreuzinokulationsversuche mit Falschem Mahlta
von verschiedenemBetaArten, Chenopodium albunund Spinacia oleraceaergaben eine
Wirtsspezifitat der Isolate. Entsprechend erfolgte Einterteilung vorPeronospordarinosa

in 3 formae speciales #@ORD 1967). Der Falsche Mehltau an Spinat wird somit als
Peronospora farinosa (Fr.) Fr. f. sp. spinaciae Byford gefuhrt (BrFORD 1967,
CONSTANTINESCU1991) und tritt nur an Spinat auf. Weiterhin konnte bei dil@ersuchung
der durch sexuelle Reproduktion gebildeten Oosporen noch dedigewerden, dal3
Peronospora farinosd. sp. spinaciaezwei mating types aufweist und somit heterothallisch
ist (INABA UND MORINAKA 1984,VAN ASCH UNDFRINKING 1988).

Symptomatisch auf3ert sich ein Befall des Spinats durisiciiean Mehltau zunéchst als gelb-
grine chlorotische Lasionen auf der Blattoberseite.befallenen Stellen haben keine scharfe
Abgrenzung zum gesunden Gewebe und werden auch nicht vonadigeBlatur abgegrenzt
(RICHARDS 1939). Die GroR3e der Lasionen nimmt mit der Zeit zu, diébf@&dung wird
immer intensiver (ORRELL ET AL 1990), und auf der Blattunterseite bildet sich an diesen
Stellen ein grau- violetter Sporangien- und Sporangienti@ggr (RUGER ET AL 2002).
Unter trockenen Bedingungen kdnnen die Lasionen ausbleisienerbraunen (@RRELL ET

AL. 1990). Bei feuchten Bedingungen welken, verbraunen und fawdeBlatiter schlie3lich
(RicHARDS 1939). Die folgenden Abbildungen geben eine genauere Vorstelilang
Symptomatik:
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I: Blattoberseits werden géditthe Aufhellungen sichtbar; diese breiten sich nach

nach auf dem Blatt aus und der Gelbton intensiviert.

[l - 1lI: Blattunterseits wird der blaulich-grauliche Mehltaubelattsiar.

A - B: Nahaufnahme des Mehltaubelags

C : Nahaufnahme der Spomgiantrager. Ein Abschleudern der Sporangien gesc
durch Spiralisieren und Entspiralisieren des SporangiensdggrVeranderunge
der Luftfeuchte (D). (Stereomikroskop Stemi SV11, Fa. Xeiss

D: Sporangientrager bilden sich aus den Stomata heraasSjmrangientrager vc
Peronospora farinosd. sp. spinaciaesind hirschgeweihformig. An sogenann
Sterigmen bilden sich die Sporangien. (Binokulares Mikroskeiplab, Fa. Zeiss
VergroRerung 20x; Anfarbung: Lactophenolblau)

E: Gekeimtes Sporangium mKeimschlauch (Binokulares Mikroskop Axiolab, |

Zeiss; VergrofRerung 10x)
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Peronospora farinosa f. sp. spinaciae: Biologie und Epidemiologie

Asexueller Entwicklungszyklus

Innerhalb des asexuellen Entwicklungszyklus erfolgt eirfektion mit Falschem Mehltau
tber dinnwandige, luftbirtige Sporangiernu¢las UND SHERIFF 1988). Unter geeigneten
Umweltbedingungen keimen diese Sporangien auf der Wirtspflangeund bilden einen
Keimschlauch (8RGENT 1981). Vor dem Eindringen in eine Epidermiszelle verdickt dieh
Keimschlauch zu einem sogenannten AppressoriuROBKER ET AL 1979). Appressorien
werden als Haftorgane des Erregers verstanden, gleighabér auch als Nahrstoffspeicher
fur das Pathogen @FFMANN ET AL. 1994). Das Eindringen vaPeronosporaarinosaf. sp.
spinaciae erfolgt nach RCHARDS (1939) durch die Kutikula zwischen zwei antiklinen
Zellwanden, wohingegenROBER ET AL (1979) sowie auch MTUSCH UND MEYER (1997)
feststelliten, dal3 ein Eindringen ebenfalls durch die &tanerfolgen kann; dabei erfolgt
allerdings selten eine Appressorienbildung.

Die Aussagen zur Sporangienkeimung We&gronospora farinosaf. sp. spinaciae in
Abhangigkeit von den Umweltbedingungen, die in der relevahtematur zu finden sind,
unterscheiden sich erheblich. LaubrRELL ET AL (1994) kann eine Keimung bei einer
Temperatur von 2°C bis 25°C stattfinden, wobei das Optimarechen 9 und 12°C liegt.
DAINELLO ET AL. (1984) setzen dieses Optimum dagegen bei 4°C en,AR (1987) und
RICHARDS (1939) bei 9°C. RINKING ET AL. (1981) diskutieren eine Temperaturkurve mit
zwei Optima, einem weiten Optimum zwischen 5-15°C und emegen Optimum bei 25°C.
Ein solches zweifaches Optimum diskutieren augbrRAvi ET AL (2000).

Als Vorausetzung fur eine Infektion werden in der Literatwei Stunden Blattnassedauer
angegeben (RHARDS 1939). Nach dem Eindringen in die Wirtspflanze erfolgt irauiares
Wachstum des Pilzes mittels Hyphen im Wirtsgewebe. Uliese Hyphen kommt es zur
Bildung von sogenannten Haustorien in den Wirtszellen, aeliee Funktion bei der
Nahrstoffaufnahme haben ASGENT 1981). Die Entwicklung von Lasionen wird nach
CORRELL (1994) durch Temperaturen von 15 bis 25°C geférdexto® (1999) hingegen
stellte fest, dal? eine Temperatur von 15°C den starkst&dl Berursacht. Bei htheren und
niedrigeren Temperaturen kommt es seinen Ergebnissengeufnl einem sehr viel
geringeren Befall, der jedoch einer hohen Streuung umgerlie

Unter geeigneten Umweltbedingungen beginnt dann die Sporutdé® Erregers, bei der auf
der Blattunterseite Sporangientrager aus den Stomata evachs den Enden dieser

Sporangientrager sitzen die Sporangien, die nun in einet@rare Infektionszyklus verbreitet
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werden koénnen. Eine Verbreitung der Sporangien kann durchnRege Wind ausgeldst
werden (McCARTNEY UND FITT 1998). Gleichzeitig unterliegen viele Falsche Mehltauengine
diurnalen Rhythmus, wobei Sporangien, aufgrund der hohelagivea Feuchte, verstarkt am
Morgen ausgeschleudert werden. Mit abnehmender relateechke im Tagesverlauf geht
auch die Menge der freigesetzten Sporangien zurtoRU{ER 1981). Die Verbreitung der
Sporangien fuhrt zur Ausbreitung des Befalls mit Falschezhlfislu. Raumlich gesehen, kann
es sich bei dieser Ausbreitung um wenige Zentimeter oaer mehrere hundert Kilometer
handeln, je nachdem, ob die Sporangien durch Regen oder \dimdhverbreitet wurden
(McCARTNEY UND FITT 1998).

Eine Untersuchung méglicher Einflu3faktoren auf die Inkubatiaund Latenzphase liegt fir
Peronospora farinosaf. sp. spinaciae nicht vor. Fur andere Falsche Mehltaue werden
allerdings Temperatur und relative Feuchte als EinfluR3faktaauf die Inkubations- und
Latenzphase diskutiert. Ublich ist fur viele Falsche kéete auch, daR die Inkubationsphase
ca. 1 Tag kurzer ist als die Latenzphaser{RER1981).

Die Sporulation vorPeronospora farinosd. sp. spinaciaebeginnt ca. 6 bis 12 Tage nach
Infektion (CORRELL ET AL 1994). Nach RINKING UND LINDERS (1986) betragt die kirzeste
Latenzdauer dagegen 7 Tage, wenn die Umweltbedingungen opimthalEsnige wenige
Untersuchungen zum Einflu@ der Temperatur auf die Latenzperieden vor. So
untersuchten RINKING UND VAN DER STOEL (1987) die Latenzperiode sowohl bei 15°C als
auch bei 10°C. Diese betrug 8 bzw. 10 Tage. Eine lange lpseode von 20 bis 40 Tagen
wird bei niedrigen Temperaturen von 0 bis 5 °C diskutieRINKING ET AL. 1985). Auch die
Rolle der relativen Feuchte wird in der Literatur angedpea. So stellte IRHARDS (1939)
bei einer relativen Feuchte von 70 bis 90 % und einer Tattyyevon 15,5 bis 24°C fest, dal3
die kirzeste Latenzperiode 6 Tage betrug. Er schluf3folgefid?atanospora farinos# sp.
spinaciaein einem weiten Temperaturbereich sporuliert, so lalgeelative Feuchte, die das
Blatt umgibt, Gber 85% liegt.

In der Literatur finden sich dariber hinaus einige gemerAligaben zur Vitalitat der
Sporangien. 60K (1936) UND RICHARDS (1939) stellten fest, dal3 Sporangien von
Peronospora farinosd. sp. spinaciaeeinen Tag nach ihrer Bildung besser keimen als noch
am selben Tag. Bei 16-21°C und einer Feuchte von 50-85% blikbe3porangien am Blatt
neun Tage vital. Gleichzeitig wurde der Einflul von Audtnumg auf die Sporangien
untersucht. Abgeléste Sporangien wurden Uber eine Zeitraunmmby90 Minuten bei 24°C
getrocknet. Schon nach 5 Minuten kam es zu einer erhebliReduktion der Keimfahigkeit
und somit auch der Vitalitat. Ahnlich verhélt es sieh Binwirkung von Sonnenlicht. Hier

wurden abgeléste Sporangien Uber einen Zeitraum von % [§® Minuten dem Sonnenlicht
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ausgesetzt. Schon 5 bis 15 Minuten Sonneneinwirkung vememgatie Keimfahigkeit
erheblich (RcHARDS 1939). Untersuchungen zur Haltbarkeit und Vitalitdt der Spornangie
fihrten auch O BIEN UND WEBB (1958) durch. Sie stellten fest, dafd bei einer Lagerun@von
bis 6 Monaten bei -23°C die Keimfahigkeit von 19 auf 3,4 %ahbm innerhalb von 1 bis 20
Tagen ging die Keimfahigkeit von 29,4 auf 13,2 % zuriick. Ahnlich@srsuchte SEEN
(1974), der frische Sporangien bei —-50 °C 5 Monate lang lagdme, daf? die Keimféahigkeit
dadurch reduziert wurde.ROBER (1970) untersuchte die Vitalitat der Sporangien an einer
Reihe unterschiedlichelPeronosporaArten, unter anderem auch &®ronospora farinosa
Die Vitalitat wurde unter funf verschiedenen Bedingungenraatdt: trockene und leicht
feuchte Bedingungen im Freiland, trockene und leicht feuBlet@ingungen bei 5°C (alle
Sporangien wurden dabei in Erde aufbewahrt) und Freilandbediegu®porangien hafteten
am Blatt). Von allen untersuchten Arten hatten die &pgien vonP. farinosadie kirzeste
Haltbarkeit. Die Sporangien Uberlebten am besten umtsmkdénen Bedingungen bei 5°C
(maximale Lebensdauer 50 TageRA€ER flhrte 1981 weitere Untersuchungen durch, indem
er frisches und getrocknetes Blattmaterial, das Spomlaties Erregers aufwies, bei
unterschiedlichen Bedingungen lagerte. Am langsten blieb Kemfahigkeit bei

getrocknetem Material erhalten, das bei 2°C gelagert waédhalich 45 bis 90 Tage.

Sexueller Entwicklungszyklus

Oosporen entstehen bei der Verschmelzung von Antheridiomd Oogonium, den
Gametangien (MHELMORE ET AL 1988). Die Oosporen stellen die Uberdauerungsorgane des
Erregers von einer Wachstumsperiode zur nachsten dar. weilen somit als
Primarinokulumquelle fir das folgende Jahr diskutiert. Zu derp@es vonPeronospora
farinosa f. sp. spinaciaeliegen einige wenige Informationen vor. Es wurden Oospane
kommerziellem Saatgut von Spinat entdeckt, und daher wurdé&atigenibertragbarkeit
diskutiert (oK 1933, NABA 1985). RINKING ET AL. (1985) fuhrten eine Untersuchung zur
Bildung von Oosporen béteronospora farinosd. sp. spinaciaean Keimblattern durch und
untersuchten dabei den Einflu? von Umweltfaktoren. Sieneznfeststellen, dafld der Erreger
in jungem Blattgewebe eine hthere Anzahl an Oosporetupigrte als in dlterem Gewebe.
In Bezug auf die Oosporenbildung gab es keinen Unterschiesthmm unterschiedlichen
Wirtspflanzensorten. Bei niedrigen Inokulumkonzentratiokemnten weniger Keimblatter
mit Oosporen nachgewiesen werden. SchlieBlich kam es emner verstarkten
Oosporenbildung, wenn die Pflanzen wahrend der zweiterfteH@ler Latenzphase

Stressbedingungen ausgesetzt wurden. Angaben zu Keimung undoinfé&t Oosporen
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liegen jedoch nicht vor. Generell wird eine Stimulierudey Keimung der Oosporen durch
Licht, Temperatur- oder Feuchtewechsel diskutiert.

Untersucht wurde weiterhin die Beziehung zwischen Sponangied Oosporenproduktion in

Spinatblattern, die mit Falschem Mehltau infiziert @arEs wurde dabei deutlich, dal3 nur
wenige Sporangien produziert wurden, wenn in den infizieBé&iitern viele Oosporen

gebildet wurden und umgekehrtiNABA UND MORINAKA 1985). Was die Haltbarkeit der

Oosporen betrifit, so wird ohne Belege eine Haltbarkeinh zwei Jahren angegeben
(SCHARNHOLZ 2000).

Peronospora farinosa f. sp. spinaciae und Spinacia oleracea L: Wirt-Pathogen-

Interaktion

Einflul3 auf die Photosynthese

Stressfaktoren, wie z.B. Pflanzenkrankheiten, kdnnerPd@osyntheseleistung einer Pflanze
beeinflussen. Meistens wurde eine Verminderung der Phitese festgestellt, jedoch treten
auch ortlich oder zeitlich begrenzte Steigerungen aufUldmchen werden eine verminderte
Energieausbeute durch Zerstérung bzw. Hemmung von photoscithaktivem Gewebe,
eine veranderte CO-Aufnahme durch veranderte Stomatareaktionen und die Wirkang
Enzymen bzw. Pathotoxinen, diskutiertqfsfMANN ET AL. 1994).

Obligate Parasiten, wie die Falschen Mehltau—Pilzejrsachen nach Befall nicht sofort eine
massive Zerstorung des Wirtsgewebes, so dald die Phdtesyaktivitat bei Befall langer
aufrecht erhalten wird. Es kommt allerdings zu einer #&kallnhibierung der
Nettophotosynthese und einer Stimulierung der Respirabo®. Mechanismen, die diese
Abnahme der Photosynthese bedingen, sind umstritten. Peathogen konnte den
Aufnahmeweg fiir C@in die Pflanze und die Diffusion zu den Chloroplastennaén, oder

es konnte zu biochemischen Veranderungen wie der Inlniigieder Lichtreaktion der
Photosynthese kommendSoLES UNDROLFE 1995). Bei einigen obligaten Parasiten kann es
zu einer vorubergehenden Stimulierung der Nettophotosyntleesea. 10% 8 bis 48 Stunden
nach Inokulation kommen (&Res1979). Hier werden als Grund kompensatorische Effekte in
gesunden Wirtszellen diskutiert YARES1979, LUCAS1998).

Es liegen nur wenige Untersuchungen zum EinflulR der Falsdfiehitaue auf die
Photosynthese vor. ARG UND MANDAHAR (1976) untersuchten den Einflul3 von Falschem
Mehltau Sclerospora graminicobabei Pennesitum glaucumnd stellten eine 42,1 prozentige

Abnahme der Nettophotosynthese festTISNBERG (1992) fiihrte Versuche mit Falschem
13
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Mehltau an Gurken Rseudoperonospora cubensidurch. Er konnte dabei eine starke
Abnahme der Photosyntheseleistung (ca. 40%) und eingelefddinahme der Transpiration
erkennen. Ebenfalls eine reduzierte Photosynthesglgigtonnten @LANDINI UND GIUNTOLI
(1998) bei der Interaktion von WeiWifis vinifera) mit Plasmopara viticolaausmachen, die
einherging mit einer Veranderung des Gaswechsels im gesuBidigégewebe, welches die

Befallsstelle umgibt.

Pathogenitat und Resistenz

Bei Wirt-Parasit-Interaktionen kdnnen Resistenzfakiare unterschiedlicher Anfalligkeit der
Wirtspflanze gegenlber dem Parasiten fuhren. Diese &edsktoren kbnnen schon indigen
in der Pflanze vorhanden sein, wie dies z. B. durch sirebk¢ Resistenzfaktoren und
praformierte Abwehrsubstanzen der Fall ist. Es gibtr @ueh Resistenzmechanismen, die
erst mit erfolgter Infektion durch einen Parasiten ingiiziverden. Uber eine spezifische
Genaktivierung kommt es dann zu einer Neusynthese und Aereiy von Stoffen, die in
der gesunden Pflanze nicht vorhanden sindstEER ET AL 1996). Die Anfalligkeit einer
Wirtspflanze kann sich mit zunehmendem Alter der Pflifisnzenteile und entsprechend
den Umweltbedingungen veranderm@®LER1981).

Pflanzen zeigen gegeniuber Oomyceten verschiedene Typen ggnetischen Resistenz.
Diese kann auf Sortenebene ausgemacht werden (rassensootinspezifische Resistenz)
oder auf Arten- bzw. Gattungsebene (Nicht-Wirt-ResitelVeiterhin kann die Resistenz
auch von quantitativer Art sein AKIOUN ET AL. 1999). Hierfir wurde z. B. von
ZINKERNAGEL (1985) beiBremia lactucaeder Begriff unvollstidndige Resistenz verwendet,
diese &aufert sich in einer verlangerten Inkubationsmeil nachfolgend schwacher

Sporulation.

Altersresistenz

Besonders bei den Falschen Mehltauen kann das Pflaiezeasle wichtige Rolle bei der
Starke und Intensitat einer Infektionsauspragung spielesmcA® ET AL 1981). Die
Eigenschaft der Altersresistenz wird fur viele WirttRegen-Beziehungen beschrieben. Bei
Falschen Mehltauen gilt dies unter anderem fir Brassioad Raphanusarten und
Peronospora parasitica(KLUCZEWSKI ET AL. 1980, DCKSON UND PETZOLDT 1993, DAHL-
JENSEN1996), Sojabohne urderonospora manshuric@VyYLLIE UND WILLIAMS 1965), Salat

und Bremia lactucae(DICKINSON UND CRUTE 1974), Tabak undPeronospora tabacina
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(REUVENI 1986). Auch furPeronospora farinosavird eine Altersresistenz angenommen, so
nahm die Anfalligkeit von Zuckerriben gegenilB@ronospora farinosd. sp. betae mit
zunehmendem Alter stark ab gM1971).

Bei Peronospora farinosd. sp. spinaciaekonnte @ok (1936) feststellen, dal’3 die unteren
alteren Spinatblatter viel anfalliger gegeniber dem Rathavaren als die jingeren an der
Spitze der Pflanze. Weiterhin stellte er fest, daf@leren Pflanzen oder solchen, die Samen
ansetzten, die alteren unteren Blatter befallen wurBRINKING AND LINDERS (1986) zeigen
eine dreidimensionale Darstellung der Entwicklung eines lisigbefalls in  einem
Spinatbestand. Aus den daraus hervorgegangenen Grafikersidal3vermuten, dal’3 die
héheren und alteren Blatter einer Spinatpflanze weaigillig gegentiber Falschem Mehltau
sind. Die Autoren weisen jedoch in diesem Zusammenhangliaufir Falschen Mehltau

klimatisch glnstigen Bedingungen in der Tiefe eines Spinaitess hin.

Rassenspezifische Resistenz

Rassenspezifische Resistenz (gene-for-gene resistaexéale Resistenz) beruht auf der
Interaktion zwischen Produkten spezifischer Avirulenzgdes Pathogens und spezifischer
Resistenzgene des Wirtes AMCH-MANI 2002). Eine Rasse ist eine weitere Spezialisierung
des Erregers, wobei die Pathogenitat sich auf spezifiédhsgenotypen beschrankt AM
DER PLANK 1982). BeiPeronospordarinosaf. sp.spinaciaesind gegenwartig sieben Rassen
des Erregers bekannt, die sich in immer kirzeren Abstaew®vickelten. Die Rasse 1 des
Falschen Mehltaus an Spinat war nacRABDENBERGER ET AL (1991) schon vor 1900
bekannt. 1958 wurde die Rasse 2 in den USANKZUND SMITH 1958) und in den
Niederlanden und Nord- West Europa entdeckti (S ET AL. 1961). Rasse 3 wurde zunachst
1976 in den Niederlanden nachgewieseeN{ECK 1976) und dann 1978 in den USADES
UND DAINELLO 1982). Rasse 4 wurde 1991 in Kalifornien, USAORBELL ET AL 1990;
BRANDENBERGER ET AL 1991) und 1992 in Europa, Italien entdeckia(N1993). Zwei
weitere Rassen des Falschen Mehltaus wurde 1998 in dendé8#iziert und als Rasse 5
und 6 beschrieben RRELL ET AL 1998). Um eine Verwirrung beziglich der Definition der
Mehltaurassen zu vermeiden, hat die NAK Tuinbouw, Niedddaim Jahr 1999 eine neue
internationale Nomenklatur der Rassen herausgegebeRadgen 1 bis 4 wurden als Pf 1 bis
Pf 4 definiert. Die frihere Rasse 5 in den USA und RaseeEfiropa werden jetzt als Pf 5
bezeichnet. Pf 6 findet man zur Zeit ausschlieRlicAnmerika und Rasse Pf7 findet man in
Europa, hier urspringlich bekannt als RasseNofA 1999). Untersuchungen haben ergeben,

dal? unter den einzelnen Rassen ein Konkurrenzverhalterrmuten ist. Pf 3 wird sowohl
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von Pf 1 als auch von Pf 2 stark unterdriickt. Pf 1 dominigtem auch tber Pf 2, allerdings
ist hier die Konkurrenz wesentlich geringer als gegenilbe3 FScHum 1982). Auch die
guantitative Resistenz spielt B&eronospora farinosd sp.spinaciaeeine Rolle. So konnten
CORRELL ET AL (2000) ein weites Spektrum an partieller Resistenz bei &@rauchten
Wirtsgenotypen entdecken.

Mit der Resistenzziichtung gegen Falschen Mehltau begann wvman 1946. In
Pflanzenmaterial, das aus Iran stammte, wurden Remastegefunden. Es konnte dabei
bewiesen werden, dal3 diese Resistenz monogen domimarittweird ($41TH 1950). Durch
Einkreuzen in kommerzielle Spinatsorten erhielt man HKlriden mit einer Resistenz
gegenuber Falschem Mehltau (Pf 1ONgs ET AL 1956). Fur 4 dominante Resistenzgene M1-
M4 konnte spéater eine Kopplung und Homozygotie nachgewieselemw@hNDKE 2000).

Molekularbiologische Untersuchungen

Zur Identifizierung von Rassen phytopathogener Pilze werdennehmend
molekularbiologische Methoden eingesetzt. Die Charalgasisy beruht dabei auf einer
Unterscheidung der DNA. Die Polymerase-Ketten-ReaktiBCR) bietet eine einfache
Methode zur exponentiellen Amplifizierung von DNA-SequenfBIENSON UND FRENCH
1993). Das DNA-Material kann aus einer Vielzahl von Que#itammen (BSTER ET AL
1993). Die Methode wurde von Mullis entwickelt (MIs UND FALOONA 1987) und beruht
auf drei Teilschritten: Die DNA wird dabei in einem ters Schritt denaturiert. In einem
zweiten Schritt lagern sich Oligonukleotidprimer an diezElstrange an. Mit dem dritten
Teilschritt erfolgt unter Einwirkung einer DNA-Polymeeasind Vorhandensein der vier
Desoxynukleotide, die am DNA-Aufbau Dbeteiligt sind, die Epgdig der
Einzelstrangsequenzen zu doppelstrangigen Sequenzen. Diesen kdon erneut den
beschriebenen PCR-Zyklus durchlaufen. Auf diese Weise komhe DNA-Sequenzen
exponentiell vermehrt werden, denn meist werden bis zZZyk@n durchlaufen. Eine £0bis
10°- fache Vermehrung, des durch verwendete Primer gekennechDNA-Abschnitts, ist
moglich (OENBACH 1997). Die einzelnen Schritte der PCR sind temperaturalthaSgi
werden zur Denaturierung der DNA hohe Temperaturen um 90°GtiggenZum Primer-
Annealing wird die Temperatur dann auf ca. 50°C gesenkt, undadéehlie3ende
Polymerisation zu einem Doppelstrang findet bei Temperatum 70°C statt (QENBACH
1997).

Auf der Grundlage der PCR wurde die RAPD- (random amplified nparighic DNA)

Technik entwickelt. Hierbei werden molekulare Marker dumdie Amplifikation von
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zufalligen DNA-Segmenten mit Primern beliebiger Nuklea@igenz generiert (\\LIAMS ET

AL. 1993). RAPD-Untersuchungen sind bei einer Vielzahl voanpénpathogenen Pilzen
bekannt. ZwischenFusarium culmorumund Fusarium graminearumist damit eine
Artenunterscheidung maoglich ¢8ILLING ET AL. 1994). BeiFusarium oxysporum f. sp.
vasinfectun{ASSIGBETSE UNDFERNANDEZ 1994, Fusarium oxysporum f. sp. pi&bRAYAL -
MARTIN ET AL. 1993), Fusarium oxysporum f. sp. diantiMANULIS ET AL. 1993),
Leptosphaeria maculan§GoobwIN UND ANNIS 1991), Uncinula necator(DELYE ET AL.
1995), Pseudocercoporella herpotrichoid€BlICHOLSON UND REZANOOR 1994), Ascochyta
rabiei (HSCHER ET AL 1995) undColletotrichum graminicolf GUTHRIE ET AL. 1992) konnten
Rassen oder Isolate unterschieden werden.

Bei den Oomyceten sind einige Untersuchungen mittels RARKannt, so wurde die
genetische Variation b&eronospora parasiticaom THAM ET AL. (1994) und [AHL-JENSEN
(1996) untersucht. BePeronospora tabacingkonnte mittels RAPD eine 232 bp DNA-
Sequenz ermittelt werden, die zum Nachweis dieses Pathogawendet werden kann
(WIGLESWORTH ET AL 1994). RRAN ET AL. (1991) und RRAN UND MICHELMORE (1993)
nutzten RAPD zur Erstellung von PCR-basierten Markera, idi Bezug zur Resistenz
gegenuberBremia lactucae stehen. Eine Unterscheidung einzelner Rassen wurde bei
Peronospora valerianellagon RETREK UND ZINKERNAGEL (2002), beiPlasmopara halstedii

von ROECKEL-DREVET ET AL (1997) durchfuhrt, ebenso wie eine Unterscheidung der Rassen

von Bremia lactucad GROTE2000, mundliche Mitteilung).

Modellarbeiten

Ein computergestiutztes Simulationsmodell fur Pflanzenpatieogeurde erstmals 1969 von
WAGGONER UND HORSEFALL (zitiert in HNDORF 1997) fur Alternaria solanian Tomate
entwickelt. Seitdem kam es weltweit zur Entwicklung einérielzahl von
Simulationsmodellen. Heute sind in Deutschland neben &iimasmodellen fur tierische
Schaderreger wie BBA-Delia oder Bonn-Laus auch Modelle pilhliche Pathogene wie
SIMCERC Pseudocercosporellaheroptricoide3 (HINDORF 1997) oder Weizenmodell

Bayern und Gerstenmodell Bayern (mehrere Mykosem)p:(/www.wzw.tum.de/pp/

bekannt. Speziell bei der Bekampfung von Oomyceten findst PlaythophtoraModell
Weihenstephan Rhythopthora infestafjsin der Praxis Verwendung MJSLADEN UND
HABERMEYER 2000). Fir die Falschen Mehltaue liegen nur einige wenige &iongmodelle
vor: ZWIPERO Peronospora destructhr DOWNCAST Peronospora destructpr (DE

VISSER 1998), Hopfen-Peronospora-Warndier3sgudoperonospora humuliKREMHELLER
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1983) und ein Prognosemodell Blasmopara viticolaan Wein (GERARDI ET AL. 1999). In
den USA sind aufRerdem noch Prognosemodelle Féronospora tabacinaan Tabak
(Nicotianatabacum und Pseudoperonospora cubensis Gurken Cucumis sativysbekannt

(North American Plant Disease Forecast Center;/hityww.ces.ncsu.edu/depts/pp/bluemold;

http://www.ces.ncsu.edu/depts/pp/cucyrbiSchwierigkeiten entstehen bei der Umsetzung

vieler Prognosemodelle in die Praxis, da ein hoherdalingsaufwand notwendig ist. Daher
wird versucht, mit Projekten wie PASO (Prognose agfaisc Schadorganismen)
Prognoseverfahren zu testen, zu vereinheitlichen undieinPraxis einzufihren (@ScHE
1996).
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3. Material und Methoden

3.1. Begriffsbestimmung

Oberflachenbonitur (OFB):

Befallshaufigkeit (BH):

Befallsstarke (BS):

Befallsklasse (BK):

Inkubationsperiode:

Latenzperiode:

Sporulationsdauer:

Sporulationshaufigkeit:

Sporulationsintensitat:

Bonitur in Befallsklass@mes geschlossenen Spinatbestandes
(je m3). Der Befall unter der Blattoberflache im Bestast nicht
sichtbar und wird nicht bertcksichtigt.

Anzahl Pflanzen in der Versuchzplie, die mitPeronospora
farinosaf. sp.spinaciaebefallen sind.

Anteil der Blattflache (der Verssgltanzen, in der
Versuchsparzelle), der sichtbar (durch Blattaufhellungen und
spater Sporulation) vom Erreger befallen ist. Einlseitie
befallene Blattflache (%).

Gruppierung der Befallsstarke nachleeé Blattflache (%).
Folgende Klassen wurden festgelegt:

Befallene Befallsklasse (BK)
Blattflache (%)
0

bis 0,1

bis 1

bis 3

bis10

bis 30

bis 60

groRer 60

ol N o gl A W p P

Zeitraum von der Inokulation bis zuchtBarwerden erster
Symptome (Blattaufhellungen) A% DER PLANK 1963).

Zeitraum von der Inokulation bis zur Sptiomlales Erregers
(VAN DER PLANK 1963).

Zeitraum, in dem der Erreger sporuliert.

Anzahl Pflanzen einer Versuchgfleralie Sporulation des
Erregers aufweisen.

Menge an Sporangien, die praohddefiniert in
Befallsklassen) produziert wird. Maf3einheit: Anzahl Spgien
pro Lasion, die in 1 ml agua dest. abgepinselt werden.
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Relative

Sporulationsintensitat: Sporulationsintensitat pro 1%llesie Blattflache;
Umrechnung: x= Wert der Sporulationsintensitat der
Befallsklasse/ Befallsklasse.

Strahlung: Maleinheit ist die Beleuchtungsstarke. Es wibeietten
vorliegenden Untersuchungen 3 Beleuchtungsstarken gewahlt

Beleuchtungsstarke Stufe (BS)
(1mol/ma2s)
280 1
380
610 3

Die drei verwendeten Beleuchtungsstarken entsprechen den
Werten, die durchschnittlich in den Monaten Oktober fisigr
Marz (Frahjahr) und Juli/August (Sommer) vorherrschen.

Entwicklungsstadium: Bewertung der phanologischen Entwicklundjsst des
Spinates anhand der BBCH Skal&\(FER ET AL. 1995)
(s. A.2.). Bei der Erstellung dieser Arbeit wird aussé&titi
auf das Makrostadium 1: Blattentwicklung eingegangen.

Entwickeltes Blattpaar: Die Spinatpflanze wurde zu untédtthen
Entwicklungszeitpunkten in entwickelte Blattpaare unterteilt
Dazu wurden immer zwei Laubblatter zusammengefal3t:

Laubblatter Entwickeltes
Laubblattpaar
Keimblatter 1 und 2 | KB
Laubblatter 1und 2 | LB1
Laubblatter 3und 4 | LB2
Laubblatter 5und 6 | LB3
Laubblatter 7und 8 | LB4
Laubblatter 9 und 10| LB5
Laubblatter 11 und 12.B6
Laubblatter 13 und 14 B7

Blattflachenindex (LAI): m2 Blatter pro m? Grundflache
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3.2. Datenerhebung Wachstumsmodell Spinat

Die Datenerhebung fur das Wachstumsmodell wurde, getremntleo Infektionsversuchen

in GroBbeeren, am Standort Golzow, Oderbruch (Brandghlbuden Jahren 2000 und 2001

durchgefihrt.

Alle Untersuchungen wurden mit der Spinatsorte ,Balletdy@ Sluis) durchgefuhrt. Diese

zeichnet sich besonders durch eine hohe Scholfesti§lobib3beginn spat bis sehr spat) und

durch die Resistenz gegenuber den Rassen Pfl bis Pf4 eSISHEEIBENDE SORTENLISTE

1997).

Die Aussaaten fur die Wachstumsdatenerhebung erfolgtentlimongVorgehensweise s.

3.4.1) Die Beregnung des Bestandes erfolgte nach Tensiomssemgen (0-600 hPa,

Stelzner Fachberatungsgesellschaft mbH, Nirnberg). Gegénaut wurde das Herbizid

Betosip (Wirkstoff: Phenmedipham; Aufwandmenge: NAK 1 und Q:l/ha) eingesetzt und

bei eventuellem Mehltaubefall wurde ein Versuchsprapavdirk¢toff: Dimethomorph)

0,1%ig verwendet.

Folgende Messungen wurden kontinuierlich im Bestand durchgeftihrt

» Blattndsse: im Bestand und kurz Uber dem Bestand (Oberfigcithtesensoren SW
120D, Fa. S.W. und W.S. Burrage, Grol3britannien);

* Relative Luftfeuchte (Aspirationspsychrometer Typ 1.1130.10000 Rnit100 Glas
Sensoren, Fa. Thies-Clima, Géttingen);

» Temperatur (Aspirationspsychrometer Typ 1.1130.10000 mit PT-100Selasoren, Fa.
Thies-Clima, Géttingen);

* Bodentemperatur (in 5 cm Tiefe) (Mittelwertsensoren 2ri@ in Vierdrahttechnik, Fa.
SfM Geraberg);

Gleichzeitig konnten auch die Werte der Wetterstatiolzéyo abgerufen werden:

» Temperatur und relative Luftfeuchte in 2 m Hohe;

* Temperatur in 100 cm; 50 cm; 20 cm Hohe Uber dem Boden;

* Temperatur in 5 cm; 20 cm; 50 cm Tiefe im Boden;

* Niederschlagsmenge mit 0,2 mm Auflésung;

* Globalstrahlung in W/mz;

* Windgeschwindigkeit in m/s.

Eine Bonitur der Wachstumsparameter EntwicklungsstadiumiaBgshdohe, Blattflache,

Frischmasse und Trockenmasse erfolgte einmal wochentlic

Die Bestandshohe wurde an vier mit Stdben markierteltlestim Spinatbestand gemessen

indem ein Zollstock senkrecht in den Bestand gesteckt wurdemit dem Auge die Hohe des
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Bestands angepeilt wurde. Das Entwicklungstadium wurde nadBBi&i-Skala (ELLER ET
AL. 1995, s. A.2.) bestimmt. Als Blatt bewertet wurden nurBigter, die in der L&nge mehr
als 1-2 cm aufwiesen.

Bei den zufallg entnommenen Pflanzenstichproben betrugPdebenumfang 4 x einen
laufenden Meter Spinatpflanzen. Ermittelt wurden hiertiei Anzahl Pflanzen und die
Frischmasse dieser Pflanzen. AnschlieRend wurde die tflidlae mit einem
Blattflachenmel3gerat ermittelt (LI-3100 Area Meter, E&COR, Lincoln, USA). Das
Probenmaterial wurde anschlieRend im TrockenschranBQ3€i ca. 7 Tage lang getrocknet,

und die Trockenmasse bestimmt.

3.3. Pathogenese unter kontrollierten Bedingungen

3.3.1. Pflanzenanzucht

Fur die Vermehrung des Pathogens und die Infektionsversuctde wsmweit nicht anders
erwahnt, ausschlielich mit der Spinatsorte ,BalleRoyal Sluis) gearbeitet. Fir die
durchgefihrten Versuche unter kontrollierten Bedingungen und Vdiemehrung des
Pathogens wurden, soweit nicht anders angegeben (s. 33 RBgihen der Spinatsorte
.Ballet* in Arbeitskisten (50x 32x 6 cm; Fa. Meyer, Rajen) ausgesat. Die Kisten waren
mit Fruhsdorfererde Typ P geflllt. Pro Kiste ergab das76a80 Pflanzen. Die Pflanzen
wurden im Gewdachshaus bei 15/10°C Tag/Nachttemperatur autgdsieé Dingung der
Pflanzen war von besonderer Bedeutung: Im Stadium BBCH 10@ewulie Spinatpflanzen
in den Aussaatschalen mit 10-15 g Kalkammonsalpeter pro eSgwliingt. Uber die
Wintermonate, d.h. Ende Oktober bis Mitte Marz, wurde @&ewachshaus eine
Zusatzbelichtung eingeschaltet (Lampentyp: SON T 600 W 1 P23Hfilips, Hamburg)),
die von 6-22 Uhr programmiert war. Wurde eine Beleuchtungestaon 500 Kkix

unterschritten, so wurden die Lampen eingeschaltet.

3.3.2. Erregerkultur

Da Peronospora farinosé sp.spinaciaeein obligates Pathogen ist, kann der Erreger nur auf
lebendem Pflanzenmaterial vermehrt werden. Dazu wurdé&n emem feinen Pinsel
Befallsstellen, die Sporulation des Erregers aufzeigténdaestilliertem Wasser abgepinselt.
Die Konzentration dieser Sporensuspension wurde unter diradidop (Axiolab, Fa. Zeiss)
mit Hilfe einer Thomakammer (Merck Eurolab GmbH, Berli Gberpruft. Die
Sporensuspension wurde anschlieBend auf eine Konzentratioma. 5-7x 1D eingestellt.

Die Suspension konnte nun mit einem Reagenzglaszersi@ibek Eurolab GmbH, Berlin)

auf die Spinatpflanzen aufgetragen werden. Dabei sollteRfdinzen gut benetzt werden, es
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sollten sich jedoch keine Wassertropfen bilden, die \Blatt ablaufen koénnten. Im
allgemeinen wurden die Pflanzen im Stadium BBCH 102 bis BRGB8iinokuliert. Nach der
Inokulation wurden die Pflanzen fir 24 Stunden dunkel und, zueisich einer mdglichst
hohen relativen Feuchte (ca. 98%), unter befeuchtetastikPlauben aufgestellt. Die im
Gewachshaus eingestellte Temperatur fir die Vermehrung degeks betrug 15/10°C
Tag/Nachttemperatur.

Nach Ablauf der Latenzphase (bei der Vermehrung des Esrdmtrug diese ca. 7 Tage)
wurden die Pflanzen wieder fir 24 Stunden dunkel und bei erhidltgiver Feuchte (ca.

98%) unter befeuchteten Plastikhauben aufgestellt, um dieil&pon zu férdern.

3.3.3. Versuchsbedingungen der Infektionsversuche

Die Untersuchungen zur Biologie des Erregers wurden in Kéhrdinken Typ Bioline VB
1040 (Firma Voetsch, Balingen) durchgefiuihrt. Temperatur, ivelat~euchte und
Beleuchtungsstéarke konnten im Computer programmiert werden.

Um den Anforderungen der Falschen Mehltaue an eine hebhehtigkeit bei Infektion und
Sporulation zu entsprechen, waren die Schranke mit eingitzlichen Befeuchtungsanlage
ausgestattet, die Uber einen Oberflachefeuchtesensar §Faw. &W. S. Burrage,
GrofR3britannien) gesteuert wurde. Dabei konnten Impulszaitd Dauer des Besprihens den

Versuchsbedingungen entsprechend eingestellt werden.

3.3.3.1. Einflul von Inokulumkonzentration auf die Befallsstarke und die Latenz

Untersucht wurde der EinfluR der Inokulumkonzentrationen 10% axid; 10°; 3x1Q°
Sporangien/ml auf den Befall nfteronospora farinosd sp. ginaciae Durchgefiihrt wurde
der Versuch im Klimaschrank bei einer Temperaturfihrung Mt0°C (16/8 Stunden) und
einer Lichteinstellung von 40% (ca. 380 umol/m2s). DierRé@manzucht erfolgte wie unter
Punkt 3.3.1 erwahnt. Eine Inokulation wurde zum EntwicklungsstadsBCH 102-103
durchgefihrt, wobei die Vorgehensweise im Abschnitt 3.3r2itlsedargestellt wurde. Der
Versuch wurde in 4-facher Wiederholung durchgefiihrt, wobeieijpweine Reihe
Spinatpflanzen pro Aussaatschale mit einer anderen Inokugpansion inokuliert wurde.
Die Kontrollreihen wurden derselben Behandlung unterzogéerdings wurde mit dest.
Wasser inokuliert. Nach 8 Tagen erfolgte die Ermittlung lwkfallenen Blattflache (%) mit
Hilfe der Bildanalyse. Die Bedingungen bei dem Versuch zunmfluB der

Inokulumkonzentration auf die Latenz werden in Abschn@t33.1 dargestellt.
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3.3.3.2. Infektion

3.3.3.2.1. Keimung in Abhangigkeit von der Temperatur
Es wurden die Temperaturstufen 3, 5, 8, 12, 15 und 28 °C untersuei. idurde eine

Inokulumsuspension der Konzentration 5-10 X h@rgestellt. In 4-facher Wiederholung
wurden PDA-Platten mit der Inokulumsuspension bespriht. Diesden anschlieRend bei
den jeweiligen Temperaturen fur 24 oder 48 Stunden dunkel aufgd3telrelative Feuchte
wahrend dieser Periode betrug >95%. Eine Auswertung erfadgteily nach 24 oder 48
Stunden, indem die Keimrate der Sporangien gemessen wurblei. \laden pro Petrischale
je 4x 100 Sporangien ausgezahlt. Als gekeimt wurden solche rigjenmagewertet, bei denen

der Keimschlauch schon deutlich ausgepragt war.

3.3.3.2.2. Keimung in Abhéngigkeit von der Temperatur und démBlesedauer

Bei dieser Untersuchung wurde wie unter 3.3.3.2.1 beschriebegegangen. Allerdings
wurden Temperaturstufen von 5, 10, 15, 20, 25, und 30°C und Blattndsdepe/on 2, 4, 6,
8, 10, 12 und 24 Stunden eingestellt. Nach 24 Stunden Dunkelhdgiteerfiie Auswertung

durch Auszéhlung der Keimrate der Sporangien (jeweils 4 x 10&gien).

3.3.3.2.3. Infektion in Abhangigkeit von der Temperatur undBistnassedauer

Die Versuchsparameter entsprechen den unter Punkt 3.3.3.2rhigen&instellungen. Zur
Ermittlung der Infektion wurden Spinatpflanzen inokulierteg& wurden 24 Stunden lang im
Dunkeln den jeweiligen Untersuchungsbedingungen ausgesetztnatherwurden die
Pflanzen im Gewachshaus bei einer Temperatureinstelll®j0°C (16/8 Stunden)
aufgestellt. Der Versuch wurde zweimal komplett wiederhoig Variante lagen dabei 4
Pflanzen vor. Nach 12 Tagen erfolgte eine Bonitur deralBsefarke mit Hilfe der

bildanalytischen Auswertung.

3.3.3.3. Dauer der Latenz

3.3.3.3.1. Inkubations-und Latenzperiode in Abhangigkeit von Temperatur und der

Inokulumkonzentration

Eine Anzucht der Versuchspflanzen erfolgte wie unter 3delErregerkultur wie unter 3.3.2
beschrieben. Untersucht wurden die Temperaturvarianten 18/80, 20/15 und 25/20 °C
(jeweils  Tag-/Nachttemperatur).  Gleichzeitig ~wurde der fllH#ln von  drei
Inokulumkonzentrationen: #0 10* und 1§ Sporangien/ml getestet. Nach Erreichen des

Entwicklungsstadiums BBCH 102-103 wurden die Pflanzen bei der iligsme
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Tagestemperatur inokuliert und 24 Stunden lang im Dunkeln bei rekativer Luftfeuchte
(>95%) aufgestellt. Jeweils 2 Pflanzenreihen pro Schalelem bei der Inokulation mit einer
Glasplatte abgeschirmt und mit aqua dest. Inokuliert, siktest die Kontrollpflanzen dar.
Hiernach wurde der Tag-/Nachtverlauf 16/8 Stunden mit eimstrBhlungsstarke BS 2 am
Tag eingestellt. Die Einstellung der relativen FeuchteugeB5/95% Tag/Nacht. Der Versuch
wurde mit 4 Wiederholungen durchgefiihrt, wobei eine Aussadésaine Wiederholung
darstellte. Die inokulierten Pflanzen wurden taglich augéhkaubefall hin bonitiert. Bei
beginnender Sporulation wurden die Pflanzen jeweils UbechtN&ei einer relativen
Luftfeuchte von >95% aufgestellt. Befallshaufigkeit und Spoiarahaufigkeit wurden
erfasst, nach Ablauf von 9 Tagen wurde bei allen Pffardie Befallsstarke mit Hilfe der

Bildanalyse bestimmit.

3.3.3.3.2. Latenzperiode in Abhéngigkeit von der Beleuchtuégsest

Die Pflanzenanzucht fir diese Untersuchung erfolgte ar&a®g. Im Entwicklungsstadium
BBCH 102-103 wurden die Pflanzen mit einer Sporangiensuspetsiolionzentration 5-10
x 10 inokuliert. Jeweils 2 Pflanzenreihen pro Schale wurdginder Inokulation mit einer
Glasplatte abgeschirmt und mit dest. Wasser inokuliertstsillten die Kontrollpflanzen dar.
Die Temperatur zur Inokulation betrug 10°C, die Pflanzen wufigle®4 Stunden im Dunkeln
bei einer relativen Feuchte von >95% aufgestellt. Ha&rnaerfolgte eine Tag-
/Nachteinstellung von 16/8 Stunden, 15/10°C und einer relakeeichte von 85/95%. Drei
Beleuchtungsstufen wurden fir den Versuch gewahlt: BS1-3 (s.[3t Versuch wurde mit
4 Wiederholungen angelegt, wobei eine Aussaatschale eiedeliNolung darstellte. Die
inokulierten Pflanzen wurden taglich auf Mehltaubefall Hionitiert. Bei beginnender
Sporulation wurden die Pflanzen jeweils Gber Nacht Imgreielativen Luftfeuchte von >95%
aufgestellt. Befallshaufigkeit und Sporulationshaufigkeit wurddal3t und nach Ablauf von

10 Tagen wurde bei allen Pflanzen die Befallsstarke rtié ter Bildanalyse bestimmt.

3.3.3.4. Sporulationsintensitat

3.3.3.4.1. Sporulationsintensitat in Abhangigkeit von ddalBstarke und der Zeit

Die Pflanzenanzucht erfolgte wie unter 3.3.1 beschrieBbem Entwicklungsstadium BBCH
102-103 wurden die Pflanzen bei 10°C inokuliert und Infektionsbedyeyu(>95% rF, 24h
Dunkelheit) ausgesetzt. Danach erfolgte eine Tag-/Nastédung von 16/8 Stunden bei
15/10°C, BS 2 und 85/95% rF. Der Versuch wurde mit 4 Wiederholungexngshiiihrt:
Nachdem Befall mit Falschem Mehltau sichtbar wurde, wugdeeils 4 Befallsstellen in den

Befallsklassen 4, 5 und 6 gekennzeichnet, indem numerierdseldand am Stiel des
25



Material und Methoden

jeweiligen befallenen Blattes befestigt wurde. Die i wurden dann jeweils nach 5, 8
und 11 dpi Uber Nacht bei einer relativen Luftfeuchte von >@b8gestellt. Zur Bewertung

der Sporulationsintensitat wurden die Befallsstellen iimllaqua dest. abgepinselt und
anschlieend die Konzentration der Sporensuspension Rokiesh mit Hilfe der

Thomakammer bestimmt (jeweils 4 Auszéhlungen pro Wiedengdl Bei der Untersuchung
der Sporulationsintensitat, bei der jeden Tag optimale ulgg@msbedingungen vorlagen,
wurden die Pflanzen jede Nacht bei einer relativen éudtite von >95% aufgestellt. Eine

Auswertung erfolgte somit taglich, bis keine Sporangienr riesigestellt werden konnten.

3.3.3.4.2. Sporulationsintensitat in Abhangigkeit von dealiing

Die Versuchsdurchfihrung erfolgte zunachst wie in Absclangt3.4.1 beschrieben. Bei der
auf die Infektionsphase folgenden Tag-/Nachteinstellung wuiittedie Tageseinstellung drei
Beleuchtungsstufen eingestellt: BS 1 bis 3. Nach 9 dpi wurdé&pligulationintensitat bei
jeweils 4 Befallsstellen der Befallsklassen BK 6 und BKurch Abpinseln in ca. 1 ml aqua
dest. gemessen. Die Bestimmung der Sporangienkonzentraifyigte wiederum

mikroskopisch mit Hilfe einer Thomakammer (jeweils 2 Aildangen pro Wiederholung).

3.3.3.4.3. Sporulationsintensitat in Abhangigkeit von denderatur

Die Versuchsdurchfuihrung erfolgte ebenfalls wie unter Purk8.3.1 beschrieben. Nach der
24stundigen Infektionsphase erfolgte eine Tag-/Nachteimstelivon 16/8 Stunden bei
15/10°C, BS 2 und 85/95% rF. Die Pflanzen wurden taglich auflBefaFalschem Mehltau
bonitiert. Bei einsetzendem Befall wurden die Pflanpele Nacht bei jeweils 5,10,15 und
20°C unter Sporulationsbedingungen (relative Luftfeuchte v®8%: 8 Stunden dunkel)
aufgestellt, und es wurde taglich die Sporulationsintensitatittelt (s. 3.3.3.4.1). Dazu
wurden in 4 facher Wiederholung Lasionen der BK6 in 1 ml adpst. abgepinselt. Die
Bestimmung der Sporangienkonzentration erfolgte mikroskopisolh Hilfe einer
Thomakammer (jeweils 4 Auszahlungen pro Wiederholung). Dperufationsintensitat

wurde Uber einen Zeitraum von 7 Tagen gemessen.
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3.3.3.5. Vitalitdt der Sporangien

3.3.3.5.1. Sporangienvitalitat in Abhangigkeit von der Teutper
Zunachst erfolgte die Anzucht der Pflanzen und die Erregarkwie unter 3.3.1 und 3.3.2

beschrieben. Der Versuch wurde in Klimaschranken durchgefilvobei der
Versuchsumfang pro Schrank 3 Aussaatschalen betrug. Die i@l Pflanzen wurden bis
zur Symptombildung bei 15/10°C und einer 16/8 Stunden Tag/Nachelking bei 85/95%
rel. Feuchte aufgestellt. Zur Sporulation wurden die Pftanikber Nacht bei 95% mit
Zusatzbefeuchtung aufgestellt. Danach wurden die Pflanzerddme zu untersuchenden
Temperaturen von 5, 10, 15 und 20 °C aufgestellt (rel. Feuchtstakiin85%; 16/8 h
Tag/Nacht). Gleichzeitig wurden Petrischalen mit abgefosSporangien vorbereitet:
Befallsstellen, die Sporulation des Erregers aufwiesearden leicht in Petrischalen
abgeklopft, ggf. vorsichtig mit einer Rasierklinge abgelébtnhe dabei das Blatt zu verletzen.
Jede Petrischale erhielt Sporangien von 4 verschied@&w®sfallsstellen des jeweiligen
Schrankes. Diese Petrischalen wurden ebenfalls zusamihelen Versuchspflanzen bei den
zu untersuchenden Bedingungen aufgestellt.

Nach 0, 4, 12, 24, 48, 72, 96, 120 und 144 Stunden erfolgte jeweilsrelmenBhme fir die
am Blatt haftenden Sporangien sowie fur die abgelostemaBgien in den Petrischalen.
Hierzu wurden bei den anhaftenden Sporangien jeweils 4i8&ddlen in 10 ml aqua dest.
abgepinselt. Die verwendeten Blatter wurden danach eptie@m ein mehrmaliges Abpinseln
zu verhindern. Bei den abgeldsten Sporangien wurden jegreil®robenahme und Variante
zwei Petrischalen mit 10 ml aqua dest. aufgeschwemmt. BRuidpensionen wurden mit
einem Reagenzglaszerstauber auf jeweils 2 PDA-Plattegespriint und bei 10°C in
Dunkelheit fiir 24 h aufgestellt. Die Keimrate wurde erntitislem 4x 100 Sporangien unter
dem Mikroskop ausgezahlt wurden und die Anzahl keimender Spamapggimmt wurde.
Fur die Auswertung erfolgte eine Gruppierung der ermitteltemt&enwerte nach 1,3,5 und

7 Tagen.

3.3.3.5.2. Sporangienvitalitat in Abhangigkeit von der Bdlawagysstéarke

Bei dieser Untersuchung wurde bei der Versuchsdurchfihrungoebengegangen wie bei
der Untersuchung der Sporangienvitalitdt in Abhangigkeit ¢#en Temperatur. Allerdings
erfolgte die Inokulation bei 15°C, auch bei der Einstellung\trsuchsbedingungen wurde
die Temperatur konstant bei 15°C gehalten. Die Tag-/Naidistdlung betrug 16/8 h, wobei
am Tag die Beleuchtungsstufen BS1, BS2 und BS3 eingestellt wutiten Probenahme

27



Material und Methoden

erfolgte zusatzlich noch nach 192 und 216 Stunden, zur Auswertunag wine Gruppierung
der Werte nach 1,3,5,7 und 9 Tage durchgefihrt.

3.4. Pathogenese unter Freilandbedingungen

3.4.1. Pflanzenanzucht

Die Untersuchungen zur Pathogenese im Freiland wurden aldrddendflachen des IGZ in
GroRRbeeren durchgefiihrt. Der Untersuchungszeitraum umfaf§t€eyetationsperioden (die
Jahre 2000-2002) mit jeweils drei Satzen Spinat. Im Anba@p®2 wurde die Untersuchung
auch in zwei Satzen an der Versuchsstation des 1GAleo@&/Oderbruch durchgefuhrt.

Die Grol3e des angelegten Spinatfeldes betrug dabei j@aed® x 80 m (in Golzow 20 x 40
m). Mit einer Einzelkornsahmaschine ,Accord” (80iger &bh; 40 Samen/m mit Schlupf,
2,5 cm Abstand in der Reihe) wurde Spinat der Sorte ,Bdfayal Sluis) ausgesét, um die
Vorgabe der Verarbeitungsindustrie von ca. 300 Pflanzenhzdlelten.

In regelméaligen Abstdnden wurden vor der Aussaat, vor defdéngung und nach der
Ernte jeweils Bodenproben in 30 cm Tiefe entnommen. d&ei Dingerbedarfsermittiung
wurden die Vorgaben der Verarbeitungsindustrie erfullt: Swtiveur Aussaat: 130kg N/ha;
Soliwert zur Kopfdiingung (ca. BBCH 104): 160 kg N/ha. Die erstbeGearfolgte als
Kalksalpeter, die zweite Gabe als Kalkammonsalpeter SiBeerung der Zusatzbewasserung
erfolgte Uber das PC-Programm BEREST. Gegen Unkrauthefedle das Herbizid Betosip
(Wirkstoff: Phenmedipham; Aufwandmenge: NAK 1 und 2: 1,0 ldayesetzt.

3.4.2. Versuchsdurchfuhrung

Das fir die Versuche bendtigte Inokulum wurde nach der unt8r2 3erlauterten
Vorgehensweise im Gewéachshaus produziert. In den angelSgteatfeldern wurde jeweils
zum Stadium BBCH 103 (Uber 50 % der Pflanzen hatten diesesicklnngsstadium
erreicht) eine definierte Menge an Inokulum (durchschetitti30-40 ml mit einer
Konzentration 11 x 10Sporangien/ml) des Erregers zentral ausgebracht. Unmfaieren
durch den Pilz sicherzustellen, wurde die Inokulation irereimn einer Wasserleitung
angeschlossenen Beregnungsring gesetzt, der mit Sprihdiseheverwar Sobald die
Spinatblatter abtrockneten, wurden die Blatter bespriht, eme ausreichende
Blattndssedauer zu garantieren, denn der Sprihmechanismude wwon einem
Oberflachenfeuchtesensor (SW 120D Fa. S. W. &W. S. Barr&roRRbritannien) gesteuert.
Dieser Ring wurde fur 24 Stunden nach der Infektion eingdsthal
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Im Bestand wurden ab Aussaat folgende Klimaparameterterfall

» Blattndsse: im Bestand und kurz Uber dem Bestand (Oberficithtesensoren SW
120D, Fa. S.W. und W.S. Burrage, Grol3britannien);

* Relative Luftfeuchte (Aspirationspsychrometer Typ 1.1130.10000 Rnit100 Glas
Sensoren, Fa. Thies-Clima, Géttingen);

» Temperatur (Aspirationspsychrometer Typ 1.1130.10000 mit PT-100Selasoren, Fa.
Thies-Clima, Géttingen);

* Bodentemperatur (5 und 10 cm Tiefe) (PT - 100 - KeramiksengoEdmeistahlhille in
Vierdrahttechnik, Firma SfM Geraberg);

Nach erfolgreicher Infektion erfolgte in wdchentlichédstédnden eine Bonitur Uber die

Ausbreitung des Schaderregers nach dem entwickelten Behituma fir Peronospora

farinosa f. sp. spinaciae Zu diesem Termin wurde zudem das Entwicklungsstadium des

Bestands festgestellt. Am Abend vor jeder Bonitur eréolghittels Regenwagen eine
Befeuchtung des Spinatbestandes (1Imm Beregnung), um eine 8poruala induzieren.
Dieses sollte im Falle einer Unsicherheit in der tdiererung einer Blattlasion die eindeutige

Identifizierung vorP. farinosaf. sp.spinaciaeerméglichen.

3.5. Bonitur des Befalls

3.5.1. Bonitur der Infektionsversuche unter kontrol lierten Bedingungen

Bei der Bonitur von Infektionsversuchen zur Biologie dese@ers konnte die befallene
Blattflache mit Hilfe eines bildanalytischen PC- mamms (KS 400, Fa. Zeiss) ermittelt
werden. Mit Hilfe bildanalytischer Methoden konnte einéielzahl an befallenen
Spinatblattern gemessen werden. Die Messungen wurden diertjusdall die

Blattaufhellungen aufgrund des Pathogens genau erfal3t wurdenit onnte ein

Bildanalyse-Makro furPeronospora farinosd. sp. spinaciaeerstellt werden. Die befallene
Blattflache, die bei Infektionsversuchen erzielt wurdennte damit eindeutig bewertet
werden. Gleichzeitig wurde die gesamte Blattflache derrsuntbten Pflanzen ermittelt, so
dal’ eine Berechnung der befallenen Blattflache in Rtader gesamten Blattflache moglich
war. Eine visuelle Einschatzung des Befalls bei Infelsiersuchen unter kontrollierten
Bedingungen erfolgte mit dem fluPeronospora farinosaf. sp. spinaciae erstellten

Boniturschema (s. 4.2.1).
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3.5.2. Bonitur der Freilandversuche

Fur die Bonitur im Freiland wurde in zwei Schritten vorgeg: zundchst erfolgte die
Erstellung eines Boniturschemas (s. A.6.). Dazu wurde \égleahl von befallenen Blattern
mit Hilfe des Bildanalysemakros fliPeronospora farinosd. sp. spinaciae bewertet. So
konnten Beispielbilder fur die einzelnen Boniturklassestedit werden. Die Boniturklassen
wurden in folgende Stufen 0; 0- 0,1; 0,1-1; 1-3; 3-10; 10-30; 30-60; 60-100%edndmit
Hilfe dieser Schablone konnte, solange sich die Spiaag#h noch in einem jungen
Entwicklungsstadium (bis Entwicklungsstadium ca. BBCH 109- 11(ndeh, eine genaue
optische Bewertung des Befalls erfolgen. Bei dem zu leositden Feld wurde jeder
Quadratmeter getrennt bewertet, und es lie3en sich @iehAnzahl befallener Blatter einer
Boniturklasse pro Quadratmeter ermitteln. Es konnten riickdhllisse auf die tatsachlich
befallene Blattfliche gemacht werden. Uber die Wachstatenerhebung fiir Spinat ist
bekannt, welche Blattfliche zu welchem Entwicklungsstaciuineinem m2 vorhanden ist.
Uber die definierte Anzahl an Pflanzen/m2 (300) lieR sichdurchschnittlicher Wert fir die
Blattflache pro Blatt ermitteln. Eine Umrechnung demBarwerte in tatsachlich befallene
Blattflache konnte nun erfolgen.

Je naher der Erntetermin kommt und je dichter sich detaBd geschlossen hat, desto
schwieriger erweist sich eine Bonitur. Es erfolgt iesém Fall nur eine Bewertung des
Oberflachenbefalls (OFB). Dieses fulhrt zu einer Wstieditzung des Befalls im Bestand. Eine
Korrektur der befallenen Blattflaiche mul3 demnach nachBlestandsschiuf? (ca. BBCH 110)
erfolgen.

Um den Befall mitPeronospora farinosd. sp.spinaciaein tieferliegenden Blattschichten zu
bewerten, wurden von einzelnen Quadratmetern zufalliganZeinstichproben (Umfang
jeweils 20 Pflanzen pro Stichprobe; 11 Stichproben) ausdewdald die Einzelpflanzen
komplett auf ihren tatséachlichen Befall hin bonitievion diesen Pflanzenstichproben wurde
der Mittelwert der befallenen Blattflache in Prozenbd Stichprobe ermittelt. Es wurde eine
Korrelation zwischen dem OFB und dem Mittelwert der wsuenten Pflanzenstichproben
untersucht. Bei allen weiteren Freilandbonituren wurdee Bbniturwerte nach dem
Bestandsschlul? durch die ermittelte Beziehung korrigiert,damtieferliegenden Befall zu

bertcksichtigen.
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3.6. Wirt/Pathogen-Interaktion

3.6.1. Anfalligkeit in Abhangigkeit von Alter und W  achstumsstadium der

Wirtspflanzen

Im Abstand von einer Woche wurden jeweils 8 SpinatpflanaeEinzeltopfen (9x9x10 cm)
im Gewachshaus angezogen. Zum Inokulationstermin lageanzefi der folgenden

Entwicklungsstadien und Alter vor:

Tabelle 1. Entwicklungsstadium der Versuchspflanzen zuimokulation

Alter (Wochen) Entwicklungsstadium (BBCH) zum
Inokulationstermin

1 Woche BBCH 100

2 Wochen BBCH 102

3 Wochen BBCH 105

4 Wochen BBCH 107

5 Wochen BBCH 108

Die Temperaturvarianten 10/5°C, 15/10°C und 20/15°C wurden in dnmeiasdhranken
eingestellt. Die Varianten entsprechen TemperaturenaldieMonatsmittel fur die Monate
April, Mai und August aus langjahrigen Datenerhebungen ereéclwaurden. Die
Tag/Nachtdauer betrug 16/8 Stunden, die rel. Luftfeuchte 85/98%.

Die Pflanzen wurden gleichmé&Rig mit einer InokulumsusperggorKonzentration 5-8 x 10
inokuliert. Hiernach wurden sie in 3 Klimaschranken fir 2Beh der Nachttemperatur der
Temperaturvarianten und 98 % rel. Feuchte dunkel aufgestalith M1 Tagen wurden die
Pflanzen mit Hilfe des in Abschnitt 4.2.1 beschriebeBeniturschemas bonitiert. Es wurden
dabei alle Blatter, die zum Zeitpunkt der Bonitur vorhandenen, bewertet also auch jene
Blatter, die erst nach der Inokulation ausgewachsen waBéiiter gingen nur in die
Bewertung mit ein, wenn sie gré3er als 1-2 cm warermn. \Migde jedes Blatt visuell mit dem
im Anhang (s. A.6.) dargestellten Boniturschema fur RalsdViehltau in Relation zu seiner

Blattflache bonitiert.
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3.6.2. Untersuchungen zum Einflu des Erregers aufd  ie Photosynthese

3.6.2.1. Gaswechselkammer

Die Untersuchungen zum Einflu des Erregers auf die Phabesgnwurden in einer am 1GZ
vorhandenen Gaswechselkammer durchgefuhrt. Die Gaswiesatr besteht aus Plexiglas
und hat eine GroBe von 101 x 52 x 170 cm. Die fir den Versugesuabte
Bestrahlungsstarke von 500-600 pmol/m2s auf der Blattoberfli@h@flanzen konnte durch
vier Lampen des Typs SON T 600 W 1 P23 (Fa. Philips, Hambrnejgtet werden.

Uber eine Klimatisierung konnten Temperatur und Feuchteldn Kammer eingestellt
werden. Die von den Pflanzen verbrauchte ,84@nge wird dem System Uber einem
Massestromregler 5850E (Fa. Brooks Instrument Rosemoun®ntsprechender Menge
wieder zugefuhrt. Eine Frischluftzufuhr dient der LufterneugruAbsenkung der C©O
Konzentration und des Einstellens eines geringen UberdruSks erfolgt (ber einen

Kompressor, wobei der Luftdurchsatz erfal3t wirdi@NER1997).

3.6.2.2. Versuchsdurchfihrung

Die Anzucht von 40 Aussaatschalen Spinat (60x40x6 cm) fur aiiersuchungen erfolgte im

Gewachshaus unter den unter 3.3.1 beschriebenen BedingumgerRflenzdichte von 300

Pfl./m2 wurde auf die Schalenflache umgerechnet. NachcBere des Entwicklungsstadiums

BBCH 102 wurden 20 Aussaatschalen mit dem Isolat GB 1 (R&8g infiziert

(Konzentration der Sporensuspension 5-7X).1@iese Schalen wurden in einer weiteren

Gewachshauskabine, getrennt von den anderen 20 Schalegesuibhden Spinatpflanzen,

weiterkultiviert. Alle Pflanzen wurden taglich gegossemim Wu Uberprifen, ob in beiden

Gewachshauskabinen die selben Wachstumsbedingungen wvdntesryswurden in beiden

Kabinen simultan folgende Klimamessungen durchgefihrt:

* Messung der Lufttemperatur und -feuchte mittels Aspirationspsyneter (Typ
1.1130.10.000 mit PT 100 -Glassensoren, Fa. Thies-Clima, G@ttinge

* Messung der Blattfeuchte mittels Blattnassesensorerrfl@thenfeuchtesensoren SW
120D, Fa. S.W. und W.S. Burrage, Grol3britannien);

* Messung der Bestrahlungsstarke (PPFD); Quantensenso90L$Z. Li-Cor (Lincoln,
USA, Vertrieb Deutschland: Fa. Walz, Effeltrich);

In der Gaswechselkammer wurde wahrend des Versuches eximgeilatur von 17 bis 18 °C

gehalten. In Abstanden von 1, 3, 7, 13 und 19 Tagen nach Irioku(api) wurden eine

gesunde Variante und eine infizierte Variante (vierfackiéederholung) in der
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Gaswechselkammer untersucht. Nacheinander wurden jeswagisnicht infizierte und eine
infizierte Schale gemessen (jeweils 2 MelRwiederholungeo Schale). Folgende
Melparameter wurden in der Gaswechselkammer erfal3t:

» die CQ-Konzentration der zugefiihrten Frischluft und der Luft ins@&chselsystem;

» die Temperatur des trockenen und feuchten Thermometers;

» die Temperatur und relative Feuchte der Frischluft;

» die photosynthetisch aktive Photonenfluf3dichte;

» die Temperatur am Rotameter;

» der Luftdruck;

» die Frischluftrate;

* die CQ —Normflu3rate;

Bei der Berechnung des GOGaswechsels wurde der Wert durch Abzug der Bodenatmung
korrigiert. Der Korrekturwert (0,180 pumol/s) wurde durch dieamgegangene Messung einer
Aussaatschale ohne Pflanzen bei Versuchsbedingungete#rmit

Nach der Messung in der Gaswechselkammer wurde die Bfidissder jeweiligen
Aussaatschale bonitiert, und die genaue Anzahl PflanzenApssaatschale ermittelt. Die
Pflanzen wurden vorsichtig aus den Schalen entnommen,Wiiezeln wurden leicht
abgeklopft und von der restlichen Pflanze abgetrennt. é\tzenider wurde die Frischmasse
der oberirdischen Pflanzenteile und der Wurzeln ausgewdtiemach wurde die Blattflache
pro Schale mit dem BlattflichenmefR3gerat (LI-3100 Area Mé&ia. LI-COR, Lincoln, USA)
gemessen. Sowohl die oberirdischen als auch die untehiedisPflanzenteile wurden jeweils
in Papierttiten gefullt und bei 60 °C im Trockenschrank ca.T&Je getrocknet. Danach

konnte die Trockenmasse je Schale ausgewogen werden.

3.7. Rassenbestimmung

3.7.1. Untersuchte Isolate

Zunachst wurden aus ganz Deutschland Isolate des HReemnospora farinosaf. sp.
spinaciae gesammelt. Aus den Anbauregionen Brandenburg, Berlin, iS&ckesen,
Nordrhein-Westfalen, Sachsen und Sachsen-Anhalt korietdate beschafft werden. Auch
aus lItalien ging ein lIsolat in die Untersuchungen mit &ar Rassenidentifikation mit
molekular-biologischen Methoden waren zur Einordnung der raudhten Isolate
Referenzisolate notwendig. Diese Isolate konnten vam Rassen Pf2 bis Pf4 und Pf7

beschafft werden.
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Tabelle 2: Kenndaten der untersuchterPeronospora farinosa f. sp. spinaciae- Isolate

Isolat |Isolations- | Erhal- Geografische Jahr der |lIsoliert/ |td |RAPD
sorte tungs- Herkunft Isolation |ge- PCR
sorte sammelt
von

Pf2 - Medania | - - BBA + |+

Pf3 - Subito - - BBA + |+

Pf4 - Polka - - BBA + |+

Pf5 - Bolero - - BBA + |+

GB1 | Ballet td/Ballet | Brandenburg, 1999, BD + [+
Deutschland

Bl Spinnacker| Is/td Berlin, Deutschland 2000 | ¢ S + |+

IGLO |- Is/td Westfalen, 2000 BD + [+
Deutschland

S1 Chica Is/td Sachsen, Deutschlag@00 H + |+

01 Bolero Is/td Niedersachsen, 1998 BBA +
Deutschland

BS1 Menito Is/td Niedersachsen, 1998 BBA +
Deutschland

BS2 Matador Is/td Niedersachsen, 1998 BBA + |+
Deutschland

BS3 Industra Is/td Niedersachsen, 1998 BBA + |+
Deutschland

BS4 Mima Is/td Niedersachsen, 1998 BBA + |+
Deutschland

G1 Ballet Is/td Brandenburg, 2000 BD + [+
Deutschland

G2 Ballet Is/td Brandenburg, 2001 BD" + [+
Deutschland

SA Calata Is/td Sachsen-Anhalt, |2000 L' + [+
Deutschland

FFO Lambada | Is/td Brandenburg, 2000 B + |+
Deutschland

| San Felix | Is/td Italien 2002 AG + |-

ESPL | vonGBl1 | Is S.0. 2001 BD (+)

Is: Isolationssorte; td: test differentials; +: Testwurchgefuhrt; ESPL: Einsporlinie

a. Frau Dr. Szabo, Biologische Bundesanstalt fur Land- umstWwintschaft/ Kleinmachnow
b: Birte Deil

c: Herr Schmalstieg, Pflanzenschutzamt Berlin

d: Herr Harbrecht, Séchsische Landesanstalt fur Laisbhiaft

e: Herr Dr. Mattusch, Biologische Bundesanstalt, Brawwei

f. Herr Lopez, Landespflanzenschutzamt Sachsen-Anhalt

g: Frau Bartelt, Frau Roder, Landesamt fir Erndhrung und Lisssdiaft Frankfurt (Oder)
h: Herr Andrea Granier, Unilever, Italien
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3.7.2. Infektionsversuche

Fur die Differenzierung der Isolate im Biotest wurde @eazielles Testpflanzensortiment der
NAK Tuinbouw, Niederlande, verwendet. Dieses bestand algeriden Sorten mit den in

Tabelle 3 zusammengefal3ten Resistenzeigenschaften:

Tabelle 3: Testpflanzensortiment flrPeronospora farinosa f. sp. spinaciae und ihre

Resistenzeigenschaften (nach NAK Tuinbouw, Niederlande)

Sorte Resistenzeigenschaften Pf5 Pf6 Pf7
Winterreuzen - + + +
Nores 1,2 + + +
Califlay 1,3,5 - + ¥
Polka 1,2,3,5 - + +
Rushmore 1,3,4,5 - + +
Bolero 1,2x1,2,3,4 + + +
Spinnaker 1,3x1,2,3,4,5 - + +
Spicer 1,2,3,4x1,2,3,4 + + +
San Felix 1,3x1,2,45 - + +
Clermont 1,2,3,4 x CMV + + +
Lion 1,2,3,4,5,6,7 ; 3 .
Naktuinbouw 12 1,2,3,4,7 + + -
SG 6207 1,2,3,4,5,6,7 - - -
Eagle 1,2,3,4,(7) + + )

Die Sorten Naktuinbouw 12 und SG 6207 waren nicht liefephiadkreuzung.

Das Testsortiment wurde in 2 Aussaatschalen ausgesat (50x32x8ede Schale umfal3te 6
Sorten zu je einer Reihe. Eine Sporangiensuspensionriden erhaltenen Proben wurde
zunachst auf eine Aussaatschale der Isolationssorte ined $orte mit entsprechenden
Resistenzeigenschaften oder, bei Nichtvorhandensain Rftanzen dieser Sorten auf ein
Testpflanzensortiment, in héchstmoglicher Konzerdrataufgespriuht. Danach wurden die
Pflanzen flir 24 Stunden unter Infektionsbedingungen (10°C; 98%Feeichte; dunkel)

aufgestellt. Folgende Kulturbedingungen wurden wahrend der eminzucht eingestellt:

15/10°C; 16/8 h; 85/98% rel. Luftfeuchte; Licht: 40%. Nach abgeteufénkubationsphase
einsetzenden wurden die Pflanzen  wiederunter

und  bei Symptomen

Sporulationsbedingungen aufgestellt. Das frisch sporulier@ildmaterial wurde mit aqua
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dest. abgepinselt. Jeweils 10 ml der Sporangiensuspensi@tpate wurden dann mit einem
Reagenzglaszerstauber (Merck Eurolab, Berlin) auf dassdréistent aufgespriht. Die
Konzentration der Sporangienldsung wurde auf ca. 7 :8p6rangien/ml eingestellt.

Die inokulierten Schalen wurden ebenfalls, wie oben cliveben, bis zur

Symptomauspragung weiterkultiviert. Bei ersten Anzeichem Sgmptomen (helle Flecken
auf den Blattern) wurden die Schalen wieder optimalen $aanusbedingungen unterzogen.
Danach wurde bonitiert, welche Sorten des Testpflanzements eindeutige
Sporulationserscheinungen des Erregers aufwiesen (jaEwscheidung). Diese Bonitur
wurde nach mehreren Tagen nochmals wiederholt. Uber Yergleich mit den

Resistenzangaben der einzelnen Sorten konnte dannvdige Rasse ermittelt werden.

3.7.3. Optimierung der RAPD- Methodik fiir Peronospora fari nosa f. sp.
spinaciae
Die methodischen Untersuchungen wurden alle mit dem Stéisdat GB1 durchgefuhrt.

Getestet wurden jeweils alle unter 3.7.3.7 charakterigiéterimer.

3.7.3.1. Produktion von Sporangienmaterial

Die allgemeine Anzucht der Pflanzen, die Inokulation #ilschem Mehltau und die
Weiterkultivierung erfolgten wie in den Abschnitten 3.3.1 u®@.2 beschrieben. Beim
Abpinseln der Befallsstellen, die eine Sporulation dege®iaufwiesen, wurde darauf
geachtet, dal3 nur von oberen befallenen Blattern alsgdipinurde und nicht von solchen,
die am Boden mit der Pflanzenerde in Berihrung kamen. Atfehsehtlicher Schmutz
wurde beim Abpinseln vermieden.

Zur semi-sterilen Anzucht wurden mehrere Verfahren sntdt:

1. Pflanzen wurden in Arbeitskisten pikiert, die mit sciaeen Vlies abgedeckt waren und
weiterkultiviert;

2. Pflanzen wurden in mit Folie abgedeckten Arbeitskiptieert und weiterkultiviert;

3. Pflanzen wurden in Perlit in Grodanbldcken pikiert undteskultiviert. Die Anzucht
sowohl vor als auch nach der Infektion erfolgte eitibkibei 15/10°C im Gewdachshaus.
Alle Pflanzen wurden im zweiten Laubblattpaarstadiurzieri;

4. Blatter wurden auf feuchtes Filterpapier (Durchmessen;9Fa. Neolab, Heidelberg) in
Glaspetrischalen ausgelegt und infiziert. Die Aufstelluriglgte im Kahlbrutschrank BK
6160 (Fa. Heraeus, Hanau) bei 15/10°C bei 16/8 Stunden Tag/Nacht;
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Als geeignet erwies sich die Methode 4; allerdings war &ueh im Vergleich zu der

allgemeinen Vermehrung, die Sporenausbeute relativ gering.

3.7.3.2. Vorbereitung der DNA

Es wurden zunéachst unterschiedliche Verfahren untersoihijenen man die Sporenhtille

der Mehltausporangien in einem ersten Schritt zerstaen:

* Vorkeimen der konzentrierten Sporenldsung Uber Nacht beC 1(BETREK UND
ZINKERNAGEL 2002);

* Behandlung mit Glaskugelchen (Durchmesser: 0,25-0,5 mm; \Mi@sh&@porenmenge/
Glaskiugelchen 1:1): 7 min bei 30/s in einer Retsch Typ MM 2€owBgmihle (Fa.
Retsch, Haan);

Es wurden daher folgende Varianten der DNA-Vorbereitungimaibder verglichen:

* Indest. Wasser/ Lysispuffer abgepinselt; 3x gewaschen;

* Indest. Wasser/ Lysispuffer abgepinselt; 3x gewaschen VK;

* In dest. Wasser/ Lysispuffer abgepinselt; 3x gewaschen GK;

* In dest. Wasser/ Lysispuffer abgepinselt; 3 x gewascherQkK

Es wurde deutlich, dal3 die Variante 4 (dest. Wasser) dierb&andenergebnisse erzielt.

Alle weiteren Untersuchungen setzen also folgende Vartmiing der Sporenlésung voraus:

» 3x durch einen Nylonstrumpf gefiltert;

« 3xwaschen: 5 min 1500g, Uberstand abnehmen;

» Keimung der Sporen tber Nacht bei 10°C und Dunkelheit;

* Morsern in einer Schwingmuhle (7 min 30/s) mit Glaskugeln.

3.7.3.3. DNA Extraktion
Zur Extraktion der pilzlichen DNA wurde die Methode nacBrRHIG (1997) verwendet.

Hierbei wird eine phenolfreie Extraktion moglich. Folden Schritte wurden dazu

durchgefihrt:

» Dem Sporenpellet wurden 50 pl Lysispuffer und Glaskugeln hinzugééimsprechend
der Masse an Sporenmasse) und die Masse 7 min (30/s) $tldemgmuhle gemdorsert.
Die restlichen 950 pl Lysispuffer wurden hinzugeftigt;

« 30 min lysieren lassen bei Raumtemperatur im Uberkopfdeh(itt

« Zugabe von 120 mg NaCl (Iosen durch Schiitteln) und Uberkopfieehéttf Eis fir 30
min;

» Zentrifugation fur 10 min bei 13000 rpm;

« Uberstand in neue ReaktionsgefaRe und nochmals 10 min bei 8000
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« Uberstand mit 120 mg PEG 2000 gelost;

« 60 min Uberkopfschuttler auf Eis;

« danach 10 Minuten bei 3500 rpm zentrifugieren; Uberstand viemyer

» ReaktionsgefalRe vorsichtig kopfuber auf FlieRpapier aufgestelldall Reste der PEG
Losung herauslaufen kénnen;

* nach ca. 5 min Zugabe von 250 ul TEL Puffer; nach einigemteh vollstédndig durch
Uberkopfschitteln oder durch Fingerschnipsen losen;

» Zugabe von 1000pul eiskaltem Isopropanol;

« zur volistandigen Prazipation weitere 30 Minuten im Uberkcmittler auf Eis;

« 5 min bei 3500 rpm abzentrifugieren und den Uberstand vocsisdativerfen;

* Umgekehrtes Aufstellen der Reaktionsgefal3e auf FlieRpapi&mniin; Sediment mit dem
Concentrator 5301 (Fa. Eppendorf, Hamburg) trocknen lassen;

e Zugabe von 50 pl TE - Puffer und Kihlschrank bei 4°C.

Die zwei Extraktionsmethoden:HRING (1997) und E.Z.N.A. Fungal DNA Mini Kit (peglab
Biotechnologie GmbH, Erlangen) wurden, hinsichtlich dgenerellen Extraktionsgute
pilzicher DNA und der Extraktionsgite von Pilzmaterialjsader infizierten Pflanze
miteinander verglichen. Die folgenden 3 Proben wurden jealeln Methode extrahiert:

* Gesundes Pflanzenmaterial;

* Infiziertes Pflanzenmaterial;

* Reines Pilzmaterial.

Durch Abpinseln wurden 20 ml einer Sporangiensuspension @ltnation: 8 x 10

Sporen/ml) erhalten. Diese wurden auf 20 1-ml-Eppendorftubsilt. Zur Keimung wurde
die Losung Uber Nacht bei 10°C aufgestellt. Hiernach wurdeSgierangiensuspension
zentrifugiert (6300rpm; 5 min), der Uberstand verworfen und Bppendorftube 5pl
homogenisiertes Pflanzenmaterial hinzugegeben. ZehbheRravurden nach ERING 1996

extrahiert und 10 Proben mit dem kommerziellen Kit. Ndeh Extraktion wurde die DNA
von allen Proben gemessen, und eine PCR mit ansaidiefleGelelektrophorese

durchgefihrt.

3.7.3.4. Vergleich der Mengen an extrahierter pilzlicher DNA

Ausgehend von den unter 3.7.3.3 beschriebenen Ergebnissennwerd®e reprasentative

Proben ausgewahlt, und die unverdinnte DNA dieser Probereiriégr PCR- Reaktion
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verwendet. Die Primer, die bei dieser PCR eingesetzdemirwvurden bei der Klassifizierung

von Oomyceten eingesetzt@OKE ET AL 2000).

Als Erregernachweis wurde bei der anschlielenden Getmididrese eine spezifische Bande
sichtbar. Diese ermdglichte einen spezifischen Naishie den Pilz, da die Blatter nur mit

P. farinosa f. sp. spinaciae infiziert worden waren. Gleichzeitig konnte Uber eine
Verdiinnungsreine (10L0'%) die Menge an pilzlicher DNA, die extrahiert worden war
groRenordnungsmafiig bestimmt werden.

Die verwendeten Primer waren: ITS4 und ITS®&QKE ET AL 2000).

Tabelle 4. Reaktionsmix fUr den Vergleich extrahierter INA-Mengen

Fur eine Probe (25 pl)

H20 13,15

Puffer 2,5

MgCl, 2,0

DxTPs 1,0

PITS4 0,25

PITS6 0,25

Glycerin 1,25

Taq 0,1

DNA 2,0

Der Thermocycler wurde nachrRGTE ET AL (2002) programmiert: der Denaturierung (95°C
/3 min) folgten 37 Amplifikationszyklen (94°C /30 s, 50°C /30s, 72C min) und
abschlie3end 10 min bei 72°C.

3.7.3.5. RNA-Verdau

Zur Untersuchung der Notwendigkeit eines RNA- Verdaus wurdes Rvoben des Isolates
GB 1 nach der Methode voreRING (1997) extrahiert, wobei bei einer Probe der zuséatzliche
Schritt des RNA Verdaus vor der Féllung der DNA mit eighkaltisopropanol eingefigt
wurde: Zugabe von 25 pl RNAse Lésung; 30 min bei 37 °C inkubiert.

3.7.3.6. Optimale DNA-Konzentration fur PCR

Mit zwei Proben des Isolates GB1 wurde die, fur PCR nodvge, DNA-Menge ermittelt.
Nach Messung der DNA mit Spektralphotometer ergabendalgbride DNA Gehalte:
Probe 1: 8960 ng/ul;
Probe 2: 10230 ng/pl.
Die Verdiinnungsstufen 1dis 10 dieser beiden Proben gingen in die PCR mit ein.
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Nach der PCR erfolgte die Gelelekrophorese. Die bestealdhergebnisse wurden bei einer
Verdinnung von 1:100 erzielt, also etwa bei einer Konzémtraon grél3enordnungsmaliig
100 ng/ul in der PCR. Diese Konzentration wurde bei alleiteren Versuchen fur die PCR

eingestellt.

3.7.3.7. Verwendete Primer
Alle Untersuchungen wurden mit den folgenden sechs Pricheningefihrt und wiederholt:

Tabelle 5: Verwendete Primer

Primer- |Sequenz 5°-3 Anzahl GC-Gehalt | Annealing

Nr. Basenpaare Temperatur
Primer flFusariumspp. HERING (1997)

1 CAG CAG GTC GAT GCG 15 67% 53°C

2 GCG CAT GAC TGG CAG 15 67% 53°C
Primer fiBremia lactucad GROTE2000, mindliche Mitteilung)

3 GTG CAC CTC GAC GCG 15 67% 53°C

4 GAG CAC GAC CTG CAG 15 67% 53°C

5 GTG CTG CTG CTC GCG 15 73% 53°C

6 GTG GAG CTG CTC GCG 15 73% 53°C

3.7.3.8. PCR- Bedingungen

Zur Optimierung der PCR-Bedingungen wurde in einer weiteremersichung eine
Versuchsreihe mit unterschiedlichen KonzentrationenHiefluRfaktoren dNTP und Mggl
angesetzt (Tabelle 6). Die optimale Konzentration dg€pist von Bedeutung, da eine hohe
MgCl,-Konzentration den Ertrag an amplifizierten Produkterdlerhdie Spezifizitat dabei
jedoch sinkt. Bei einer niedrigen Mg&Konzentration steigt zwar die Spezifitdt, jedoch
nimmt der Ertrag ab (WLIAMS ET AL. 1993; BEL 1998). Mit der MgClKonzentration
hangt auch die Desoxynukleosid-Triphosphate-Konzentratimamamen. Die Magnesium-
Konzentration sollte immer 0,5 - 2,5 mM Uber der dNTP-Kmieation liegen, da deren
negative Ladungen Mglonen binden. Die Konzentration an dNTPs sollte ausgew und
mit der Mgf* Konzentration abgestimmt sein, um eine hohe Leseggk®iLizu erzielen und

Fehleinbauten zu vermeidend@ER ET AL.1998).
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Tabelle 6: Optimierung der

PCR-Bedingungen

Varianten:

Menge 1Probe Endkonz.
H.O bidest 16,93/16,68/16,18
PCR Puffer (10x) 2,5ul 1,5mM Mg£l
dNTP (10mMol) 0,5ul 200uM
Tag Polymerase (5U/ulp,07ul 0,35U
MgCl, (50mM) 0/0,25 /0,75 l 0/0,5/1,5 mM
Primer 2,5ul 1uM

22,50
DNA 2,5 ul

25,00 pl

Menge 1Probe Endkonz.
H.O bidest 16,43/16,18/15,68
PCR Puffer (10x) 2,5ul 1,5mM Mg£l
dNTP (10mMol) 1ul 400uM
Tag Polymerase (5U/ulp,07ul 0,35U
MgCl, (50mM) 0/0,25/0,75 pl 0/0,5/1,5 mM
Primer 2,5ul 1uM

22,50
DNA 2,5 ul

25,00 pl
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Menge 1Probe Endkonz.
H.O bidest 15,93/15,68/15,18
PCR Puffer (10x) 2,5ul 1,5mM Mg£l
dNTP (10mMol) 1,5 600pM
Tag Polymerase (5U/up,07ul 0,35U
MgCl, (25mM) 0/0,25/0,75 pl 0/0,5/1,5 mM
Primer 2,5ul 1pl
DNA Proben 2,5 ul

25ul

Der Thermocyler zur PCR wurde naclR@&E (2000, mundliche Mitteilung) programmiert:
der Denaturierung (95°C /10 min) folgten 37 Amplifikationszyk{®5°C /0,45 min, 53°C
/1,00 min, 72°C /1,30 min), und abschlieBend 5 min bei 75°C.dbanarden die Proben im

Kuhlschrank bei 4°C gelagert oder sofort weiterverarbeite

3.7.3.9. Gelelektrophorese und Auswertung

Zur Ergebnisdarstellung wurde eine Gelelektrophorese durchgefidzu wurde mit TBE
Puffer (HERING 1997) ein Agarosegel (1,4 %) hergestelt. Zur Ermittlung der
Molekulargewichte wurde der Mark@DNA-Hind 111/ X174 DNA-Hae Il Mix eingesetzt.
Die Elektrophorese wurde fir 90 Minuten auf 150V eingestelitw@Popack P25, Fa.
Biometra, Gottingen). Nach der Elektrophorese wurde da$iiGea. 20-30 Minuten in eine
Ethidiumbromidlésung gelegt (11 TBE; 53 ul Ethydiumbromid). Biehtbarmachung und
Dokumentation der Banden erfolgte anschlieend mit eifeamsilluminatorsystem Bio-
Imaging-Control-Software Argus X1 (Fa. Biostep Labor-undst&ytechnik GmbH,
Jahnsdorf) unter UV Licht (254 nm). Die Auswertung wurde deit Software Phoretix 1D
Advanced 4.00 (Fa. Biostep Labor-und Systemtechnik Gmblidsdalf) durchgefuhrt.

3.7.3.10.Latenznachweis von Peronospora farinosa f. sp. spinaciae in der Pflanze

Es wurden 4 Aussaatschalen mit Spinat der Sorte BalleGaéwachshaus angezogen (s.
3.3.1). Zum Entwicklungsstadium BBCH 102 bis 103 wurden die Pflarzgeier
Aussaatschalen miPeronospora farinosd. sp. spinaciaeinokuliert (s. 3.3.3). Die anderen

zwei Schalen wurden als Kontrolle weiterkultiviert. &folgte eine tagliche Probenahme, die
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jeweils vier gesunde und vier inokulierte Blatter umfafbis,die Sporulation des Erregers
erfolgte. Von diesen Blattern wurden pro Variante zwaiclhbroben erstellt. Eine Extraktion
erfolgte, wie in den Abschnitten 3.7.3.2 und 3.7.3.3 bescimiedaschlieend wurde eine
PCR nach @oTe(2002) (s. 3.7.3.3) und eine Gelelektrophorese durchgefihrt.

3.7.4. Schnelltest fir Peronospora farinosa  f. sp. spinaciae

3.7.4.1. Abpinseln auf dem Feld

Es wurden mehrere Befallsstellen v@&eronospora farinosaf. sp. spinaciae nach dem
vorhandenen Boniturschema bonitiert und der Anteil lesiat Blattfliche (%) ermittelt.
AnschlieBend wurden diese definierten Befallsstelleneijswin 1 ml dest. Wasser
abgepinselt. Die Konzentration der Sporangienldsungen wantieder Thomakammer

bestimmt.

3.7.4.2. Lagerung von Sporangienmaterial

Es wurde auf die vorliegende Methode zur Lagerung von Sporemid¢in/ermehrung
zuruckgegriffen. Dazu wurden Befallsflachen, die Sporulatios Eleegers aufwiesen, von
Spinatblattern ausgeschnitten und ca. einen Tag bei treckearmer Zimmerluft getrocknet.
Anschlielend wurden diese Trockenproben fur mindestens atNden—80 °C eingefroren.

Die gefrorenen Trockenproben wurden dann in aqua dest. &skt) somit eine
Sporangiensuspension hergestellt. Diese wurde extradieer, RAPD-PCR unterzogen und

mittels Gelelektrophorese sichtbar gemacht.

3.7.4.3. Extraktionsvereinfachung

Zur Klarung, ob die zeit- und arbeitsaufwendige DNA- Extaktrereinfacht werden kénnte,
wurde das Sporenmaterial nach dem Zerkleinern direkt zur- R&&ktion hinzugegeben.
Extraktion und Reinigung der DNA wurden somit ausgelassen. VMokoehandlung des

Sporenmaterials erfolgte wie unter 4.5.1.2.2. beschrieben.

3.7.4.4. Lagerung der extrahierten DNA

Es wurden 56 ml Sporenlésung abgepinselt. Die KonzentratgnSporenldsung wurde
ermittelt; sie lag im Bereich £0 Die Lésung wurde dreimal gewaschen, danach wieder
ausgezahlt und jeweils 2 ml in 2-ml-Eppendorftubes gefillt. Disung wurde zum
Vorkeimen Uber Nacht bei 10°C dunkel aufgestellt. Am naohBtg wurden 4 Proben sofort

extrahiert (nachHERING 1997). 26 Proben wurden bei —20 °C eingefroren und 26 Proben bei
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-80 °C eingefroren. Jeweils 2 Proben wurden nach 14 Tagevpriat, 3 Monaten, 6
Monaten, 9 Monaten und 12 Monaten entnommen und extrabiertDNA-Gehalt wurde bei

allen Proben ermittelt. AnschlieRend wurden PCR undi€kétephorese durchgefihrt.

3.7.5. Untersuchung der vorliegenden Isolate

Fur die Auswertung der gesammelten Isolate aus Deutschlandenvuatie methodischen
Ergebnisse, die zur Optimierung der RAPD Ri@ronospora farinosé sp.spinaciaefuhrten,
verwendet. Die Auswertung erfolgte anschlieRend mit détw&ce Phoretix 1D Advanced
4.00 (Fa. Biostep Labor-und Systemtechnik GmbH, Jahnsd@efjdrogramme wurden unter
der Verwendung des UPGMA Algorithmus und der Dice Differerezstellt.

3.8. Statistik

Zur statistischen Auswertung der Versuche wurde das Prog&tatistica 6.0 (StatSoft Inc.
Tulsa, Oklahoma, USA) verwendet.

Bei den Infektionsversuchen unter kontrollierten Bedingungaren die Versuche komplett
randomisiert und in 4-facher Wiederholung angelegt. Zunachstrde die
Normalverteilungsannahme geprift. Wurde diese abgelehniyustde eine Transformation
der Daten durchgefiihrt. Es wurde dabei auf die inverse Sins&trmation (arcsinx/100)
und die Wurzeltransformation zurlickgegriffen. Bei den Unténsogen der relativen
Haufigkeiten wurde generell eine Sinustransformation durdhgefWEBER 1980). Weiterhin
wurde entsprechend der Versuchsanordnung die einfaktorielle oushrfaktorielle
Varianzanalyse durchgefiihrt. Zur Ermittlung von signifikanténterschieden wurde der
Fisher LSD Test verwendet, wobei das Signifikanznivegiw = 0,05 festgelegt wurde. Bei
den Versuchen zur Infektion wurden die stiickweise lineagee’sionen und die nichtlineare

Regression durchgefuhrt (Signifikanzniveaudei0,05).
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4. Ergebnisse

4.1. Datenerhebung Wachstum Spinat

Bei der Datenerhebung zum Wachstum der Spinatpflanzen kodiste Entwicklung

verschiedener Wachstumsparameter in wéchentlichemaadbsverfolgt werden. So ist in
Abbildung 2 die Entwicklung der Blattflaiche pro Quadratmetegeiellt. Der Verlauf der

Blattflachenentwicklung ist bei den 5 Satzen ahnlichdigleh die Messung am Tag 202
/Satz 3 ist als Ausreil3er zu werten, welches durch dieraxhohe Standardabweichung (s)
belegt wird. Eine Blattflache von ca. 8 bis 15 m? pro mBarflache wurde im Jahr 2000 bei
allen Satzen zur Ernte erreicht. Ein Einflu@ der Jamie beim Wachstumsverlauf der

Spinatpflanzen ist nicht zu erkennen.

35

& Satzl

30 [ it = I ik
5:38.33 W Satz2
Satz3

25 (it et NN CEEEEE
N Satz4
@ Satzb

20 [ e e S e

L e e e et

Blattflache (m#m?2)

L L H

108 123 132 139 146 151 160 167 174 181 188 195 202 209 216 223 230 237 244 251 258 265
Tag des Jahres (2000)

Abbildung 2: Entwicklung der Blattflache (m2/m2) bei 5 Sakzen Spinat (Jahr 2000); Balken:
Standardabweichung; s: StandardabweichungTag 202

Als Langtagspflanze reagiert Spinat im Sommer mit stdmeeh Wachstum und schnellerer
Schof3bildung. Diese Tageslangenreaktion wird durch hohemgpératuren gefdrdert. Die
Starke dieser photoperiodisch-thermischen Reaktiondstcie auch sortenabhéngig. Bei der
fur die Untersuchungen verwendeten Sorte ,Ballet” istedi@eaktion kaum auszumachen.
Betrachtet man den jeweiligen Erntetermin bei den 5 dtglifen Spinatsétzen, so erkennt
man im Zeitraum April bis Oktober keine grof3en zeitlithénterschiede; der Erntetermin
liegt etwa bei 35 Tagen nach Auflaufen des Bestandes (@at)eBeim Herbstsatz 5 konnte
kein Schossen des Bestandes ausgemacht werden, derriEint&tente allerdings ermittelt
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werden, da es nach 36 Tagen zu keinem Zuwachs an Frisehmaks kam. Auch bei den
Schossterminen lassen sich keine entscheidenden thiels zwischen den Sétzen
ausmachen. Eine Ausnahme stellt der Satz 5 dar, bei gldnsa@ler Versuch beendet werden

mufdte, nicht zum Schossen kam.

Tabelle 7. Erntetermin und Schosstermin bei 5 Satzen 8t (2000)

Satz Erntetermin Schosstermin | Anzahl Tage Anzahl Tage bis
(Tag des Jahres) (Tag des Jahres)vom Auflaufen |vom Auflaufen
bis zur Ernte bis zum

Schossbeginn

1 151 Zwischen 151 |34 >34
und 160
2 167 >167 35 >35
3 188 195 35 35
4 230 237 31 38
5 258 nicht eingetreten 36 nicht eingetreten

Die Beziehung zwischen Wachstum und Strahlung wird in Abbg 3 verdeutlicht, denn
beispielhaft ist hier die Entwicklung der Trockenmasse4b&pinatsatzen im Jahr 2000 in
Bezug zur Strahlung dargestellt. Die Strahlung ist als figeeiTagesmittelwert abgebildet
und liegt im Fruhjahr und Frihsommer des Jahres wesehtiiclr (im Bereich 50 bis 250
W/m2) als im Spatsommer und Herbst (im Bereich 10 bis 100n2A\/Trotz der

unterschiedlichen Strahlung zeigt sich bei allen Satzaeie, es auch schon fir die
Entwicklung der Blattflache (s. Abbildung 2) festgestelltraem konnte, eine ahnliche
Entwicklung unabhangig von der Strahlung. Die eingezeichnétendlinien zeigen jeweils

eine ahnliche Steigung (vgl. hierzu auch A.1.).
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Abbildung 3: Trockenmasseentwicklung (g) in Bezug zur Sahlung (W/m?) bei 4 Satzen Spinat
(Jahr 2000); TM/g: Trockenmasse in Gramm; TM W/m2: Tagesmittelder Strahlung

Die gewonnenen Daten flieRen in ein WachstumsmodellSjiinat mit ein (K 2002,
mundl. Mitteilung). Fir die vorliegende Arbeit ist die Dadrebung zum Wachstum der
Spinatpflanze insoweit von Bedeutung, da sie die Grundlage dis entwickelte
Boniturschema firPeronosporafarinosa f. sp. spinaciae bildet. Mit Hilfe des leicht
ermittelbaren Entwicklungsstadiums eines Spinatbestandiésschlie3lich die Blattflache
bestimmt werden, die einem hohen Schatzfehler urgerlie

Zunachst wurde jeweils der Blattflachenmittelwert vaar Wroben pro Entwicklungsstadium
ermittelt. Dieser Wert wurde durch den Mittelwert der @&mzPflanzen pro laufenden Meter
geteilt. Das Ergebnis war die durchschnittliche Blattiéi pro Pflanze zu dem jeweiligen
Entwicklungsstadium. Multipliziert mit der Anzahl Pflanzeno m2 (300) ergab das eine
Angabe zur vorhandenen Blattflache auf einem Quadratméber eine Formel fur die
Blattflache bei unterschiedlichen Entwicklungsstadien zkolmmen, wurde mit den
vorhandenen Werten eine Ausgleichsfunktion ermittele Baste Anpassung erhielt man mit

einer polynomischen Funktion 4. Ordnung (s. Abbildung 4).
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Abbildung 4: Mittelwert der Blattfliche (cm2/m?2) in Abh angigkeit vom Entwicklungsstadium; Balken:
Standardabweichung

Mit Hilfe dieser Funktion kénnen Werte flur die Blattflécfcm?) pro m2 bei Spinat der Sorte
.Ballet* errechnet werden (Tabelle 8). Werden dieseté&/durch die Anzahl Blatter pro m?2
geteilt, ergibt das eine durchschnittiche Angabe zur tfglahe (cm?) pro Blatt in
Abhangigkeit vom Entwicklungsstadium. Dieser Wert ist dieur@lage fiur das
Boniturschema fliPeronospora farinosd. sp. spinaciae die eine Umrechnung, der bei der
Oberflachenbonitur ermittelten Befallswerte in tatdiéh befallene Blattflache, erlaubt (s.
Abschnitt 4.2.1). Gleichzeitig koénnen Angaben zur gesamBattflache des zu
untersuchenden Bestandes gemacht werden, so daR AussageBefallsstarke des

Gesamtbestandes getroffen werden kénnen.
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Tabelle 8: Ermittlung der durchschnittlichen Blattflache pro Blatt

Anzahl Blatter  Blattflache (cm2/m?) Anz. Blatter/m?2  laBflache/Blatt (cm?)
3 4890 900 54
4 5575 1200 4,6
5 8319 1500 55
6 13473 1800 7,5
7 21244 2100 10,1
8 31699 2400 13,2
9 44763 2700 16,6

10 60219 3000 20,1
11 77708 3300 23,5
12 96729 3600 26,9
13 116639 3900 29,9
14 136654 4200 32,5
15 155847 4500 34,6
16 173150 4800 36,1
17 187352 5100 36,7
18 197102 5400 36,5
19 200905 5700 35,2
20 197126 6000 32,9

4.2. Pathogenese

4.2.1. Entwickeltes Boniturschema fir Peronospora farinosa f. sp. spinaciae

Ein leicht einsetzbares Boniturschema f@eronospora farinosaf. sp. spinaciae wurde
zundchst im Rahmen der Untersuchungen entwickelt. MitereiBonitur des
Entwicklungsstadiums des Bestandes und einer Oberflachanbal@s Erregerbefalls im
Bestand (Ermittlung der Anzahl Blatter pro Befallskladsmn die Befallsstarke im Bestand
berechnet werden. Hierzu wurde als erstes Ergebnis nifit Her Bildanalyse eine
Befallsschablone fiir die einzelnen Befallsklasserekirstlie im Anhang dargestellt ist (A.6.).
Mit Hilfe dieser Schablone kann der zu untersuchende Bediis zum Bestandesschlul3 bei
der hier untersuchten Bestandesdichte (bei den vorliegésatensuchungen bei BBCH 109-
110) bewertet werden, und eine direkte Umrechnung der Bonitierw@o) in befallene
Blattflache (cm?) kann erfolgen. Als weitere Angabendsdazu lediglich Aussagen zur

Blattflache eines Blattes (cm?) und eines QuadratmdegBestandes notwendig, die aus den
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Untersuchungen zum Wachstum des Spinates gewonnen werdeerk@snAbbildung 4,
Tabelle 8).

Ab dem Entwicklungsstadium BBCH 109-110 kann nur der Befall anOdexrflache eines
Bestandes mit dem Boniturschema geschatzt werden. Umzvedstes Ergebnis zur
Boniturschemaentwicklung den Befall rRiieronospora farinosd sp.spinaciaeim gesamten
Bestand zu bestimmen, wurde der Zusammenhang zwischereddarbOberflachenbonitur
(OFB) erzielten Werten und den Durchschnittswerten  kadiplebonitierter
Pflanzenstichproben ermittelt, der in Abbidung 5 dargiestst. Um den besten
Zusammenhang zu erzielen, wurden die Berechnungen ab urdlisher entwickelter
Laubblatter durchgefuhrt. Beim ermittelten Zusammenharnigtezesich, dal3 dieser sich
verbessert, wenn sich das Blatt hoher im Bestanchdegfi wie z.B. ab dem flinften Blatt.
Hierbei wird allerdings ein Teil des Befalls, der sialf den unteren Blattern befindet, nicht
bertcksichtigt. Es wurde sich daher fur eine Berechnung abdiiten Blatt entschieden.
Mit Hilfe dieser Umrechnung konnte nun bei weiteren Boen ab dem
Entwicklungsstadium BBCH 109-110 eine Berechnung des Gesantlgzfalgen.

30,0

ab 3. BI.

25,0 1 —t

20,0 A1

15,0 1

y = 3,7506Ln(x) + 8,3405

R?=0,7564
10,0 -

%befallene Blattflache Mittelwert Einzelpfl.

5,0

0,0

0 10 20 30 40 50 60 70 80
OFB (cm#m?)

Abbildung 5: Zusammenhang zwischen der Oberflachenbonitu(OFB) und dem Mittelwert der
Einzelpflanzen (% befallene Blattflache) der untersuchtn Pflanzenstichproben;
Korrelation ab dem 3. Blatt
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Als Gesamtergebnis fur die Boniturschemaentwicklung kafgeride Vorgehensweise fir

die Berechnung der befallenen Blattflache bei Freilantilnen festgelegt werden:

Grundlage: die durchschnittliche BF/Blatt (cm2) zum Entwingkstadium zum jeweiligen
Boniturtermin(s. Abbildung 4, Tabelle 8)

1. Ermittlung der Befallsklassen im Feld

2. Berechnung der befallenen Blattflache fur die OFB auaB#fassenbasis
3. Berechnung der befallenen Blattflache pro Einzelpfldazé&bbildung 5)
4. Berechnung der Blattflache pro mz2

5. Berechnung der befallenen Blattflache pro mz2

6. Berechnung der befallenen Blattflache des bonitieredaels insgesamt

Zu beachten ist hierbei, dal3 die Punkte 3,4 und 5 ab einemickongsstadium BBCH 109-
110 durchgefihrt werden.
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4.2.2. EinfluR von Inokulumkonzentration und Zeit a uf die Befallsstarke

Zur Durchfihrung von Infektionsversuchen unter kontrollieB&dingungen war es zunachst
notwendig, Aussagen zur Befallsstarke bei unterschiedli¢hekulumkonzentrationen zu
treffen (Abbildung 6). Der Mittelwert der befallenen ®igiche bei einer
Inokulumkonzentration von 103 Sporangien/ml liegt bei etws264und unterscheidet sich
signifikant von den bei héheren Inokulumkonzentrationen1@®x 10° und 3x 10) erzielten
mittleren Befallswerten (18, 14 und 12 %). Zu einem starkdBefall kommt es bei
Konzentrationen zwischen 5 und 10x”*18porangien/ml. Bei weiteren Infektionsversuchen

wurde deshalb die Konzentration der Inokulumsuspension imméereich 5 bis 10x 10

eingestellt.

20

18 | e e = e e et

% befallene Blattflache

10 EXP 3 10 EXP 4 5x10EXP 5 10 EXP 6 10 EXP 7
Inokulumdichte (Sporangien/ml)

Abbildung 6: Befallene Blattflache in Abhéngigkeit von derinokulumdichte; LSD-Test (o = 0,05);
Kleinbuchstaben: Signifikanzen zwischen den Inokulumkpzentrationen

Weiterhin wurde geprtft, ob die Inokulumkonzentration eingrflUB auf die Latenzphase
des Erregers hat. Fiir die Inokulumkonzentrationen 10%ubf 16 Sp./ml wurde dieses
gleichzeitig bei 4 Temperaturvarianten (10/5; 15/10; 20/15; 25/20 °@rawcht. Einen

Uberblick tiber die verhaltnismaRige Dauer (d) bis zuearSporulation liefert digabelle 9
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Tabelle 9: Latenzperiode (d) in Abhangigkeit von der Tempratur und der
Inokulumkonzentration

Konzentration (Sporangien/ml)
Temperatur (°C) 10° 10" 10°
10/5 9d 7d 7d
15/10 7d 6d 6d
20/15 7d 6d 6d
25/20 grolRer 9d 6d 7d

Die Entwicklung bei der niedrigen Inokulumkonzentration von i¢0¥angsamer als bei den
héheren Inokulumkonzentrationen. Die Latenzphase verzdgiel unabhéangig von der
Temperatur um 1-2 Tage. Zwischen den Konzentrationgmird® 1¢ Sporangien/ ml ist kein
Unterschied in der Latenzperiode auszumachen. Die rascleswicklung und somit

kirzeste Latenzperiode wird bei Temperaturen im Bereich 2&/1d 20/15 °C erreicht.

4.2.3. Pathogenese unter kontrollierten Bedingungen
4.2.3.1. Infektion

4.2.3.1.1. Keimung in Abhangigkeit von der Temperatur

Eine Keimung der Sporangien ist im gesamten untersuchteperaturbereich von 3 bis
28°C mdglich (Abbildung 7). Das Optimum fur die Sporangienkeimiagy Im Bereich von

5 bis 12 °C. Eine signifikante Steigerung der Keimrate 48dh haokulation, im Vergleich
zu 24 h nach Inokulation, ist nur bei den niedrigen Tempestatfer (3°C und 5°C) statistisch
zu belegen. Eine Auszéhlung nach 48 h ist zudem ungunstig, ldén sitesem Zeitraum
Fremderreger auf dem PDA stark vermehren kdnnen. SatttieBi bei dem Versuch noch
die insgesamt recht geringe Keimrate der Sporangien Renonospora farinosaf. sp.

spinaciaezu bemerken. Eine Keimrate von 40% wird nicht Gbergehrit

53



Ergebnisse

35
Al
AN
30 et i e D L L L L L L
®c
*
AB W o~ c @ KR nach 24h
25 et L Ll e b L Lt I L L L L Lt
®be - W KR nach 48h
— B
g 20 *
3 & ab
X
2
S a
= 15 e
E .
X
|
¢
10 (it e L LR b b b b LR e b b e e L L
D
5 Haaisaat b L L L L L L LR L L L L Lt Ae=========================q
B @
0 : |
0 5 10 15 20 25 30
Temperatur (°C)

Abbildung 7: Keimfahigkeit in Abhangigkeit von der Temperatur; (a=0,05);*: signifikanter Unterschied
der Zeitstufen bei einer Temperaturstufe; Kleinbuchsaben: Unterschiede zwischen den
Temperaturstufen nach 24h; GroRbuchstaben: Unterschiedewischen den
Temperaturstufen nach 48h

4.2.3.1.2. Keimung in Abhangigkeit von der Temperatur und demBisedauer

Die Keimrate in Abhéngigkeit von der Temperatur und dertiEasedauer konnte tber einen
Zeitraum von 2 bis 24 Stunden ermittelt werden (AbbildungvB).den gewonnenen Daten
wurde eine Breakpoint-Regressionsanalyse durchgefiihrt, idienfte Regressionsgleichung

fur alle Temperaturstufen ermittelt:

a+b-x X < BP
y = wenn
a+b-BP x> BP

x: Blattndssedauer

y: Keimfahigkeit

a, b und BP (breakpoint): Regressionsparameter

Die Werte der einzelnen Regressionsparameter sincoell@d0 dargestellt.

Zunachst bestétigt sich, dafl eine Keimung prinzipiell Gden ganzen untersuchten
Temperaturbereich, also zwischen 5 und 30°C, méglich is& geringe Keimrate ist schon
zwei Stunden nach Inokulation zu verzeichnen. Wieder dénd Temperatureinflu3 auf die

Keimung ersichtlich: bei ca. 10°C ist das Optimum anzusetaé&s Temperaturbereich fur
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eine gute Keimung laRt sich 5 bis 15°C angeben. Bei hoheeemperaturen wird eine
gleichbleibend geringe Keimrate (ca. 2-3 %) ersichtlidhch die Blattndssedauer hat einen
Einflu auf die Keimfahigkeit, allerdings nur bei den Tempestufen 5, 10 und 15°C
(Abbildung 8). Bei der 10°C Variante ist hdchste Keimfahigka verzeichnen, was sich im
Anstieg der Regressiongleichung (b=5,6; s. Tabelle 10) widgsipi Auch der Breakpoint
(hier der Punkt ab dem kein Einflul3 der Blattndssedauer auKeimfahigkeit genommen
wird) liegt mit 10 Stunden spéater als bei den 5°C und 15°C Mana(BP: 9,83 und 8,98).
Bei 20°C, 25°C und 30°C ist kein Zusammenhang zwischen derfaagkeit (%) und der

Blattnassedauer festzustellen.

Tabelle 10: Parameterschatzung Breakpoint-Regressionsanalyd€eimfahigkeit in Abhangigkeit von der
Temperatur und der Blattndssedauer

a b BP R2 N
T=5 -6,62500 3,2 8,980392 52,8 * 28
T=10 -12,1250 56 9,832402 86,11 * 56
T=15 -0,750000 1,3 7,750000 36,0 * 28
T=20 -1,43886 1,3 2,465282 2,9 28
T=25 -4,4343% 2,7 2,153417 2,7 28
T=30 -4,42829 2,8 2,176033 3,6 28

a, b, BP: Regressionsparameter; Rz Mal3 zur Beschreitanr@ute der Regressionsfunktionen an die
gegebenen Mel3wertpunkte; *: p<0,05; N: Stichprobenumfang

50
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Battnéssedauer ()

Abbildung 8: Breakpoint-Regressionsanalyse: Keimrate in AbBngigkeit von der Blattndssedauer und der
Temperatur
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4.2.3.1.3. Infektion in Abhéangigkeit von der Temperatur undBttnassedauer

Zusatzlich wurde bei den Untersuchungen als MalR3 fur di&tiofedie befallene Blattflache
bestimmt. Auch hier wurde eine Breakpoint-Regressiongsmalmit der folgenden
Regressionsgleichung durchgefihrt:

a+b-x X < BP

y = wenn
a+b-BP x> BP

x: Blattndssedauer
y: befallene Blattflache
Die Regressionsparameter a, b und BP (breakpoint) sifabielle 11 aufgelistet.

Der starkste Befall (27 %) bildet sich bei einer Temperaon 10°C (Abbildung 9). Auch bei
Temperaturen von 5°C und 15°C kommt es noch zu einer B&iaks von etwa 7%.
Auffallig ist dabei jedoch, dal’ die Befallsstarke der 5°Ciarde nicht den Erwartungen, die
die hohe Keimfahigkeit bei dieser Temperatur vermuteretgssntspricht. Bei den héheren
Temperaturvarianten von 20°C, 25°C, und 30°C kommt es, entgmeder Keimfahigkeit,
zu keiner oder nur zu einer sehr geringen Infektion (cais®@%). Auch ein Einfluld der
Blattndssedauer wird bei diesen hdoheren Temperaturemn aisichtlich (s. Tabelle 11,
Abbildung 9). Ebenso ist kein EinfluR bei der niedrigen Teafpevariante von 5°C
festzustellen. Die Blattndssedauer spielt nur bei Termpera zwischen 10 und 15°C eine
Rolle, so ist nach 5 bis 7 Stunden bei 15°C der Breakpalsb, die maximale befallene
Blattflache erreicht. Bei der 10°C Variante kommt et aach eineBlattnasseperiode von 12

Stunden (s. breakpoint) zu einem maximalen Befall.

Tabelle 11: Breakpoint-Regressionsanalyse: Befallene Blatitthe in Abhangigkeit von der Temperatur
und der Blattndssedauer

a b z R? N
T=5 0,84436% 0,741073 7,09949¢ 21,2 28
T=10 -2,87500 2,47750 11,99798  74,3* 56
T=15 -3,71000 1,87750  5,38482 43,8* 28
T=20 0,352879 0,27439% 3,999973 5,1 28
T=25 -0,17874  0,08272 12,00001 9,1 28
T=30 0 0 0 0 28

a, b, BP: Regressionsparameter; Rz Mal3 zur Beschreitanr@ute der Regressionsfunktionen an die
gegebenen Mel3wertpunkte; *: p<0,05; N: Stichprobenumfang
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Abbildung 9: Breakpoint-Regressionsanalyse: Befallene Blattiche (%) in Abhangigkeit von der
Temperatur und der Blattndssedauer

57



Ergebnisse

4.2.3.2. Dauer der Latenz

4.2.3.2.1. Inkubations- und Latenzperiode in Abhangigkeit voiT deperatur

Zunachst wurde das Merkmal Befallshaufigkeit erfalit um esnste Aussage zur
Entwicklungsgeschwindigkeit des Erregers zu erreichen (Ablgldaf). Die héchste
Befallshaufigkeit wird bei der Temperaturstufe 15/10 °C erte{@%). Die geringste
Befallshaufigkeit von ca. 13 % wird bei der hohen Tempestite von 25/20 °C erzielt.
Weiterhin stellt sich eine Entwicklung in der Befallsfigkeit dar. Erst ca. drei Tage
nachdem erste Symptome (als Blattaufhellungen) auftrekemmt es zur maximalen
Befallshaufigkeit (deutliche gelbe Blattflecken). Zu dieséeitpunkt kdnnen sich die ersten
Befallsstellen schon in der Fruktifikationsphase befind2ie Befallshaufigkeiten nach 6 dpi
unterscheiden sich signifikant von denen nach 7, 8 und 9 dpiE&stbefall ist bei der
niedrigen Temperaturvariante von 10/5 °C und der hohen Tetuperaante (25/20°C) erst

ca. einen Tag spater (7 dpi) als bei den mittleren Termpegeaianten (6 dpi) zu erkennen.

100

——10/5T
VT —m—1s10C | T e o
80 | - 2015C | ___

——25/20 T

Befallshaufigkeit (%)

6dpi 7dpi 8dpi 9dpi
Tage nach Inokulation (dpi)

Abbildung 10: Befallshaufigkeit in Abhéngigkeit von der Tenperatur; 10° Sp./ml (LSD Test;a= 0,05).
Kleinbuchstaben: signifikante Unterschiede zwischen deTemperaturvarianten;
GroRbuchstaben: signifikante Unterschiede zwischen deBoniturterminen

Fur die epidemiologische Betrachtung des Pathogens istnabernur die Befallshaufigkeit

von Bedeutung, sondern auch die Sporulationsintensitat Ehildang 11). Bei der
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Auswertung wurde zur Wahrung der Normalverteilung auf die WaeteVarianten 10/5 °C

und 25/20 °C verzichtet.

Die hochste Sporulationsintensitat entsteht bei dempe€eaturvarianten 15/10°C und
20/15°C. Ein signifikanter Unterschied zwischen den beidempEraturen &Rt sich dabei
nicht nachweisen. Ein signifikanter Unterschied in 8gorulationshaufigkeit dieser beiden
Temperaturvarianten ist allerdings zu den Stufen 10/5°C und 25/A0%@rmuten, obwohl

dieses statistisch nicht untersucht werden konnte. Nage fach Infektion kommt es bei der
15/10°C Variante bei tiber 80 % der befallenen Pflanzenrax 8iporulation des Pathogens.
Auffallig ist dagegen die sehr geringe Sporulationshaufigkeit Riges von ca. 3 % der
Pflanzen (9 dpi) bei der 10/5°C Variante. Bei dieser Tenpe@mbination waren tber 80 %
der Pflanzen befallen. Bei sehr niedrigen Temperaturemnko es zu einer hohen
Befallshaufigkeit, aber nur zu einer sehr geringen Spoouaktiaufigkeit. Zudem wird ein

Einflu des Faktors Zeit auf die Sporulationshaufigkeit letigib (s. Abbildung 12). Die

Sporulation nach 6 dpi unterscheidet sich signifikant iralerder Temperaturvarianten von
der Haufigkeit nach 7 und 9 dpi.

100

I e et

Sporulationshaufikeit(%o)

(10/5) (15/10) (20/15) (25/20)

Temperaturvarianten ()

Abbildung 11: Sporulationshaufigkeit (%) in Abhéngigkeit von der Temperatur, 1¢ Sp./ml; (a= 0,05;
LSD-Test); Buchstaben: signifikante Unterschiede zwisen den Meliterminen einer
Temperaturstufe

Ein drittes wichtiges Merkmal bei der Bewertung ist didalsstarke (Abbildung 12). Bei

den Temperaturvarianten 10/5°C und 15/10°C ist die Befallsstirkédchsten (ca. 10%).
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Die befallene Blattflache bei diesen beiden Temperatianten unterscheidet sich signifikant

von den Befallsstarken bei den hdheren Temperatureni§l4565%)

12

bef. Blattflache (%)

10/5 15/10 20/15 25/20
Temperaturvarianten (C)

Abbildung 12: Befallene Blattflache (%) in Abhk. v. d. Temperatur (a= 0,05; LSD-Test); Buchstaben:
signifikante Unterschiede zwischen den Temperaturvariamn

4.2.3.2.2. Latenzperiode in Abhangigkeit von der Beleuchtusigest
In Abbildung 13 ist die Befallshaufigkeit nach 4, 6, und 10 dpi dé&edes Die

Befallshaufigkeit ist unabhangig von der Beleuchtungsstéarkeing(kesignifikanten
Unterschiede). Man erkennt weiterhin, dal3 schon nechTagen erste Symptome auftreten,
sogar eine geringfligige Sporulation ist auszumachen. Eirfiksagier Unterschied bei der
Sporulationshaufigkeit zwischen den Beleuchtungsvariant&nsigh nach vier Tagen nicht
ausmachen. Nach sechs Tagen kommt es zu einer erbeb%thigerung der Befalls- und
Sporulationshaufigkeit. Bei Variante BS 3 liegt die Sporotetihaufigkeit nach sechs dpi
signifikant héher als bei den Varianten BS 2 und BS 3 hN4x dpi zeigt sich jedoch, daf3
Uber alle Varianten eine 100%ige Befallshaufigkeit sowie haueine 100%ige

Sporulationshaufigkeit auszumachen ist.
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Abbildung 13: Befalls-und Sporulationshaufigkeit in Abhanggkeit von der Beleuchtungsstarke (LSD Test
o= 0,05); Temperatur 15/10°C. Keinbuchstaben: signifikante Untaschiede zwischen den
Befallshaufigkeiten; Gro3buchstaben: signifikante Untershiede zwischen den
Sporulationshaufigkeiten

Betrachtet man die tatséchlich befallene Blattflacheh 10 dpi (s. Abbildung 14), zeigt sich,
daRR der grof3te Anteil befallener Blattflache bei deriaviten BS 2 und BS 1 auftritt. Bei der
Variante BS3 ist die befallene Blattflache signifikgetinger.

100

Blattflache (cm?)

bef. BF/Pfl. BF/Pfl

Blattflache bef./ges.

Abbildung 14: Befallene Blattflache (cm2) in Abhangigkeit wn der Beleuchtungsstérke (10dpi) (LSD Test;
0=0,05). Kleinbuchstaben Signifikanzen zwischen den Belduangsstufen
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4.2.3.3. Sporulationsdauer und -intensitét

4.2.3.3.1. Sporulationsdauer und -intensitat in Abhangigkeit der Befallsstarke und der
Zeit

Neben Aussagen zur Latenz des Erregers ist fur die Vadersiner Mehltauepidemie eine
Aussage zur Sporulationsintensitét, die der Pilz wahren&perulationsphase aufweist, von
Bedeutung. Gleichzeitig erhalt man damit Angaben zur LangeSgerulationsdauer unter
den jeweiligen Bedingungen.

Zunachst wurde die absolute, von Lasionen unterschiedlicdBeb3e produzierte,
Sporangienzahl ermittelt (nicht dargestellt). Uber desaggen Untersuchungszeitraum
hinweg ergab sich hierbei summarisch bei der BK 6 efrarationsintensitat von 17x 10
Sporangien/1 ml dest. Wasser, bei der BK 5 13*%SHbrangien/1ml aqua dest. und bei BK 4
4x 10" Sporangien/lml aqua dest.. Diese Unterschiede in der Sjmmsiatensitat lassen
sich zunachst durch die unterschiedlichen Befallsflacwd@ren. Zum besseren Vergleich
zwischen den Befallsklassen wurde jedoch die relativeh&tiproduktivitat gewahlt, und die
absoluten Werte entsprechend umgerechnet (s. Abbildung IBj)e¢bdnung x= Wert der
Sporulationsintensitat der Befallsklasse/ Befallsklass&)s zeigt sich, dal3 die
Flachenproduktivitat der BK 4 und 5 signifikant hoher ist laégs der BK 6. Es kann
festgehalten werden, daf} die Sporulationsdauer unter den lggwgiinstigen Bedingungen

insgesamt 11 Tage betragt.
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Abbildung 15: Relative Sporulationsintensitat in Abhangigkeit von der Rfallsstarke und der Zeit; (Bezug 1%;LSD
Testa= 0,05). Kleinbuchstaben: Signifikanzen zwischen den Variaen zu den MelRterminen 5,8 und
11 dpi; Grof3buchstaben: Signifikanzen der unterschiedlice Befallsstarken
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Weiterhin wurde untersucht, wie sich die Entwicklung der Glptonsintensitat verhalt,

wenn jeden Tag gunstige Bedingungen fir die Sporulation (98%-eethte wahrend der
Dunkelphase) vorliegen. Fur die ermittelten Daten wurdeedigive Sporulationsintensitat in
Abhangigkeit von der Zeit und der Befallsstarke berechAdbildung 16). Bei taglich

gunstigen Bedingungen fir die Sporulation zeigt sich ca. zwage Thach Einsetzen der
Sporulation eine Abnahme der Sporulationsintensitat. diege wahrend der ersten zwei
Tage nach Sporulationsbeginn zwischen 0,2 und 0,6 Sporangieh mpta@aqua dest., so lag
sie am dritten Tag unter 0,1 Sporangien pro 1 ml aqua destSrulationsdauer betrug
zehn Tage, wobei nach dieser Zeit noch vereinzelteraBg@n unter dem Mikroskop
nachgewiesen werden konnten. Die Summe an Sporangiéfo(jeefallene Blattflache), die
tiber die gesamte Sporulationsdauer gebildet wurde, bei BK 4 10t@nd bei BK 5 und 6

ca. 0,65x 1€) befindet sich im Bereich der Sporulationsintensitaths erzielt wurden, wenn

nur alle paar Tage gunstige Bedingungen fur die Sporulatiorgeorla

1.4

e

EBK4 mBK5 CIBK6

104 qmmmmmmm e e --

0,8 == === == m = mm i mm i m e oo --

relative Sporulationsintensitat
(Anzahl Sporangien/ml (x10E_4))

1 3 5 7 9 11 13 Summe
Tage nach Sporulationsbeginn

Abbildung 16: Relative Sporulationsintensitat in Abhéangigkdt von der Zeit und der Befallsstarke (Bezug
1% bef. Blattflache; téaglich optimale Sporulationsbedinguigen) Balken:
Standardabweichung
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4.2.3.3.2. Sporulationsintensitat in Abhangigkeit von deaitfiing

Bei der Darstellung der Sporulationsintensitat in Abhéangigken der Strahlung wurde die
Sporulationsintensitat jeweils auf eine befallene tBisthe von 30% bezogen (Abbildung
17). Zunachst erkennt man eine signifikante Zunahme der ulBponsintensitdt mit

zunehmender Beleuchtungsstérke bei Lasionen der BK 6. &sorien der BK 7 hingegen
erkennt man keine signifikante Steigerung der Sporulati@msitéit. Die Befallsstellen der
BK 7 bei den Varianten 1 und 2 unterscheiden sich signifikant Befallsstellen der BK 6

der Beleuchtungsstufe 3.

Anzahl Sporen/ ml x 10_E4

1 2 3
Beleuchtungsstufe

Abbildung 17: Sporulationsintensitat in Abhangigkeit von cer Beleuchtungsstarke ¢= 0,05; LSD Test;
Kleinbuchstaben: Signifikanzen zwischen den Varianten)Bezug 30% befallene Blattflache

4.2.3.3.3. Sporulationsintensitat in Abhangigkeit von denderatur

Ein weiteres Merkmal, das auf die Sporulationsintendiigiflu? nehmen kann, ist die
Temperatur. In Abbildung 18 ist dieser Einflul3 bei Temperatwan 5,10,15 und 20 °C
dargestellt bei einer Lasion der BK 6 (Bezug 1% befalRla¢tflache) dargestellt. Bei einer
Sporulationstemperatur von 10°C kommt es nach 7 Tagen zu sgmfikant hoheren
Sporulationsintensitat als bei Temperaturen von 5, 15 und. 2BitfDifikant gering ist die
Sporulationsintensitat bei einer hoheren Temperatur 2@8€C. Die Sporulationsintensitaten
bei 5°C und 15°C unterscheiden sich nicht signifikant. diteys ist hierbei die
Sporulationsdauer zu berucksichtigen. Sie betragt bei 15°Q)&, Tahrend sie bei 5°C >7
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Tage betragt. Bei 10°C betragt die Sporulationsdauer elsenfallage, wahrend sie bei 20°C

mit 5 Tagen am geringsten ist.

12

t)

m5C W10C O15C  020C
NP ——=——=====—=c========d —~ '~ 7 " ocooooad =={ |[p==4

0,3 - e ------

Sporulationsintensitat (Anz. Sporangien/ml aqua des

Tage nach Sporulationsbeginn

Abbildung 18: Sporulationsintensitat in Abhangigkeit von cer Temperatur (BK 6; Bezug 1%); LSD-Test;
o= 0,05). Buchstaben: signifikante Unterschiede zwischemd Temperaturvarianten

4.2.3.4. Vitalitéat der Sporangien

4.2.3.4.1. Vitalitat der Sporangien in Abhéngigkeit von demperatur

Bei der Untersuchung der Vitalitdt der Sporangien in Ablgkegi von der Temperatur
wurde zwischen Sporangien, die am Sporangientrager hafbdidung 19) und solchen, die
abgeldst vom Sporangientrager sind, unterschieden (Abbiliding

Mit den ermittelten Daten wurde eine nichtlineare Rsgjomsanalyse mit der
Regressionsgleichung: KeimratéR) =a - exp ( -b - Zeit)durchgefuhrt. Die Parameter der
Gleichung wurden fiur jede Temperaturvariante erfal3t und simd Tabelle 12
zusammengestellt. Die dargestellten Mel3punkte sind Mittidveeis jeweils 8 Messungen.
Bei den Temperaturstufen 5, 15 und 20°C kommt es bei allen Tatmparianten zu einer
Abnahme der Keimfahigkeit der Sporangien mit zunehmendér (Abbildung 19). Die
Keimfahigkeit bei 20°C ist nach etwa 7 Tagen auf 0 abgesumdmend die Keimfahigkeit
bei 5 und 15°C dber den Untersuchungszeitraum hinaus auf eimgngegeNiveau erhalten
bleibt. Bei der 10°C Variante zeigt sich kein Einflu demperatur auf die Keimfahigkeit

der Sporangien Uber den Untersuchungszeitraum.
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Tabelle 12: Parameter der Regressionsgleichungen fir diebAéngigkeit der Keimrate von der

Temperatur. Regressionsgleichung: KR=aexp( -b- Zeit).

Schtzg. | Standardfehler R2 N
5 a 10,23 1,31 28,2 40
b 0,19 0,06
10 a 7,38 1,78 0,4 40
b -0,02 0,06
15 a 7,45 0,72 52,17 40
b 0,28 0,06
20 a 8,79 1,01 55,6 40
b 0,58 0,16
*p<0,05
18
oloor esC
W 10T
e A15T |

Keimfahigkeit (%)

Abbildung 19: nichtlineare Regression: Vitalitat der Spoangien am Sporangientrager in Abhangigkeit
von der Temperatur

Bei Sporangien, die vom Blatt abgeltst wurden, zeigt dadh die Keimrate schon innerhalb

eines Tages auf ein geringes Niveau zwischen 0,5 und 3% zurtickgehalb von 3 Tagen

ist die Keimfahigkeit unabhangig von der Temperatur auf O gesu@Atabildung 20).
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Abbildung 20: Vitalitat der Sporangien abgeldst vom Sporangietrager in Abhéngigkeit von der
Temperatur (Keimfahigkeit (%))

4.2.3.4.2. Vitalitat der Sporangien in Abhangigkeit von deafung

Ein weiterer Klimafaktor, der die Vitalitdt der Sporamgieon Peronospora farinosd. sp.
spinaciae beeinflussen kann, ist die Intensitat der Strahlungdigsem Zusammenhang
wurden zunachst Sporangien untersucht, die wahrend der ubitengisphase am
Sporangientrdger hafteten. Mit den erhobenen Daten wueilee nichtlineare
Regressionsanalyse durchgefiihrt (Abbildung 21). Die Regreg&ihung lautet: Keimrate
(KR)=a - exp( -b - Zeit) und die dabei geschatzten Parameter sind in Tabelle §g8stialit.
Auch hier stellen die MelRpunkte Mittelwerte aus acht Megsn dar.

Bei der niedrigen Beleuchtungsstufe BS1 kommt es lber emignauin von sieben Tagen zu
einer Abnahme der Keimfahigkeit auf ca. 0%. Bei den Békungsstufen 2 und 3 ist kein
signifikanter =~ Zusammenhang zwischen Vitalitat der Spoesngiwahrend des
Untersuchungszeitraumes und der Beleuchtungsstarke zu erkBimdeimfahigkeit bleibt

Uber den Untersuchungszeitraum erhalten.
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Tabelle 13: Parameterschéatzung nicht lineare Regression Kafahigkeit abgeldst vom Blatt in

Abhangigkeit von der Bestrahlung. Regressionsgleichung: KRa - exp( -b- Zeit).

Bestrahlungl Parameter| Schtzg. Standard R2 N
BS1 a 12,9 1,03 69,7 36

b 1,9 0,54
BS2 a 15,5 1,43 8,7 44

b 0,05 0,02
BS3 a 8,40 1,53 0,2 44

b -0,01 0,04

*p<0,05

Keimfahigkeit (%)

Tage

Abbildung 21: nichtlineare Regression: Vitalitat der am Bhtt haftenden Sporangien in Abhangigkeit von
der Beleuchtungsstarke.
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Abbildung 22: Vitalitat der vom Blatt abgeldsten Sporangierin Abhéngigkeit von der Beleuchtungsstéarke
(Keimfahigkeit (%))

Die Keimfahigkeit der Sporangien, die vom Blatt abgeldstl,ssinkt unabhangig von der
Strahlung rasch ab (s.Abbildung 22). Nach drei Tagen weligeSporangien aller Varianten

eine Keimfahigkeit von 0% auf.
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4.2.4. Pathogenese unter Freilandbedingungen

4.2.4.1. Freilandversuchsbonituren

4.2.4.1.1. Befallsverlaufe

Mit dem fur Peronospora farinos& sp.spinaciaeentwickelten Boniturschema konnten tber
den Untersuchungszeitraum insgesamt sieben Befallsverld@ldikumentiert werden
(Abbildung 23). Zwei Satze (Fruhjahr 2002 und Herbst 2002) konmteStandort Golzow

im Oderbruch erhoben werden.

16

—4—bef BF (%) FJ 2000
Y1 —s—petgrogys2000 |/
12 | | —#—befBF ®)H2000 | [
bef BF (%) FJ 2001
O sebetroyH2o2 |/ /T

=—®—hef BF (%) FJ 2002Golzow |~/ f

=—t=hef BF (%) H 2002Golzow

befallene Blattflache (%)
o]
1

Wochen nach Inokulation

Abbildung 23: Befallsverlaufe vonPeronospora farinosa f. sp. spinaciae

Die dargestellten Befallsverlaufe der sieben Satze ilghbiy 23) lassen hinsichtlich des
Befalls zu Kulturende tendenziell drei Gruppen erkennen: mihestarkerem (Satze S2000,
H2000), eine mit mittlerem (H2002, H2002 Golzow) und eine mingerem Befall (FJ2000,
FJ2001, FJ2002 Golzow). Im Sommer und im Herbst 2000 konnterisBefide von 11 bis
zu 16% erreicht werden. Diese Befallswerte liegen tber memimal zulassigen Gelbanteil
des Erntegutes von 6%, und die Satze sind nach KriterierVel@rbeitungsindustrie als
Totalausfall zu werten. Bei den Satzen FJ2000, FJ2001, FJ200@wGalz der Befall bei 1
bis 2%. Befallswerte zwischen 5 und 6 % wurden bei dere84&i2002 und H2002 Golzow

erreicht.
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4.2.4.1.2. EinfluRfaktoren auf die Befallverlaufe

Von den erfadten EinfluBvariablen konnten das Primiuioon, die Sporulations- und
Infektionshaufigkeit und die Kulturdauer als entscheidend fur Hpidemiologieverlauf
identifiziert werden.

Primérinokulum

Erfat wurde das Primarinokulum in den jeweiligen Spinagsatiurch den Erstbefallswert
(% befallene Blattflache), der zum ersten Boniturterdpestimmt wurde. Bei den sieben
Satzen kam es zu unterschiedlich starken Boniturwerterersten Bonitur. Bei den Satzen
FJ2000, FJ2001 und FJ2002 kam es zu einem Erstbefallswert %ar03%. Bei den starker
befallenen Séatzen lagen die Erstbefallswerte im BergéD-10%% (Tabelle 14). Die Hohe
des Primarinokulums mag somit als ein Einflu3faktor aufEsigvicklung des Befallsverlaufs
und den erreichten Endbefall zu werten sein. Zur Erklarung ulgerschiedlichen
Erstbefallswerte sind in Tabelle 15 die Tagesdurchsctemtfgeraturen zur Inokulation im
Bestand zusammengefaldt. Bei Satzen mit einem hdhestivefallswert lag die Temperatur
zur Inokulation bei 10 bis 15°C. Bei hdheren Durchschnifperaturen kommt es zu

Erstbefallswerten im Bereich T@%.

Tabelle 14: Erstbefallswert (% befallene Blattflache)

Endbefall Erstbefallswert (%obef. BF)
FJ2000 schwach 0,004
S2000 stark 0,1
H2000 stark 0,02
FJ2001 schwach 0,001
H2002 mittel 0,1
FJ2002Golzow schwach 0,06
H2002Golzow (mittel) 0,007
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Tabelle 15: Tagesmitteltemperatur (°C) im Bestand zur Inkulation der untersuchten 7 Spinatsatze

Erstbefallswert (% bef. BF) | Temperatur zur Infektion
(Tagesmittel °C)
S2000 0,1 15 (WS)
H2000 0,02 12
H2002 0,1 10
H2002Golzow 0,007 19
FJ2000 0,004 18
FJ2001 0,001 16
FJ2002 0,06 14

WS: Daten im Bestand nicht vorhanden, daher lber Angdber\Wetterstation ermittelt
(Temperatur in 2 m H6he gemessen)

Sporulations- und Infektionshaufigkeit

Entscheidend fur Sporulation und Infektion des Erregers estedative Feuchte im Bestand
und hierbei insbesonders die relative Feuchte, die ilNdeht im Bestand herrscht. Eine hohe
relative Feuchte von Uber 95% ist fur Sporulations- undkiioflesereignisse bei Falschem
Mehltau an Spinat notwendig. Die Anzahl Nachte mit reirdativen Feuchte grolRer 95%
sind jeweils fur drei Satze mit schwachem Endbefall uackem Endbefall in Abbildung 24
und Abbildung 25 mit der jeweiligen Tagesmitteltemperatur daetfest

Es wird dabei deutlich, dal3 bei den Satzen mit einemasttien Endbefall (Abbildung 24)
die Anzahl Nachte mit einer hohen relativen Feuchtenger ist (12 bis 18 Nachte), wahrend
bei Satzen mit starkem Endbefall 18 (kirzere Kulturdauer®idNachte erreicht werden.
Auch die Anzahl an Folgenéachten mit einer hohen welatiFeuchte ist bei den Satzen mit
schwachem Endbefall geringer (FJ2000: 9, FJ2001: 4, FJ2002Golzowolddn&chte) als
bei Satzen mit einem stéarkeren Endbefall (S2000: 16 (kutgelerdauer), H2000: 17,
H2002: 12 Folgenachte). Die Tagesdurchschnitttemperaturenldeidargesteliten Satzen
liegt zwischen 10°C und 20°C. Eine Ausnahme stellt der $42902Golzow dar
(Abbildung 25), hier lag die Tagesdurchschnitttemperatur ineierl0°C.
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Abbildung 24: Anzahl Nachte mit einer relativen Feuchte> 95% mit Tagesmitteltemperatur (°C) ab
Inokulation bis Ernte (schwacher Endbefall)
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Abbildung 25: Anzahl Nachte mit einer relativen Feuchte> 95% mit Tagesmitteltemperatur (°C) ab
Inokulation bis Ernte (starker Endbefall)
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Kulturdauer

Nach Inokulation der Spinatsatze erfolgte im Durchsclaiite weitere Kulturdauer von ca.
30 Tagen, in denen vier Bonituren durchgefihrt wurden. Einei 2ochen langere

Kulturdauer erfolgte bei dem Satz H2002Golzow. Der Satz wuinded. 47 Tage nach der
Inokulation weiterkultiviert, es konnten sechs Bonitudemchgefihrt werden. Abbildung 26
zeigt den Satz H2002Golzow im Vergleich mit einem weité®atz mit starkem Endbefall
(H2000), aber einer Kulturdauer von vier Wochen nach Inakualatvier Wochen nach

Inokulation hat der Befall beim Satz H2000 16% erreicht,imgggen beim Satz H2002G zu
diesem Zeitpunkt lediglich ein Befall von ca. 2% erreioitde. Auch die Anzahl der Nachte
mit einer relativen Feuchte groRBer 95% sind zu diesenputeit geringer (15 Nachte) als
beim Satz H2000 (25 Na&chte). Erst 21 Tage nach Inokulation kaesnbei dem Satz

H2002Golzow zu vielen Folgenachten mit einer erhdhtaativeh Feuchte, dieses bedingt in
den letzten zwei Wochen der Kultur eine Befallzunahme 286 auf ca 6%. Begtinstigt wird
der Befallsverlauf weiterhin durch die niedrigen Tagesiteitgeraturen von etwa 8°C
wahrend dieser zwei Wochen. Wéahrend der ersten 14 Tabdnwdalation treten bei diesem
Satz keine Nachte mit erhdhter relativer Feuchte Rigf.langere Kulturdauer fuhrt hier zu
einem starkeren Endbefall. Entscheidend ist dabei aggdzu welchem Zeitpunkt der

Kulturdauer die glnstigen Sporulations- und Infektionsbedingungéne teun
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Abbildung 26: Anzahl Nachte mit einer relativen Feuchte> 95% mit Tagesmitteltemperatur (°C) ab

Inokulation bis Ernte (unterschiedliche Kulturdauer)
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4.2.4.1.3. Raumliche Ausbreitung

Da bei den Bonituren am IGZ im Freiland jeder Quadratmeiees Bestandes bonitiert
werden konnte, ist eine raumliche Darstellung der Entuickleines Befalls miPeronospora
farinosa f. sp. spinaciae im Bestand moglich (Abbildung 27, Abbildung 28). Fiur eine
beispielhafte Darstellung wurden ein geringerer Befalsuér(FJ2000) und ein starker
Befallsverlauf (H2000) ausgewahlt. Beim Satz FJ2000 zeigtzsioichst eine Woche nach
Inokulation ein geringerer Erstbefallswert als bei demtzS42000. Bei dem Frihjahrssatz
herrschten unginstigere Bedingungen fur den Erreger wéahrerasten zwei Wochen nach
Inokulation, wie eine relative Feuchte nachts unter 9B8%bi(dung 25). Zusatzlich zu dem
geringen Erstbefallswert kann daher nur eine geringe AramatSekundarinfektionen zum
zweiten Boniturtermin (zwei Wochen nach Inokulationsgemacht werden. Es kommt eher
zu einer Ausdehnung des Befalls an den Pflanzen, die ddeneBefall an der
Inokulationsstelle  aufwiesen. Generell wird eine langsam Entwicklung der
Mehltauepidemie ersichtlich, denn zwei Wochen nach Irabikud ist eine réaumliche
Ausdehnung im Bestand kaum zu erkennen. Bei dem dargesttditkrbefallenen Herbstsatz
(Abbildung 28) ist zunachst, wie schon beschrieben, dabé&fallswert hdher und die relative
Feuchte im Bestand in den ersten zwei Wochen nach biakulfir die Entwicklung des
Erregers gunstig. Daher kommt es schon nach zwei Wodereiner Vielzahl von
Sekundarinfektionen. Die Entwicklung des Pathogens im Bestariauft deutlich schneller.

Nach vier Wochen ist der gesamte Bestand zu einem Il@taehgleichmaliig infiziert.

75



Ergebnisse

1 Woche nach INO

2 Wochen nach INO

3 Wochen nach INO

4 Wochen nach INO

Oberflachenboniturwert:

I kein Befall 5-10 cm?/m?
0,01-0,1 cm3/mz- 10-50 cm/m?
0,1-0,5 cm?/m?2 50-100cm?3/m?
0,5-1 cm#/m? gréRer 100cmz/m?
1-5 cm#m?

Abbildung 27: Raumliche Darstellung der Entwicklung vonPeronospora farinosa f. sp. spinaciae im
Bestand; Fruhjahr 2000 (Oberflachenboniturwert; 1-4 Wochen mach Inokulation)
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1 Woche nach INO

2 Wochen nach INO

3 Wochen nach INO

4 Wochen nach INO

L2t

Oberflachenboniturwert:

I kein Befall
0,01-0,1 cm?/m2-
0,1-0,5 cm#m?2
0,5-1 cm#m?2
1-5 cm?/mz2

5-10 cm#mz2
10-50 cm/m?2
50-100cm?#m2
gréfRer 100cmz/mz2

Abbildung 28: Raumliche Darstellung der Entwicklung vonPeronospora farinosa f. sp. spinaciae im
Bestand ; Herbst 2000 (Oberflachenboniturwert; 1-4 Wochen ach Inokulation)
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4.3. Wirt/Pathogen-Interaktion

4.3.1. Befall in Abhangigkeit vom Alter und Entwic  klungsstadium

Bei der Untersuchung der befallenen Blattflache, in Abfgkeit von unterschiedlichen
Temperaturvarianten und Entwicklungsstadien der Spinatpfl§Abbildung 29), ist ein
signifikanter ~ Unterschied zwischen den Temperaturstufen den einzelnen
Entwicklungsstadien zu erkennen. Eine Ausnahme zeigt sialm Bntwicklungsstadium 108,
hier ist kein Unterschied zwischen der 15/10°C Variante ded 20/15°C Variante
auszumachen. In allen Entwicklungsstadien ist die betalattflache bei einer Temperatur
von 15/10°C am hdchsten. Die Maximalwerte fir die befallBlattflache in diesem Versuch
liegen bei der Temperaturvariante 15/10°C bei ca. 40%. Belemperaturkombination von
20 und 15°C erhalt man dagegen am wenigsten befallene &la&fl Die Maximalwerte
liegen hier unter 20%. Befindet sich die Pflanze in detwkEklungsstadien BBCH 102 und
105 so kommt es zur hochsten befallenen Blattflache iemglgich zu den anderen
untersuchten Entwicklungsstadien (mit Ausnahme von: BBCHBEO@0/15 °C). Besonders
altere Entwicklungsstadien wie BBCH 107 und 108 zeigen geringeedidbverte.

Eine Bewertung des Befalls der unterschiedlichen Blat&pasr in Abbildung 30 fur die
Temperaturvariante 15/10°C dargestellt (s. Begriffoestimmurng)dem wurden alle
vorhandenen Blatter bewertet, so daf} sich die GradkBlattpaar LB7 fortsetzt, obwohl
diese Blatter zum Zeitpunkt der Inokulation noch nicht saden waren. Zu erkennen ist,
dalR die Keimblatter der Spinatpflanze am meisten BatdWeisen (ca. 80-90 % befallene
Blattflache). Eine Aussage zu den Keimblattern der Ekiwngsstadien 107 und 108 ist
allerdings nicht mehr mdglich, da diese aufgrund der Seresfehlen. Auch die
Laubblattpaare LB1 und LB2 zeigen einen relativ starkemlBdieser steigt pro Blattpaar
mit zunehmendem Entwicklungsstadium an, welches auch ingBear unterschiedlichen
Blattflache der Blatter zum Inokulationszeitpunkt zu seilseninsgesamt unterscheidet sich
die befallene Blattflache zwischen den Blattpaaren ufd LB1 bzw. LB2 signifikant. Die
Pflanzen des altesten untersuchten EntwicklungsstadiumSHBE)8) zeigen den geringsten
Befall und unterscheiden sich signifikant von allen andereuntersuchten
Entwicklungsstadien. Hier ist die befallene Blattflattet allen Blattpaaren deutlich geringer,
als aufgrund der vorhandenen Blattflaiche anzunehmen Wwérd@lattpaar LB2 liegt sie bei
28%, bei LB2 bei ca. 13%. Die inokulierten Blattpaare LB3 Wi zeigen zu diesem

Entwicklungsstadium keinen Befall.
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Bef. Blattflache (%)

BBCH 100 BBCH 102 BBCH 105 BBCH 107 BBCH 108
Entwicklungsstadium zur Inokulation

Abbildung 29: Befallene Blattflache (%) in Abhangigkeit vonder Temperatur und dem
Entwicklungsstadium (LSD-Test; = 0,05). GroRBbuchstaben: Signifikanzen zwischen
Temperaturvarianten innerhalb eines Entwicklungsstadiums;Kleinbuchstaben:
Signifikanzen zwischen den Entwicklungsstadien und inmbalb einer Temperaturstufe.

EKB ELB1 OoLB2 OLB3 HLB4 OLB5 W LB6 OoLB7

100

Bef. Blattflache (%)

Entwicklungsstadium zur Inokulation

Abbildung 30: Befallene Blattflache (%) pro entwickeltesLaubblattpaar in Abhangigkeit vom
Entwicklungsstadium (Temperaturvariante 15/10 °C).a=0,05, LSD Test. Kleinbuchstaben:
Signifikanzen zwischen den Blattpaaren KB-LB2; GroRbuchstben: Signifikanzen
zwischen den Entwicklungsstadien.
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4.3.2. Untersuchungen zum Einflu des Erregers auf  die Photosynthese

4.3.2.1. Wachstumsparameter

Da der Versuch inokulierte und nicht inokulierte PflanzenfaGte, mufl3te er in zwei
getrennten Gewachshauskabinen durchgefuhrt werden. Dieidenb Kabinen gemessene
tagliche Bestrahlung ist in Abbildung 31 dargestelit.

14

—&— Kabine 1 (nicht inokuliert)

.2)

—— Kabine 9 (inokuliert)

Tagliche Bestrahlung (PAR) (molm

0
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Datum

Abbildung 31: Mittelwert der taglichen Bestrahlung (PAR) in den Anzuchtkabinen (mol/ m)

Daraus geht hervor, dald die Bestrahlung in der Kabinad@nitnicht inokulierten Pflanzen

etwas hoher war als in der Kabine mit den inokulie®danzen. Im Durchschnitt betrug

dieser Unterschied bei 13%. Die groRere Differenz anbadgsten ersten Mel3tagen (25.10.
und 26.10.) ist wahrscheinlich auf eine unterschiedlichectizéging der Strahlungssensoren
durch die Gewachshauskonstruktion bedingt.

Eine Bonitur der nach Inokulation erzielten befallemdattflache (in % der Aussaatschale)
wurde durchgefiihrt (Tabelle 16). Es wird bei der inokulierteiavite ein Befall von ca. 20

% befallene Blattflache mit zu 100% befallenen Keintbldt erreicht. Bei dem letzten

Untersuchungstermin  nimmt die befallene Blattflaiche detie ab. Dies ist darauf

zuruckzufuhren, daf3 in diesem Zeitraum gesunde Blatter naleberaaind stark befallene

Blatter, wie die Keimblatter, abzusterben beginnen.
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Tabelle 16: Anteil der befallenen Blattflache (%) in deruntersuchten Aussaatschalen

Saat- |Behandlung |Tage nach Inokulation
schale |/Wiederholung
1 |3 7 13 19
1 inokuliert1 |0 |0 Erste Keimblatter: 100; Keimblatter: 100,
Blattauf-  |Laubblatter: 25-30 |beginnen zu faulen;
hellungen Laubblatter 5-10
2 nicht 0 |0 0 0 0
inokuliert 1
3 inokuliert2 |0 |0 Erste Keimblatter: 100; Keimblatter: 100,
Blattauf-  |Laubblatter: 20 beginnen zu faulen;
hellungen Laubblatter: 15-20
4 nicht 0 |0 0 0 0
inokuliert 2
5 inokuliet3 |0 |0 Erste Keimblatter: 100; Keimblatter befallen
Blattauf-  |Laubblatter: ca.20 |beginnen zu faulen;
hellungen Laubblatter: 15
6 nicht 0 |0 0 0 0
inokuliert 3
7 inokuliert4 |0 |0 Erste Keimblatter: 100; Keimblatter befallen
Blattauf-  |Laubblatter: 15-20 |beginnen zu faulen;
hellungen Laubblatter: 15
8 nicht 0 |0 0 0 0
inokuliert 4

Zur Beurteilung des Wachstums dienten Messungen der Bla#fl&aowie der Frisch- und

Trockenmasse. In Abbildung 32 ist der Zeitverlauf des Biatienindex dargestellt. Im

Untersuchungszeitraum stieg der Blattflachenindex von 0,25dée nicht inokulierten

Variante auf 3,0, und bei der inokulierten Variante auf 1, Dam Blattflache der inokulierten

Variante entwickelt sich demnach langsamer als beinight inokulierten Variante. Die

Unterschiede in der Blattflache zwischen den beidemaki@n nach 7, 13 und 19 Tagen sind

signifikant. Auch die jeweiligen Blattflichen an den fiMeRterminen unterscheiden sich

signifikant voneinander.
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Abbildung 32: Entwicklung des Blattflachenindex (Mittelwert pro Schale). Kleinbuchstaben: Varianten
unterscheiden sich signifikant; LSD-Testp= 0,05; krit. Wert Behandlung: 0,062.

Auch bei der Entwicklung der Frischmasse zeigt sich gnif&ianter Unterschied zwischen
der nicht inokulierten und der inokulierten Variante (Adililg 33). Bei der nicht
inokulierten Variante steigt die Frischmasse von 40g auf 30®@¢&ehale an, wahrend bei der
inokulierten Variante ein Zuwachs von 40g auf 160g pro Schdtdge Die geringe
Frischmassezunahme zwischen dem 3. und 13. Tag nach Inokutei der inokulierten
Variante fallt in den Hauptentwicklungszeitraum des Erregens 1. bis 13. Tag nach

Inokulation (s. Befallsbewertung Tabelle 16).
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Abbildung 33: Frischmasseentwicklung der Laubblatter in Abhangigkeit von der Zeit
(Mittelwert g/Schale). LSD-Test;0=0,05. Kleinbuchstaben: Varianten unterscheiden sich

signifikant; krit. Wert Behandlung: 6,8.
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Abbildung 34: Frischmasseentwicklung der Wurzel in Abhangjkeit von der Zeit (Mittelwert g/Schale).

LSD-Test; a=0,05; krit. Wert Behandlung: 0,29.
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Ein &hnliches Bild zeigt sich, wenn die Entwicklung desdfimasse der Wurzeln betrachtet
wird (Abbildung 34). Die inokulierte Variante bildet erheblich weniger Walirischmasse als
die nicht inokulierte.

Unterschiede zwischen den beiden Varianten sind auch rzenren, wenn man die
Trockenmassegehalte betrachtet (s. Abbildung 35). DieeMegen zwischen 0,06 und 0,08
g TM/g FM (Pflanzen je Schale) bei der nicht inokulieréariante und zwischen 0,05 und
0,10 g TM/g FM (Pflanzen je Schale) bei der inokuliertenidrde. Die Trockenmassegehalte
der beiden Varianten unterscheiden sich signifikant vaneier (p<0,0001). Es bestehen aber
auch signifikante Unterschiede zwischen Trockenmasségehaan den einzelnen
Melterminen (p<0,05).
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Abbildung 35: Trockenmassegehalte in Abhéangigkeit von der &it; (LSD; a=0,05) krit. Wert
Behandlung:0,0024; Kleinbuchstaben: signifikante Unterschiede

4.3.2.2. Messungen zum EinfluR auf die Photosynthese

Zur Beurteilung der Photosynthese wurde der gemessepés@&€vechsel zugrunde gelegt.
Der CQ-Gaswechsel pro Aussaatschale ist in Abbildung 36 in Apbkeit von der Zeit

dargestellt. Zum gleichen Zeitpunkt unterscheidet sich dep-@wechsel der nicht
inokulierten Pflanzen signifikant von dem der inokulierteflanzen. Die Abnahme des

CO,-Gaswechsels wahrend des Versuches (Messungen am 13. urafX®ach Inokulation)
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ist auf das Blattwachstum und die damit moglicherweisenderde Strahlungsinterzeption

zuruckzufuhren.
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Abbildung 36; CO,-Gaswechsel/Schale in Abhéngigkeit von der Zeit (umolCS"). LSD-Testa=0,05.
Buchstaben: Signifikanzen zwischen den Behandlungen urtién Melterminen; krit. Wert
Behandlung: 0,47
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Abbildung 37: CO, Gaswechsel/Schale (Bezug Blattflacheneinheit) (umolG&})
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Um zu ermitteln, wie sich der G&baswechsel der zwei Behandlungsvarianten bei gleichem
Entwicklungsstadium der Pflanzen verhalt, wurde in Abbildung 8&ér CQ-
Gaswechsel/Schale in Bezug zur Blattflacheneinheit dtglife Die Werte des CO
Gaswechsels liegen im Bereich von 14 pmol,@@s* und 8 pmol C@ m2s* bei einem
Blattflachenindex von 0,2 bzw. 3,0. Die Durchfihrung eineeakren Regression erfolgte

nach der Regressionsgleichungen: J=a*LAl+b

Tabelle 17: nicht lineare Regression: C@Gaswechsel pro Flacheneinheit

a b R2 N
nicht inokuliert -0,96 11,28 44,2 * 20
inokuliert -1,44 12,05 30,8 * 20

*p<0,05

Ein Parallelitats- und Positionstest wurde zum Vergladeln beiden Regressionsgeraden
durchgefihrt (s. A.1.). Zwischen den beiden Regressionsgerdaesen sich keine
signifikanten Unterschiede nachweisen. Es bestehenkaiie Unterschiede zwischen den
Behandlungen im C&Gaswechsel pro Blattflacheneinheit. Deutlicher wird 8achverhalt
durch den Vergleich des Quotienten des,@aswechsels und der absorbierten Strahlung
(PAR) der nicht inokulierten und inokulierten Variante. rDéabei zugrunde gelegte
Extinktionskoeffizient von 0,34 wurde aus dem g&aswechsel pro Pflanze in Abhéngigkeit
vom LAI mit Hilfe einer nichtlinearen Regression dteit und stellt ein Mittel aus den

inokulierten und nicht inokulierten Varianten dar (s. A.1).
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Abbildung 38: Quotient aus mmolCQO/mol PAR. Extinktionskoeffizient 0,34). Buchstaben: Sigifikanzen
zwischen den MelRzeitpunkten; LSD Tesig=0,05.

Bei der Lichtnutzungseffizienz (Abbildung 38) sind keine sigaiften Unterschiede
zwischen den nicht inokulierten Varianten und den inokeleVarianten zu erkennen. Mit
Hilfe einer Varianzanalyse laRt sich feststellen3 ddie Behandlung keinen signifikanten
Einflu@ auf die Lichtnutzungseffizienz hat (p>0,05). Einegnifkanten Einflul} auf die

Lichtnutzungseffizienz hat allerdings der Mel3zeitpunkt (p<0,{81)A.1.). Es konnte also
gezeigt werden, daf} die Infektion mit Falschem Mehltau @€»-Gaswechsel der

Spinatpflanzen nicht beeinflu3t. Allerdings scheint dieh&dlung einen EinfluR auf das
Wachstum der Pflanzen zu haben (Abbildung 32, Abbildung 33).

4.4. Rassenbestimmung

4.4.1. Infektionsversuche

Als Beispiel fur die auf dem Testpflanzensortiment untdr®uc Isolate ist in Tabelle 18 die
Befallsreaktion des Isolates GB1 aus GrofRbeeren/Brancglargestellt. Hier war auf allen
Spinatsorten, mit Ausnahme der siebenfach resistei@erten ,Lion* und ,Eagle,
Sporulation des Erregers zu erkennen. Das Isolat GB1 kaden#ach als Rasse Pf7
eingestuft werden.
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Tabelle 18: Befallsreaktion des Isolates GB1 auf dem Tegkanzensortiment fir Peronospora farinosa f.

sp. spinaciae

Isolat GB1
Grol3beeren/Brandenburg

Sorte Resistenzeigenschaft Befallsreaktion

Winterreuzen - +

Nores 1,2 +

Cauliflay 1,3,5 +

Polka 1,2,3,5 +

Rushmore 1,3,45 +

Bolero 1,2x1,2,3,4 +

Spinnaker 1,3x1,2,3,4,5 +

Spicer 1,2,3,4,x1,2,3,4 +

San Felix 1,3x1,2,4,5 +

Clermont 1,2,3,4 +

Lion 1,2,3,4,5,6,7 -

Eagle 1,2,3,4,(7) -

+ = Sporulation; - = keine Sporulation

Die Identifikation als Pf7 konnte auch fir alle anderert dem Testpflanzensortiment

untersuchten Isolate aus Deutschland festgestellt werBaoelle 19). So konnte in den

Anbauregionen Berlin, Brandenburg, Niedersachsen, NordiNestfalen, Sachsen und

Sachsen-Anhalt die Rasse Pf7 nachgewiesen werden.igks gieh dariber hinaus, dal3 die

Rasse Pf7 seit 1998 in Deutschland auftritt. Ebenso wurdésdamt aus Italien untersucht

und konnte als Rasse Pf7 identifiziert werden.
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Tabelle 19: Ergebnisse der Isolatprifung mit dem Testpinzensortiment fir Falschen Mehltau an Spinat

Geografische Herkunft/| Isolationsjahr Rassenidentifikation
Anbauregion

Berlin 2000 Pf7
Brandenburg/GrolRbeeren 1999, Pf7
Brandenburg/Frankfurt/Oder, 2000, 2001 Pf7

Italien 2002 Pf7

Niedersachsen 1998 Pf7
Nordrhein-Westfalen 2000, 2001 Pf7

Sachsen 2000 Pf7
Sachsen-Anhalt 2000 Pf7

4.4.2. RAPD-PCR

4.4.2.1. Anmerkungen zur Methodik

4.4.2.1.1. Produktion von Sporangienmaterial

Bei den untersuchten Methoden der semi-sterilen AnzuchSperangien voriPeronospora
farinosa f. sp. spinaciae hat sich nur das Auslegen von Spinatblattern auf feuchtem
Filterpapier in Petrischalen mit anschlieBender Inbekti und Kultivierung im
Kihlbrutschrank als giinstig erwiesen. Allerdings war die &mausbeute im Vergleich zur
Produktion der Sporangien an einer wachsenden Pflanzegysehg. Die anderen getesteten
Anzuchtmethoden ergaben keine zufriedenstellend vitalematflanzen, so dafl} eine
Vermehrung des Erregers nur sehr vereinzelt méglich Bengestellt ist in Abbildung 39 ein
Vergleich der Bandenmuster des Isolates GB1 nach Produki#yn Sporangien auf
wachsenden Pflanzen und auf abgetrennten Blattern insdhaien im Kuahlbrutschrank.
Neben einer Negativkontrolle sind als Referenzen uldyedaund befallene Pflanzenproben
abgebildet.

Es ist moglich, die gesunden Pflanzenproben von den lpérnid®roben zu unterscheiden.
Ebenso kdénnen bei der befallenen Probe Banden, die demuBuordnen sind, eindeutig
erkannt werden. Der Vergleich der zwei Sporangienproduktietmden zeigt, dal? bei der
Anzucht des Materials im Gewachshaus bzw. in der Kliinak@r an der lebenden Pflanze
eindeutigere Bandenmuster entstehen als bei der Anzuchibgetrennten Blattern im
Kuhlbrutschrank.
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123456 78 3456 783 4567 8

Primer 4 Primer 5 Primer 6

Abbildung 39: RAPD-Bandenmuster:Vergleich Klimakammer/Gewachshaus Primer 4-6

1: Marker

2:-

3: unbefallenes Keimblatt
4. unbefall Laubblatt

5: Blatt und Pilz (GB1)

6: (GB1) Kuhlbrutschrank
7: (GB1) Klimakammer

8. Kontrolle

4.4.2.1.2. Vorbereitung der DNA

In Abbildung 40 sind die unterschiedlichen Varianten zur ¥oeibung der DNA im

Vergleich dargestellt (abgepinselt in Lysispuffer/ dest.s¥#g mit und ohne Waschen; mit
und ohne Vorkeimen; mit und ohne Mahlen). Beispielhaftd wiier nur die entstandene
Gelelektrophorese fir Primer 6 und fur die vorgekeimte Vimigezeigt. Die Untersuchung
wurde jedoch mit allen 6 Primern und mit den entsprechenadm vorgekeimten Proben
durchgefihrt. Bei allen zeigte sich, dal3 ein Abpinselagua dest. flr die DNA-Extraktion
am gunstigsten ist. Ein Mahlen der Probe ist besondenstigy um ein aussagekratftiges
Bandenmuster zu erzielen (Banden 15-18). Auch das Vorkeimehasdhen unterstitzen
den Prozel3 des Aufschlusses. Das beste Bandenmustérnesniedemnach durch Abpinseln

in aqua dest., Waschen, Vorkeimen und anschlieRendesrvahle
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1: Markel

11-18: DNA mit Extraktion
Vorkeimen 24h bei 10°C/dunkel

10: Kontrolle

11: in Lysispuffer abgepinselt
12: in aqua dest. abgepinselt

13: Lysispuffer und Waschen
14: aqua dest. und Waschen

15: Lysispuffer und Mahlen
101112131415 16 128 16: aqua dest. und Mahlen

17: Lysispuffer/Waschen/Mahlen
18: aqua dest./Waschen/Mahlen

Abbildung 40: RAPD-Bandenmuster: unterschiedliche Varianen zur Vorbereitung der DNA fir die
Extraktion (mit Vorkeimen); Primer 6

4.4.2.1.3. DNA Extraktion

Die Extraktion der pilzlichen DNA geschah nach der pHegieh Extraktion nach ERING
(1997). Weiterhin wurde zum Vergleich eine Extraktion mit deANA Fungal DNA Mini
Kit durchgefihrt. Eine Extraktion der pilzlichen DNA auddiienen Pflanzenproben ist dabei
moglich, und auch die Extraktion von reinem Pilzmaterféhrt zu eindeutigen
Bandenmustern (Abbildung 41). Ein Vergleich der beiden BExtradinethoden ist
beispielhaft fur Primer 1 in Abbildung 42 dargestellt. Jesveithn Proben wurden nach
HERING (1997) und mit dem kommerziellen Kit extrahiert. Die Bandester der beiden
Extraktionen stimmen gut Uberein. Um die Genauigkeit desal@gtbaren DNA-Gehaltes
zwischen dem kommerziellen Kit und der Extraktion nachinge(1997) festzustellen,
wurden zunéchst von den vorliegenden zehn Proben dreseepaiive Proben ausgewahilt.
Mit diesen sechs Proben wurde dann eine Verdinnungsreigestedit und anschlieRend
eine PCR zum Oomycetennachweis durchgefihrt (Abbildung 44f)dikse Weise konnten
die Nachweisgrenzen fir die pilzliche DNA ermittelt werd@ abelle 20). Bei der oberen
dickeren Bande der auftretenden Doppelbanden handelt esesihitlich um die pilzliche
Bande, wéahrend die untere Bande auf die Pflanze zurlckzufigtrgls. Abbildung 43
beispielhaft fir zwei Proben). Bei der Extraktion natErRING (1997) wurde in etwa die
zehnfache Menge an Pilz-DNA extrahiert, doch wurde ailemzliche DNA extrahiert, da
immer eine Doppelbande zu sehen ist. Bei dem Fungal Kitiés Spezifitdt gegenuber
pilzlicher DNA hoéher, dieses geht aber zu Lasten darakidrten DNA-Menge. Fir die hier
vorliegende Untersuchung mit reinem Pilzmaterial (Spoesmgiurde sich fur die Extraktion
nach HERING (1997) entschieden.
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1: Markel

2: reiner Pilz

3: reine Pflanze

4 befallene Pflanze
5: Kontrolle

1 2 3452 3 452 3 451

Primer 1 Primer 2 Primer 3

Abbildung 41: RAPD-Bandenmuster: Extraktion mit dem EZNA Fungal Mini Kit
7 8,9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 1920

.
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Von links:

Marker (M)

Extraktion nach Hering (1997): Proben 1-10
Extraktion mit EZNA Fungal Mini Kit: Proben 11-20
Marker (M)

Abbildung 42: RAPD-Bandenmuster: Vergleich Extraktion nach Hering (1997) (H)/ EZNA Fungal Mini
Kit (K)
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1/11: Marker
2: Pilz K: 10
3: Pilz H: 1G
4. Pfl. K: 10
5: Pfl. K: 1¢
6: Pfl. K: 1G
7: Pfl. H: 10
8: Pfl. H: 1G
9: Pfl. H: 1G
10:Kontrolle

1: Markel
Verdinnungsreihe:
10

10

10°

1d¢

10

1¢

10

10

10: 10

11: 10°

12: 10*

13: 102

14 (H4): K

14/15 (H4): Marker

COINTA~RWN

Abbildung 44: RAPD-Bandenmuster: Verdiinnungsreihe der wei Extraktionsmethoden
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Tabelle 20: Nachweisgrenzen der zwei Extraktionsmethoden

Probe DNA-Menge (ng) Verdinnung bei defNachweisgrenze (ng
noch Banden
sichtbar sind

K4 233,25 16 23,3

K5 340,75 16 3,41

K6 1214 10 29,1

H4 907,25 16 1,21

H5 291,0 16 9,07

H7 565,25 16 5,65

4.4.2.1.4. RNA-Verdau

Der Vergleich der Extraktion mit und ohne RNA-Verdau niierasechs Primern ist in
Abbildung 45 dargestellt. Das Ergebnis zeigt definitiv keirerkennbaren Unterschied
zwischen den beiden Varianten. Somit konnte bei derakbivn der zusatzliche Schritt eines
RNA-Verdaus entfallen. Auch das Ergebnis der anschlie®eGaéelektrophorese zeigte bei
den eingesetzten Primern 1-6 keine Unterschiede zwisbdreRProbe mit RNA-Verdau und
der ohne. Die vorliegenden Banden sind also auf DNA-Aligehzurtckzufihren. Bei allen

Untersuchungen wurde daher auf den weiteren Schritt des\RiXdaus verzichtet.

e T A N s

: Marke!

: mit Verdau (P1)

: ohne Verdau (P1)

: Kontrolle

: mit Verdau (P2)

: ohne Verdau (P2)

: mit Verdau (P3)

: ohne Verdau (P3)

: mit Verdau (P4)
10: ohne Verdau (P4)
11: mit Verdau (P5)
12: ohne Verdau (P5)
13: mit Verdau (P6)
14: ohne Verdau (P6)

O©CoO~NOOUOITAWNLE

Abbildung 45: RAPD-Bandenmuster: Extraktion pilzlicher DNA mit und ohne RNA-Verdau (Primer1-6)
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4.4.2.1.5. Optimale DNA-Konzentration fir die PCR

Uber das Erstellen einer Verdiinnungsreihe Reronospora farinosé sp.spinaciaeProben
wurde die optimale DNA-Konzentration fur die PCR erntit{@lbbildung 46 beispielhaft fur
Primer 1). Deutlich wird dabei zum einen die Nachweisgreitiz DNA bei Peronospoa
farinosaf. sp.spinaciae Diese liegt bei einer Verdinnung von 1: 10000, was einem-DNA
Gehalt in der PCR von ungefahr 2-2,5 ng/ul entspricht :(BB.enthalt 10230 ng/ul: fuhrt zu
1,0 ng/ul bei Verdinnung, multipliziert mit der Menge, die ia BiCR eingeht: 2,5). Fir
Untersuchungen miPeronospora farinosd. sp. spinaciaeerwiesen sich also DNA-Gehalte
in der Probe von gré3enordnungsmaldig 100ng/ul als am besten.

K45 K67 K8 9 1: Marker
2/3: 1:10
4/5: 1:100
6/7: 1:1000
8/9: 1:10000

etc

Beispielhaft Primer 1

Abbildung 46: RAPD-Bandenmuster: Optimale DNA Konzentraion fiir die PCR

4.4.2.1.6. RAPD-PCR Bedingungen

Die Ergebnisse zu den Untersuchungen der dNTP- Konzeneati®00, 400 und 600 uM
sowie der MgGHKonzentrationen von 1,5 sowie 2,0 und 3,0 mM sind in Abbgdd@ bis
Abbildung 49 beispielhaft fiur Primer 1 und 2 dargestellt. Die sAge zur dNTP-
Konzentration ist eindeutig, denn in Abbildung 47 (bei elenzentration von 200 puM) sind
die Bandenmuster allgemein sehr schwach, und es erstlaiok nicht so viele Banden wie
bei hoheren Konzentrationen. Bei einer hohen Kamagan von 600 pM dagegen
(Abbildung 49) waren beim Primer 1 Schmierspuren zu erkenben.diese auf eine
Ubersattigung an dNTP hindeuten und die Spezifitit der Reaktibrsteigender dNTP-
Konzentration abnimmt, ist fur Untersuchungen Rronospora farinosd. sp. spinaciae
eine dNTP-Konzentration von 400 puM anzustreben (s. éiohg 48). Hier sind die
moglichen Banden ersichtlich. Bei der Mg®lonzentration ist die Aussage nicht ganz so
eindeutig. Bei einer Konzentration von 3,0 mM sind jedatth Banden offensichtlich zu

erkennen.
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dNTP: 200 uM
Marker (M)
MgCly:
1,2:1,5mM

3:-

4:K

5,6: 2,0mM
7K
8,9:3,0mM
10:K

Abbildung 47: RAPD-Bandenmuster: PCR-Bedingungen: dNTP 200M; MgCl , 1,5/2,0/3,0; Primer 1 & 2

M123456789101245678
P1 P2

dNTP: 400 uM
Marker (M)
MgCly:
1,2:1,5mM
3K
4,5:2,0mM
6:K
7,8:3,0mM
9:K

M12345678912:5678
P1 P2

Abbildung 48: RAPD-Bandenmuster: PCR-Bedingungen: dNTP 400M; MgCl , 1,5/2,0/3,0; Primer 1 & 2

=

dNTP: 600 uM Marker (M)
MgCly:

1,2:1,5mM

3K

4,5:2,0mM

6:K

7,8:3,0mM

9:K

M123456 789 123 4567
P1 P2

Abbildung 49: RAPD-Bandenmuster: PCR-Bedingungen: dNTP 600M; MgCl , 1,5/2,0/3,0; Primer 1 & 2
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Latenznachweis voReronospora farinosé sp.spinaciaein der Pflanze

Schon zwei Tage nach Inokulation ist der Erreger im nPdamaterial nachweisbar
(Abbildung 50). Eine Pathogenbande bei ca. 900 bp wird siclgbd?feile). Deutlich wird
allerdings auch die Problematik dieses Nachweises, denrEmleger ist drei Tage nach
Inokulation nicht sichtbar. Ohne sichtbare Symptome Rmobenmaterial ist eine Auswahl,
die tatsachlich infiziertes Pflanzenmaterial enttsidhwierig.

1 1PEKZ 2P

W

1,2,3: Tage nach Infektion

PF: Kontrolle mit gesundem Pflanzenmaterial
K: Nullkontrolle

P: reine Pilzprobe

Abbildung 50: Nachweis vonPeronospora farinosa f. sp. spinaciae in der Pflanze
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4.4.2.1.7. Vorgehensweisen bei der ldentifizierung Reronospora farinosé sp.spinaciae
im Feld

Anzahl Befallsstellen, die man im Feld fiir eine véiistige Untersuchung abpinseln muf}

Die Sporangienkonzentrationen (Sporangien/ml), die naci dbpinseln definierter

Befallsstellen (%) erzielt wurden, sind beispielhaff abelle 21 dargestellt.

Tabelle 21: Sporangienkonzentrationen einiger definierteBefallsstellen

% bef. Blattflache Sporangienkonzentration (x10 Sporangien)
ml

30 14

30 36

60 10

60 25

GroRenordnungsmaRig befand sich die gewonnene Sporangiessus@so im Bereich 10
Sporangien/ml. Dies entspricht auch der Konzentratiorddése Ausgangs-PCR: hier befindet
sich die Sporangienkonzentration vor der Extraktion imeBl 16, die daraus extrahierte
DNA-Menge wird jedoch spater um ca. 1:100 verdinnt. Bei Vedweg von abgepinselten
Befallsstellen aus dem Feld kann daher die Sporangiensuspearisie Verdinnung fur die
RAPD-Untersuchungen verwendet werden.

Es ist also mdglich, z.B. mit einem 2 ml Eppendorftubelnil aqua dest. im Spinatbestand,
einige Befallsstellen abzupinseln und das Isolat auf diésise zur Bestimmung zu geben.
Meistens reichen dabei eine oder zwei Befallssteliesy, die einen Mindestbefall von mehr

als 10% aufweisen.

Vereinfachung der Extraktion

Es wurde versucht, den langwierigen Prozel3 der Extrakiomkérzen. In Abbildung 51 sind
noch einmal alle Vorbehandlungsmethoden dargestelltineBmeVersuch der Vereinfachung
wurde dann das Sporangienmaterial direkt in die PCR gegebenPrmben aus diesem
Versuch zeigen die Spuren 2 bis 9. Aus dem Ergebnis ist empdensichtlich, dal3 ein

vollstandiger Extraktionsablauf notwendig ist, um geeigBetedenmuster zu erzielen.
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11 12 1314 1516 17 18
1 25t Bt e 819510

1: Marker

2-10: direkt in die PCR
11-18: mit Extraktion

Vorkeimen 24h bei 10°C/dunkel
2: in Lysispuffer abgepinselt

3: in dest. Wasser abgepinselt
4: Lysispuffer und Waschen

5: dest. Wasser und Waschen
6: Lysispuffer und Mahlen

7: dest. Wasser und Mahlen

8: Lysispuffer/Waschen/Mahlen
9: dest. Wasser/Waschen/Mahlen
10: Kontrolle

11: in Lysispuffer abgepinselt
12: in dest. Wasser abgepinselt
13: Lysispuffer und Waschen
14: dest. Wasser und Waschen
15: Lysispuffer und Mahlen

16: dest. Wasser und Mahlen
17: Lysispuffer/Waschen/Mahlen
18: dest. Wasser/Waschen/Maihl

Abbildung 51: RAPD-Bandenmuster: Vereinfachung der Extraktion von Peronospora farinosa f. sp.

spinaciae

Lagerung des befallenen Pflanzenmaterials

Bei der Untersuchung der Lagerung von befallenem Blattiabteeigte sich, dal’ eine
Trocknung des Materials mit anschlieRender Gefrierlageromiglich ist, denn die
Bandenmuster dieser Proben weisen weiterhin die chasiistthen Banden des pilzlichen

Erregers auf (Abbildung 52; s. Pfeile). Doch auch hier gitaohzliche Banden zu erkennen.
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1,2.: Pflanzenmaterial
3,4.: Reines Pilzmaterial
5: gefrorene Trockenproben

Abbildung 52: Lagerung des befallenen Pflanzenmaterials (Bgpiel Primer 4)

Lagerung des extrahierten pilzlichen Materials
Die Abbildung 53 zeigt die ermittelten DNA-Gehalte in {limon Mehltauproben, die tber

einen Zeitraum von einem Jahr sowohl bei —80°C als bachk20°C gelagert wurden. Uber
den Untersuchungszeitraum von einem Jahr 183t sich kigndéikante Abnahme des DNA-
Gehaltes feststellen. Ein Unterschied im DNA-Gebalischen der Lagerung bei —20°C und
—80°C laRt sich nicht ausmachen, allerdings kommt es &n siarken Streuung der Werte.
Entscheidend fir die RAPD-PCR ist ein DNA-Gehalt nachxtraktion von
groRenordnungsmafig 100 ng/ul, dieser wird Uber den gesamtersudhtergszeitraum
erreicht. Bei einer anschlieBenden RAPD-PCR und GGélelghorese sind bei den
entstehenden Bandenmustern keine Unterschiede zu veereicExtrahierte DNA von
Peronospora farinosé sp.spinaciaekann also in einem Zeitraum von einem Jahr sowahl be

einer Temperatur von -20°C bis -80°C gut gelagert werden.
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1100

1000 f - T mMittelwert-20C -
S "~ | EMittelwert-80C
-
700 - e

600

500

400

300

Gehalt an extrahierter DNA (ul/ml)

200

100

Lagerungsdauer (Wochen)

Abbildung 53: EinfluR von Lagerungsdauer und Temperatur ad den Gehalt an extrahierbarer DNA;
(LSD —Test; o= 0,05). Buchstaben: signifikante Unterschiede. Balken: heendige DNA-
Konzentration fur die RAPD-PCR

4.4.2.2. Untersuchung der vorliegenden Isolate

Eine Unterscheidung der vorhandenen Rassen ist mit ldi#fie RAPD-PCR mdglich.
Abbildung 54 zeigt beispielhaft die hierfur relevante Dendnugdarstellung fur Primer 1.

Ff?

P4

Pra

Fr2

£

—

| T
|" 0.2 0.4 0.5 0.6 o7 oz 09 1.0

Abbildung 54: Rassenunterscheidung Primerl
Eine Verrechnung aller sechs untersuchten Primer zurickysng der Unterschiede

(Abbildung 55) bestatigt die Aussage, dafld mit diesem PrimerseDifferenzierung maoglich
ist.
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Pr7

P4
Pf3

Pr2

— 1 T 1T T 17 ™ T 1T ™ T ™ 7T °
020 020 0490 Od50 080 00 420

Abbildung 55: Unterscheidung der Rassen (Verrechnung alte6 untersuchten Primer)

Die gesammelten Isolate lieBen sich keinem der fir dmterduchungen vorliegenden

Referenzisolate zuordnen (Abbildung 56). Die auf einem sl@zi Testpflanzensortiment

beobachtbare Reaktion war jedoch bei allen Isolateichgl Dies deutet an, dafl3 sie Pf7

zuzuordnen sind. Aufgrund der geringen Gesamthomologie voh0€a.und der héchsten

Homologie von ca. 65% zwischen den Isolaten S1 und G2 kaineiree hohe genetische

Variabilitéat des Erregers geschlossen werden.

L ;

|

oz20 020 040 o050 080 070 020 090

S,
=1
E
FFO
L0
B52
B53
Ff4
Ff3
G1
E1
BS4
GE1
i
Ff2

Abbildung 56: Dendrogrammdarstellung der untersuchten Istate (Verrechnung der 6 verwendeten

Primer)

Mittels RAPD-PCR lassen sich mit dem verwendeten &riinpolymorphe Banden bei allen

Isolaten ausmachen, diese konnten eventuell charaisrisiir Pf7 sein (Abbildung 57).
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ESPL

FFO

B52

BS4

IGLO

GE1

B53

Abbildung 57: Dendrogrammdarstellung der untersuchten Istate (Primer 1)
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5. Diskussion

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte eine Datesbfisi ein Prognosemodell fir
Peronospora farinosd. sp spinaciaegeschaffen werden. Verschiedene Teilaspekte, wie die
Biologie des Erregers, die Wirt-Pathogen Interaktion,\Washstum der Wirtspflanze Spinat

und die Rassenverteilung des Erregers innerhalb Deutsclanden dafiir naher untersucht.

Wachstum Spinat

Zweijahrige Anbauversuche mit Spinat schufen die Daté&nlids ein Wachstumsmodell fur
Spinat als Bestandteil des Prognosemodells fiir Falscleditad an Spinat. Epidemien eines
Pflanzenpathogens beruhen auf dem Zusammenspiel von V&inzpf Pathogen und
Klimafaktoren (QMPBELL UND MADDEN 1990). Eine Integration des Wachstums der
Wirtspflanze Spinat in ein mogliches Prognosemodellsepiklichen Erregers wie Falscher
Mehltau an Spinat ist daher wichtig. So kann z. B. gemaue Vorhersage von Terminen wie
dem Bestandesschluf3 (ein Zeitpunkt zu dem sich das Mikrokiin&pinatbestand forderlich
fur einen Befall mit Falschem Mehltau entwickelt) égém und so Anderungen im
Epidemieverlauf genau prognostiziert werden. Aussagen zumidkhtmgsstadium eines
Bestandes setzen auch den notwendigen Rahmen bei derinidemg von
Fungizidbehandlungen, da Wartezeiten der eingesetzten dtftamutzmittel bericksichtigt
werden. Mit Hilfe eines Wachstumsmodells sind auch gelangeprognosen maglich. Bei
einem moglichen Mehltaubefall ~ kénnten  Wachstumsdaten nEusa  mit
Befallsprognoseangaben die Entscheidung, ab wann eirlebefalFeld abgemaht werden
solite, erleichtern.

Weiterhin kann eine leichtere Handhabung des Modells dignhNutzer ermdglicht werden,
denn das Modell bendtigt weniger Eingabedaten zum Entwicklarigaf des
Spinatbestandes. Eingeben mul3 der Nutzer lediglich den Atessaa und die Spinatsorte,
weitere aufwendige Bestimmungen von Entwicklungsstadien direl&estand entfallen und
werden vom Wachstumsmodell berechnet. Dadurch kommt e®ziger Schwankungen bei
Terminbestimmungen, wenn unterschiedliche Nutzer das Mudekenden. Letztlich sind
Angaben zur Entwicklung der Wirtspflanze fir die Vergleickbdrbei der Erhebung von
verschiedenen Befallsverlaufsdaten unerlaRlickMEBELL UND MADDEN 1990).

Die durchgefihrten Versuche zeigten, dal3 bei einer Autidatsvon 300 Pflanzen/m?2
Ertrage von ca. 6 kg/m? erreicht wurden. Dabei waren Réimerschiede in der Entwicklung
der Spinatsatze Uber die Anbauperiode zu verzeichnen. akigtagspflanze reagiert Spinat
im Sommer mit schnellerer Schof3bildung. Diese Tageshiegktion wird durch hodhere

Temperaturen gefordert @G 1991). Auch die Lichtintensitat kann die photoperiodische
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Reaktion stark beeinflussen AREVLIET 1967). Die Starke der Auspragung dieser
photoperiodisch-thermischen Reaktion ist jedoch auctk sartenabhangig @#&uc 1991),
denn bei der Sorte ,Ballet” ist diese Reaktion kaum auschem da sie, wie die
Sortenbeschreibung angibt, besonders schol3fest ist midnscht sehr ausgepréagt auf Licht-
und Temperatureinflisse reagierte@@HREIBENDESORTENLISTE1997). Die Entwicklung der
Trockenmasse verlauft zwischen den untersuchten Saiziesitlch trotz im Jahresverlauf
abnehmender Strahlung. Zwischen den untersuchten Sé#tdenesterhin keine Unterschiede
in der Entwicklung der Frischmasse auszumachen und der émirtliegt bei allen Satzen
ca. 35 Tage nach Aussaat. Einschrankend lalt sich aistefien, dal? keine sehr frihen
Satze untersucht wurden.

Bonitur Peronospora farinosé sp.spinaciae

Da Peronospora farinosd. sp. spinaciaeein Blattpathogen ist und die Hauptschaden durch
eine Verfarbung der Blatter entstehen, wurde bei denegeriden Untersuchungen die
Befallsstarke als Kriterium herangezogen. Zunachst mefftegeeignetes Boniturschema
gefunden werden. BRD UND NOMA IN HAU (1989) geben 4 mdgliche Funktionen fir die
Stimulus-Reaktions-Kurven vor: lineare, logarithmiscegponentielle und Potenzfunktion.
Bei Peronospospora farinosavurde die exponentielle Funktion verwendet. Bei der
Entwicklung eines Boniturschemas ist auch die Anzahl deritBrklassen von Bedeutung.
Fur die Beschreibung einer Epidemie ist der untere Bedadigih von Wichtigkeit und sollte
daher besonders genau erfa3t werden. Allerdings ist ainefeime Aufteilung der
Befallsklassen durch das menschliche Auge nicht mehr zrsghieiden. Die Einteilung in
acht Befallsklassen wird empfohlenA 1989) und hat sich auch bei dem Boniturschema fur
Peronospora farinosd. sp. spinaciae (Boniturklassen: 0, @;1, 0,141, 1-3, 3-10, 10-30,
30- 60, >60%) als gunstig erwiesen. Zur Klasseneinteilung wurde einezeRtskala
verwendet, diese bietet die Vorteile, dall Ober- und gréeeen klar definiert sind, die
Prozentskala 1aR3t sich flexibel aufteilen und sie ligemein bekannt und verstandlichagEs
1974). Hohe Befallsklassen wie 60 % oder >60 % lassen sidbehrechtfertigen, da es bei
der Bonitur um die Bewertung einzelner Blatter geht undt nioh die gesamte Pflanze. Bei
der Bewertung von Blattpathogenbefall gesamter Pflanibreri Befallsklassen von z.B.
100% zu einer Verfalschung der Ergebnisse, da bei Blattpatbogier Befall einer ganzen
Pflanze hochstens ca. 37% betragRAKz 1977). So wurde also zusammen mit einer
Bilderschablone fur die einzelnen Befallsklassen duperdeinverstandliches Boniturschema
fur Falschen Mehltau an Spinat geschaffen. Dieses Wsoliema ermoglicht eine
vergleichbare und einheitliche Datengewinnung an verdehen Standorten und durch

verschiedene Boniteure, welches fur die Validierung d¢tmegnosemodells unerlaRlich ist.
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Bei der Erarbeitung des Boniturschemas fiir das Freiland walsddewertungskriterium
zunachst die Befallshaufigkeit in Erwagung gezogen, denn di@desich in der Regel
einfacher und schneller erfassen. Eine Bewertung dall@efufigkeit ist jedoch besonders
in einem é&lteren, geschlossenen Spinatbestand niafaclei zu handhaben. Eine
Oberflachenbonitur des Bestandes ist hierfir nicht @imned. Spinatpflanzen mafRten aus
dem Bestand entnommen werden oder der Bestand mit Hiésmiwie Staben, durch
Wegklappen einzelner Spinatreihen geodffnet werden. Diegge nicht nur arbeits- und
zeitaufwendig, es konnte auch zu einer Verfalschung deslisBeftaufes des Falschen
Mehltaus durch menschliche Verteilung der Sporangien fuhiei.eine Bewertung der
Befallshaufigkeit im Freilandbestand muf3 daher bei Spmaichtet werden.

Eine Bewertung der Befallsstarke durch eine Oberflachenlvo nach der oben
beschriebenen Prozentskala erfaldt bis zum Bestanbgss¢a. BBCH 109-110) des
Spinatbestandes genau den Verlauf der Befallsentwicklung.h Nd&m Termin des
Bestandesschlu3es wird bei einer Oberflachenbonitur Beifall in den tieferliegenden
Blattschichten nicht bertcksichtigt, so daf} die Angahentaséchlich befallenen Blattflache
verfalscht werden. Weiterhin ist eine Berucksichtigungr alattschichten nicht mdglich, da
meist die ersten Laubblatter der Spinatpflanzen bei gssgmem Bestand schon fehlen oder
verfault sind. Hier ist dann die Bewertung, ob dieses aeififfdubefall zurtickzufihren ist,
schwierig. Mit dem weiterfihrenden Boniturschema fir|l&nelbestande konnte der Befall in
tieferen Blattschichten nach Bestandesschlul3 anndjsveise bertcksichtigt werden, wobei
der Befall erst ab dem dritten Laubblatt bewertet wurde.

Bei dem weiterfihrenden Boniturschema nach BestandaBsahlissen jedoch die ganz
niedrigen Befallswerte kritisch betrachtet werden. Histr eine Korrelation zwischen
optischer Bonitur und tatsachlichem Befall schwierig, zd@ei Mdoglichkeiten vorliegen:
entweder die kleine Infektionsstelle beruht auf eineekitidn durch eine zugeflogene Spore,
auf den unteren entwickelten Laubblattpaaren ist daher Refall vorhanden, oder die
Infektionsstelle entstand durch die Ausbreitung eines Befal tieferen Blattschichten.
Letzteres ist allerdings bei einem geschlossenem mkstier schon Befall aufwies, eher zu

vermuten.

Infektion

In einem ersten Schritt wurde die Sporangienkonzentrationittelt, mit der ein geeigneter
Befall der Spinatpflanzen fir die Infektionsversuche mimdeorliegenden Isolat erzielt
werden konnte. Als geeigneter Befall kann bei Blattpathegeeine Befallshaufigkeit von

>90% und eine Befallsstarke von >10% angesetzt werden. Kgingentration im Bereich
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von 5-10 x160 Sporangien/ml wurde fiir die weiteren Versuche verwendee Steigerung
der Sporangienkonzentration brachte keine Zunahme ddlebefaBlattflache. Es kam eher
zu einer nicht signifikanten Abnahme der befallenen ttiiahe. Bei hdheren
Inokulumkonzentrationen werden Keimungsinhibitoren als Grdiir die gleichbleibende
oder abfallende Befallsstarke diskutiert. So konnteBEPBARD UND MANDRYK (1962) bei
Peronospora tabacindei Sporangienkonzentrationen von mehr afs3®/ml nur eine sehr
geringe Keimrate ausmachen, die Keimrate stieg aber dwer Abnahme der
Sporangienkonzentration an und erreichte bei einer Kora®n von 5x16 Sp./ml den
Maximalwert. Fir diesen Effekt machten sie inhibitciis Prozesse bei hdheren
Sporangienkonzentrationen verantwortlichAT&U ET AL. (1999) setzt die optimale
Inokulumkonzentration fiir Befall mitP. farinosa bei maximal 16 Sporangien/ml an,
Bewertungsgrundlage war dabei jedoch die Befallshaufigkeitst&lite fest, dal3 bei einer
Befallshaufigkeit von tber 50% bei den Pflanzen jeweilbrnaés 100 Sporen auf einem Blatt
zu finden waren. Dieses ist nacmT®U ET AL. (1999) bei Konzentrationen ab “10
Sporangien/ml der Fall, diese Konzentration wurde daher Aator als ausreichend fir eine
gute Infektion gewertet. Da in der vorliegenden Arbeit &ewertungsgrundlage die
Befallsstarke war und ein mdoglichst gleichmaliger Befafl allen Blattern erzielt werden
sollte, erklart sich die hier verwendete héher konmtér Sporangiensuspension. Zudem
wurde auch eine hdhere Befallshaufigkeit als die doch mgetibgen 50% angestrebt. Auch
bei anderen Falschen Mehltauen erwiesen sich Korg@men im angesprochenen Bereich
als giinstig. Bei der Verwendung von Sporangiensuspensioneiiodeentrationen 10-f0
konnte bei Bremia lactucae eine groRere und schnellere Besiedlung des
Wirtspflanzengewebes im Konzentrationsbereich-1® festgestellt werden. Es kommt zu
einem hoheren Gehalt an Mycel im Gewebe, was aufipteultnfektionen durch viele
keimende Sporangien zurtickzufiihren ist. Gleichzeitig kommbegsder Sporulation des
Erregers zu einer hdheren Sporulationintensitat beiewdliethokulumkonzentrationen
(DICKINSON UND CRUTE 1974).

Grundlegend flur das Auftreten des Pathogens und fir seine epmgisthe Verbreitung ist
das Keimungs- und Infektionsverhalten der Sporangien. Dabéte das Keimungs-/
Infektionsverhalten in Abhangigkeit von den beiden Eirffiuforen Temperatur und
Blattndssedauer untersucht werden. Zunachst [aRt sichgetiege Keimfahigkeit der
Sporangien vonPeronosporafarinosa f. sp. spinaciae ansprechen, die sich durch alle
Versuche hindurchzieht. Ahnliches konnteecB UND MENCE (1970) auch fliPeronospora
viciae feststellen, hier lag die Keimfahigkeit zwischen 6-51 #aimem Mittelwert von 26,6

%. DE WEILLE (1963) diskutiert die unterschiedliche Vorbehandlung (z.B. Altet Umwelt,
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Probenahme etc.) der infizierten Pflanzen und auch denbédingungen als Grund flr eine
starke Variabilitat der Keimraten bei den SporangienRionosporales. Es wurde daher in
der aktuellen Arbeit angestrebt die Vorbehandlung der enfean Pflanzen und die
Keimbedingungen immer gleich zu gestalten, aull3er die Vefsagbés gaben andere
Bedingungen vor.

Mit den vorliegenden Untersuchungen konnte gezeigt werden, diaRKeimung der
Sporangien vorPeronospora farinosd sp. spinaciaebevorzugt bei niedrigen Temperaturen
stattfindet. Als gunstig haben sich Temperaturen zwischamd 15°C erwiesen. Dieses
entspricht auch Angaben anderer Autoren wieHRRDS 1939, (RRELL 1994, DAINELLO
1984, BDLAN 1987). Ein zweifaches Optimum fir die Keimung mit einem weite
Hohepunkt bei 25°C @HNKING ET AL. 1981; 3DRAVI ET AL. 2000) konnte mit diesen
Untersuchungen nicht belegt werden. Eine Keimung istdailigs bis 30°C auf sehr geringem
Niveau mdglich. Fur eine mdgliche Prognose bedeutet diesepdraturabhéngigkeit der
Keimung, dal} gewisse Perioden des Jahres in denen die atmperiber 15 - 20°C liegen,
z.B im Hochsommer, nur eine sehr geringe Mehltauwabndathkeit aufweisen. Ebenso bei
Perioden, in denen Temperaturen unter 5°C herrschen g\Virdllerdings ist bei diesen
Temperaturen auch der Spinatanbau eingeschrankt. Verglivhete weiterhin, ob bei
langerer Einhaltung der Keimungsbedingungen (24h, 48h) eine ehdKeimrate der
Sporangien vorPeronospora farinosd.sp. spinaciaezu verzeichnen ist. Dieses konnte nur
bei niedrigen Temperaturen wie 3 und 5°C festgestellt werdgme solche zeitliche
Verzogerung der Keimfahigkeit bei niedrigen Temperaturen koanth BETREK (2000) bei
P. valerianellaefeststellen. Ebenso konnte eine Steigerung der Keiritae die Zeit (6 und
12 Stunden) bei einem stidafrikanischen Isolat Roparasiticafestgestellt werden @HAR
1998). Allerdings sind 6 Stunden auch als relativ kurze Zeitgpdoi; zur maximalen
Keimfahigkeit zu sehen, bBi farinosalag die Zeitspanne bei 8-10 Stunden.

Zu bertcksichtigen ist auch der Zusammenhang zwischen deuk@ und der tatsachlichen
Infektion. Ausdruck einer erfolgreichen Infektion ist diefdllene Blattflache, die von
Bedeutung fiir die Epidemie und fir etwaige Ertragsverluste étei@ll stimmt die Intensitét
der befallenen Blattflache mit den Intensitdten deimikaen bei den unterschiedlichen
Temperaturen Uberein. Nur bei niedrigen Temperaturen wigsbie erfolgte Infektion sehr
viel geringer als die, nach Betrachtung der Keimfahigkesrwartete Infektion.
Moglicherweise sind die Unterschiede zwischen Keimungsd LUmiektionsverhalten bei
niedrigen Temperaturen darauf zurtckzufihren, dal3 die an dktidnféeteiligten Enzyme
und Substanzen einen anderen Temperaturbereich abgrdsfediea an der Keimung

beteiligten, und dafl} diese Enzyme bei sehr niedrigen Tatopen wie 5°C nicht so aktiv
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sind. So sind an der Keimung der Sporangien Enzyme wie aSatinbeteiligt, bei der
Infektion wirken weiterhin verschiedene hydrolytischeal uytische Enzyme (EBEDA ET AL.
2001). Es lalt sich aber festhalten, dal3 bei den Oomy&eiee genauen Daten zu den
enzymatischen Prozessen bei beginnender Infektioramdem sind (EBEDA UND SCHWINN
1994, LEBEDA ET AL. 2001).

Die in diesem Versuch weiterhin untersuchte Blattnassrdst einer der entscheidenden
Faktoren fur die Epidemiologie von Falschen Mehltauasm (SN UND HILDEBRAND 1985).
Bei der Untersuchung des Einflusses der Blattnassedauempatdn§ien vorPeronospora
destructor konnten HLDEBRAND AND SUTTON (1984) feststellen, dal3 die fir die Keimung
benotigte Blattnassedauer bei 2-3 Stunden (3°C-21°C) lag, unioedaBheren Temperaturen
eine langere Blattndssedauer notwendig war. Bealestructor wurde eine beginnende
Keimung bei allen untersuchten Temperaturvarianten (10, 14nd&2°C) nach 2 Stunden
ersichtlich. Das Maximum der Keimung wurde bei 10°C nachudid&n erreicht, bei 14, 18
und 22 °C nach 10 Stunden. BBeronospora farinosaf. sp. spinaciae liegen diese
Maximalwerte zwischen 8 - 10 h (5, 10, 15 °C), bei hoheéFemperaturen bleibt die
Keimfahigkeit nach 2 Stunden auf gleichbleibend niedrigemedliv Die Blattndssedauer ist
demnach nur bei niedrigen Temperaturen ein Einflul3faktor.

Fur die Infektion betrug die bendétigte BlattndssedauerPbadestructoretwa eine Stunde
langer als die fur die Keimung notwendige Blattndssedauerst®lgender Temperatur nimmt
somit die Blattndssedauer fur die maximale Infektion zwOEBRAND UND SUTTON 1984).
Diese Faustregel lait sich fiR. farinosa f. sp. spinaciae nicht aufstellen. Bei einer
Temperatur von 10°C wird eine lange Blattnassedauer von dghditigt, bis die maximale
Infektion erzielt ist. Allerdings kommt es zu einer kdien maximalen Infektion als bei den
Temperaturvarianten 5° und 15°C, bei denen die notwendigeénidasedauer fur den

Maximalbefall bei 6-8 Stunden liegt.

Dauer der Latenz

Zur Vorhersage der epidemiologischen Ausbreitung des Falddiebitaus an Spinat sind
genaue Aussagen zur Dauer der Latenzperiode notwendig, dearhaies B. einen Einflul3
auf die Geschwindigkeit, mit der sich das Pathogen im Bestasbreiten kann. Auch fur die
genaue Terminsetzung von BekampfungsmalRnahmen, die im QGgitimaventiv sein muf3,
ist die Dauer der Latenzphase von Bedeutung.

Ein Einflul der Inokulumkonzentration auf die Latenzperiodied wir einige Falsche
Mehltaue diskutiert. HDEBRAND UND SUTTON (1984) beschreiben eine Verkirzung der

Latenzperiode bePeronospora destructovon 11 auf 7 Tage bei einer Erhéhung der
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Sporangienzahl von 1 auf 100 pro Blatt. Weitere Untersuchumgegperonospora destructor
ergaben, dal’ eine Erh6éhung der Inokulumkonzentration ausB8#ichlden Zeitraum bis zur
Sporulation verkirzte und keine Verstarkung der Sporulationsitéé zur Folge hatte
(KoFoET1988). Auch beBremia lactucaekann die Latenzperiode von 8 auf 5 Tage gesenkt
werden, wenn die Inokulumkonzentration von 103 auf éthoht wird (DCKINSON UND
CRUTE 1974). Ebenso konnte in der vorliegenden Untersuchungdyenospora farinosd.
sp. spinaciae diese Verkirzung der Latenzperiode bei erhdhter Inokulumktraziem
tendenziell festgestellt werdenILHEBRAND UND SUTTON (1984)schilderten auch, dal? dieses
Verhaltnis zwischen Latenzperiode und Inokulumkonzentratiomabhéngig von der
Temperatur ist. Dies kann flReronospora farinosd. sp. spinaciaenicht vollig bestatigt
werden. Bei der hohen Temperaturvariante (25/20°C) und deéwrigea Temperaturvariante
(10/5°C) dauerte die Latenzperiode unabhangig von der Inokulumitoatzen jeweils 1 bis
2 Tage langer. Fur die Temperaturvarianten (15/10°C und 20/15°Qjiggkt Feststellung
jedoch. In diesen Temperaturbereichen stimmt die AussapgeEmgebnissen Uberein die
SCHERM (1994) mit Bremia lactucaefeststellen konnte. Versuche, die eine Vielzahl von
Temperaturregimen umfassten, zeigten, daf3 die Temperatlrdrmaia lactucaenur einen
geringen Einflull auf die Latenzperiode hat. Dieses widetgprAngaben, die unter
konstanten Temperaturbedingungen Biemia lactucaeermittelt wurden und spricht gegen
die Ermittlung von Latenzperioden bei konstanten Tempdradlingungen.

Die Verkirzung der Latenzperiode kann besonders im freih Ve Bedeutung sein, da
sich nach einigen Infektionszyklen und in einem fortgedehen Stadium des Befalls ein
hohes Inokulumpotential fir Sekundarinfektionen gebildet Baimit verkirzen sich die
Infektionszyklen des Erregers.

Der Frage nach der Entwicklungsgeschwindigkeit des Erregerslewauch bei der
Untersuchung des Einflusses der Temperatur auf Inkubations- Latdnzperiode
nachgegangen. Zunachst wurde dafiir ein Verlauf der Befaligkéitif tber 4 Tage
gemessen. Die Entwicklungsgeschwindigkeit war bei der gunstigamperaturvariante
15/10°C am hochsten. Schon die Anfangsbefallshaufigkeit i880% recht hoch und konnte
sich in den 4 Tagen auf 90% steigern. Die beiden Temperatunen (20/15 und 25/20°C)
zeigten keine grof3e Steigerung der Befallshaufigkeit Gber demrsunhten Zeitraum. Bei
25/20° lag die maximale Befallshaufigkeit auch nur bei 20%. Die
Entwicklungsgeschwindigkeit bei der 10/5°C Variante zeigte, ealeine Verzégerung der
Inkubationsperiode gab. Erst nach 7 Tagen waren erste @y@m@u erkennen, nach Ablauf
des Untersuchungszeitraums lag die Befallshaufigkeit allerdiogsn bei ca. 70%. So sind

also Temperaturen zwischen 15 und 20°C gunstig fur eine frimpt8ymauspragung und
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kirzere Inkubationszeit. Bei niedrigen Temperaturen von5e¢H) °C kommt es zu einer
Verzogerung der Entwicklung des Erregers, allerdings werdertlidet hohe
Befallshaufigkeiten erreicht.

Fur die epidemiologische Betrachtung des Pathogens steddiralls vielmehr die
Sporulationshaufigkeit im Vordergrund, denn sie bestimmt dasireer Pflanze und in einem
Bestand vorhandene Inokulumpotential. Bei den Temperatantan 15/10 °C und 20/15 °C
kommt es hierbei zur hdchsten Sporulationshaufigkeit unchefisten Entwicklung des
Pathogens. Bei der hohen Temperaturvariante 25/20 ist soeoBefallshaufigkeit als auch
die Sporulationshaufigkeit des Erregers eingeschrénkt, beitieidklungsprozesse sind hier
beeintrachtigt. Die Geschwindigkeit der Entwicklung der Spoiarishaufigkeit bei der
10°/5°C Variante wird von der Temperatur stark beeinflu®ét B Tage nach Inokulation
kommt es zu einer sehr geringfligigen Sporulation.

Letztlich wurde bei diesem Versuch die Befallstarke geemesia die Chlorose als Gelbantell
des Ernteproduktes einen Qualitatsverlust fir den Anbauetelitavsid zu Gewinneinbul3en
fuhrt. In diesem Fall sind die Temperaturstufen 10/5°C und 15/¥6ACBedeutung, da hier
am meisten befallene Blattfliche entsteht. Tempdrataiche zwischen 15 und 20°C
erweisen sich somit als gunstig fir eine rasche Patkogeicklung, starke Sporulation und
die Bildung der befallenen Blattflache. Temperaturen zweisc5-10°C verursachen einen
hohen Prozentsatz an befallener Blattflache, died&m Ertrag relevant ist, jedoch wenig
Sporangien, die fiir die Epidemie von Bedeutung sind. Ahnlieghmep€ratureinflisse wie bei
Peronospora farinosd sp. spinaciaezeigen sich auch fur andere Falsche Mehltaue, wie z. B.
P. tabacina(16-24°C optimal fir eine frihe Symptomauspragun®U{C<sSHANK 1963) oder
P. parasitica(optimale Temperaturen 10-15 °C, Symptomauspragung bei 24°C iméagtc
keine Sporulation) (81ARAN 1997). Insgesamt fordern hier kiihle Temperaturen zwischen
10-15 °C die Symptomauspragung und Entwicklung des Pathogens.

Verschiedene Untersuchungen zum Einflu? des Lichtes Imtheéan Mehltau konzentrieren
sich auf die Hell/lDunkel-Perioden, die eine SporulationElesgers induzieren sollen (z. B.
YARWOOD 1937, Wzumi UND KROBER 1967, (RUICKSHANK 1963). Direkte Angaben zur
Inkubations- und Latenzperiode liegen dabei nicht vor. d&ei vorliegenden Untersuchung
zum EinfluRfaktor Licht auf die Inkubations- und Latenzperiad@t sich, dal? 4 Tage nach
Inokulation sowohl erste Symptome als auch erste Spomlarkennbar werden. Eine
schnellere Entwicklung des Erregers bei einer héherdeu@gungsstufe (BS3) wird in der
Sporulationshaufigkeit 6 Tage nach Inokulation deutlich. ket die Sporulationshaufigkeit
bei ca. 73% und unterscheidet sich signifikant von den &leuBhungsstufe 1 und 2 erzielten

Haufigkeiten. Eine Abhangigkeit der Sporulation vom Einfluls daechtes wird hier
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ersichtlich. Dieses weist auf eine Photosensitivatét Ende der Latenzperiode hin, wie sie
von RUMBOLZ ET AL. (2002) furPlasmopara viticoladiskutiert wird.

Auch bei diesem Versuch wurde die befallene Blattfladbesia fir die Prognose relevanter
Aspekt untersucht. Die befallene Blattflache bei BS1 uS@ Beigt in Bezug auf die gesamte
Blattflache die gleiche Stéarke. Der signifikant geringdngeil der befallenen Blattflache bei
der Variante BS3 mag vermutlich darauf zurickzufihren sein, o3 einer hohen
Beleuchtungsstarke der Entwicklungszyklus des Pilzes besdtlenind. Er beginnt somit
schneller mit der Sporulation, zeigt eine hohere Spdonkihtensitat (s. auch
Sporulationsintensitat in Abhéngigkeit von der Belichtunghd das Mycelwachstum im
Blattgewebe des Wirtes ist eingeschréankt. Eine Erklarimgdas tendenziell geringere
Pflanzenwachstum bei der BS3 lafl3t sich nur vermuten. ibhgégiveise kommt es aufgrund
der verstarkten Sporulation des Erregers mit hohem Mabran Pflanzenmetaboliten zu

einem stark gebremsten Pflanzenwachstum.

Sporulationsdauer und -intensitat

Fur einen gezielten Umgang mit dem Falschen Mehltau amaiSph Form eines
Prognosemodells ist eine Bewertung der méglichen Inokuluggnen Feld von Bedeutung
(AYLOR 1999). Nicht nur fir die Ausbreitung im Bestand spielt die Sptouksintensitat eine
Rolle, sondern auch fur die Langstreckenverbreitung desogaih. Von ALOR (1999)
wurden 3 Hauptfaktoren fur eine Langstreckenverbreitung defingie Intensitat der
Sporangienproduktion an der Produktionsstelle, die Verdinnung cegedetzten
Sporenwolke und der Verlust der Sporangienvitalitat wahrergl Tdansports. Fir eine
Bewertung der Inokulummenge im Bestand ist eine Untersuchun§pabeangienproduktion
und Sporulationsintensitdt pro befallener Blattflachetweoadig. Gleichzeitig gilt es,
Klimafaktoren, die einen Einflu@ auf die Sporulationsistét haben koénnten, zu
identifizieren.

Zunachst wurde die Sporulationsintensitat in Abhangigkeit der Befallsklasse und der Zeit
betrachtet. Es wurden dabei Blatter mit L&sionen dé&iliBldassen BK 4, 5 und 6 untersucht.
Insgesamt produzierte die groéf3te Befallsstelle auch diesteneiSporangien, kleinere
Befallsstellen produzierten insgesamt weniger Sporang@JHEN UND ROTEM (1969)
konnten dieses auch fiRseudoperonospora cubendeststellen, je groRer die Befallsstelle
desto mehr Sporangien wurden gebildet. Viel mehr intemes$ir eine Beschreibung einer
Epidemie von P. farinosa die eigentliche Flachenproduktivitdt der unterschiedlichen
Befallsstellen, daher wurden die Ergebnisse auf eineeidioh befallene Blattflache

umgerechnet. Hier zeigte sich, dal3 pro Flacheneinheitkidieeren Befallsstellen mehr
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Sporangien produzieren. Moglicherweise ist die Entstehumgr grofReren Lasion auf das
Zusammentreffen von Myzelien aus mehreren Sporangieickzufihren. So mag es im
Wirtsgewebe zu einer Konkurrenz um die Nahrstoffe kommden,n den Zellen enthalten
sind. Der Pilz konzentriert sich demnach auf die Befaohgfweiterer Nahrstoffe und setzt
sein interzellulares Wachstum im Wirtsgewebe fort,dsf® nur verringerte Energie in die
Sporulation gesetzt wird. Bei einer kleineren Befallgst&konnen mehr Nahrstoffe
erschlossen werden, und der Pilz kann somit verstarkilsren.

Erkennbar wird bei der Untersuchung auch, dal3 die Sporarigigsitat Uber die Zeit
abnimmt. Diese Abnahme kann zum einen auf einen Algspnoze3 beim Erreger
hinweisen, wie sie ISGH ET AL. (1988) furPeronospora pisbeschreiben. Hierbei wurden zu
unterschiedlichen Terminen Blatter, die Sporulation desders aufwiesen, mit einem Pinsel
abgewischt. Zum anderen konnten auch Alterungsprozesse ftderzeP aufgrund der
Parasitierung eine Rolle spieleneEENI ET AL. (1986) konnten bdPeronospora tabacina
feststellen, dal3 die Sporangienintensitat mit zunehmenian der Tabakpflanze abnahm.
Dieses spielt aber bei der festgestellten Abnahme peruttionsintensitat bé?eronospora
farinosa Uber die Zeit vermutlich eher eine untergeordnete Roléda der
Untersuchungszeitraum 14 d betrug, und eine Abnahme schon 3 Taghb
Sporulationsbeginn zu verzeichnen war. Diese AbnahmeSgerangien Uber die Zeit hat
allerdings keinen starken Einfluf3 auf die weiteren Infeldiound die Starke der Ausbreitung
des Befalls (8iGH ET AL.1988), denn in einem befallenen Bestand sind, aufgrund Ulréelage
Keimungs-, Infektions- und Sporulationsprozesse, viele lBgtllen unterschiedlichen
Alters zu finden, die unterschiedliche Starken an Spomainggmsitat aufweisen. FUP.
tabacina konnten A/LOR UND TAYLOR (1983) ermittelten, dal3 die Variation im Alter der
Befallsstellen eine durchschnittliche Sporangienkonaéiotr insgesamt verursachte. Die
urspriingliche Sporangienkonzentration von 196.000 Sporangien pianlind Tag pendelte
sich nach mehreren Infektionszyklen auf den Durchsckwvett von 20.000 Sporangien pro
Lasion und Tag ein.

Der EinfluRfaktor Beleuchtungsstarke auf die Sporangieniténsurde in einem weiteren
Versuch mit ebenfalls 2 Befallklassen untersucht. Die wainéersuchten Beleuchtungsstufen
(1= 280 pmol/m2s; 2= 380 pmol/m2s; 3= 610 pmol/m2s) entsprechenWaeten, die
durchschnittlich in den Monaten Oktober (Herbst), M@fgihjahr), Juli/August (Sommer)
vorherrschen. Der Anstieg der Sporulationsintensitéitzomehmender Beleuchtungsstarke ist
bei einer kleineren Befallsstelle signifikant. Bei dé&ohen Beleuchtungsstufe und
Befallsklasse 6 kommt es im Wirtspflanzengewebe zu ké&nekurrenz um Nahrstoffe, eine

groRere Menge an fur den Pilz verwendbare Nahrstoffegkbernschlossen werden, der Pilz
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ist optimal versorgt und kann daher Energie in die Sporulabzen. Bei der Lasion der BK
7 ist dieser Anstieg der Sporulation nicht signifikant und temdenziell erkennbar. Im
Blattgewebe kommt es zu einer Konkurrenz um Nahrstodfedadd nur wenig Energie und
Nahrstoffe flr die Sporulation des Pilzes zur Verfligung stehe

Auch die Temperatur kann auf die SporulationsintensitatiuRimiehmen. BePeronospora
farinosa f. sp. spinaciaebilden sich bei 10°C die meisten Sporangien. Ab 10°C nidient
Sporulationsintensitat des Erregers mit zunehmender Tatmpeb. Diese steht im Einklang
mit ahnlichen Untersuchungen mit anderen Falschen BMehit HARTMANN ET AL. (1983)
konnten beiP. parasiticaeine Sporulationsintensitat von 1466-2265 Sporangien/ 45mmz? bei
einer Temperatur von 13°C ausmachen, wohingegen diese Sjpositdensitat bei 18°C nur
82-1042 Sporangien/ 45mm? betrug. Berronospora farinosd sp. betaewurden bei 10°C
400.000 Sporangien/ cm? gebildet, bei 27,5 °C weniger als 200.000 Sporfacg? (MeY
1971). Die Sporulation vorPseudoperonospora cubensist zwischen 15 — 20°C am
héchsten, im Gegensatz Bufarinosaf. sp.spinaciaekommt es bei warmeren Temperaturen
zur starksten Sporulation. Bei niedrigen Temperaturen v@h K&fmmt es hier zu keiner
Sporangienbildung (@HEN UND ROTEM 1969). Auch beiPeronospora viciaeist die
Sporulation unter 8°C und Uber 16°C stark reduzie#G@E UND MENCE 1970). Eine
Wechselwirkung zwischen der Temperatur und dem Licht korgitedy Sporulation vor.
tabacina von QoHEN (1976) beschrieben werden. Er stelite fest, dalR bei @dher
Temperaturen (19 bis 24°C) die inhibitorische Wirkung auf gier&gienbildung verstarkt
auftrat, wahrend es bei niedrigen Temperaturen (8 bis 1Ai&einer Inhibition kam, auch
nicht bei den héheren Beleuchtungsstufen.

Beim Mehltau an Spinat kommt es bei 5°C immerhin zuregeringfigigen Sporulation.
Entscheidend fiir den Temperatureinflu3 auf die Sporulatiemsitéit insgesamt ist jedoch
auch die Sporulationsdauer. Diese ist bei 5°C und 20°@.b@rinosaf. sp. spinaciaerecht
gering (3d), wahrend sie mit ca. einer Woche bei 15°C rhiidgt. In dieser Zeit kdnnen
daher mehr Sporangien produziert werden und auch Uber emggrda Zeitraum verteilt

werden.

Sporangienvitalitat

Die Vitalitat der Sporangien voReronospora farinos& sp.spinaciae die der Pilz auf einer
Lasion bildet, ist fur die Entwicklung einer Mehltauepidemi grofRer Bedeutung. Dabei
mul3 unterschieden werden, wie sich die Sporangien vearhadt@lange sie noch am
Sporangientrager sitzen und wie sie sich verhalten,|ldsad@ gelost sind und verbreitet

werden (RTEM ET AL. 1985). Die Vitalitat der Sporangien, die am Sporangientrigten,
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hat einen Einflu auf die Lange der Verbreitungsphase dea&gen, nach der es zu einer
neuen Infektion kommen kann. So kénnen die Sporangient sa&fdoreitet werden oder auch
einige Tage spater. Fur eine Prognose Uber ein moglinbkasllimpotential ist die Dauer der
Vitalitdt der Sporangien in Abhangigkeit von unterschibéiic Klimafaktoren von
Bedeutung. Die Vitalitdt der losgeldsten Sporangien st fien Kurz- und
Langstreckentransport wichtig. Der Kurzstreckentranspettifth den befallenen Bestand
selbst oder Bestdnde in der ndheren Umgebung, in dem dran§@m ggf. Uberdauern
mussen, bis optimale Witterungsbedingungen fir eine Infektiorherrschen. Fir eine
erfolgreiche Ausbreitung Uber lange Strecken missen alg@&pstrangien eine noch langere
Zeitdauer Uberstehen. ABHI UND AYLOR (1983). Der Langstreckentransport definiert
demnach den moéglichen Verbreitungsradius des Falschenaugldn Spinat. So kann sich
der Mehltaubefall auf entfernt gelegene Anbaugebiete atesbreder sogar auf andere
Lander Ubergreifen.

Auch hier muf3 die Vitalitat der Sporangien in Abhéngigkei den Klimafaktoren, die bei
einer Verbreitung vorherrschen, untersucht werden. Sonbat die Vitalitat beim Transport
den spéateren Ausbreitungsradius der Epidemie. Keimungsunfahigan§jem kdnnen sich
zwar noch Uber weite Strecken ausbreiten, fihren algsdiu keinen neuen Infektionen. Als
Mald fur die Sporangienvitalitdt wurde in dieser Arbeit Id@mung verwendet, ebenso wie
bei anderen Untersuchungen zu diesem ThemaHBJND AYLOR 1983).

Bei Sporangien, die am Blatt haften, konnte eine abeeten Keimfahigkeit bei
Temperaturen von 5, 15 und 20°C fRBeronospora farinosd. sp. spinaciae festgestellt
werden. Wobei die Keimféahigkeit bei 20 °C besonders raboahm und schon nach 3 Tagen
unter 1% gesunken war. Eine Abnahme der Keimfahigkeit teijender Temperatur konnte
auch bei anderen Falschen Mehltauen Wiedestructor,P. tabacina oder Plasmopara
viticola festgestellt werden @EHI UND AYLOR (1983), GAYTON (1945), BAESER UND
WELTZIEN (1979)). So nahm z.B. bé&. destructordie Keimfahigkeit von 60% bei 10°C
(nach 72h) und 20% bei 25°C (nach 48h) auf 0% bei 35°C (nach iORjeaHaltbarkeit von
Sporangien vorP. tabacinawar bei kiihleren Temperaturen von 35-40°F (1,7- 4,4 °C) am
besten, und sowohl abgeloste als auch am Sporangienthéffende Sporangien von
Plasmopara viticolakonnten bei niedrigen Temperaturen wie 10 und 15°C eine &nger
Keimfahigkeit (z.T. Gber 1 Woche) aufweisen als bei Teatpeen von 20- 30°C. Interessant
ist, daR beiP. farinosaf. sp. spinaciaedie Vitalitat der Sporangien bei 10°C Uber einen
Untersuchungszeitraum von 7 Tagen kaum beeinflu3t wird. Eemeperatur von 10°C ist

also besonders geeignet fiir die Uberdauerung der Sporen.
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Die Sporangien vonPeronospora farinosa die vom Sporangientrager abgeldst den
verschiedenen Temperaturbehandlungen unterzogen wurden,nzsgften nach 5 Tagen
keine Keimfahigkeit mehr. Ein Temperatureinflu3 auf diena&higkeit konnte hierbei nicht
festgestellt werden. Dieses stimmt gut mit Untersuchurgel. tabacinatberein, die von
ROTEM ET AL. (1985) durchgefiihrt wurden. Sie stellten fest, daR Sporandjeram Blatt
hafteten, besser Uberlebten als solche, die vom Sgeraréiger abgelost waren. Gleiches
wurde auch von BAESER UND WELTZIEN (1979) fur Plasmopara viticolafestgestellt. Einen
Temperatureinflu konnten sie auch nur fir die am Sporardggnt haftenden Sporangien
ausmachen und nicht fur abgeldste Sporangien. Hier sohamdere Prozesse die Vitalitét
der Sporangien zu beeinflussen, wie die Trennung vom Sperdrigier selbst oder eventuell
die rel. Feuchte oder die Bedingungen bis zur Bildung der Sperarf§/SSMANN UND
HALVORSEN 1966).

Mehrere Autoren bezeichnen die Beleuchtungsstarke alsutsadesten Faktor fir die
Erhaltung der Vitalitat (BsHI UND AYLOR 1983, FROTEM ET AL. 1985, WLLOQUET ET AL.
1996, AYLOR UND SANAGO 1997, WU ET AL. 2000). FurP. farinosa liegt nur eine
Untersuchung zu diesem Thema vorcHARDS (1939) vor. Hierbei wurden abgetrennte
Sporangien bis zu 90 Minuten dem Sonnenlicht ausgesetzin $eth einer Stunde war die
Keimfahigkeit auf 0 gesunken. Daher wurde im Rahmen dieskeitAein erster Versuch
unternommen, sowohl am Blatt haftende Sporangien als abgeléste Sporangien unter
freilandnahen Bedingungen in Klimaschranken zu untersuddeinden Untersuchungen zu
den am Sporangientrager haftenden Sporen ergab sich, daf@adliét Gber den gesamten
Untersuchungszeitraum erhalten blieb. Ein Abnahme demflligkeit erfolgte bei den
niedrigeren Beleuchtungsstufen. Bei der hohen Beleuchtungssteigte sich im
Untersuchungszeitraum keine Abnahme der Keimfahigkeit. KlgliErklarungen fir den
geringeren Einflud der Beleuchtungsstarke mag zum einen d®&ache sein, dald die
Sporangien auf der Blattunterseite gebildet werden und samaht der vollen
Beleuchtungsstarke ausgesetzt sindL{®CQUET ET AL. (1996). Zum anderen kdnnten die
dicken Sporangienwande, die fur die Sporangien der Falschaitale diskutiert werden
(PIETREK 2000), einen EinfluR haben. So betragt z.B. die Dicke deraB8genwand bei
Bremia lactucaeetwa 0,07 um (&GENT 1981). Fur einige Pathogene wird auch eine
Pigmentierung fur die Unempfindlichkeit gegenlber der Bestrghi@nantwortlich gemacht
(ROTEM UND AusT 1991). Beim Falschen Mehltau an SaBtgmia lactucagist bekannt, daf3
die hyalinen Sporangien besonders empfindlich auf Licht besonders den UV-Antell
reagieren (W ET AL. 2000). Dieses ist furdPonosporafarinosaf. sp.spinaciaenicht belegt,

aufgrund der graulichen Verfarbung des Mehltaurasens iseatgePigmentierung denkbar.
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Fur die gleichbleibende Keimfahigkeit bei der hohen Beleundsstufe mag eine bessere
Versorgung mit Nahrstoffen aus dem Wirt verantwortlielm.sSporangien degPeronospora
Arten haben die Fahigkeit Nahrstoffe aus dem Wirt zu bpeicund fiir die Keimung und die
Infektion in das Wirtsgewebe zu verwendem(Ce 1981). Licht ist essentiell fir die Bildung
der Photosyntheseprodukte und Nahrstoffe, die fir die Spomlathd damit fir die
Produktion von Sporangien verwendet werdeaL{P1989). Moglicherweise kommt es bei
der hohen Beleuchtungsstufe zu einer besseren Photastettieing und somit zu
verstarkter Bildung dieser fiur die Sporangien wichtigen Néfies So sind die Sporangien
besser versorgt als bei den niedrigeren Beleuchtungseariamd bleiben daher langer
keimfahig.

Bei der Untersuchung des Einflusses der Beleuchtungsstarkabgelbste Sporangien des
Spinatmehltaus lie3 sich ebenso wie bei dem Einfluldfakemperatur kein Einflu der
Beleuchtungsstarke ausmachen. Innerhalb von 3 Tagen kamu esner Abnahme der
Keimfahigkeit auf 0%. Dies lat sich mit Daten, die fUe #iitalitat von Sporangien von
Bremia lactucaein Abhangigkeit von der Bestrahlung erhoben wurden, vefrgei Hier
sank die Keimfahigkeit schon nach wenigen Stunden béil8hgseinwirkung ab.

Auch hier scheinen andere Faktoren, wie die relativectite oder fehlende Né&hrstoff- und
Wasserversorgung durch das Ablésen vom Sporangientrager uriflalere zusatzlich zur

Beleuchtungsstérke, eine Rolle zu spielen.

Pathogenese unter Freilandbedingungen

Sieben Freilandsatze Spinat konnten im Rahmen deregenden Untersuchung auf ihren
Befallsverlauf mit Peronospora farinosaf. sp. spinaciae untersucht werden. Die
Befallsverlaufe erreichten unterschiedliche Befaltbstid, z.B. 16% oder 1% befallene
Blattflache. Die Befallstarke nahm jedoch bei jedertz Ser die Zeit zu. Diese Zunahme an
befallener Blattflache kann zum einen auf eine Ausdehndeg Befallsstellen durch
Mycelwachstum des Erregers im Blatt zurlickzufihren sein. Zuokeren kann sie aber auch
auf der Bildung von Sekundérinfektionen nach Verbreitung dera®pe@n im Bestand
beruhen (@MPBELL 1999). Bei Peronospora farinosaf. sp. spinaciae konnten drei
entscheidende EinfluRfaktoren auf diese ZunahmeprozesseBadallsstarke ausgemacht
werden: das Primarinokulum, die Sporulations-und Infektiongfiitf und die Kulturdauer.
Das Primarinokulum ist abhangig von vielen ProzesserEde&gerbiologie, die im Verlauf
dieser Arbeit unter kontrollierten Bedingungen genauer urtktsvurden. Ausschlaggebend
ist zunachst die Infektion durch die Sporangien, die, wiers@rwahnt, von der Temperatur

und Blattndssedauer abhéngt. Auch die Vitalitdt der Sporandie nach Verbreitung zu
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einem ersten Inokulum werden kénnen, und das Alter der piidmbzen spielen eine Rolle fir
die erste Infektion. Weiterhin legt das Primarinokulum erSporulation des Erregers nach
erstem Befall den Grundstein fur das im Bestand vorhandenere Inokulum.

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen wurde das Pakdiiom Uber den
Erstbefallswert, also die befallene Blattflache zisten Bonitur, bewertet. FiReronospora
farinosaf. sp.spinaciaekann schon tber die Starke des Erstbefallswertes eite Anssage
zur Starke des Endbefalls gemacht werden. Bei Ersthedailsn von 18 % befallene
Blattflache/Gesamtbestand kommt es zu keiner starkehtioih des Erregers, diese tritt erst
bei Konzentrationen von I und 10 % auf. Bei einer starker befallenen Blattflache
kommt es zur Bildung einer grél3eren Menge an Sporangienséhi@n erwahnt, verkirzen
héhere Inokulumkonzentrationen die Latenzperiode und besidda die Infektionszyklen.
Zudem wird ein gré3erer Bestandteil der Blattflache valemd?schlossen, und es kommt zu
hoheren Befallswerten. Die unterschiedlichen Erslibefarte bei den untersuchten
Spinatsatzen erklaren sich aus den unterschiedlichen nhgigéemperaturen zur
Inokulation. Es konnte gezeigt werden, dal3 héhere Erlishefete bei Temperaturen von 10
bis 15°C entstehen, wahrend bei héheren Temperaturemiedrigere Erstbefallswerte
erreicht werden. Dies wird von der Untersuchung zur KeinuntjInfektion der Sporangien

in Abhangigkeit von der Temperatur, die unter kontrollieredingungen durchgefihrt
wurde, belegt. Glnstig fir Keimung und Infektion sind Temperataveaschen 5 bis 15°C,
bei hoheren Temperaturen kommt es nur zur einer sehiggariSporangienkeimung und
Infektion.

Nasse auf der Wirtsoberflache ist essentiell fir diabkgrung einer Infektion bei vielen
Falsche-Mehltauen @®ULER 1981), da sie die Sporulations- und Infektionshaufigkeit des
Erregers bestimmt. Dies wird aus den Befallsverlaufen fihiP. farinosaerhoben wurden,
auch ersichtlich, denn nur bei einer hohen Anzahl @shidn mit einer relativen Feuchte
groRRer 95% und einer hohen Anzahl an Folgenachten mir hrefativer Feuchte kam es zu
starken Mehltauepidemien. Feuchte im Bestand kann sowobh dRegen als auch durch
Taubildung verursacht werdendPULER 1981). Fir verschiedene Mehltau-Erreger gibt es
eine unterschiedliche Gewichtung in der Bedeutung der beidektoren: fur
Pseudoperonospora humuhat sich ergeben, dall Regen die entscheidende Rolleé spiel
(RoYLE 1970 IN POPULER 1981). Dieses wurde damit begrindet, dal3 Regen nicht nur die
Blatter befeuchtet, sondern auch ein Maximum an Spordngigetzung verursacht. Bei
Pseudoperonospora cubensi;igegen wird Taubildung als entscheidender Faktor diskutiert.
Die Sporangien kdnnen, auch wenn sie tagsuber freigesetden, bis abends Uberdauern,

wenn Taubildung geeignete Bedingungen fiir eine Infektion tigfoHEN UND ROTEM
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1969). FurPeronospora farinosd. sp. spinaciaesind sowohl Regen als auch Taubildung
entscheidend. Es wurde deutlich, da’ die relative Feuclotgsngon Bedeutung ist. Hier
kommt es zur Taubildung, allerdings kann zusatzlicher leidRegen die Bedingungen noch
verbessern. Wie auch bePseudoperonospora cubensigdnnen Sporangien des
Spinatmehltaus tagsiber freigesetzt werden und dann Uberdbigrabends Taubildung
geeignete Infektionsbedingungen liefert.

Die Untersuchungen zur Vitalitdt der Sporangien in diesdyeif zeigten, dal} abgeloste
Sporangien ca. 3 bis 5 Tage Uberdauern konnten, wéhrendteadieafSporangien bei
gemaligten Temperaturen Uber 9 Tage haltbar waren. Dgpdrargienfreilassung jeweils
verstarkt bei Verdnderungen in der relativen Feuchteithukann Regen als erganzender
Faktor fur den Befall gewertet werden. Sollte es tagspligelich regnen, éndert sich die
relative Feuchte., die Sporangien werden verteilt und rhalggeich optimale
Infektionsbedingungen. Letztlich kann es auch aufgrund von riRpgk&ern zu einer
Verteilung der Sporangien im Bestand kommeBaL#AT UND VAN DEN BOSCH1998).

Gezeigt werden konnte auch, dal3 die relative Feuchte Ablelif der Latenzphase des
Erregers eine Rolle bei der Entwicklung des Befallsveztaspielt. Sporulation kann nach
Untersuchungen, die unter kontrollierten Bedingungen durchgetfilmtien, 5 Tage nach
Inokulation einsetzen. Bei den untersuchten Satzenamtwachem Endbefall waren nach 5
dpi keine oder nur vereinzelte Nachte mit einer relativeuchte grofRer 95% zu verzeichnen.
Sekundarinfektionen wurden somit nicht begtnstigt. Bei ddmeSamit starkem Endbefall
zeigten sich nach 5 dpi viele Folgenachte mit einer heemd relativen Feuchte. Fur
Sekundarinfektionen ist die Haufigkeit der Folgenachte niiehaelativer Feuchte wahrend
der Kulturdauer entscheidend. Ebenso nimmt die Sporulationsdsinen EinfluR auf
mogliche Sekundéarinfektionen. Die Sporulationsdauer kann kotdrollierten Bedingungen
ca. 11 Tage betragen. In diesem Zeitraum befinden sichimieer Sporangien im Bestand,
die zu weiteren Infektionen fihren kdnnen, wenn glnstigeeWingsbedingungen herrschen.
Einige Modelle zur Schatzung von Blattnasseperioden aladkge fir eine Prognose eines
Pathogenbefalls liegen vor {@oul ET AL. 1999), gleichzeitig sollen sie auch geeignete
Aussagen zu Terminen fur die chemische Bekampfung von Pa#defern (GTioul ET
AL. 1999, MLLER UND AMADOR 1981). Die relative Feuchte im Bestand erweist sich aach b
Peronospora farinosaals der wichtigste Eingabeparameter fiir eine Prognose des
Befallsverlaufs.

Als dritter Einflu3faktor auf den Befallsverlauf vdPeronospora farinosd. sp. spinaciae
kann die Kulturdauer ausgemacht werden. Entscheidend ervighistdabei, zu welchem

Zeitpunkt wahrend der Kultur glinstige Sporulations-und Infektidingengen auftreten.
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Treten diese zum Ende der Kulturdauer auf, kann durch VariggwnKulturdauer eine
Reduzierung des Gelbanteils im Erntegut erreicht werden.

Bei dem Vergleich der rdumlichen Befallsausbreitung irerairstark und einem schwach
befallenen Satz konnte die raschere Entwicklung des|8&falSatz mit starkem Endbefall
aufgezeigt werden, die sich unter anderem in der Bildung afiedzahl von Kkleineren
Sekundarlasionen 2 Wochen nach Inokulation &uRert. Beiersimthungen zur
Sporulationsintensitat in Abhangigkeit verschiedener IBkfassen, die unter kontrollierten
Bedingungen durchgefuhrt wurden, konnte gezeigt werden, dal} dmEgeEmuf kleineren
Lasionen pro Flacheneinheit intensiver sporuliertaalf gré3eren Lasionen. Fur den stark
befallenen Freilandsatz bedeutet dieses, dald schon 2ewoelsh Inokulation eine gréf3ere
Menge an Sporangien im Bestand vorhanden ist als beiS#mmit geringem Endbefall.
Hier haben sich lediglich vorhandene Lasionen vergtp@ed der Erreger sporuliert weniger
effektiv.

Fur eine Prognose des Befalls rRieronospora farinosd. sp. spinaciaestellen also das
Priméarinokulum, die Sporulations-und Infektionshaufigkeit und dielturdauer die

wichtigsten Rahmenangaben dar.

Wirt-Pathogen-Interaktion

Das Wirtspflanzenalter ist ein wichtiger Faktor, der @&iefallshaufigkeit und auch die
Befallsstarke mit Falschem Mehltau beeinflussen kamcAk, HAYTER, CRUTE 1995). Bei
den Falschen Mehltauen ist eine Anfalligkeit unabhangigm vaVirtspflanzenalter
beschrieben, wie z. B. fliPeronospora destructofKOFOET 1988), fir einige Falsche
Mehltaue jedoch ist eine Altersresistenz beschriebem. fur P. parasitica(DAHL-JENSEN
1996), Bremia lactucae(LucAs, HAYTER, CRUTE 1995), P. manshurica(WYLLIE UND
WILLIAMS 1965) oderP. tabacina(REUVENI ET AL. 1986). Einen Hinweis, dal3 gegenlber
Peronospora farinos& sp.spinaciaeauch eine Altersresistenzreaktion des Erregers auftrete
kann, erhalt man daraus, dal3 Zuckerriiben eine solche tedRestaktion gegeniber
Peronospora farinosaf. sp. betae aufweisen (My 1971). Die Anfalligkeit gegeniuber
Infektionen kann sich nicht nur durch das Pflanzenatbedesrn auch je nach untersuchtem
Abschnitt der Pflanze oder den Umweltbedingungen &andeapu{rR 1981). Hinweise
darauf, dal3 auch die jeweiligen Blatter der Spinatpflanzéeraahiedlich auf Mehltaubefall
reagieren, lieferten FEINKING AND LINDERS (1986) mit ihrer 3-dimensionalen Darstellung
eines Mehltaubefalls in einem Spinatbestand.

Demnach sollte auch fur Falschen Mehltau an Spinat diglithkeit der stadienspezifischen

und altersspezifischen Resistenz, wie sie fur anBerenospora Wirtspflanzenarten bekannt
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ist, genauer untersucht werden. Folgende Fragen galt eiszsoktéiren: sind unterschiedliche
Entwicklungsstadien unterschiedlich anfallig gegeniber FatschMehltau; sind die
entwickelten Laubblattpaare einer Wirtspflanze (KB= riaétter, LB 1= erstes
Laubblattpaar, LB 2= zweites Laubblattpaar etc.) untedtith anfallig, und spielt hier das
Entwicklungsstadium eine Rolle; hat die Temperatur einefluBi auf die Anfalligkeit der
Wirtspflanze? Ein Bezug zum Submodell Wachstum der WirtsggdleSpinat als Bestandteil
des Prognosemodells fur Falschen Mehltau an Spinat wirdidser Untersuchung deutlich:
tber Angaben zum Entwicklungsstadium eines jeweiligen Spizats konnen Aussagen zur
moglichen Anfalligkeit gemacht werden.

Die Ergebnisse miPeronospora farinosd. sp. spinaciae zeigen, daf3 Pflanzen mit dem
Entwicklungsstadium BBCH 102-105 auf Infektionen mit Falschenhlide am starksten
reagieren, also die am meisten befallene Blattfléamhigveisen. Pflanzen, die zur Infektion
héhere Entwicklungsstadien wie BBCH 107 und 108 aufwiesen, meigte einen geringen
Befal. Es ist kein Einfluld auf die Anféalligkeit durch urgehiedliche Temperaturen
auszumachen, wie es bei anderen Erregern z. T. bdmahnard ¢. B. KAUL UND SHANER
1989). Die Unterschiede im Befall lassen sich durch deriluBinder Temperatur auf
Entwicklungsprozesse vorPeronospora farinosaf. sp. spinaciag wie Keimung und
Infektion, erklaren. So hat sich z. B. aus den oberchbebenen Untersuchungen eine
Temperatur von 10°C als optimal fir die Keimung und Infektiomiesen. Dieses wird mit
den Untersuchungen zur Alterresistenz bestatigt, da bel%lé0°C (Inokulation bei 10°C)
die hochste Befallsstarke auszumachen ist. Ein Temperdtu® wahrend der
Wachstumsphase des Pilzes in der Pflanze ist aber aszunaachen, denn die Variante
10/5°C zeigt einen starkeren Befall als die 20/15°C Variantéhei letztere eigentlich die
gunstigere Temperatur (15°C) zur Infektion hatte. Genauerscllise zur Anfalligkeit
erhalt man, wenn man die Reaktion der einzelnen Latipare zum jeweiligen
Entwicklungsstadium zur Infektion betrachtet. Keimblatsgxd demnach am anfalligsten,
allerdings fehlen sie bei alteren Entwicklungsstadien antfder natirlichen oder durch den
Erreger zusatzlich verstarkten Seneszenz. Auch daslexsbblattpaar zeigt sich als extrem
anfallig. Die zu verzeichnende hdhere Befallsstarkel wirn FRINKING UND LINDERS (1986)
durch die Position der Blatter erklart, die sich in def@eines Bestandes befinden und somit
einer hoheren relativen Feuchte, geringerer Lichtgit&n und kihleren Temperaturen
ausgesetzt sind also Bedingungen, die einen Mehltaubefglingen. Bei den
Untersuchungen am Spinat kann dieses aber nicht der eBrigel fir den hohen Befall
sein, denn der Befall liegt schon zum Entwicklungsstadiur@BB.02 mit 50% relativ hoch,

und in einem Freilandspinatbestand ware das erste Laypialislatzu diesem Zeitpunkt noch
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nicht von dem restlichen Bestand umgeben. Das zwetlbllattpaar erwies sich auch noch
als recht anféllig, aber ab dem dritten Laubblattpaarnisr ein sehr geringer Befall
nachzuweisen. Der Befall ist besonders stark bei jingergwicklungsstadien, was mit den
Angaben von RINKING UND LINDERS (1986) Ubereinstimmt. Diese stellten fest, daf’3 bei den
Laubblattpaaren 1 und 2 nur hohe Befallswerte erzielt wurdlenn die Blatter noch jung
waren. Eine Erklarung daftr kénnten die voicKkINSON UND CRUTE (1974) angesprochenen
Anderungen in der Anatomie, im Nahrstoff- und im Wirtsmbetitengehalt sein. Obligate
Parasiten konnen die Translocationsmuster in der Watg® verandern, wodurch der
Import von Photosyntheseprodukten zum befallenen Pflangan, hier das Blatt, zunimmt
(AYRES 1979, YARWOOD 1967, FhnBESHAW 1984). Im Entwicklungsstadium BBCH 102 und
105 wachsen die Laubblattpaare 1 und 2 sehr stark, das Bladanmtl der Pilz werden
optimal mit Nahrstoffen versorgt. Bei hoheren Entwickjsstadien (ab BBCH 107 bis 108)
lakt das Wachstum und somit die generelle Photosyntistsete der ersten beiden
Laubblattpaare nach, auch der Befall mit einem Erregay mundchst das Wachstum des
Wirtes verlangsamen. Der Pilz, als ,sink* fur Nahrigofom Wirt, wird schlechter versorgt
und wachst im Wirtsgewebe langsamer. Junge Blatter (¥#Zbider vollen GroRe) sind
ebenfalls als ,sink* zu betrachten und importieren Naiffiess wie Kohlenhydrate und
Proteine aus unteren alteren BlatternsgeRT 1993). Eine schlechtere Nachlieferung aus
alteren Blattern konnte der Grund fur den geringen Beéalhbheren Entwicklungsstadien
sein. Eine eindeutige Altersresistenzerscheinung laRthb&i Spinat nicht ausmachen, obwohl
es zu bemerken gilt, dal3 sich der geringe Befall zum Ekitwagsstadium BBCH 108
signifikant von dem Befall der jungeren Entwicklungsstadieriersoheidet. Wie bei
Peronospora farinosd. sp. betae(MeY 1971) ist das Entwicklungsstadium von Bedeutung
fur die Anfalligkeit der Spinatpflanze, allerdings ist auch Bosition des Blattes im Bestand

zu berucksichtigen.

Ziel der Untersuchung in der Gaswechselkammer war @gugtsllen ob sich ein Befall mit

P. farinosaf. sp. spinaciaereduzierend auf die Photosyntheseleistung der Spinatpflanzen
auswirkt. Eine mdgliche Reduktion der Photosynthese und damhiergehend ein geringes
Pflanzenwachstum fiihrt zu einer Ertragsverminderung, die ebeer Ertragsprognose
bertcksichtigt werden mufdte @BTE ET AL 1983, @QMPBELL AND MADDEN 1990, Hu
1995). Gleichzeitig mifte das im PrognosemodelPgronosporafarinosaf. sp. spinaciae
integrierte Wachstumsmodell angepaldt werden.

Mit den vorliegenden Untersuchungen in der Gaswechselkakomeite festgestellt werden,

dalR die Pflanzen der infizierten Variante ein geringdPéianzenwachstum, sowohl der
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oberirdischen als auch der unterirdischen Pflanzentaileyiesen. Auch die Trockenmasse
dieser Varianten war erheblich geringer als bei den gesuWarianten. Die signifikanten
Unterschiede zwischen den Gewichten der infiziertengeasidinden Variante traten ca. 8 Tage
nach Inokulation auf, einem Zeitpunkt zu dem die SporulatienEteegers einsetzte. Nach
YARWOOD (1967) ist diese Reduktion der Frischmasse auf die Sporulat®rEdegers
zurlickzufuihren, besonders bei Falschen Mehltauen kannrd&sehoch sein. Bei Falschem
Mehltau an Spinat kann diese Gewichtsreduktion bis zu 48%adweet, was bei den
vorliegenden Untersuchungen ca. 19 Tage nach Inokulatiorfadbepeobachtet werden
konnte. YARWOOD (1967) begriindet die Gewichtsreduktion mit einem Zusammenbrich de
befallenen Wirtsgewebes zur Sporulation und mit einer aimlung des Pilzmycels in
Sporangien. Bei Versuchen zur Sporulation #@nonospora farinos& sp.spinaciaekonnte
gezeigt werden, dalR die Befallsstelle an der der Erregeulspte, noch Uber 1 Woche
sporulationsfahig blieb, eine Zerstorung des befallenewebBes erst zu diesem Zeitpunkt
massiv einsetzte. Die Gewichtsreduktion z. B. der Rmssse ist demnach bei Falschem
Mehltau an Spinat eher auf die Umwandlung von MycelinhaBporangien zurtickzufiihren.
Die Betrachtung der Trockenmassegehalte zeigte jedochdidaidfizierten Pflanzen eine
groRere Menge an Trockenmasse einlagerten. Der Faketbt, lder sich in den beiden
Versuchskabinen um ca. 13% unterschied, wurde zunachst néhBegrindung betrachtet.
Zum einen durfte jedoch die geringere Bestrahlung in demigahit der infizierten Variante
(ca. 13% weniger) nicht so einen extremen Effekt aufPd@nzen haben. Zum anderen war
die spezifische Blattmasse ebenso wie der Trockenmdmsdegehr hoch, diese Werte hatten
bei zu wenig Bestrahlung sehr viel geringer ausfallen miisde bei den gesunden Pflanzen
aus der zweiten Versuchskabine. Ein Zusammenhang zwidsh&ll mit Peronospora
farinosaf. sp.spinaciaeund dem reduzierten Wachstum der Spinatpflanzen kann fesditgest
werden. Das Ausmal} dieses reduzierten Wachstums hangt dabehmlich vom
Entwicklungsstadium zum Befallstermin ab. Junge Pflanzemlemeoftmals leichter infiziert
und zeigen daher auch die starkste Reduktion des WachstMrgsS(2A981). Dieses kann
auch bei der vorliegenden Untersuchung mit Spinat ersichiierden, denn die Pflanzen
wurden in einem sehr jungen Stadium infiziert. Altereaf®fen, wie beim Versuch zum
Anfalligkeitsverhalten in Abhangigkeit vom Entwicklungsstadi ersichtlich, zeigen keinen
starken Mehltaubefall.

Bei vielen pilzlichen Erregern ist eine Abnahme deotBhlyntheserate nach Infektion, oder
eine zu Beginn der Infektion kurzfristige Zunahme der Plyotbsserate gefolgt von einer
Abnahme, nachgewiesen worderu@as 1998, NGRAM 1981). Untersuchungen zum Einfluf3

eines Befalls mit Falschem Mehltau auf die PhotosgatHegen nur wenige vorNERAM
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1981). SITIENBERG (1992) konnte z. B. bei der Untersuchung des Befalls mit
Pseudoperonospora cubensisr Gurke eine erhebliche Abnahme der Photosynthesenalt
einen leichten Abfall der Transpiration ausmachen. Bieem Befall vonPennisetum
typhoidesmit Sclerospora graminicolaeigte sich eine Abnahme der Photosyntheserate um
42,1%. Dabei war die Chlorophyllmenge in den befallengiit@in auch erheblich reduziert
(GARG UND MANDAHAR 1976). Auch bei Befall mitPlasmopara viticolaan Wein Vitis
vinifera) zeigt sich eine Abnahme der PhotosyntheserateN{@GLI UND ORLANDINI 2000),
gleichzeitig konnten auch Anderungen in der source-sink Bazge zwischen Wirtspflanze
und Pathogen nachgewiesen werdeREBET AL. 1986).

Ein tatsachlicher Einfluld voReronospora farinosé& sp spinaciaeauf die Photosynthese der
Wirtspflanze Spinat kann mit den vorliegenden Untersuchungdr nachgewiesen werden.
Sowohl bei der Betrachtung des £Gaswechsels in Abhangigkeit von der Temperatur/ Zeit
als auch bei der Betrachtung der Lichtnutzungseffizienz kaim signifikanter Unterschied
zwischen der gesunden und der infizierten Variante aufgenedgien. Oftmals wird ein
Bezug zwischen befallener Blattflache mit reduziertemo@phyligehalt und einer Abnahme
der Photosyntheserate diskutiertuas 1998). Bei Befall mitPeronospora farinosd. sp.
spinaciaeist dieses nicht eindeutig erkennbar. Die Befallsstetleigen zwar Aufhellungen,
was auf eine Reduktion des Chlorophyllgehaltes schlieBBhy bBber eine Abnahme der
Photosynthese wird nicht ersichtlich. Als biotroplRarasit erhallP. farinosazunachst die
Funktionen der Pflanzenzellen aufrecht, und eine Kompenskir fehlende Nahrstoffe kann
aus gesunden Blattern erfolgen.

Fur eine Prognose des Pflanzenwachstums muf3 daher kemslen@nde Photosyntheserate
bertcksichtigt werden. Allerdings spielt der Zeitpunkt der kitide eine Rolle. Bei einer
Infektion in einem jungen Entwicklungsstadium, wie BBCH 102-1K&nn es zu einer
Reduzierung im Pflanzenwachstum kommen. Bei A&lteren Zeftanist dieser Effekt
vernachlassigbar (A/Res 1981). Bei jungen Pflanzen gilt es dann weiterhin die négdriden
Klimabedingungen zu betrachten, sind diese ungunstig fiur &edttaubefall, kommt es zu
keinen Neuinfektionen. Mdoglicherweise kann die Pflanzendamt der neugebildeten

Blattmasse die Wachstumsreduktion durch den urspringlichel Refgpensieren.

Rassenbestimmung (Infektionsversuche, Methodisches, RABEbnisse)

Eine Variabilitat der Virulenz ist fur viele FalscheeWMtau-Pilze beschrieben, und daraus
resultiert die Existenz von unterschiedlichen Rassen veeschiedenen Mehltau-Arten
(LEBEDA 1994). Auch bePeronospora farinos& sp.spinaciaewird diese Variabilitat in den

bis heute bekannten sieben Rassen ersichtlich.

124



Diskussion

Traditionell wird eine Auswahl an verschiedenen Wirtspfensorten zur ldentifizierung der
unterschiedlichen Erregerrassen verwendedL(BIGE, S.USARENKO 1987). Im Rahmen
dieser Arbeit wurden daher zunéchst alle erhalteneatésaluf dem fllPeronospora farinosa

f. sp. spinaciaevorliegenden Testpflanzensortiment Gberprift. Diese dbithhat sich als
sehr zeit- und arbeitsaufwendig erwiesen. Zunachst muf \é@mrmehrung des Erregers
erfolgen. Zudem war nur die Testung auf ganzen Pflanzengmkséadtig, welches zugleich
das Vorhandensein unterschiedlicher Rdume mit standabdiss@ Bedingungen voraussetzt.
Eine gleichzeitige Testung vieler Isolate ist daher tnitibglich. Schwierigkeiten mit der
Identifizierung mittels Testpflanzensortiment ergebem siuch, wenn eine neue unbekannte
Rasse auftritt. Da ein Testpflanzensortiment in siogeschlossen ist, lassen sich nicht ohne
weiteres Wirtspflanzensorten mit neuen Resistenzaspafien hinzufligen oder alte
Testsorten entfernen WDER ET AL 1980). Beim Auftreten einer neuen Rasse mufd also
auch das Testpflanzensortiment neu erstellt bzw. exxveiterden.

Die Rassenverteilung innerhalb Deutschlands erweist & einheitlich, alle untersuchten
Proben lieRBen sich als Pf7 identifizieren. Dies i zum einen auf das Sortenspektrum an
Spinat zurtckfihren, das in den letzten Jahren in Deutschtarwendet wird. Ein Grol3teil
der verwendeten Sorten waren 4- fach resistent. Daseferi der Rassen Pfl bis Pf4 war
damit nicht méglich. Die Rasse Pf6 ist bislang nur auflgA beschréankt. Eine Erklarung
dafir, dafd keine Isolate der Rasse Pf5 gefunden wurden, magenit Konkurrenzverhalten
der Rassen Pf5 und Pf7 zu erklaren sein, wobei sich diseRR& durchgesetzt hat.
Konkurrenzphdnomene bei Spinat- Mehltau- Rassen sind diRassen Pf 1, Pf 2 und Pf 3
beschrieben worden ¢8uM UND REIMANN-PHILIPP 1982), kdnnten also auch hier eine Rolle
spielen. Allerdings liegen auch keine beschreibendenatitequellen vor, die Uberhaupt ein
eindeutiges Auftreten der Rasse Pf5 in Europa sichernchHBetriwird lediglich von dem
Auftreten der ,Rasse 5“ in Europa, jedoch nach der Nomemfdatlegung 1999 durch die
NAK Tuinbouw ist dieses die Rasse Pf7. Denkbar ist somita bei
Literaturzusammenfassungen (z. BORRELL ET AL 2003) zum Auftreten der jeweiligen
Mehltaurassen, die Rassen Pf5 und Pf7 aus Europa identidch si

Eine schnelle Anpassung von Erregern an neue Umweltbedieguerfolgt nachvAN DER
PLANCK (1982) besonders bei Erregern, die eine asexuelle Vermephasgsaufweisen, wie
es beiPeronospora farinosaer Fall ist. Im Gegensatz zu der verbreiteten Annadai@ eine
Anpassung an neue Umweltbedingungen uber die sexuelle Vermsphase erfolgt,
argumentiert VAN DER PLANCK (1982), dafld in einer Erregerpopulation alle mdglichen
Genotypen vorhanden sind und nur eines Selektionsdruckes diediumm zu- oder

abzunehmen. Die schnelle Durchsetzung einer neuen Rdefg somit Uber die asexuelle
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Vermehrungsphase. Dieses zeigt sichReonospora farinosd sp.spinaciaein den immer
kurzeren Abstanden (z. T. 4 Jahre) bis zur Entstehung Raxssen in den letzten Jahren.
Durch den Anbau von Sorten mit unterschiedlichen Regisigenschaften kann die
Uberwindung dieser Resistenzen verlangsamt werdemrthNN ET AL. 1994). So sind seit
der Entdeckung der Rasse Pf7 inzwischen fast sieben \Jaig@ngen, und es hat sich keine
Rasse Pf8 entwickelt. Dies kann unter anderem mit derausitbation in grofReren
Anbaugebieten erklart werden. Zwar sind sieben-fachstesde Sorten auf dem Markt
vorhanden, oftmals werden jedoch noch in gro3en zusandmgenden Anbaugebieten bis
zu 60% vier- fach resistente Spinatsorten verwendstR{SDER 2002, mundliche Mitteilung).
Aus der vorliegenden ldentifizierung der Isolate aus Dewsdhkann geschlossen werden,
dalR der Anbau von Sorten, die Resistenzgene gegentber ssenAR6 und eventuell Pf5
besitzen, nicht notwendig ist und somit eine SchonungediBesistenzen erreicht werden
kann. Sorten mit den Resistenzen 1,2,3,4,5 und 7 sind fir deauAerhaltlich, wogegen
Sorten mit einer ausschlie3lichen Resistenz: 1,2,3,4 umdh? gesichert sind. So sind z.B.
bei dem in dieser Arbeit verwendeten Testpflanzensentirdie Resistenzen der Sorte Eagle
nicht klar definiert bzw. in weiteren Arbeiten untdmnsdlich definiert (©ORRELL ET AL
2003). Die Resistenzeigenschaft 1,2,3,4 und 7 ist somit unklg. ebenfalls im
Testpflanzensortiment enthaltene Sorte Naktuibouwl1?2 gRRezien: 1,2,3,4 und 7) war flr
diese Arbeit nicht lieferbar und wurde bei weiteren tuehungen mit dem Sortiment durch
die Sorte Scenic (Resistenzen: 1,2,3,4,5, und 7) ersetgRECL ET AL 2003).

Weiterhin a3t sich anhand von Proben aus dem Jahr 1%9&rfodald die Rasse Pf7 zu
diesem Zeitpunkt schon in Deutschland vorhanden war. iSie &ntdeckung dieser Rasse in
Europa erfolgte 1996 in Italien @i 1998). Diese mag ein Hinweis auf eine eventuelle
luftbirtige Verbreitung von Sporangien des Erregers sein, siie nach Deutschland
verbreitet haben. Wahrscheinlich ist der Erreger amittdem Erntegut Spinat eingeschleppt
worden. ltalien besitzt die gré3ten Spinatanbauflaiched ish einer der wichtigsten
Lieferanten fur frischen Spinat nach Deutschland. ig@h#erden von dort 4.300-5700 t
Spinat eingefuhrt (RvpoLD 2000).

Aufgrund der oben angesprochenen Problematik der Identiiiger mittels
Infektionsversuchen wurde nach einer Methodik gesucht, eiéger zeitaufwendig, weniger
arbeitsintensiv, leichter auf neuauftretende Rasserssiogaund handhabbar ist. Die RAPD-
PCR wird inzwischen schon seit einiger Zeit dazu veds&engenetische Unterschiede, die
Rassenpopulationen bei Pathogenen differenzieren, zusuchen (BSTER ET AL 1993).
Daher wurde die RAPD- Methodik flteronospordarinosaf. sp.spinaciaeangewendet, um

eine geeignete Methode zur Rassendifferenzierung zu erhalte
126



Diskussion

Bei der Produktion der Sporangien fur die PCR hat sich gezi&it nur die Kultivierung des
Erregers auf gesunden, in Erde gewachsenen, Pflanzen gestigbaher mul3 eine mdgliche
Kontamination der Proben durch Pflanzenbestandteile unkfo®dganismen minimiert
werden. Bei der Sporangiengewinnung wurde mit den unterschiedli Schritten, wie
sauberes Abpinseln, mehrmals Waschen, Vorkeimen und eWMahlersucht, eine
Verunreinigung moglichst gering und die gewonnene Menge an DN4lichst grol3 zu
halten. Die Frage der Verunreinigung ist in der Literatustutten, zum einen wurde eine
Verunreinigung erst bei 5 % Fremd-DNA nachgewieserc@®RMOTT IN DAHL-JENSEN
1996), zum anderen wird eine Veranderung der RAPD-Ergebnissam sturch kleinsten
nicht nachweisbaren Bakterienbesatz diskutiertyefd UND LEONARD 2000). Dieser
Bakterienbesatz wird oftmals als spezifisch und somih ainarakteristisch fur die jeweilige
Probe bezeichnet, allerdings mag dieser Besatz bei jatdye unterschiedlich ausfallen und
nicht charakteristisch sein R UND LEONARD 2000). Da jedoch die in dieser Arbeit
erzielten Hauptbandenmuster stabil waren, wurde daherfinwiandere Falsche Mehltaue
(z.B. RETREK 2000), die RAPD-Methode weiterverfolgt.

Da RAPD-Untersuchungen bei niedrigeren Annealing-Tempematund mit unspezifischen
Primern  ablaufen, sind sie sehr empfindlich gegeniber Reakt und
Thermocyclerbedingungen BEL 1998). FlurPeronospora farinosd. sp. spinaciaewurden
deshalb standardisierte Reaktionsbedingungen optimierto@imal erwies sich dabei eine
DNA-Konzentration von ca. 100 ng, eine Magnesiumchloridnzéntration von 3 mM und
eine dNTP- Konzentration von 400uM. Dies liegt gut in demz€ntrationsbereichen, die fur
die jeweiligen Reaktionsbestandteile angegeben werdamiAWs ET AL. 1993, AINAMALAI
1995, BEL 1998).

Bei der Wahl der Extraktionsmethode war das Ziel, mdsgfliceffektiv Pilz-DNA zu
extrahieren. Dabei wird unterschieden in Pilzmatedak sich ausschlie3lich aus Sporangien
zusammensetzt und Mycel, welches aus der Pflanze starhiatzu wurde die
Extraktionsmethode nacheRING (1997) mit einem kommerziellen Extraktionskit verglichen,
das den Anspruch stellte, nur pilzliche DNA zu extrahietém den Anteil pilzlicher DNA
nach der Extraktion bei beiden Methoden zu bestimmendevauf eine ITS-PCR (internal
transcribed spacer region) zurickgegriffen. Die ITS -Regidraben sich als sehr geeignet
erwiesen, Pilze auf Art- bis Gattungsebene zu unteseheSie sind anfallig fur Mutationen,
weil sie keine Proteincodierungseigenschaft aufweisensediRate der entstandenen
Mutationen entspricht oft in etwa der Anzahl an vorkanden Arten eines Erregersq@<e

ET AL. 2000). Die bei der ITS-PCR verwendeten Primer sind sggzifund die Methode ist

besonders fur die Unterscheidung pilzlicher Erreger geeigbst. in dieser Arbeit
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verwendeten Primer ITS 4 zusammen mit ITS 6 wurden bei plglogenetischen
Unterscheidung von Phytophthora und anderen Oomycetenendetv ITS 6 ist dabei
modifiziert, um eine effizientere Amplifikation der Paasporales zu ermdglichen ¢GKE
ET AL. 2000). Diese PCR resultiert in einer einzigen Bandede®00 BasenpaarenGKE
AND DuUNCAN 1997). Mit dieser Methode konnte die pilziche DNA nach beide
Extraktionsmethoden sichtbar gemacht werden. Bei deraldiin nach HRING (1997)
wurde allgemein mehr DNA extrahiert, allerdings wurde aeinh zweite Bande sichtbar, die
durch Extraktion pflanzlicher DNA entstand. Es konnte dieshestatigt werden, dal3 diese
Methode zur Extraktion des reinen Pilzmaterials geeiggtetDas kommerzielle Kit eignet
sich gut fur die Extraktion pilzlicher DNA aus der Pflanze.

Daher wurden Versuche Uber eine Nutzung fur den frihen N&clies Erregers im Feld
angestellt. Bei der Untersuchung von Blattern, die latemtPeronospora farinosd. sp.
spinaciaeinfiziert waren, konnte der Befall schon 2 Tage naambkulation nachgewiesen
werden. Allerdings ist zu bericksichtigen, dal3 hierbei gdn@omyceten nachgewiesen
werden und nicht ausschlie3lidReronospora farinosa Ein weiterer Oomycet, der als
Blattpathogen Spinat befallen kann, ist der Weil3e RA#iufo occidentalis Dieser ist
jedoch bislang nur in den USA von Bedeutung (@ER UND WEBB 1958, BACK UND
DAINELLO 1986, LESKOVAR UND BLACK 1994, (ORRELL ET AL 1994). Weitere Probleme
bereitet auch der Probenumfang, wenn man in einem Bestahd einen latenten Befall
nachweisen méchte.

Eine Problematik bei der Untersuchung von eingeschicktebeR ist die unterschiedliche
Form, in der die Proben verschickt werden. Es ist détrsahwer, das erhaltene Isolat
weiterzuvermehren. Auch die relevanten Vermehrungssemehnoftmals nicht sofort fir den
Aufbau einer Pathogenpopulation vorratig, sondern misseramgszogen werden. Bei der
Suche nach Vorgehensweisen fiir eine Probenahme imkbeitte festgestellt werden, dald
einige wenige Blatter mit guter Sporulation zum Verschickesreichen, diese kdnnen bei —
20 oder —80°C gelagert und dann gefroren verschickt werden. ZuotifikiErung ist eine
aufwendige Vermehrung nicht mehr notwendig, im schleaeBall mufl3 aber nur noch ein
Mal vermehrt werden. Fur Probenahmen, die direkt fur BIABPD-PCR verwendet werden,
genlgt es, einige Befallsstellen in 1ml dest. Wasser atsalpi Eine Vereinfachung der
Extraktion durch Abpinseln ausschlieR3lich in Lysispuffat kich nicht als geeignet erwiesen.
Eine Lagerung des Pilzmaterials ist in beiden Fallen-B8{—80 °C mdglich, ohne daf3 der
Gehalt an extrahierbarer DNA abnimmit.

Bei der Untersuchung der vorliegenden Isolate mittels RAPDR konnte zunéchst eine

hohe genetische Variabilitat der Isolate festgesteditden. Dies ist besonders eindeutig, da
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eine Verrechnung Uber alle 6 verwendeten Primer durchgefilmie. Auf dieser hohen
Variabilitat beruht auch die Fahigkeit des Erregers, ivetaisch neue Rassen ausbilden zu
kdnnen.

Die vorliegenden Isolate konnten keinem der verwendetefer&zisolate zugeordnet
werden. Problematisch war dabei, dafl3 fir diese Untersgchunwenige Referenzisolate
vorlagen. Gerade die hohe genetische Variabilitat desg&rs bedingt, dal3 zur eindeutigen
Rassenzuordnung eine Vielzahl an Referenzisolaten Biasse verwendet werden mussen.
Erst dann kann eine eindeutige Aussage getroffen werdeginetRassenzuordnung mittels
RAPD-PCR mdglich ist. Weiterhin kann festgestellt werdeald? mit den verwendeten
Primern die einzelnen Genotypen zwar sehr gut voneinantterschieden werden konnten,
jedoch sollte fir eine Rassendifferenzierung die Anzahlgeéeesteten Primer erhdht werden
und solche gesucht werden, die eine Zuordnung zu den einZekssen ermaoglichen.
Letztich mag es auch von Vortell sein, zur Charakerisg der Isolate und
Rassendifferenzierung weitere molekularbiologische Metmodde die AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism) hinzuzuziehen. Diese MietHmeruht auf einer selektiven
Amplifikation von Restriktionsfragmenten von komplett denter DNA (\OS ET AL 1995).
Sie ist gut geeignet, um genetische Variationen beirPiagzudecken besonders auf der
intraspezifischen Ebene innerhalb einer Art, aul3ero@nsie gegeliber der RAPD Vorteile in
Bezug auf Reproduzierbarkeit und Auflosungsvermogenel(E1998). Bei Peronospora
parasitica wurden mit Hilfe dieser AFLP-Untersuchung Isolate von e@rsghiedenen
Wirtspflanzen untersucht, und eine eindeutige Gruppierung ddatdsavar moglich
(REHMANY ET AL. 2000).

Mit der RAPD-Untersuchung unter der Verwendung des Primersnhtéo zwei Banden
ausgemacht werden, die bei allen untersuchten Isolaten dend Referenzisolat Pf7
ausgepragt sind. Moglicherweise koénnten diese Banden alffisgpefir die Rasse Pf7
gesehen werden. Um dies abzusichern und zu bestatigen, leoffngs noch eine
Vergleichstestung mit weiteren Referenzisolaten ders&kd2f7 erfolgen, wobei sich die
Beschaffung dieser Referenzisolate bei einem obligeeghogen wiePeronosporafarinosa

f. sp. spinaciae als schwierig erweist. Eine Bestatigung der spezifisdBanden wirde
eventuell die Erstellung eines spezifischen Primers @iRdisse Pf7 erméglichen.

Unter den untersuchten Isolaten befanden sich mehmreemem Standort aus demselben
Jahr (Niedersachsen: BS2, BS3, BS4). Dabei gruppierendgchsolate BS2 und BS3
zusammen (50% Homologie), wahrend das Isolat BS4 eine 308ag®logie zu diesen
Isolaten vom selben Standort aufweist. Dies mag danauifckzufihren sein, dafd hier im

Bestand zwei unterschiedliche Infektionsquellen vorlages.Isolate BS2 und BS3 stammen
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vermutlich von der gleichen Infektionsquelle ab (z.Bgefltogene Spore), wahrend das Isolat
BS4 von einer anderen Infektionsquelle stammt. Hieft teh dann aber die Frage, wie
variabel die Population eines Erregers in einem Spldaté, und wie rasch sich diese
Population z.B. durch Mutationen etc. verandern kann.eEHihweise dazu geben die
Untersuchungen zur Methodik der RAPD IB@ronospora farinosaf. sp. spinaciag hier
wurden die Bandenmuster mehrerer Extraktionen einegdsolarglichen, dabei zeigten sich
die Hauptbanden als reproduzierbar. Dies laf3t den Schluflakeine raschen Veranderung
der Population in einem Spinatbestand auftreten und soweé infektionsstartpunkte
vorgelegen haben mussen.

Noch deutlicher wird dies bei der Betrachtung von Isol&iers Standortes, aber aus zwei
unterschiedlichen Jahren (G1 und G2). Die Isolate weigen sehr geringe Homologie von
ca. 15% auf. Vermutlich beruhen die Infektionen hier auf derifug von Sporangien aus
jeweils unterschiedlichen Populationen. Zur Bestatigundiedler Vermutungen ist allerdings
eine weitreichende und umfassende Untersuchung einer Miefaa Isolaten von weiteren
Standorten und verschiedenen Jahren notwendig.

Mit den vorliegenden RAPD-Untersuchungen Raronospora farinosd.sp. spinaciaeist
zunéachst ein Grundstein flr weitere molekular-biologidg¢htersuchungen gelegt worden. Es
gilt, die noch offenen Fragen zur Rassendifferenzierung aumdVariabilitat des Erregers
genauer zu beleuchten. Die fir das Prognosemodell fir Ealsbkehltau an Spinat
angestrebte Aussage zur Rassenverteilung innnerhalb Blants konnte gemacht werden.
Der zur Zeit ausschlielliche Nachweis der Rasse Pf7raddh mogliche
Resistenzmanagementempfehlungen im Rahmen des Modells ein

Die vorliegende Arbeit liefert Daten zum Wachstum dert$piflanze Spinat, zur Biologie
des Erregers unter kontrollierten Bedingungen, zur Epidemilatis Erregers unter
Freilandbedingungen, zur Wirt-Pathogen-Interaktion und zursdRasrteilung innerhalb
Deutschlands. Insgesamt konnte somit eine Datenbasis eifiir Prognosemodell flr
Peronospora farinosé sp.spinaciaegeschaffen werden.

Angaben zur Bestandsentwicklung und zum Bestandsklima sindseim&lvoraussetzung fur
die Prognose vonPeronospora farinosaf. sp. spinaciae. Fir Aussagen zur
Bestandsentwicklung liegt ein einfaches Wachstumsmodell $jpinat (Submodell
Bestandsentwicklung), das im Rahmen des PrognosemodeReftnosporafarinosaf. sp.
spinaciaeverwendet werden kann, bereits vom@& 2000 mindliche Mitteilung). Fur diese
Modellierung der Bestandsentwicklung sind als EingabedatewliéirAanwendung lediglich
Angaben zum Aussaattermin und zur angebauten Spinatsorte akiwrchnbauer, gekoppelt

mit Wetterdaten, notwendig.
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Die daraus hervorgehende Beschreibung der Bestandsentwickiusgmmen mit
Wetterdaten ermdglichen die Beschreibung des BestandskiBudmnodell Bestandsklima).
Bei einer Prognose von Falschem Mehltau ist eine RBeidhtigung des Bestandsklimas
unerlasslich, da dies entscheidend fur das Auftreten und usbréitung des Erregers im
Bestand ist. Besonders der Faktor Blattndssedauer inariglestt bei der Modellierung des
Bestandsklimas von Bedeutung, da die Blattnassedauer edesuhdiir Erregerprozesse wie
Keimung/Infektion ist. Bei Falschem Mehltau an SaBte(nia lactucag hat sich bereits die
Blattndssedauer, hier besonders in den Morgenstundemnizisheidend flir eine weitere
Prognose und Modellierung der Erregerentwicklung erwieseRsf3v UND BRUGGEN 1994).
Ein Submodell Bestandsklima, in dem die Blattnassedauéachksachtigt wird, wird also auch
bei der Modellierung des Erregergeschehens Reronospora farinosd. sp. spinaciaeals
unerlailich angesehen.

Eine Verknipfung der Aussage zur Entwicklung des Bestandes und estanBsklima mit
den ermittelten Eckdaten zur Erregerreaktion bei verdehen Klimabedingungen
ermoglichen dann eine Aussage zum Erregergeschehen imanBes(Submodell
Epidemiologie). Als Ausgabewert des Modells kann eine Auszag®efallsstarke zu einem
konkreten Termin gemacht werden. Dies erlaubt letztdndkine Abschéatzung der
Erregerentwicklung und die Terminsetzung von Bekampfungsmalnahntgne
vergleichbare Vorgehensweise wurde fir die Entwicklung eirzglimensionalen
stochastischen Modells der Epidemie von Falschem Mehita Radies Reronospora
parasiticg verwendet, wobei dies zu einem Prognosemodell fur keds®ehltau an Radies
ausgeweitet wird (KK UND KOFOET2002). Als Mdglichkeit der Prognosemodellentwicklung
fir Peronospora farinosd. sp. spinaciaeist die Anpassung dieses Modellansatzes mit Hilfe
der in dieser Arbeit gewonnenen Parameter zur Biologidedeegers denkbar.

Von Bedeutung fir den Einsatz des Prognosemodells in des Batagie Modellvalidierung.
Es konnten im Rahmen dieser Arbeit genaue Vorgehensweaaimentiert werden, die es
ermoglichen, Validierungsdaten des Modells an verschied&tendorten zu erheben. So
ermoglicht z.B. das dargestellte BoniturschemaPiironospora farinos& sp.spinaciaeeine
einheitliche Bewertung von Befallsverlaufen an veesgdbhen Standorten und durch
unterschiedliche Personen. Zusatzlich zu den im Freilamder Praxisbedingungen
untersuchten Befallsverlaufen sind unter kontrolliertediBgungen in Klimakammern Daten
zu den Entwicklungsprozessen der Biologie des Erregers erhabeden. Die in den
Klimakammern erhobenen Daten zur Biologie stelltetn slabei als geeignet heraus, die

unter Freilandbedingungen ablaufenden Prozesse zu intemgmetie
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Unter Verwendung der erhobenen Daten zur Erregerbiolsgyi®las Prognosemodell fur
Falschen Mehltau an Spinat auf die in Deutschland ausBbtHi auftretende Rasse Pf7
ausgerichtet. Bei Auftreten neuer Rassen in DeutschlanB8 eine Uberpriifung der
Parameter zur Biologie des Erregers erfolgen.

Letztlich liefert die vorliegende Arbeit Ausblicke auf aho offene Fragen zum System
Falscher Mehltau/ Spinat, die sich unabhangig vom Zielvdeliegenden Arbeit ergeben.
Zum einen stellt sich im Bereich Wirt-Pathogen-Inkéicen zusatzlich die Frage, wie die
Photosynthese wiederum Einflul3 auf den Erreger nimmt. Zinskeren sollte im Bereich der
molekularbiologischen Untersuchungen Raronospora farinosd. sp. spinaciaelber eine
Untersuchung weiterer Isolate der Rasse Pf7 und Uber a&feegleich mit anderen
PeronosporaArten gesichert werden, ob die in dieser Arbeit ange$@mmen 2 polymorphen
Banden, die bei einer RAPD-Untersuchung mit Primer litschwerden, als charakteristisch
fur die Rasse Pf7 zu werten sind. Méglicherweise waresediann als molekularer Marker
fur die Rasse Pf7 denkbar.
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6. Zusammenfassung

Im Rahmen einer umweltfreundlichen und kosteneffektiverdéktion von Gemise finden
Prognosemodelle fur diverse Schaderreger Anwendung. DigsehEiglungshilfen erlauben
eine genaue Vorhersage des Erregergeschehens und der ddmiideeen notwendigen
Bekampfungsmaflinahmen. Bestandteil eines Prognosemodéfieréiitospora farinosd. sp.
spinaciag einer der bedeutendsten Pathogene im Spinatanbau, nstSabmodell
Epidemiologie, welches Aussagen zur Entwicklung des Erregé#tsNlit der vorliegenden
Arbeit erfolgte die Erstellung und Dokumentation der fur dadn®dell Epidemiologie
erforderlichen Datengrundlage. Die Befallsstarke des Beti® als Ausgabewert des
Submodells Epidemiologie wird von dem Zusammenspiel der \¥itte der Wirtspflanze,
des Bestandsklimas, des Pathogens und der Wirt-Pathogesktiole bestimmt. Daher
wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit Prozesse delodgio des Erregers in
Abhangigkeit von verschiedenen Klimafaktoren, die Epidesgiel des Erregers in
Freilandbestéanden, Fragen zur Wirt-Pathogen-Interaktioth zur Rassenverteilung des
Erregers innerhalb Deutschlands eingehender untersudbenBle Ergebnisse und Aussagen
konnten mit den UntersuchungenReronospora farinosé sp.spinaciaegetroffen werden:

Datenerhebung Wachstum Spinat:

Die Entwicklung verschiedener Wachstumsparameter der $famate wurden in
wochentlichem Abstand bei 10 Satzen Spinat der SortdletBaerfolgt. Es konnte ein
gleichbleibender Wachstumsverlauf der Satze unabhangigdeonlrageslange ausgemacht
werden. Mit Hilfe der erhobenen Daten konnte die Berighzewischen Entwicklungsstadium
und Blattflache (cm?/m?2) dargestellt werden. Auf diese Datarde fir die Ermittlung der
Befallsstarke bei den bonitierten Befallsverlaufen zkgagriffen.

Untersuchungen zur Biologie des Erregers in Abhangigkeitvitterungsfaktoren

Die fur Versuche mit Falschem Mehltau an Spinat geeigpteangienkonzentration betragt
5-10 x1d Sporangien/ml.
Keimung/Infektion: Eine optimale Keimung und Infektion wirei R0°C erzielt. Die optimale
Blattndsseperiode fur die Keimung liegt hier bei 8-10 Stundehfiimdie Infektion bei 12
Stunden.
Sporulation: Bei kleineren Befallsstellen weist dere§er eine hthere Sporulationsintensitat
pro Flacheneinheit auf als bei grof3eren. Bei einerpeeatur von 15/10°C Tag/Nacht und
einer hohen Beleuchtungsstarke werden die meisten Sporangieduziert. Die
Sporulationsdauer betragt bei 15/10°C (Tag/Nacht) ca. 11 Tagen6Beren Temperaturen
wie 15-20°C kann sie nur 6-7 Tage betragen.
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Latenz: Die kurzeste Latenzdauer von 6 Tagen zeigt sithl®40°C und 20/15°C
/Tag/Nacht) und einer Inokulumkonzentration hoher alé $porangien/ml. Bei einer
zusatzlichen hohen Beleuchtungsstufe sinkt die LatenzdatiérTage.

Sporangienvitalitat: Bei an den Sporangientragern haften@@orangien bleibt die
Keimfahigkeit bei den untersuchten Temperaturen und Belewgdgtimken erhalten.
Abgeldste Sporangien sind bei den untersuchten Bedingungémahaxtag keimfahig.

Untersuchungen zur Epidemiologie des Erregers unter Freildindbagen

Zunachst konnte, beruhend auf der Gelbfarbung der Blati@elal, ein Boniturschema fur
Peronospora farinosé sp.spinaciaeerstellt werden, welches auch nach Bestandsschlul3 eine
Bonitur ermdglicht und somit nicht sichtbaren Befall $pinatbestand bericksichtigt. Das
Boniturschema ermdglicht eine vergleichbare Bonituvenschiedenen Standorten und durch
unterschiedliche Personen. Insgesamt konnten 7 Beféiisfee des Falschen Mehltaus in
Spinatbestanden  genau  bonitiert  werden.  Primarinokulum, ektlahs-  und
Sporulationshaufigkeit und Kulturdauer konnten als EinfluRfaktaaef den Befallsverlauf
ausgemacht werden.

Untersuchungen zur Wirt-Pathogen-Interaktion

Bei der Untersuchung des Anfélligkeitsverhaltens der Wiaispé Spinat in Abhangigkeit
vom Alter und Entwicklungsstadium konnte festgestellt werdess die Entwicklungsstadien
BBCH 102 und 105 die héchste Befallsstarke aufwiesen, alteteidklungsstadien, wie
BBCH 107 und 108, zeigten nur geringe Befallswerte. Bei den swuieten Blattpaaren
erwiesen sich die Keimblatter und das erste und zweitdhlattpaar als am starksten mit
Peronospora farinosé sp.spinaciaebefallen.

Die Untersuchungen zum Einflul3 des Erregers auf die Phdbesgnund das Wachstum der
Wirtspflanze Spinat ergaben, dass es im Befallsverlauf keiner abnehmenden
Photosyntheserate kommt. Es konnte aber ein Zusamnwertvaschen Erregerbefall und
reduziertem Wachstum der Spinatpflanzen festgestellt wemdehei es zu einer erhdhten
Einlagerung von Trockensubstanz in befallenen Spinatbfékiommit.

Untersuchungen zur Rassenverteilung innerhalb Deutschlands

Isolate aus den Regionen Brandenburg, Berlin, Sachsehse&aAnhalt, Niedersachsen und
Nordrhein-Westfalen konnten untersucht werden. In derrsutkten Regionen wurde mittels
Testpflanzensortiment die Rasse Pf7 identifiziert. Um schnellere und eindeutigere
Identifizierungsmethode zu entwickeln, wurden molekularbisldgs Untersuchungen zur
Rassenverteilung durchfuhrt. Hierzu wurde die RAPD-MethodikP&nonospora farinosd
sp. spinaciaeoptimiert, und Vorgehensweisen fiur die Identifizierung de®ders im Feld

angegeben. Eine Unterscheidung der vorhandenen Rasseis rRf&PD erwies sich als
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Zusammenfassung

moglich, gleichzeitig war eine eindeutige Zuordnung der Isolai den vorhandenen
Referenzisolaten nicht mdglich. Bei der Untersuchung Idelate mit Primer 1 konnten
polymorphe Banden ausgemacht werden, die eventuell chast&edr fur die Rasse Pf7 sein
konnten.

Schaffung einer Datengrundlage fiir ein Prognosemodell

Im Rahmen der Untersuchungen konnte eine Datenbasis (@Guciite Satze tber 2 Jahre)
fir ein Submodell Wachstum Spinat als Teil des Prognosdisdide Falschen Mehltau an
Spinat erhoben werden. Die Bonitur von Befallsverlayfemntersuchte Satze tber 3 Jahre)
liefern eine Datengrundlage fiir das Submodell Epidemiologienfalls wichtig fur das
Submodell Epidemiologie sind die Untersuchungen zur Paramefiergmg in den

Bereichen Keimung/Infektion, Sporulation, Latenz, Spoemgialitdt und Rassenverteilung.
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7. Summary

Simulation models for a diverse amount of pathogens aiggkemployed as part of an
environmentally friendly and cost-effective productidrvegetables. The models aid decision
making by enabling an exact prediction of pathogen develofprepidemic expansion and
necessary control measures. Part of a simulation mfmdedowny mildew of spinach
(Peronospora farinosd. sp.spinaciag, one of the most important pathogens of spinach, is
the Submodel Epidemiology, which allows for an exact mjgsun of the pathogen's
development. In the course of the present work, an sixtenlatabase for the Submodel
Epidemiology was compiled. As the final output parametethefsubmodel, disease severity
is determined by the interaction of weather, host tplamcroclimate and pathogen. The
present work therefore comprises studies on the bioldgshe pathogen depending on
different climate factors, on the epidemiology of théhpgen under field conditions, on the
host-pathogen interaction and on the race distributiciheo pathogen throughout Germany.
The following results were obtained:

Dataset: spinach growth

The development of various growth parameters of spinactisin ten spinach crops (variety
.Ballet*) was determined at weekly intervals. It coulel $hown that the growth development
of the spinach crops was constant throughout the yebthenefore independent of the length
of daylight available. The relationship between develeminstage and leaf area (cm?/m?)
could be described by using the measured datasets. Thesevetatahen used for the
determination of disease severity after scoring otdisé fields.

Studies on the biology dferonospora farinosé sp.spinaciaedepending on climate factors

The necessary sporangia concentration for experimgtitsilowny mildew of spinach is 5-10
x10* sporangia/ml.
Germination/infection: optimal germination and infeatiis obtained at 10°C. The optimal
leaf wetness duration for germation is 8-10 hours, whdogasfection it is 12 hours.
Sporulation: on smaller lesions the pathogen showgtehisporulation intensity per defined
diseased leaf area than on larger lesions. The higinestint of sporangia are produced at
15/10 °C day/night and a high light intensity. The durationspbrulation at 15/10°C
(day/night) can last for 11 days. At high temperatures agch5-20°C it only lasts for 6-7
days.
Latency: The shortest latency period of six days itainobd at 15/10°C and 20/15 °C
(day/night) and with an inoculum concentration highenth& sporangia/ml. If in addition
the light intensity is high then the latency periodddsr only 4 days.
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Studies on the epidemiology B&ronospora farinosé sp.spinaciaeunder field conditions

A scoring system for downy mildew was developed basederyellow discolouring of the

leaves. This scoring system allows for an exactisgoafter closure of the canopy. The
system ensures comparable scoring by different peopéfertent spinach growing sites. In
all the development of seven downy mildew epidemics wasred exactly. Primary

inoculum, infection-and sporulation intensity and thegianof the growing period could be
identified as the main influences on disease development.

Studies on host-pathogen interaction

Studies on the susceptibility of spinach towards downgawil depending on host age and
development stage showed that development stages BBCH 10208nHad the highest
disease severity. Older development stages such as BBCHtDZ08 only showed low
disease severity. Cotyledons, the first and the sels@fgairs are most susceptible towards
downy mildew.

Studies on the effect of downy mildew on photosynthasis growth of the host plant stated
that there is no decline in the photosynthesis rateglihe course of disease development.
There is, however, a connection between diseaseeglnded growth of the host, as a higher
amount of dry matter is accumulated in diseased leaves.

Studies on race distribution throughout Germany

Isolates from Brandenburg, Berlin, Saxony, Saxony-Anth@wer Saxony and Northrhine-
Westfalia were analysed. Differentiation with a sfiedest differential set identified all
isolates as race Pf7. To obtain a faster and morritdefnethod of differentiation molecular-
biological studies on the race distribution were cardett RAPD-PCR was optimised for
Peronospora farinosd. sp. spinaciaeand a process for the identification of the pathogen in
the field is described. A differentiation of the avalitadowny mildew races is possible. At
the same time a definate classification of the ctdlé isolates according to the reference
isolates was not possible. Studies using primer 1 revgadéanorphic bands that may
perhaps be characteristic for race Pf7.

Data basis for a simulation model

In the course of the present study a data basis (teachpitrops in two years) for the
Submodel Spinach Growth as part of the simulation mamtedéwny mildew of spinach

could be obtained. The scoring of pathogen developmergr(sginach crops in three years)
is a basis for the Submodel Epidemiology. Furthermoreanpaters obtained by studies on
germination/infection processes, sporulation procedaésncy, viability of sporangia and

race distribution are important for the Submodel Epidergipl
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Anhang

A.l. Statistik

Trockenmasseentwicklung in_Bezug zur Strahlung bei 4 SatzematS (Jahr
2000)/Trendlinien

Lineare Trendlinie:y= a x X+b

Satz a b R2

1 1,51 7,45 0,9639

2 1,87 -12,24 0,9068

3 1,43 -49,08 0,9706

4 1,47 -115,51 0,9015

CO,-Gaswechsel/Schale in Abhangigkeit von der Zeit (umedCD2-faktorielle ANOVA

Effekt SQ FG MQ F p
Konstante 8548,265 1 8548,265 7694,941 0,000000
dpi 112,171 4 28,043 25,243 0,000000
Behandlung |15,447 15,447 13,905 0,00387
dpi*Beh. 1,699 4 0,425 0,382 0,820601
Fehler 77,763 70 1,111
CO,-Gaswechsel/Schale (Bezug Blattflacheneinheit
Zerlegung der Gesamtvarianz fur Parallelitdts- und Paostést der beiden
Regressionsgeraden:

SQ FG MQ F
Gesamt 91,95 39
Gesamtregression 41,96 1
Positionsunterschiede 0,71 1 0,71 0,53
Abweichung d. 1,25 1 1,25 0,94
Regressionskoeffizienten
Kombinierter Rest 48,02 36 1,33

Der F-Wert fur 1 und 36 Freiheitsgrade &ei0,05 betragt 4,11.
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C(G,-Gaswechsel pro Pflanze in Abhangigkeit vom LAI/ nicigareRegression

Modell: A-1=b*(1-exp(-c*Varl)) Abh. Var: A_1 (inokuliert)

Konfidenzniveau: 95,0% (alpha= 0,050)

Schtzg. Standardfehlen t p-Niveau | Untere |Obere

FG=38 Konfigr. | Konfgr.
b 0,099810 | 0,016593 6,015182 0,000000 0,066219 0,1334
c 0,372882 | 0,081304 4,586265 0,000048 0,208291 0,5374

Modell: A_0=b*(1-exp(-c*Varl)) Abh. Var: A_0 (nicht inokuliert)

Konfidenzniveau: 95,0% (alpha= 0,050)

Schtzg. Standardfehlen t p-Niveau | Untere |Obere

FG=38 Konfigr. | Konfgr.
b 0,110396 | 0,015051 7,334960 0,00000p0 0,079927 0,1409
c 0,306819 | 0,062220 4,931176 0,000016 0,180860 0,43271

A_0= 0,1104*(1-exp(-0,31*LAl)
A_1= 0,0998*(1-exp(-0,37*LA)

Lichtnutzungseffizienz in Abhangigkeit von der Zeit (k:0,32Haktorielle ANOVA

Effekt SQ FG MQ F

Konstante 63310,14 | 1 63310,14 | 31443,80 0,000000
TAG 75,25 4 18,81 9,34 0,000004
INO 0,06 1 0,06 0,03 0,865262
TAG*INO 10,67 4 2,67 1,33 0,269209
Fehler 140,94 | 70 2,01

01
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A.2. Bewertung der phanologischen Entwicklungsstadien desptates anhand der
BBCH Skala

Zur einheitlichen Bewertung der Wachstumsstadien des $pimairde die erweiterte BBCH-

Skala nach ELLER ET AL. (1995) verwendet. Die Skala ist von Keimung bis Absteibeh

Makrostadien unterteilt. Bei der Erstellung dieses Begghivird ausschliel3lich auf das

Makrostadium 1: Blattentwicklung eingegangen:

100: Keimblatter voll entfaltet; Vegetationspunkt oder Ldativdnsatz sichtbar.

101: 1. Laubblatt entfaltet

102: 2. Laubblatt entfaltet

103: 3. Laubblatt entfaltet

10... : fortlaufend

Bei den vorliegenden Untersuchungen wurde nach dem 9. Laubbid¥lakrostadium 3 und

4 Ubergegangen. Eine bessere Vergleichbarkeit zwisctean Bdiniteuren wurde erreicht, in

dem die weiteren Laubblatter gezahlt wurden. Dieses ®raieh als ausreichend fir die

Untersuchungen.
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A.3. Verwendete Reagenzien
Reagenzien Lieferant Ort

Agarose (DNA electrophoresis analyt Serva Electrophoresis GmbH Heidelberg

grade)
Amplitaq Gold DNA TM inkl. PE Applied Biosystems Weiterstadt
Gene Amp 10x Puffer Polymerase 250 U
Borsaure Carl Roth GmbH & Co. KG  Karlsruhe
Bromphenolblau Whatman Biometr Gottingen
biomedizinische Analyti
GmbH
dNTP dGTP, dATP, dTTP, dCTP 100nPromega GmbH Mannheim
40umol
EDTA (Ethylen-Diamin-Tetra-Essigsaure) Sigarich Chemie Taufkirchen
GmbH
Eisessig Merck Eurolab GmbH Berlin
Ethanol 96 % Sigmaddrich Chemie Schnelldorf
GmbH
Ethidiumbromid (1%) Merck Eurolab GmbH Berlin
Isopropylalkohol ACS REAGENT Sigmaldrich Chemie Taufkirchen
GmbH
Kaliumchlorid Merck Eurolab GmbH Berlin
Lactophenolblaulésung Merck Eurolab GmbH Berlin
Lithiumchlorid Serva Electrophoresis GmbH Heidelberg
MgCl, Magnesium Chloride Solution 25mNPromega GmbH Mannheim
25 ml
Marker ADNA-Hind 111/ X174 DNA-Hae Il Finnzymes Espoo, Finnland
Mix
Natriumchlorid Whatman Biometr Gottingen
biomedizinische Analyti
GmbH
Natriumhypochloridldsung Merck Eurolab GmbH Berlin
Natriumhydroxid Carl Roth GmbH & Co. KG  Karlsruhe
PCR Wasser Sigma Aldrich Chemie¢Schnelldorf
GmbH

PCR Puffer (10x) PE Applied Biosystems Weiterstadt
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PEG 6000 (Polyethylenglycol) Merck Eurolab GmbH Berlin
Penecillin g-k-salt, 1580 IU/mg Serva Electrophoresis GmHEidelberg
Potato-dextrose-agar (PDA) Merck Eurolab GmbH Berlin
Primer Oligonukleotide Whatman Biometr Gottingen
biomedizinische Analyti
GmbH
RNase A Serva Electrophoresis GmbH Heidelberg
Salzsaure (HCI) Carl Roth GmbH & Co. KG  Karlsruhe
SDS Whatman Biometr Gottingen
biomedizinische Analyti
GmbH
Streptomycinsulfat SigmaAldrich Chemie Taufkirchen
GmbH
Tetracyclin Hydrochlorid Merck Eurolab GmbH Berlin
Tris-Base (Tris-(Hydroxylmethyl)SigmaAldrich Chemie Schnelldorf
aminomethan) GmbH
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A.4. Herstellung der Puffer fir die RAPD Untersuchurgen

Herstellung der Stammldsungen:

SDS Stammldésung (10% wi/v): 10g SDS in 100 ml dest. Wasser

Tris-HCI Stammloésung (1M, pH 8,0):  12,11g Tris-Base mit HCI auf pH 8,0 einstellen;
in 100 ml dest.Wasser

EDTA Stammlésung: (0,5M, pH 8,0): 18,61 g EDTA mit NaOH auf pH 8,0 einstellen;

in 100 ml dest. Wasser

TBE-Puffer Stammlésung 5x: 54,0 g Tris, 27,5 g BO, Borsaure, 20,0 mi
EDTA (0,5 M, pH 8,0) in 2000ml dest. Wasser
TAE-Puffer (50x): 24,2 g Tris, 1,86 g EDTA.

Der pH-Wert wird mit Eisessig (96%) auf 7,8
eingestellt. Vor Gebrauch wurde der Puffer um
1:50 (v/v) mit HO dest. verdinnt

Herstellung der Puffer:

Lysispuffer (1% SDS, 10mM EDTA): 10 ml SDS Stammlésung, 2 ml EDTA-
Stammldsung in 100 ml dest. Wasser

TE-Puffer: 1 ml Tris-HCI Stammlésung (1M, pH 8,0), 0,2 ml
EDTA Stammlésung (0,5M, pH8,0) in 100 ml

dest. Wasser

TBE-Puffer Elektrophorese 0,5%: 100 ml TBE Puffer Stammlésung 5x, 900 ml
dest. Wasser
Beladungspuffer (10x): 9,3 g EDTA, 40 g Saccharose, 0,25 g

Bromphenolblau.
Mit TAE —Puffer auf 100 ml auffillen. Bei
Gebrauch Verdinnung um 1:100 (v/v) mit
sterilem HO bidest.

Tris: Tris-(Hydroxylmethyl)-aminomethan

EDTA: Ethylen-Diamin-Tetra-Essigsaure
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A.5. Herstellung des Agars flir die Keimfahigkeitsuntersubungen
38g PDA(potato dextrose agar) auf 1 Liter dest. Wasser
Antibiotika:

Penicillin: 0,1g

Chlortetracyclin: 0,019

Streptomycinsulfat: 0,059
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A.6. Boniturschema Falscher Mehltau an Spinat:

Erlauterungen

0,1% :

1%:

3%:

10%:

30%:

60%:

100%:

ein bis wenige punktartic
helle Befallsstellen

mehrere schon gréRere h
Befallsstellen

mehrere Befallsstellen,
diese Flecken einsetzel
Gelbfarbung

Gelbfarbung der Flecke flie
ineinander

groRe Teile der Blattflac
sind erhellt

fast das gesamte Blatt ist ¢
verfarbt

Blatt komplett gelb ur
chlorotisch, nekrotiscl
Abschnitte
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