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1 Einleitung und Problemstellung

Gegen Ende des Jahrzehntes 1870 tritt eine bis dahin wenig bekannte Kirschkrankheit im
Alten Land auf. Die Epidemie, die acht Jahre in diesem Gebiet andauert, fuhrt fast zur volli-
gen Vernichtung der Kirschproduktion. Ebenso plétzlich wie die Krankheit aufgetreten ist,
verschwindet sie wieder. Ob die polizeilich verordneten Hygienemalinahmen, eine veran-
derte Witterung oder andere Grinde fur dieses Ereignis in Frage kommen, bleibt ungeklart.
Aber nicht nur der Norden Deutschlands ist betroffen. Bis 1891 sind nahezu alle Kirschan-
baugebiete in Deutschland, sowie Gebiete in Osterreich und in der Schweiz befallen. Mit ei-
nem letzten massiven Auftreten der Krankheit im Jahre 1913 in der Schweiz endet der erste
Seuchenzug des Erregers.

Die vereinzelten Befallsmeldungen in den folgenden Jahrzehnten werden kaum zur Kenntnis
genommen, so dafd die Bedeutung der Krankheit abnimmt, obwohl die einschléagigen Lehr-
biicher sie immer wieder erwahnen.

Mit Beginn der 90er Jahre andert sich das schlagartig. Vom unteren Rheingraben breitet sich
die Krankheit bis 1994 (iber Baden-Wirttemberg, Rheinhessen, Rheingau und Franken epi-
demisch aus. Der zweite Seuchenzug hat begonnen. In den folgenden Jahren nimmt der

Befall an Intensitat zu.

Mit dem sporadischen Auftreten des Erregers befallte sich nur FRANK (1886, 1887a und b)
wahrend der ersten Epidemie Ende des 19. Jahrhunderts. Er erkannte, dal} die Krankheit,
die eine vorzeitige Verbraunung des Laubes bewirkt, durch den friiher bereits beschriebenen
Pilz Gnomonia erythrostoma Fuckel verursacht wird. Auf Empfehlung von FRANK (1886)
wurde 1886 eine Polizeiverordnung erlassen, der die Obsthofbesitzer im Kreis Jork ver-
pflichtete, das abgestorbene Laub, dal3 typischerweise an den Baumen verbleibt und den Er-
reger als Inokulumquelle enthalt, wahrend des Winters zu entfernen und zu verbrennen. Die
rigorose Durchsetzung dieser Verordnung fuhrte wohl zum Abklingen der Epidemie im Alten
Land.

Da heute eine solche Bekdmpfungsmafinahme nicht mehr durchzusetzen ist, muf3 auf che-
mische Mittel zuriickgegriffen werden.

Die Entwicklung eines Prognosemodells zum effektiven Einsatz von Fungiziden laf3t sich nur
durch genaue Kenntnisse der Biologie, der Epidemiologie und der Pathogenese des Erre-
gers verwirklichen. Da aus bereits erwahnten Griinden Untersuchungen auf diesen Gebieten
bisher nicht oder nur in geringen Malen stattgefunden haben, soll die vorliegende Arbeit
diese Licken flllen und als Grundlage fir weitere Untersuchungen zur Bekampfung der

Blattbraune dienen.
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2 Literaturibersicht

Erreger:
Die Blattbraune wird durch einen parasitaren Pilz verursacht, der taxonomisch als Gnomonia

erythrostoma (Pers.) Auerswald bezeichnet wird. Synonyme fiir den Erreger sind Apiogno-
monia erythrostoma (Pers.) v. HOhnel und Sphaeria erythrostoma Pers. (SPAAR et. al.,
1990). Sehr uneinig ist man sich bei der Klassifizierung der Nebenfruchtform. So bezeichnen
SORAUER (1928) und VUKOVITS (1980) die Nebenfruchtform als Cylindrosporium pruni
cerasi C. Massalongo. BOVEY (1967) und OGAWA et al. (1995) dagegen sprechen von Li-
bertina stipata (Lib.) v. H6hn bzw. Phomopsis stipata (Lib.) Sutton.

Nach HOFFMANN (1994) nimmt der Pilz folgende Stellung in der Systematik ein:

Abteilung: Eumycota
Unterabteilung: Ascomycotina

Klasse: Pyrenomycetes
Ordnung: Diaporthales

Gattung: Gnomonia

Art: Gnomonia erythrostoma

Welchen Wirtskreis Gnomonia erythrostoma hat, ist noch nicht sicher geklart. Laut
VUKOVITS (1980) werden vorzugsweise Suf3kirschen und Vogelkirschen befallen, wéhrend
der Befall von Sauerkirschen sehr selten ist. Von einem verstarkten Auftreten der Krankheit
an Sauerkirschen in der Turkei berichtet SORAN (1978). Die ROYAL HORTICULTURAL
SOCIETY (2000) weitet den Wirtskreis auf alle Prunus-Arten aus. Inshesonders sind aber die
Wildkirschen, Aprikosen (P. armeniaca) und Traubenkirschen (P. padus) betroffen. Da noch
keine Infektionen von der Aprikose auf die Kirsche und umgekehrt beobachtet wurden
(VUKOVITS und WITTMANN 1990), geht BONDAR (1976) davon aus, daf3 Apiognomonia
erythrostoma in zwei biologischen Formen vorkommt: Als "forma armeniaca" an der Aprikose
(Marille) und als "forma erythrostoma" an der Kirsche.

Als Verbreitungsgebiet der Blattbraune nennt OGAWA (1995) Frankreich, Osterreich, Slowa-
kei, Tschechische Republik, Ukraine, Italien und die Balkanhalbinsel. Die ROYAL
HORTICULTURAL SOCIETY (2000) berichtet von einer verstarkten Zunahme der Krankheit

in den letzten Jahren in Sitidengland.

Nach KOTTE (1958) tritt die Blattbraune alljahrlich in gleichbleibender Starke an den Brenn-
kirschen und Wildkirschen in héheren Gebirgslagen auf. In niederen, klimatisch gunstigeren

Lagen erscheint die Krankheit dagegen sporadisch, meist tGiber mehrere Jahre mit bedrohli-
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cher Starke, um dann, auch ohne Bekampfungsmalnahmen, nahezu zu verschwinden. Als
Ursache fur diesen Umstand nennt KOTTE (1958) die Witterungsbedingungen. Regnerische
Sommer bzw. eine Folge von solchen filhren zu einem starken Gnomonia-Befall. Ob solche
Witterungsbedingungen auch der Ausloser fiir den Ausbruch der "Blattseuche" gegen Ende
des 19. Jahrhunderts waren, kann heute nicht mehr geprift werden.

1878 bricht im Alten Land die Krankheit aus und breitet sich bis 1891 auf nahezu alle Kir-
schanbaugebiete Deutschlands aus (Thuringen, Sachsen, Rheingau, im Wirttembergischen,
in Schleswig-Holstein und in der Mark Brandenburg). Aber auch Gebiete im angrenzenden
Ausland, wie dem schweizerischen Teil des Bodensees, sowie einige Anbaugebiete Oster-
reichs und Oberitaliens sind betroffen (NIKUSCH 1994a und b, RUEGG 1994). 1913 tritt die
Krankheit massiv in der Schweiz am Vierwaldstatter See und am Zurichsee auf (MULLER-
THURGAU 1913 und 1915, RUEGG 1994)). In Oberbaden und Rheinpfalz (Ramberger Tal)
kommt es 1925 und 1926 nochmals zu einem verheerenden Auftreten der Krankheit (HAASE
1925 und 1931, von TUBEUF 1926). Danach wird erst wieder 1953 von einem wirtschaftlich
bedeutenden Befall in Stidhessen (Kreis Usingen) berichtet (FREYER 1953). Mit dem Jahr
1978 beginnt die zweite und bis jetzt (2001) andauernde Epidemie. Waren 1978 nur einige
Kirschbaume in etwa 400 m Hohe im Ortenaukreis in Mittelbaden befallen, nistet sich die
Krankheit in den folgenden Jahren in mehreren héher gelegenen Brennkirschanlagen im
mittleren Schwarzwald ein (NIKUSCH 1994b). 1989 werden erste Symptome der Blattbraune
in Hausgarten im Raum Bingen beobachtet. Ein Jahr spater sind nahezu alle wildwachsen-
den Vogelkirschen im gesamtem Rheinhessen befallen (HOLIGHAUS 1999). Von nun an
breitet sich die Krankheit rasch lber groRe Landstriche aus. Bis Ende 1994 wird massiver
Befall aus dem Sudschwarzwald, aus Gebieten vom Oberrhein und Hochrhein, vom nord-
westlichem Bodenseegebiet, aus Gebieten um Heilbronn und dem hessischen Hinterland bei
Biedenkopf, sowie aus Umgebungen von Wiesbaden und Wirzburg gemeldet (NIKUSCH
1994a und b). In diesem Jahr wird auch zum erstenmal ein Befall im Landkreis Forchheim
(Oberfranken) festgestellt (HASYN 1996). In Rheinhessen sind 1996 erste Ertragsanlagen
vollstéandig befallen (HOLIGHAUS 1999). Zwei Jahre spéater, 1998, wird nach rund 85 Jahren
wieder Gnomonia erythrostoma in der Schweiz (Wittenau) nachgewiesen (BUNTER Pflan-
zenschutzmitteilung). Im Jahr 2001 verursacht Gnomonia erythrostoma im Landkreis Forch-
heim (Oberfranken) einen 80%igen Ernteausfall (HUBMANN: personliche Mitteilung).

Mit Gnomonia erythrostoma befallene Kirschb&ume sind vor allem im Winter sofort zu erken-
nen. Hangt ein Baum in dieser Zeit voll mit abgestorbenem Laub, so ist dieser mit der Blatt-
braune infiziert. KOTTE (1958) beschreibt dies so: "Am auffalligsten ist das Krankheitsbild im
Winter. Die Baume verlieren ihr Laub nicht; ein groRer Teil der Blatter bleibt vertrocknet mit
hakenférmig eingekrimmten Stielen an den Zweigen hangen. Im Frihjahr erscheinen die

Bliten zwischen den dirren Blattern des letzten Jahres. Erst im Laufe des Sommers zerfal-
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len die vorjahrigen Blatter durch Regen und Wind."

Als Ursache des Nichtabwerfens befallener Blatter nennen KOTTE (1958), HEINZE (1978),
VUKOVITS (1980) und HOLIGHAUS (1999) das Wachstum des Pilzes in den Blattstiel, das
zu einem vorzeitigen Absterben des Blattstiels fuhrt. Hierdurch wird die Ausbildung des
Trenngewebes unterdriickt. Zusatzlich zur Verhinderung der Trennschichtausbildung fuhrt
NIKUSCH (1994) eine Verankerung des Blattstiels durch fadige Hyphen an.

Alle genannten Autoren sind sich darin einig, daf3 der Pilz nicht Uber die Blattnarbe in den
Zweig eindringen kann. FRANK (1887a) ist der Ansicht, daf der Pilz auch nicht in den Blatt-
stiel wéachst.

Typisch fir die Krankheit ist auch, dal3 die braunen Blatter meist vom Rand nach innen ein-
gerollt sind (HEINZE 1978), d.h. die morphologische Oberseite nach innen zeigt (FRANK
1887a).

Schaut man sich ein solches braunes, am Zweig hé&ngengebliebenes Blatt genauer an, so
kann man auf der Blattunterseite kleine, dunkle Punktchen erkennen, die sich meist Gber das
ganze Blatt verteilen. Hierbei handelt es sich um die Hauptfruchtform des Pilzes, die Perithe-
cien. Nach FRANK (1887a) haben sie eine flaschenférmige Gestalt mit einem fast kugelrun-
den Bauch und einem kurzen zylinderférmigen, am oberen Ende abgestumpften Hals. Der
Bauch ist als leichte Erhebung auf der Blattoberseite zu erkennen, wéahrend die Haélse als
"schnabelartige"” Miundungen (VUKOVITS 1980) auf der Blattunterseite herausragen. Die
Hohe der "Flasche" betragt ungefahr 0,3 mm, der Radius des Bauches zirka 0,24 mm
(FRANK 1887a).

In den Perithecien werden schlauchférmige Asci angelegt, in denen sich je Ascus 8 Asco-
sporen bilden.

Bei den Asci handelt es sich um keulenférmige Zellen, die sich nach unten in einen langen
allmahlich fein verdinnten Stiel fortsetzen und eine Lange von 60 bis 72 um besitzen
(FRANK 1887a). VUKOVITS (1980) beschreibt sie als fast sitzend mit einem chitinésen Api-
kalring im Scheitel und einer Gré3e von 70 bis 80 x 11 bis 12 pm.

Die Ascosporen haben eine ellipsoide bis eiférmige Gestalt (FRANK 1887a). Sie sind hyalin,
inaequal zweizellig (VUKOVITS 1980) mit zwei grofReren rundlichen Strukturen in der grof3e-
ren Zelle, die FRANK (1887a) als Oltropfchen identifiziert hat. Die Angaben Uber die GroRe
der Ascosporen reichen von 14 bis 16 x 4,8 um (FRANK 1887a), Uiber 16 bis 18 x 5 bis 6 um
(VUKOVITS 1980) bis zu 17 bis 20 x 6 um (SORAUER 1928).

Uber den Reifezeitpunkt der Perithecien bzw. der Asci und Ascosporen gibt es unterschiedli-
che Meinungen. FRANK (1887a) schreibt, daf} die Asci in den Perithecien schon im Herbst
angelegt werden, allerdings noch ohne Sporen. Eine Reifung der Sporen findet erst im
Frihjahr mit steigenden Temperaturen statt. SORAUER (1928) geht davon aus, dal3 die

Reifung tber den Winter fortschreitet, bis im April und Mai die Sporen zur vélligen Reife ge-
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langen. Laut NIKUSCH (1994b) bilden sich die Perithecien erst im zeitigen Frihjahr und rei-
fen im April und Mai heran.

Die Ascosporen werden im April und Mai bei niederschlagsreichem Wetter aus den reifen
Perithecien entlassen, durch den Wind verbreitet, und sie infizieren das neu gebildete Laub
(VUKOVITS 1980). Neben der Nasse bendétigen die Ascosporen laut HOLIGHAUS (1999)
eine Mindesttemperatur, um freigesetzt zu werden.

Der Prozel3 der Ascosporenfreisetzung beginnt, wenn die Blatter durchfeuchtet sind und die
Luftfeuchte sinkt (FRANK 1886). FRANK (1887a) spricht von einer Infektionsperiode von
Ende April bis in den Juli, wobei Infektionen nach jedem Regenfall und starkem Tau erfolgen.
Auch HEINZE (1978) und KOTTE (1958) schreiben, dal3 die Ascosporen zur Keimung
Feuchtigkeit bendtigen.

Die ersten Symptome fir eine Infektion der Blatter sind im Frihsommer undeutliche, bleiche
Flecke, die sich etwa im Juli gelb und etwas spéater braun farben (SORAUER 1928). FRANK
(1887a) gibt als Zeitpunkt fir das Sichtbarwerden der ersten Symptome Anfang Juni an. Zu
diesem Termin entstehen auf infizierten Blattern grof3e unscharfe, gelbgriine Flecke. Diese
Symptome verandern sich Uber eine langere Periode nur sehr gering, bis im Juli und August
die Blatter ganz vergilben und nekrotisieren. Neben diesen groReren Flecken entstehen auch
viele kleine, braune Flecke mit einem Durchmesser von wenigen Millimetern (FRANK 1887a,
SORAUER 1928, VUKOVITS 1980, FRIEDRICH und RHODE 1984, BRAUN und RIEHM
1996). NIKUSCH (1994) gibt an, da? der Neubefall ab Ende Juni zu erkennen ist. Dieser
zeigt sich auch bei starkem Befallsdruck an den jungen Friichten. Die Symptome auf3ern
sich in Verkriippelungen, Fleckigkeit und Rissen. Die Friichte trocknen ein und verfaulen. In
einigen Fachbtchern wird auch von einem "Kleinbleiben" befallener Friichte gesprochen
(SORAUER 1928, BRAUN und RIEHM 1957, VUKOVITS 1980).

Wenn das infizierte Blatt abzusterben beginnt, entwickeln sich auf den nekrotischen Stellen
blattunterseits, gleichmaRig verteilt, kugelférmige bzw. schwach flachgedriickte Gebilde
(FRANK 1887). SORAUER (1928) bezeichnet sie, die sich meist im Juli und August bilden,
als pyknidienahnliche Sporenlager. BRAUN und RIEHM (1957), HEINZE (1978) und
HOLIGHAUS (1999) sprechen von Pyknidien, VUKOVITS (1980) und NIKUSCH (1994) von
Acervuli. Einig ist man sich, dalR in diesen Sporenlagern fadenférmige, meist gekrimmte
Sommersporen oder Konidien gebildet werden.

Uber die Funktion dieser Sporen ist man geteilter Meinung. Nach NIKUSCH (1994), kénnen
die Konidien bei einem nassen Spatsommer massive Infektionen auf gesundem Laub her-
vorrufen. Diese Infektionen sind nach HOLIGHAUS (1999) bis Anfang Oktober mdglich. Fr
HEINZE (1978) und FRIEDRICH und RHODE (1996) sind die Sommersporen ohne Bedeu-
tung fur Neuinfektionen.

Eine ganz andere Auffassung Uber die "Nebenfruchtform" hat FRANK (1887a). Fir ihn han-
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delt es sich um Spermogonien mit Spermatien. Diese Spermatien werden durch Wasser frei-
gesetzt und kopulieren mit Empféangnishyphen, die aus den Spaltéffnungen wachsen. Das
Ergebnis sind Perithecien, die ab Herbst auf den braunen Blattern zu sehen sind. SORAUER
(1928) und VUKOVITS (1980) schreiben, dal3 fast gleichzeitig mit der Konidienbildung, im
Blattinneren die Entwicklung der Perithecien beginnt. Ab Oktober sind die Fruchtkdrper auf

den abgestorbenen, hangengebliebenen Blattern zu erkennen.

Mit der Indikationszulassung, die im neuen Pflanzenschutzgesetz vom 1. Juli 1998 verankert
ist, steht gegenwartig kein Fungizid fir die Bekdmpfung der Blattbraune zur Verfigung. Die
LANDESANSTALT FUR PFLANZENSCHUTZ zusammen mit den REGIERUNGS-
PRASIDIEN (2001) von Baden Wiurttemberg empfehlen, die Nebenwirkungen des teil-
systemischen Fungizids Systhane 6W (Wirkstoff: Myclobutanil; zugelassen gegen Monilia)
und des Belagfungizids Delan SC 750 (Wirkstoff: Dithianon; zugelassen gegen Sprihflek-
kenkrankheit und Schrotschul3 an Kirschen) auszunutzen. Langere Nasseperioden mit Be-
ginn der Laubentfaltung stellen glinstige Infektionsbedingungen dar und sollten vor oder
nach Eintritt dieser Witterung mit den beschriebenen Mitteln abgedeckt werden. Bei hohem
Infektionsdruck sollten zusatzlich ein bis zwei Nacherntebehandlungen mit Systhane 6W
durchgefihrt werden.

Die in alterer Literatur empfohlenen Gelbspritzmittel, Kupfer- und Harnstoffbehandlungen
(KOTTE 1958, HEINZE 1978, VUKOVITS 1980 und FRIEDRICH und RHODE 1996) besit-
zen laut FREYER (1953) und NIKUSCH (1994b) keine ausreichende Wirkung, um die
Krankheit in ausreichendem Mal3e zu verringern.

Die Kreisfachberatung Obstbau (LANDRATSAMT FORCHHEIM 2000), empfiehlt zusatzlich
durch eine ausgeglichene Dingung nach einer Bodenuntersuchung die Pflanzenhygiene zu
verbessern, zur Vermeidung eines Feuchtigkeitsstaus ein regelmafiiges, Mulchen, vor allem
im Frahjahr und Frihsommer, durchzufiihren und durch gute Erziehung und verstarktes Aus-
lichten offene Kronen zu erzielen.

Bei der Wahl der Standorte rat von TUBEUF (1926) nebelreiche Talsohlen und Standorte mit
hoher Luftfeuchte zu vermeiden. MULLER-THURGAU (1915) sieht Waldrander und Mono-
kulturen als Gefahrenquellen und schlagt vor, Kirschen mit anderen Obstarten als Mischkul-
tur anzubauen.

Als heute nicht mehr durchfiihrbare Malinahme muf3 das restlose Entfernen der an den
Baumen verbliebenen Blatter mit anschlieBender Verbrennung gesehen werden
(FRANK 1887b und SORAUER 1928).
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Wirte:

Eine korrekte systematische Einteilung der Kirsche ist sehr schwierig, da es keine ausrei-
chenden Kenntnisse Uber den Ursprung und die Entwicklung gibt. Erste Beschreibungen
stammten von Theophrastus aus dem 3. Jahrhundert vor Christus. Als Ursprungsgegend der
SuRkirsche vermutet man das sidwestliche Asien um das Kaspische und Schwarze Meer
(OGAWA 1995). Kleinfrichtige Vogelkirschen scheinen bereits in prahistorischer Zeit in der
Schweiz verbreitet gewesen zu sein. Funde bei den Pfahlbauten der Schweizer Seen deuten
darauf hin. Grof¥friichtige Sorten soll der rémische Feldherr Lucullus im Jahr 74 v. Chr. aus
Kleinasien nach Rom gebracht haben (MUHR 1998).

In Deutschland bzw. Zentraleuropa ist der Handel mit Kirschen bis in das 14. Jahrhundert zu-
rick zu verfolgen. Von einer Kultur von SiB- und Sauerkirschen wird erstmals im
15. Jahrhundert berichtet (WEBSTER 1996). Im 16. Jahrhundert ist die Su3kirsche in Europa
weit verbreitet, wobei Deutschland hier an erster Stelle zu nennen ist (OGAWA 1995).

In den folgenden Jahrhunderten steigt die Zahl der Sorten durch Selektionen dermaf3en an,
daB eine neue Klassifizierung notwendig wird. Baron von Truchsel3-Heim von Battenbourg
bestimmt zu Beginn des 19. Jahrhunderts 75 Sorten, die in kurzer Zeit auf 100 steigen. Die
Klassifizierungsarbeiten werden von Oberdieck fortgesetzt, der zwischen 1855 und 1866 149
Sorten unterteilt (OBERDIECK und LUCAS 1875).

1877 sind in einem deutschen Katalog 232 Sorten festgehalten. Diese Zahl steigt sogar noch
bis 1945 an.

Da insbesonders in Deutschland an vielen Orten selektiert wurde, erhielten genetisch gleiche
Sorten unterschiedliche Namen. Um das Durcheinander an Sortennamen zu entflechten,
fuhrte Heilmann in Halle (Diemitz) Vergleichspflanzungen mit vielen Sorten von unterschied-
lichen Produktionsstandorten durch. Groh, Krimmel und Sante fuhrten die Arbeit von Heil-
mann fort und griindeten die Steinobstsektion Deutscher Obstsorten

(WEBSTER 1996).

Heute gibt es alleine bei den SuRkirschen weltweit Uber 200 Sorten. Die fiihrenden Lander in
der Sufkirschenproduktion sind die ehemalige UDSSR (32,1 %), USA (15,1 %), Turkei
(9,6 %), Deutschland (8,9 %) und das ehemalige Jugoslawien (4,9 %) (OGAWA 1995).

Die meisten taxonomischen Einteilungen der Kirsche erfolgten grof3tenteils nach augen-
scheinlichen Ahnlichkeiten oder Unterschieden in der Pflanzenmorphologie oder —anatomie.
Diese Systematiken sind vor allem als ein Kommunikationsmittel zu sehen. Die meisten Bo-
taniker klassifizieren heute die Kirsche als Gattung Prunus, wahrend in der chinesischen Li-
teratur Cerasus als Gattung fur die Kirsche bevorzugt wird (WEBSTER 1996).
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In den meisten Systematiken nimmt heute die Kirsche folgende Stellung ein:

Ordnung: Rosales

Familie: Rosaceae

Gattung: Prunus

Art: Prunus avium (Sufkirsche)

Prunus cerasus (Sauerkirsche)
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3 Symptomatik

Wie der deutsche Name der Krankheit sagt, kommt es beim Befall mit Gnomonia ery-
throstoma zu Verbraunungen des Laubes. Aber nicht nur die Blatter kdnnen befallen werden,
sondern auch die Frichte.

Das Erkennen der Symptome, insbesondere der Anfangssymptome, wahrend der Vegetati-
onsperiode ist schwierig. Dagegen lassen sich wahrend des Winters schon aus groRRer Ent-

fernung befallene Bd&ume ausmachen (Abbildung 1).

Abbildung 1. Symptombild wahrend des Winter; links die anfallige Sorte "Burlat",
rechts die wenig anfallige Sorte "Regina”

Die meisten wéhrend der Vegetationsperiode (Frihjahr/Sommer) mit Gnomonia erythrosto-
ma infizierten Blatter bleiben tber den Winter bis teilweise in den Frihsommer an den Bé&u-
men hangen. Dabei rollen sie sich nach volliger Nekrotisierung, mit der Blattoberseite nach
innen, réhrenférmig zusammen und verbleiben mit hakenférmig nach unten gekrimmtem
Blattstielen an den Asten (Abbildung 2).

Ab Oktober ist auf diesen Blattern die Hauptfruchtform (Perithecien) des Pilzes zu sehen. Es
sind diese als kleine dunkelbraune bis schwarze Ausbuchtungen (Punkte) auf der Blattober-

und Blattunterseite zu erkennen (Abbildung 3).
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Abbildung 2: Réhrenférmig eingerolltes Blatt mit hakenformigen Stiel

Abbildung 3: Mit Perithecien besetztes Blatt (32-fache Vergrol3erung: Blattunterseite)
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Uber den Winter bis ins Friihjahr reifen in den Perithecien Asci mit Ascosporen heran. Diese
Ascosporen werden im Frihjahr nach ausreichenden Niederschlagen ausgeschleudert und
konnen bei entsprechender Witterung die Blatter und Friichte infizieren. Nach einer Inkubati-
onszeit von 2 bis 3 Wochen sind die ersten Symptome als verwaschene, grinlichgelbe Ver-

farbungen auf der Blattoberseite zu erkennen (Abbildung 4).

Abbildung 4: Anfangssymptome bei Blattbefall

Die Symptome verandern sich in den néchsten 4 - 6 Wochen nur sehr langsam, wobei die
Flecken sich vergréRern und chlorotisch werden (Abbildung 5). Meist Ende Juli kommt es zur
Nekrotisierung der Flecken, wobei die Verbraunung haufig in der Mitte der Flecken einsetzt
(Abbildung 6). Fast zeitgleich bilden sich Pyknidien, die Nebenfruchtform des Pilzes. Diese
sind als winzige, kleine, bréaunliche Punkte innerhalb der nekrotischen Stellen auf der Blatt-
unterseite zu erkennen (Abbildung 7). In ihnen bilden sich fadenférmige Konidien, die durch

Wasser ausgeschwemmt werden. SchlieB3lich verbraunt das gesamte Blatt (Abbildung 8) und

es beginnt wieder die Entwicklung der Perithecien.
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Abbildung 5: Chlorotische Blatter

Abbildung 6: Beginnende Nekrotisierung
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Abbildung 8: Nekrotisches Blatt

Zu Fruchtinfektionen kommt es nur bei einem hohen Befallsdruck. Die ersten Symptome &au-
Bern sich dabei als Verfarbungen, die sich bei unreifen Friichten als friihzeitige Rotfarbungen
(Abbildung 9) an den Infektionsstellen bemerkbar machen und im Laufe der Fruchtreifung ei-
nen dunkelvioletten bis schwarzen Farbton annehmen. Oft wachst an den Infektionsstellen
das Gewebe nicht weiter, so dal? die Frucht unférmig, d.h. migestaltet wirkt (Abbildung 10).

In manchen Fallen kommt es auch zum Platzen der Frucht, dem eine Faulnis folgt.



Material und Methoden: Isolierung und Kultur 14

Abbildung 9: Rotfarbung von jungen, infizierten Friichten

Abbildung 10: Befallene Friichte; Nr. 8: gesunde Frucht, Nr. 5 - 7: zunehmende Verformung

befallener Friichte
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4 Material und Methoden
4.1 Isolierung und Kultur von Gnomonia erythrostoma
41.1 Isolierung

Zur lIsolierung von Gnomonia erythrostoma wurden Ascosporen, Konidien und mit Myzel

durchwachsenes Gewebe von Blattern und Frichten verwendet.

4.1.1.1  Ascosporen

Braune, abgestorbene Kirschblatter mit reifen Perithecien wurden in einer 2 %igen Natrium-
hypochloridldsung fir 2 min desinfiziert. Um eine ausreichende Durchnassung zu erhalten,
wurden die Blatter nach zweimaligen Waschen mit sterilem Wasser fur ca. 20 min in destil-
liertem Wasser eingelegt. AnschlieBend wurden die Blatter an Deckeln von Kunststoffpetri-
schalen mit Tesafilm fixiert, so daf die Ascosporen in Petrischalen mit verschiedenen Nahr-
medien (Tabelle 1) oder in leere Petrischalen ausgeschleudert wurden. Die Inkubation er-
folgte unter UV-Licht bei 18 °C.

Zur Herstellung von Einzelsporenisolaten wurden einzelne, auf Wasseragar gekeimte Spo-
ren unter sterilen Bedingungen auf nahrstoffreiche Nahrboéden (Tabelle 1) Gibertragen.

Die in die leeren Petrischalen ausgeschleuderten Sporen wurden mit einem Gummischaber
und destilliertem Wasser vom Boden geldst. Je 5 Tropfen dieser Suspension mit einer Kon-
zentration von ca. 50.000 Sporen pro ml wurden auf die verschiedenen Nahrmedien (Tabel-

le 1) gebracht.

41.1.2 Bestimmung der Keimrate

Zur Bestimmung der Keimrate der Ascosporen wurden erneut Sporen in mit Wasseragar
befiillte Petrischalen geschleudert und sofort nach VerschluR mit Parafilm im Dunkeln bei
Temperaturen von 5 °C, 10 °C, 15 °C und 20 °C inkubiert. Nach 4, 6, 12, 24, 36 und 48 h
wurden jeweils 100 Sporen von drei Petrischalen, die zufallig im Sichtfeld des Lichtmikro-
skops (400-fache Vergrof3erung) erschienen, gezahlt. Die Keimrate ergab sich dann als Mit-
telwert der drei Wiederholungen. Die Bestatigung der Keimrate auf Kirschblattern, erfolgte

mit der Elektronenmikroskopie (siehe 4.5 und 5.5).
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Tabelle 1: Nahrmedien 1

Nahrmedien Zusammensetzung
30 g Biomalz
Biomalzagar (nahrstoffreich) 20 g Agar

1000 ml H,O (dest.)

48 g Czapek-Dox-Agar

Czapek-Dox-Agar
1000 ml H,O (dest.)

200 ml Méhrensaft
Mohrensaftagar (néahrstoffreich) 20 g Agar
800 ml H,O (dest.)

39 g Kartoffelglucoseagar

PDA (nahrstoffreich) 1000 ml Hy0 (dest)
ml H, est.

200 ml Gemusesaft
3 g CaCOs;

20 g Agar

800 ml H,O (dest.)

V8-Agar (nahrstoffreich)

20 g Agar

Wasseragar
1000 ml H,O (dest.)

Samtlich Nahrmedien wurden nach Zusammenmischen bei 121 °C fir 20 min autoklaviert.

41.1.3 Konidien

Aus nekrotischen Kirschblattern wurden pyknidienbehaftete Befallsstellen ausgeschnitten
und, wie unter Punkt “4.1.1.1 Ascosporen” beschrieben, mit Natriumhypochlorid (2 %) ober-
flachendesinfiziert. Nach zweimaliger Spulung mit sterilem Wasser wurden die Blattstiicke in
destilliertes Wasser gegeben, bis alle Blattstiicke bedeckt waren. Zur besseren Aus-
schwemmung der Konidien wurde wahrend der 30 minttigen Durchndssungsszeit geschit-
telt. AnschlieBend wurde mit einer Thomakammer und Mikroskop die Konzentration der Sus-
pension bestimmt und einzelne Tropfen in Petrischalen mit Wasseragar und verschiedenen
Nahrmedien (Tabelle 1) getraufelt. Zur Aufrechterhaltung einer hohen Luftfeuchte (> 90 %)
wurden die Petrischalen mit Parafilm verschlossen und bei einem Licht/Dunkelwechsel von

12 Stunden in ein mit 18 °C temperierten Lichtthermostaten gestellt.
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41.1.4 Gewebe

Nach Oberflachendesinfektion von Bléattern und Frichten mit typischen BlattbrAunesymp-
tomen (grunlichgelbe Blattstellen und rote bis dunkelviolette Fruchtstellen) wurden diese mit
sterilem Wasser zweimal gespllt. Mit einer sterilen Schere bzw. Skalpell wurden Symptom-
stellen aus den Blattern und Friichten herausgeschnitten und unter der Sterilbank in Petri-
schalen mit verschiedenen Néhrmedien (Tabelle 1) gelegt. Die Inkubation erfolgte bei 18 °C
in einem Lichtthermostat mit einem Licht/Dunkelrhythmus von 12 h.

4.1.2 Kultur

Zur Kultivierung von Gnomonia erythrostoma wurden aus bewachsenen Petrischalen mit ei-
nem Korkbohrer (@ = 0,5 cm) runde Myzelstiicke ausgestanzt und auf verschiedene, néahr-
stoffreiche Nahrmedien (Tabelle 1) Gbertragen. Die Inkubation erfolgte bei 18 °C in Dunkel-
heit.

Nachdem sich der M6hrensaftagar als wachstumsstarkstes Nahrmedium erwies, wurden die
Wachstumsbedingungen optimiert. Die Optimierung erfolgte Uber die Variation der Inkubati-
onsbedingungen Temperatur, Licht und pH-Wert. Dazu wurden Myzelbereiche aus den Moh-
rensaftagarplatten gestanzt und auf neue Agarplatten (mit gleichem Nahrmedium) Ubertra-
gen.

Zur Ermittlung einer Licht- und/oder Temperaturabhangigkeit wurde Dauerlicht, Dauerdun-
kelheit, UV-Licht und ein Licht/Dunkelrhythmus (12 h) sowie Temperaturen von 2 °C, 5 °C,
8 °C, 10°C, 13°C, 15°C, 18 °C, 20 °C, 22 °C, 25 °C und 28 °C gegeben. Die Inkubation des
Temperaturversuches erfolgte bei Dunkelheit.

Die Einstellung der pH-Werte bei den Nahrmedien (pH: 3-9) erfolgte flr den sauren Bereich
mit konzentrierter Salzséure (32 %), fur den basischen Bereich mit Natriumhydroxid.

Darauf erfolgte noch einmal ein Nahrbodenscreening (Tabelle 2).
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Tabelle 2: Ndhrmedien 2

Nahrmedien

Zusammensetzung

Kirschlaubagar (abgestorbenes Laub)

8 g puriertes, abgestorbenes Kirschlaub
20 g Agar
1000 ml H,O (dest.)

Kirschlaubagar (griines Laub)

8 g puriertes, grines Kirschlaub
20 g Agar
1000 ml H,O (dest.)

Malzextraktagar (1 %)

10 g Malzextrakt
20 g Agar
1000 ml H,O (dest.)

M1-Medium

30 g Glucose

2 g L-Asparagin

1 mg FeSO, x 7 H,O

10 mg CacCl, x 2 H,0

0,1 mg MgSQOy4 x 7 H,O
0,47 g KH,PO,

0,26 g K;HPO,

1 mg Thiaminhydrochlorid
1 mg ZnSO, x 7 H,O

0,02 mg CuSQO,4 x 5 H,O
0,02 mg Na;MoQO4 x 2 H,O
0,02 mg MnCl4 x 4 H,O
1000 ml H,O (dest.)

Moéhrensaft-Cola-Agar

120 ml Moéhrensaft
80 ml Coca Cola

2 g CaCOs

20 g Agar

800 ml H,O (dest.)

10 g Hefeextrakt

15 g CaCO;
YDC-Agar 20 g Glucose

15 g Agar

1000 ml H,O (dest.)
Zwiebelagar 2 purierte Zwiebeln

20 g Agar
mit H,O (dest.) auf 1000 ml aufgefillt
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4.2 Epidemiologische Untersuchungen

Fur eine effektive Bekampfung der Blattbradune sind Kenntnisse Uber die Epidemiologie des
Erregers von immenser Bedeutung. Zu diesem Zweck wurden in den Jahren 1998 bis 2000
an zwei Standorten in Oberfranken mit Hilfe von Sporenfallen und Wetterstationen epide-

miologische Untersuchungen durchgefihrt.

421 Standorte

Beide Standorte befinden sich im Obstanbaugebiet "Forchheim-Fréankische Schweiz", das
als eines der grof3ten geschlossenen Suf3kirschenanbaugebiete Deutschlands bekannt ist
(Karte siehe Anhang S. 119). Der Anbau erfolgt im Unterland auf einer Hohe von 280 bis
400 m an den frostfreien Hangen der Taler und im Oberland in einer Hohe von 400 bis
550 m auf den ebenen Hochflachen des Jura (FEUCHT und VOGEL et al. 2001).

Das Klima ist auf Grund der geologischen Lage — die "Frankische Schweiz" gehdrt zur nérd-
lichen Frankenalb — in diesem Gebiet sehr unterschiedlich. Die Jahresdurchschnittstempe-
raturen liegen je nach Hoéhenlage bei +7,4 bis +8,2 °C, die durchschnittliche Niederschlags-
menge betragt zwischen 650 und 900 mm pro Jahr. Durch die verschiedenen Hohenlagen
ergibt sich eine Blute- und Reifeverzdgerung von ca. 10 — 14 Tagen (FEUCHT und VOGEL
et al. 2001).

Im Landkreis Forchheim stehen etwa 20 % aller Kirschbaume Bayerns, was einer Baumzahl
von ca. 210.000 SuRkirschen entspricht. Die Produktionsleistung des Gebietes betragt bei
der SiRkirsche wegen der witterungsbedingten Anfalligkeit zwischen 1.000 und 8.000 Ton-

nen.

421.1 Oberrisselbach

Der Gemeindeteil Oberrusselbach (ca. 500 m tber N.N.) gehort zur Gemeinde Igensdorf,
Landkreis Forchheim. Die Kirschanlage ist eine Gemeinschaftspflanzung mit einer Ge-
samtflache von ungefahr 73.000 m?® Die Anlage ist aufgeteilt in eine ca. 46.000 m? groRe,
leicht von Westen nach Osten ansteigenden Flache mit ca. 650 Halbstdmmen und einer
ca. 27.000 m? grof3en, ebenen Flache mit ca. 1000 Buschen. Die Halbstamme wurden 1978
im Gerist auf F12/1 veredelt, die junge Buschanlage auf den Wurzelhals (Weiroot 10, 13
und 14). Der Pflanzabstand betragt 8 x 8 m zwischen den Halbstdammen und 6 x 4 m zwi-
schen den Biischen. Im Befallsgrad unterscheiden sich die Baume der beiden Flachen sehr

deutlich. Wahrend nahezu alle Halbstamme von der Krankheit befallen sind, zeigen bisher
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nur vereinzelte Blsche leichte Symptome. Auf dieser Anlage stehen 13 verschiedene Sorten
(Plan und Sorten der Anlage siehe Anhang S. 120 und 121).

42.1.2 Hiltpoltstein

Hiltpoltstein ist ein Markt und gehdrt zum Landkreis Forchheim. Die Anlage ist ungefahr 5 km
Luftlinie vom Standort Oberriisselbach entfernt, im ndrdlichen Teil von Hiltpoltstein auf einer
Hohe von ca. 550 m. Es handelt sich um eine Kleinanlage mit einem leichten Anstieg von
Nord nach Sid. Ca. 100 Halbstamme (Geriistveredelung auf F12/1) mit einem Pflanzab-
stand von 8 x 8 m befinden sich auf einer Flache von ca. 11.000 m2. Auf dieser alten Anlage
sind nur wenige Sorten vertreten (Plan und Sorten der Anlage siehe Anhang S. 122). Der
Befall mit Gnomonia erythrostoma ist im Vergleich zu den Halbstdmmen in Oberrusselbach

weniger deutlich ausgepragt.

4.2.2 Erfassung der Wetterdaten

Zur Erfassung der Wetterdaten an den Standorten wurden mobile Wetterstationen der Firma
Thies Clima (System “Weihofen“/Goéttingen) verwendet. Gemessen wurden die Parameter
Niederschlagsmenge (mm), Temperatur (°C) in 2 m Bestandeshdhe, relative Luftfeuchte (%)
in 2 m Bestandeshdhe und Blattnasse (%).

Die Bestimmung der Blattnasse erfolgte in den Jahren 1999 und 2000 mit Benetzungsfiihlern
nach Hackel. Hierzu wurden drei Benetzungsfiihler auf einer Hohe von 1,5 m, gleichmaRig
um einen Baum verteilt, an Blatter angebracht. Zur Verrechnung der erhaltenen Daten wur-
den diese in Blattndssestunden umgerechnet.

Alle Parameter wurden im 10 min-Rhythmus aufgezeichnet und als Stundenmittelwerte auf
Speichereinheiten, sogenannten “Eproms®, gespeichert. Nach Entnahme der Eproms aus
den Wetterstationen erfolgte mit Hilfe eines Eprom-Lesegerates die Verarbeitung der Daten
mit dem Programm EXEL am Computer.

Neben der mobilen Wetterstation stand am Standort Hiltpoltstein in einer Entfernung von ca.
200 Metern eine stationare Wetterstation des agrarmeteorologischen Messnetzes Bayerns
zur Verfigung. Gemessen wurden die Temperatur (°C) in 2 m Bestandeshdhe, die Nieder-
schlagsmenge (mm), die relative Luftfeuchte (%) in 2 m Bestandeshohe, die Blattnasse (%)

mittels eines simulierten Blattes, die Windgeschwindigkeit (m/s) und die Lichtintensitét

(W/m2). Die Daten konnten uber die Internetadresse [www.lbp.bayern.de|abgerufen und wei-

ter verarbeitet werden. Mit dieser zusatzlichen Wetterstation war es mdglich, zumindest am

Standort Hiltpoltstein, MeRwerte flr die Blattnasse fir das Jahr 1998 zu erhalten.


http://www.lbp.bayern.de/

Material und Methoden: Epidemiologie 21

4.2.3 Erfassung des Ascosporenfluges

Die Uberwachung des Ascosporenfluges von Gnomonia erythrostoma erfolgte mit Hilfe von
batteriebetriebenen “7-Tage-Sporenfallen” der Firma Burkard Manufacturing Co Ltd. Um
auch die kleinsten Ascosporenausstof3ungen registrieren zu kénnen, wurde in den Jahren
1999 und 2000 ein Sporendepot um die Sporenfallen angelegt. Bei diesem Typ von Spo-
renfalle wird Uber eine Vakuumpumpe, die nach dem “Turbinenprinzip® arbeitet, Luft
(10 I/min) tber eine Offnung auf eine Trommel gesaugt, um die eine mit Vaseline beschich-
tete Kunststoffolie gewickelt ist. Auf ihr bleiben Partikel, wie Sporen, Insekten, Pollen und
Schmutz, hédngen. Die Trommel ist mit einer Uhr gekoppelt. Trommel und Folie sind so aus-
gelegt, dal3 bei einer vollen Drehung (360°) genau sieben Tage Uberwacht werden. Spate-
stens nach Ablauf dieser Zeit mu3 die Trommel gegen eine neue (mit frisch beschichteter
Folie) ausgetauscht werden. Die mit der Uhr gekoppelte Trommel bewegt sich pro Stunde
2 mm, so das ein 48 mm langer Abschnitt auf der Folie 24 h entspricht.

424 Auswertung des Sporenfluges

Zur Auswertung wurde die Folie von der Trommel entfernt und in 48 mm lange Abschnitte
geschnitten. Nattrlich wurde beim Einsetzen und Entfernen der Trommel (in/faus der Spo-
renfalle) die Zeit notiert, so dal3 ein eventueller Sporenflug zeitlich genau nachvollzogen
werden konnte. Mit Hilfe von flissigem Gelvatol (ein Kunststoff) wurden die Abschnitte auf
Objekttrager mit Deckglasern fixiert und haltbargemacht. Die Auswertung erfolgte unter ei-
nem Mikroskop bei einer Vergrof3erung von 400 x. Da sich die Auszahlung der Ascosporen
aufgrund ihrer hyalinen Struktur als sehr schwierig erwies, wurde 1999 versucht, mit ver-
schiedenen Farbstoffen (z.B. Baumwollblauldsung, Saurefuchsinrot, Lactophenolblau, Coo-
massie Brilliant Blue), die Ascosporen vor der Fixierung anzufarben. Dabei erwies sich die

Baumwollblaulésung als geeignetster Farbstoff.

Zusammensetzung des Gelvatols: 35¢ Gelvatol (Granulat)
100 ml H,O (dest.)
50 ml Glycerin
29 Phenol
Zusammensetzung der Baumwollblauldsung:
87,5 ml Milchséaure
6,3 ml Glycerin
6,2 ml H,O (dest.)

0,19 Baumwollblau
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Bei der Auszahlung wurden 10 Streifen eines 48 mm langen Abschnittes horizontal ausge-
wertet. Dazu wurde ein Objekttrager auf dem Objekttisch eines Mikroskops eingespannt. Die
genauen Positionen der Ascosporen wurden mit den horizontalen und vertikalen Skalen des
Mikroskops ermittelt und auf einem Sporenprotokoll (siehe Anhang S. 123) festgehalten.
Nach dem Auszahlen der 10 Streifen wurden die Sporen stundenweise zusammengezahit
und auf einem Kubikmeter Luft hochgerechnet (10 | Luft pro min entsprechen 0,6 m3 Luft
pro h).

4.2.5 Sporenflugbeginn

Zur Erstellung einer Prognose fiir den Beginn der Sporenfliige wurden die Wetterdaten der
Jahre 1997/98, 1998/99, 1999/00 und 2000/01 von der stationaren Wetterstation in Hiltpolt-
stein herangezogen. Verglichen wurde der Zeitraum vom Sichtbarwerden der Perithecien
(Oktober) bis Ende Mérz (meist Beginn des Sporenfluges).

4.2.6 Sortenanfalligkeit

Um Anhaltspunkte Uber die Resistenz der verschiedenen Sorten gegen Gnomonia
erythrostoma zu erhalten, wurde der Blattbefall und der verbleibende Laubbehang Uber den

Winter bonitiert.

426.1 Blattbefall

Die Bonitur des Blattes erfolgte im Jahr 2000 von Mitte Mai bis Ende September. Bis Ende
Juli wurde wdchentlich bonitiert, danach unregelmaRig alle 2 bis 4 Wochen. Hierzu wurde je-
dem Baum eine Note nach dem Befall (Chlorosen und Nekrosen) gegeben (Tabelle 3).

Auf die Ermittlung der Befallsstarke wurde vorerst verzichtet, da die Befallssymptome der
Blattbraune oft mit Symptomen von anderen Erregern oder auch physiologischen Stérungen

verwechselt werden konnen.
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Tabelle 3: Boniturschema Blattbefall

Note Befall
0 Kein Befall
1 Sehr schwacher Befall
2 Schwacher Befall
3 Mittlerer Befall
4 Starker Befall
5 Sehr starker Befall

4.2.6.2 Belaubung

Da bei der Blattbraune infizierte Blatter Gber den Winter bis ins Friihjahr, teilweise sogar bis
in den Sommer hangen bleiben, wurden am Standort Oberriisselbach aufgrund der Sorten-
vielfalt und GroéRRe der Anlage in den Jahren 1999 bis 2001, jeweils im Marz, jeder Baum
nach der Menge der verbliebenen Blatter bonitiert. Hierzu wurden Noten von 0 bis 5 verge-
ben (Tabelle 4).

Tabelle 4: Boniturschema Belaubung

Note Behang

0 Keine Blatter

Sehr wenige Blatter

Wenige Blatter

Viele Blatter

1
2
3 Zahlreiche Blatter
4
5

Sehr viele Blatter
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4.3 Bekampfung

Eine Bekampfung der Blattbraune ist unabdingbar. Gerade die Jahre 1999 und 2001 mit ver-
heerenden Beféllen in Oberfranken machen dies deutlich.

Neben einem geeigneten Fungizid, das moglichst gleichzeitig auch andere pilzliche Erreger
bekampft (z.B. Stigmina carpophila, Blumeriella jaapii, Monilinia laxa), spielt der richtige Ein-
satzzeitpunkt eine entscheidende Rolle fur eine effektive Bek&mpfung dieser Krankheit.
Unter Berlcksichtigung der erlangten Kenntnisse aus den epidemiologischen Untersuchun-
gen (1998/1999) wurde in Zusammenarbeit mit der Obstbauberatung in den Jahren 2000
und 2001 am Standort Oberrusselbach Spritzversuche durchgefinhrt.

4.3.1 Spritzversuch 2000

43.1.1 Fungizide

Zur Anwendung gelangten drei Fungizide aus der Wirkstoffgruppe der Azole (Baycor, Bay-
mat, Systhane 6W), wobei Baycor und Baymat im Wechsel auf eine Parzelle verabreicht
wurden, drei Fungizide aus der Wirkstoffgruppe der Strobilurine (Amistar, Discus, Flint), ei-
nem Prifmittel der Firma BASF mit einem Strobilurinanteil, sowie einer Bayer- und Maximal-
Variante (Max). Bei der Bayer-Variante wurden ausschlieZlich Mittel der Firma Bayer appli-

ziert, bei der Maximal-Variante Fungizide von verschiedenen Firmen (Tabelle 5).

Tabelle 5: Verwendete Fungizide 2000

FUNGIZID (HANDELSNAME) WIRKSTOFF WIRKSTOFFGEHALT

Azoxystrobin

0,05 %

BAYCOR/BAYMAT Bitertanol 0,15 %/0,1 %

Baycor Bitertanol 0,1 % oder 0,15 %

Baymat Bitertanol 0,1%

Euparen Tolylfluanid 0,2 %

Lebaycid (Insektizid) Fenthion 0,1%

Teldor Fenhexamid 0,1%

DISCUS Kresoxim-methyl 0,0125 %

FLINT Trifloxystrobin 0,01 %

Prifmittel (BASF) Strobilurinanteil + ? 0,025 %
Myclobutanil 0,15 %
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MAXIMAL-VARIANTE:

Baycor Bitertanol 0,1 % oder 0,15 %
Baymat Bitertanol 0,1%

Delan SC 750 Dithianon 0,05 %

Discus Kresoxim-methyl 0,0125 %
Euparen Tolylfluanid 0,2 %

Lebaycid (Insektizid) Fenthion 0,1%

Systhane 6W Myclobutanil 0,15 %

Teldor Fenhexamid 0,1 %

4.3.1.2 Spritzplan

Die verschiedenen Fungizide wurden auf 8 Parzellen appliziert, wobei sich jede Parzelle aus
je 2 oder 3 Baumen der Sorte “Burlat* und “Regina“ zusammensetzte. Die Parzellen selber

waren durch jeweils zwei Kontrollbdume getrennt (Abbildung 11).
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B = Kontrolle O =Baum

Abbildung 11: Spritzplan 2000 (Gemeinschaftsanlage Oberriisselbach)
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4.3.1.3 Spritztermine

In Bezug auf die Spritztermine wurden zwei Alternativen gefahren. Die Azole und Strobilurine
(auch Priufmittel) wurden nach den Witterungsbedingungen und Ascosporenflug appliziert (in
Tabelle 6 mit einem Kreuz markiert). Bei den beiden Varianten wurde nach dem Entwick-

lungsstadium der Kirschbaume gespritzt (in Tabelle 6: Spalten mit griiner Schrift).

Tabelle 6: Spritztermine 2000

Behandlung
Datum Entwicklungs- | Baycor/ Max- Prif- Flint Discus
stadium Baymat Variante mittel
29.03. Knospen- Hydratwei3kalk
schwellen Kupfer
i Delan SC 750
20.04. Mausohrstadium
(Burlat) 0,05%
Blihbeginn Euparen WP
(Burlat) 0,2%
22.04. Weil3e Knospe X + Baycor X X X
(Regina) 0,15%
Blihende (Bur-
lat) Systhane 6 W
26.04. Vollblute (Regi- 0,15%
na)
Blihende (Bur-
lat) Discus
28.04. Vollbliite X 0,0125% X X X
(Regina)
02.05 1. Nachblite Delan 0,05% +
T (Burlat) Baycor 0,1%
1. Nachblite Delan 0,05% +
08.05. (Regina) x Baycor 0,1% X x X
2. Nachblute / Systhane 6 W
12.05. Buhlen 0,15%
16.05. 3. Nachblite X Baymat 0,1% X X X
10 Tage vor o
02.06. Ernte Burlat Teldor 0,1%
21.06 Kirschfrucht- Teldor 0,19% +
T fliege Lebaycid 0,1%
Nachernte- Delan 0,05% +
02.08. behandlun Systhane 6 W
9 0,15%
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4.3.2 Spritzversuch 2001

43.2.1 Fungizide 2001

Tabelle 7 zeigt die im Jahr 2001 verwendeten Spritzmittel. Bei der Aminosol-Variante wurde

Baycor, Delan SC 750 und das Benetzungsmittel Aminosol als Mischung appliziert. Die Bay-

er Fungizide Euparen und Flint wurden im Wechsel (EUFL-Variante) und einzeln auf Parzel-

len angewendet. Daneben kamen eine Maximal-Variante (MAX), sowie die Fungizide Ortiva
(=Amistar), F 500 (BASF-Prifmittel) und Systhane 20 EW zum Einsatz.

Tabelle 7: Verwendete Fungizide 2001

FUNGIZID (HANDELSNAME) WIRKSTOFF WIRKSTOFFGEHALT
Baycor Bitertanol 0,15 %
Delan SC 750 Dithianon 0,05 %
Aminosol (Benetzung) 0,3 %
EUFL-VARIANTE:

EUPAREN Tolyfluanid 0,2%
FLINT Trifloxystrobin 0,1 %
Tolyfluanid 0,2%
F 500 ? 0,025 %
FLINT Trifloxystrobin 0,1 %
MAXIMAL-VARIANTE:
Baycor Bitertanol 0,1%
Baymat Bitertanol 0,1%
Delan SC 750 Dithianon 0,05 %
Euparen Tolyfluanid 0,2 %
Systhane 6W Myclobutanil 0,1%
Teldor Fenhexamid 0,1%
Azoxystrobin 0,05 %
SYSTHANE 20EW Myclobutanil 0,045 %
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4.3.2.2 Spritzplan 2001

Aus Abbildung 12 ist die Verteilung der Fungizide auf die Parzellen zu entnehmen.
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Abbildung 12: Spritzplan 2001 (Gemeinschaftsanlage Oberrusselbach)

4.3.2.3 Spritztermine 2001
Die Maximal-Variante wurde nach dem Entwicklungsstadium des Wirtes gespritzt (in Tabel-
le 8: Spalte mit brauner Schrift) Die Ausbringung der restlichen Fungizide erfolgte nach der

Witterung und dem Ascosporenflug (Spritztermine mit Kreuz gekennzeichnet).

Tabelle 8: Spritztermine 2001

Behandlung
| - - F
Datum Entwicklungs EUEL Sys- Max Flint
stadium thane Variante 500
28.03. Knospen- HydratweiRkalk
schwellen Kupfer
27.04. Mausohrstadium Schwefel
(Burlat)
(i i Delan 0,05% +
X X , X X
S00% | Blthbeginn X X Systhane 6 W 0,1% X
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Vollblite Euparen 0,2 % +
04.05. Bluhende X X X X Baycor 0,1 % X X X
12.05 Blihende Delan 0,05% +
T 1. Nachblite Systhane 6 W 0,1%
. Euparen 0,2 % +
19.05. | 2. Nachbliite X X X X Baycor 0,1 % X X X
25.05. 3. Nachblite X X X X Baymat 0,1 % X X X
12.06. | vor Ernte Burlat Teldor 0,1% bei Burlat
Teldor 0,1% bei Regi-
na
12.07. | vor Ernte Regina Delan 0,05 % +
Systhane 0,1 % bei
Burlat
Nachernte- Delan 0,05 % +
10.08. Systhane 6W 0,1 %
behandlung . )
bei Regina
4.3.3 Bonitur des Blatt- und Fruchtbefalls

Mit Beginn des Sporenfluges wurde auf das Auftreten der ersten Symptome geachtet. Zur
Ermittlung des Blatt- und Fruchtbefalls wurden aus den Boniturnoten Mittelwerte flr die ein-
zelnen Parzellen und fir die Sorten innerhalb der Parzellen gebildet. Die vergleichenden
Kontrollwerte ergaben sich als Mittelwert aller Kontrollbdume bzw. als Mittelwerte der Kon-

trollbdume der Sorten.

434 Wirkungsgrad der Fungizide

Zur Berechnung der Wirkungsgrade der Fungizide bzw. der Varianten wurden vom letzten
Boniturtermin (25. September 2000 bzw. 9. Oktober 2001) die Befallsstarken ermittelt. Dabei

entspricht die Boniturnote einer bestimmten Befallsstarke (Tabelle 9).

Tabelle 9: Umrechnung der Boniturnote in Befallsstarke

Boniturnote Befallsstarke
0-1 0-10 %
1-2 10-25 %
2-3 25-50 %
3-4 50-80 %
4-5 80-100%

War zum Beispiel die Boniturnote 2,3, so entspricht das nach der Tabelle 9 einer Befallsstar-

ke von 32,5 %. Die so erhaltenen Befallsstarken wurden mit der jeweiligen Kontrolle (Kon-
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trolle Burlat + Regina oder Kontrolle der einzelnen Sorte) ins Verhdltnis gesetzt und der Wir-

kungsgrad ermittelt.

i Befallsstark t
Wirkungsgrad = (1- ca SS arke Sorte )*100
Befallsstarke Kontrolle

435 Belaubung der Sorte "Burlat"

Diese Bonitur erfolgte wie bereits erwahnt (“4.2.6.2 Belaubung”, S.22).

4.3.6 Bonitur der Fruchtkdrper

Zusatzlich wurden im Méarz 2001 die an den behandelten Baumen verbliebenen Blatter auf
Anzahl gebildeter Perithecien untersucht. Dazu wurden Blétter von allen Parzellen von der
stark befallenen Sorte “Burlat* entnommen. Jeweils 50 Blatter der einzelnen Behandlungen
wurden unter einem Binokular bonitiert. Nach der Anzahl bzw. der mit Perithecien besetzten
Blattflache wurden Noten von 1 bis 5 vergeben. Die nachfolgende Tabelle 10 zeigt das Bo-

niturschema.

Tabelle 10: Boniturschema Fruchtkorper

Note Perithecien (auf Blattflache)

0 Keine Perithecien

Sehr wenige Perithecien (bis 10 %)

Wenige Perithecien (10 bis 25 %)

Viele Perithecien (50 bis 80 %)

1
2
3 Zahlreiche Perithecien (25 bis 50 %)
4
5

Sehr viele Perithecien (80 bis 100%)
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4.4 Histologische Untersuchungen

Zur Aufklarung der Pathogenese wurden von Pflanzenteilen Semidinnschnitte hergestellt

und mit speziellen Farbemethoden angefarbt.

4.4.1 Pflanzenmaterial

Um aussagekraftige Schnitte zu erhalten, wurde ausschlielich frisches Pflanzenmaterial

verwendet. Untersucht wurden Blétter, Blattstiele und Zweigstlcke.

Blatter:

Aus befallenen Blattern wurden mit einer Rasierklinge verschiedene Stadien der Befalls-
syptome geschnitten (GroRe ca. 5 x 3 mm) und jeweils 3 bis 5 Schnitte in ein 2 ml-
Eppendorfcap gegeben. Fur die spéatere Einbettung ist es von Vorteil, wenn mindestens zwei

Seiten des Schnittes parallel sind.

Blattstiele:
Von infizierten, nekrotischen Blattern wurden mit einer Schere die Blattstiele abgeschnitten

und in ca. 5 mm lange Stlicke zerteilt, die dann in 2 ml-Eppendorfcaps gegeben wurden.

Zweigstucke:
Zur Uberpriifung, ob Gnomonia erythrostoma nicht doch als Myzel in der Rinde oder gar im

Holz Uberwintert, wurden Astteile mit befallenen (nekrotischen) Blattern im Herbst abge-
schnitten. Von diesen Asten wurden ca. 5 mm lange Triebstiicke entnommen und in 2 ml-

Eppendorfcaps gegeben.

4.4.2 Préparation des Pflanzenmaterials

Die in die 2 ml-Eppendorfcaps plazierten Pflanzenteile wurde mit 2,5 %igen Glutaraldehyd
(25 %iges Glutaraldehyd wird 1:10 mit 0,1 M Sgrensen-Phosphatpuffer (pH 7,5) verdinnt)
Uberdeckt (ca. Halfte des Eppendorfcaps) und fir 30 min in einen Vakuumexsikkator gestellit.
Die Fixierung erfolgte, je nach Material, fir ein bis acht Tage auf einem Tischschittler (je
kompakter die Probe, desto langer sollte die Einwirkzeit sein).

Nach Entfernen des Glutaraldehyds und Waschen der Proben mit Phosphatpuffer (30 min),
erfolgte die Entwasserung der Proben mittels einer Ethanolkonzentrationsreihe (50 %, 70 %,
99 %). Hierzu wurden die Eppendorfcaps nacheinander mit Ethanol, beginnend mit der nied-

rigsten Konzentration, bis zur Halfte aufgefillt und fir 30 min auf einen Tischschttler gelegt.
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Im nachsten Schritt wurden die Proben in einem aktivierten Historesin-Ethanolgemisch (1:1)
fir zwei Stunden vorinfiltriert. Die Infiltration erfolgte mit aktiviertem Historesin (Historesin =
Glycolmethacylat) fir mindestens 2 Tage.

Nach der Infiltration wurden die Proben in Kunststoff eingebettet. Hierzu wurde aktiviertes
Historesin (2 ml) mit Historesin Hardener (140 ul) vermengt und in spezielle Formen gegos-
sen. Eine bis funf Proben wurden in die geflllten Formen gegeben, mit einem runden Pla-
stikschildchen luftdicht abgeschlossen und fiir ca. 24 h in einen Trockenschrank mit 40 °C
gestellt. Nach Entfernen der Plastikschildchen und Ldsen der Kunststoffblécke aus den For-
men wurden diese mit Historesin Mountingmedium auf ca. 1 x 1 x 1 cm grofRe Holzkl6tzchen
geklebt.

Nach dem Trocknen der Klebemasse (24 h) wurden mit einem Leitz-Grundschlittenmikrotom
1400 mit Hartmesser 2 und 8 um dunne Schnitte hergestellt.

Die 2 um Schnitte wurden in Wasser aufgefangen und auf Objekttrager aufgezogen
(6 Schnitte pro Objekttrager). Aufgrund der Oberflachenspannung glatten sich die Schnitte
auf der Wasseroberflache.

Die 8 um Schnitte wurden ebenfalls in Wasser aufgefangen. Da sich diese dickeren Schnitte
erst unterhalb der Wasseroberflache glatten, wurden sie unter Wasser getaucht und dort auf
Deckglaser plaziert (1 Schnitt pro Deckglas).

Nach der Trocknung der so praparierten Schnitte (fir 10 min bei 40 °C im Trockenschrank)

erfolgte die Anfarbung.

4.4.3 Farbemethoden

443.1 2 pm Schnitte

Die 2 um Schnitte wurden mit verschiedenen Farbstoffen unterschiedlich lang angefarbt, da-
nach mit destilliertem Wasser gespult, mit Druckluft trockengeblasen und fiir 10 min im 40 °C
warmen Trockenschrank getrocknet.

Vor bzw. nach der Farbung sind zusatzliche Behandlungen mdglich. Eine vorgeschaltete
Natriumhypochloridbehandlung (ca. 12 % aktives Chlor) bewirkt durch Oxidation in vielen
Fallen eine Farbintensivierung, eine nachgeschaltete Behandlung mit Jod/Jodkalildsung
(0,25 %/0,5 % = Lugolsche Losung) verstarkt die Farbeffekte. Phenole und lignifiziertes Ge-
webe behalten dabei ihre urspringliche Farbung bei, wahrend die anderen Gewebe durch
eine Ausfallungsreaktion schwarzbraun gefarbt werden. Zusatzlich wird vorhandene Starke
blau gefarbt. Bei diesen Schritten wurden die Lésungen flr 10 Sekunden auf die Schnitte

gegeben, abgespilt und die Schnitte trockengeblasen. Tabelle 11 gibt einen Uberblick tiber
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die Farbemethoden. Welche Gewebe angefarbt werden und welchen Farbton sie annehmen,
sind aus Tabelle 12 zu entnehmen.

Zur Herstellung von Dauerpraparaten wurden alle Schnitte mit Kanadabalsam eingedeckelt.

Tabelle 11: Farbemethoden

Schritte
Farbung Vorbe- 1. Far- | Spulen | Trocken- | 2. Far- |Spulen | Trocken- | Nachbe- | Trocknen
handlung bung blasen bung blasen | handlung
Toluidinblau | mdglich 8 min ja ja nein nein nein moglich ja
Safranin nein 1 min ja ja nein nein nein moglich ja
Safranin nein 1 min ja ja 5 min ja ja nein ja
Azurblau Il Safranin Azurblau
Tabelle 12: Gewebe und Farbe
Farbungen
Gewebe Toluidinblau O Tol.+Natr.+Lug. Safranin+Lug. Safranin/Azur
Phenole blagrin leuchtend blaugrin leuchtend rot rot
bis blau
lignifizierte Zell- blaRgriin blaRgriin bis rosa rosa bis hellblau
wande blaBblau
Zellulosewande blau bis violett braun bis violett- orange bis rotbraun blau
braun
Zellkern blau bis violett braun bis violett- orange bis rotbraun rosa bis rot
braun
Cytoplasma blau bis violett braun bis violett- orange bis rotbraun hellblau bis rosa
braun
Reservestarke ungefarbt braunlich bis blau- blauviolett ungefarbt
violett

4.4.3.2 8 um Schnitte

Mit der DMAZA-Farbung (p-Dimethylaminozimtaldehyd) kénnen spezifisch Catechine und
Proanthocyanidine nachgewiesen werden.

Bei dieser Farbung werden die Deckglaser mit den 8 um Schnitten in kleine Glasschalen mit
0,1 %iger DMAZA-L6sung (in 0,5 M n-butanolischer Schwefelsdure) gegeben. Nach Ab-
decken der Glasschale mit einem locker sitzenden Deckel wird diese in eine Mikrowelle ge-
stellt. Ein Glasbecher mit 50 ml Wasser, positioniert in der rechten, hinteren Ecke des Mi-
krowellengerates, reduziert die Mikrowellenleistung. Die Schnitte werden dreimal fur 15 Se-
kunden bei voller Mikrowellenleistung (800 W) erhitzt, wobei nach jedem Kochvorgang die
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Glasschale fiir einen Temperaturausgleich kurz geschwenkt wird (GUTMANN und FEUCHT
1991). Im AnschluR werden die Deckglaser viermal fur 30 Sekunden in n-Butanol gesplilt
und fir 30 Sekunden mit Xyol tberschichtet. Die noch feuchten Schnitte werden mit Kana-
dabalsam eingedeckelt.

Die DMAZA-Farbung kann auch bei Zimmertemperatur oder im Trockenschrank bei 40 °C
durchgefuhrt werden. Hierzu werden die Schnitte auf den Deckglasern mit 1 %iger DMAZA-
Losung (in 0,5 butanolischer Salzsaure) betraufelt und fur 10 bis 20 min unter den Abzug
bzw. in den Trockenschrank gelegt. Um ein zu schnelles Antrocknen der DMAZA-LAsung zu
verhindern, wird eine Petrischale Uber die Schnitte gestulpt. Nachdem die Farbelésung an-
getrocknet ist, wird mit 99 %igem Ethanol der Schnitt gespdlt bis der Abflul? klar ist. Nach
dem Abdampfen des Ethanols (1 bis 2 min) wurden die Schnitte in Kanadabalsam konser-

viert.

4.4.3.3 Zellkernanfarbung

Der Fluoreszenzfarbstoff DAPI (4’-6-Diamidino-2-phenylindol x 2 HCI) kann als Nachweisfar-
bung fir Zellkerne verwendet werden. Durch sein spezifisches Bindungsvermégen an die
DNA erscheinen die Zellkerne unter dem Fluoreszenzmikroskop als leuchtende, runde
Strukturen.

Zur sicheren Ildentifizierung der Zellkerne von Gnomonia erythrostoma wurden 8 um Schnitte
von infizierten Blattern mit dem Farbstoff (0,1 ug DAPI/ml H,O) behandelt. Nach einer Ein-
wirkungszeit von 5 bis 10 min wurde der Schnitt unter einem Fluoreszenzmikroskop ausge-

wertet.

4434 Proteinnachweis

Das Myzel von Gnomonia erythrostoma ist durch eine groRe Anzahl von Einschliissen ge-
kennzeichnet. Worum es sich dabei handelt, ist bisher ungeklart. Coomassie Brillant Blue hat
die Eigenschaft, Proteine dunkelblau zu farben. Um herauszufinden, ob das Myzel protein-
haltig ist, wurden 2 um Schnitte fir 20 min mit Coomassie Brillant Blue angefarbt. Danach
wurden die gefarbten Schnitte solange mit 99 %igem Ethanol betraufelt, bis der Kunststoff
entfarbt war. Es folgte eine Spllung mit destilliertem Wasser, Trockenblasen mit Druckluft
und nach einer 10 mindtigen Trocknung im Warmeschrank (40 °C) das Eindeckeln mit Ka-

nadabalsam.
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4.5 Rasterelektronenmikroskopie (REM)

Wahrend bei histologischen Untersuchungen vor allem die Pathogenese im Pflanzengewebe
studiert werden kann, ist die Rasterelektronenmikroskopie (REM) eine geeignete Methode
zur Aufklarung des Penetrationsvorgang von Gnomonia erythrostoma. Bei diesem Verfahren
wird die Oberflache kompakter Objekte abgebildet.

Im Vergleich zur "klassischen" REM, bei der die Objekte meist aufwendig préapariert werden
missen, findet die Untersuchung bei der ESEM-Technologie (Environmental Scanning Elec-
tron Microscopy) am "lebenden" Objekt statt.

Das zu untersuchende Objekt wird hierbei auf einen speziellen Objekttrager, der mit Fett be-
schichtet ist, aufgelegt und angedriickt. Das Fett dient dabei als Fixierungsbelag, um ein Ver-
rutschen des Objektes beim Abpumpen der Luft zu verhindern. Der Objekttrager wird an-
schlieend in den Proberaum gelegt. Um ein Austrocknen der Proben zu verhindern, wird
nach Erzeugen eines Unterdrucks von 4 bis 5 Torr die Temperatur auf 4 bis 5 °C abgesenkt
und somit eine Luftfeuchtigkeit von 100 % erreicht (EHRIG 2000).

Mit einem Primarstrahl (= beschleunigte Priméarelektronen) wird das Objekt abgerastert. Beim
Auftreffen der Elektronen auf das Objekt werden Sekundarelektronen aus der Oberflache
geldst, deren Anzahl vom Auftrittswinkel des Primérstrahls auf die Objektflache abhangt. Ein
Detektor fangt diese Elektronen ein und sendet ein entsprechendes Signal an einen Monitor,
der dieses in Form verschiedener Bildpunkthelligkeiten darstellt.

Die notwendige Ableitung der Primarelektronen von der Objektoberflache geschieht Uiber die
Wassermolekiile im Proberaum (EHRIG, 2000).

Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen erfolgten an der BAZ Aschersleben mit dem
Rasterelektronenmikroskop Philips XL 30 ESEM.

45.1 Wirtspflanzen

Als Wirtsgewebe wurden junge, symptomfreie Blatter der Sorte “Burlat* (besonders anfallig)

verwendet.

45.2 Detached-leaf-Methode

Um die Blatter so lange wie moglich “frisch“ (= griin) zu halten, kam die ,detached-leaf*-
Methode zur Anwendung. Bei dieser Methode wird ein Benzimidazolagar als Nahrmedium
verwendet, der den Abbau des Chlorophylls verzégert und somit die Blatter langer “frisch”
halt (ca. 4 Wochen).
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Benzimidazolagar:
20 g Agar
50 ml Benzimidazolldsung (1g/l)
950 ml H,O bidest.

Der Agar wurde bei 121 °C fur 20 min autoklaviert. Nach Abkuhlen auf ca. 60 °C wurde die
Benzimidazolldsung hinzu gegeben. Glaspetrischalen wurden dann unter der Sterilbank bis
auf halbe Hohe mit dem Benzimidazolagar befillt und zum Abkihlen stehen gelassen.

Zur Fixierung der Blatter wurden aus den Petrischalen entsprechend grof3e Agarrechtecke
ausgeschnitten und die zugeschnittene Blatter (Blattspitze und Blattbasis mit Skalpell ent-
fernt) in die Schnittkanten des Agar gesteckt, so dalR das Blattsegment die agarfreie Flache

Uiberspannte.

45.3 Inokulum

Da Ascosporen von Gnomonia erythrostoma am besten fir Infektionen geeignet sind, wur-
den diese als Inokulum verwendet. Zur Gewinnung dieser Sporen wurden Blatter mit reifen
Perithecien fir 20 min in destilliertem Wasser eingeweicht. AnschlieRend wurden die nassen
Blatter so an Petrischalendeckeln befestigt (mit Tesafilm), dal’ die Ascosporen direkt auf die
in Benzimidazolagar fixierten und befeuchteten Blatter (entweder auf Blattober- oder Blatt-
unterseite) geschleudert wurden. Auf die gleiche Weise wurden Sporen auf Membranfilter-

papier, da auf Wasseragarplatten gelegt wurde, ausgeschleudert. Zur Aufrechterhaltung ei-

ner hohen Luftfeuchte wurden die Petrischalen mit Parafilm verschlossen.

454 Inkubationsbedingungen

Die Inkubation der inokulierten Blatter bzw. Membranfilter erfolgte bei 18 °C und Dunkelheit.

455 Probenuntersuchung im ESEM

Nach 6, 12, 24, 48 und 72 h wurden ca. 5 x 5 mm grof3e Quadrate mit einer Rasierklinge aus

den inokulierten Blattern geschnitten und im REM untersucht.
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4.6 RAPD-PCR

Die Anfangssymptome einer Blattinfektion und die Fruchtsymptome von Gnomonia ery-
throstoma sind selten typisch und kénnen leicht mit anderen Krankheiten oder physiolo-
gischen Stoérungen verwechselt werden. Fir einen eindeutigen Nachweis des Krankheitser-
regers, sowie einem Nachweis fir latenten Befall, wurde versucht, die PCR fir dieses Wirt-
Pathogen-System zu etablieren. Ebenso sollte mit dieser Methode der von HASYN (1996)
und der in dieser Arbeit isolierte Pilz identifiziert werden.

Das Grundprinzip der PCR ist, bestimmte Abschnitte der DNA mittels zweier bekannter
DNA-Sequenzen zu markieren und in Anwesenheit von DNA-Polymerase und Des-
oxynucleosidtriphosphaten (ANTPs) unter bestimmten Reaktionsbedingungen zu vervielfal-
tigen (NEWTON und GRAHAM 1997). Diese Methode wurde 1985 von Mullis entwickelt.

Da mit Gnomonia erythrostoma noch keine Erfahrungen im Bereich der PCR bestehen und
folglich keine spezifischen Primer fur diesen Pilz existieren, wurde die RAPD-PCR (random
amplified polymorphic DNA Polymerase chain reaction) fur die ersten Versuche gewahlt. Fur
die Untersuchung von Pilzpopulationen, Arten und Rassen hat sich diese spezielle Anwen-
dung der PCR als geeignet erwiesen. Weitere Grinde fir die Wahl dieser PCR-Methode
sind die vorhandenen Erfahrungen, das Vorhandensein von Primern, sowie der geringe Zeit-,

Material- und technische Aufwand.

46.1 Extraktion der DNA

46.1.1 DNA der Kirsche

Um die DNA der Wirtspflanze zu erhalten, wurden symptomfreie Blatter und Frichte (ent-
kernt) der Sorte "Burlat" in flissigem Stickstoff zu feinem Pulver gemdrsert und jeweils
100 mg zur Extraktion verwendet. Da die Blatter und Frichte einen hohen Gehalt an Poly-
phenolen aufweisen, wurden vor allem Extraktionsmethoden getestet, die hauptséchlich die-
se Substanzen ausféllen. Neben der CTAB-Methode nach SAGHAI-MAROOF et al. (1984)
und davon abgeleiteten Variationen (MOLLER et al. 1992, BAHNWEG et al. 1998,
POREBSKI et al. 1997) wurde das Dynabeads® DNA DIREKT™ System | von DYNAL und
der DNeasy Plant Mini Kit von QIAGEN angewendet.

4.6.1.2 DNA von Gnomonia erythrostoma

Fur die Gewinnung der Pilz-DNA wurden durchnaf3te Blatter mit Perithecien an 15 bis 20

Petrischalendeckeln befestigt, so dafld die Ascosporen in die Petrischalen geschleudert wur-
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den. Nach VerschlieBen der Petrischalen mit Parafilm wurden diese Uber Nacht bei 15 °C
unter UV-Licht gestellt. Am nachsten Tag wurden die an den Petrischalen klebenden Asco-
sporen nach Hinzufligen von bidestilliertem Wasser mit einem Gummischaber in Suspension
gebracht. Nach Zentrifugation (10 min bei 5000 g) der Suspension wurde der Uberstand
verworfen und das verbleibende Pellet in einem 2 mil-Eppendorfcap mit Pistill griindlich zer-

druckt und fur die verschiedenen Extraktionen eingesetzt.

46.1.3 DNA der isolierten Pilze

Von der Oberflache der mit den isolierten Pilzen (Isolat HASYN (1996)) und der im Rahmen
dieser Arbeit isolierte Pilz) bewachsenen Agarplatten wurde mit einem Skalpell Myzel abge-
kratzt. Zirka 100 mg wurden dann in einem 2 ml-Eppendorfcap zerquetscht und die DNA mit
dem DNeasy Plant Mini Kit extrahiert.

46.1.4 DNA von befallenen Blattern und Friichten

Um die DNA von Gnomonia erythrostoma in befallenen Blattern nachzuweisen, wurden
Symptomstellen aus Blattern und Friichten geschnitten und in fliissigem Stickstoff zu einem

Pulver gemorsert. Jeweils 100 mg wurde mit DNeasy Plant Mini Kit von QIAGEN extrahiert.

4.6.1.5  Uberprifung des DNA-Gehalts

Die Ermittlung der aus den Proben extrahierten DNA-Menge erfolgte mit Horizontal-
Gelelektrophorese (EPS 301 vom amersham pharmacia biotech). Hierzu wurden jeweils 4 pl
Probe mit 5 pl H,O bidest. und 1 pl Beladungspuffer (Herstellung siehe Anhang) vermischt
und parallel zu dem GroRen-Standard Lambda Hind Il (Menge der einzelnen Banden be-
kannt: 50 ng DNA/pl ~ 500 ng DNA) auf ein 1 %iges, ethidiumbromidhaltiges Agarose-Gel
(Herstellung siehe Anhang S. 121) aufgetragen. Die Auftrennung der DNA erfolgte bei 30 V
fur 4 h mit TAE-Puffer (einfach konzentriert) als Laufpuffer (Herstellung des TAE-Puffer siehe
Anhang S. 121).

Da Ethidiumbromid fluoresziert und an die DNA bindet, erscheint reine und intakte DNA als
Bande unter dem UV-Licht. Aufgrund der Auspragung der Bande kann mit Hilfe des Stan-
dards die DNA-Menge abgeschatzt werden. Je kraftiger die Bande ist, desto grofl3er ist die
DNA-Menge. Die Auswertung erfolgte mit einer Video-Geldokumentation (BioDocAnalyze

von Biometra).
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4.6.2 DNA-Vervielfaltigung

Zur Amplifikation der entsprechenden DNA sind bestimmte Komponenten notwendig.

4.6.2.1 PCR-Komponenten

Die wesentlichen Komponenten der PCR sind:

DNA-Matrize (extrahierte DNA)

- Primer

- dNTPs

- PCR-Puffer (MgCly)

- DNA-Polymerase (Tag-Polymerase)

In Abh&ngigkeit von der Zahl der zu untersuchenden Proben wurde aus autoklaviertem Was-
ser, PCR-Puffer, dNTPs und Tag-Polymerase ein Mastermix hergestellt. Der Mastermix fiir

eine Probe bestand aus:

Endkonzentration:
H20 autokl. 11,04 pl
PCR-Puffer (10 x) 2,00 ul 1,5 mM MgCl,
dNTPs (10 mM) 0,80 pl 400 uM
Tag-Polymerase (5 U/ul) 0,16 pl 0,8U
14,00 pl

Bei zehn zu untersuchenden Proben wurde die Menge der einzelnen Komponenten ver-
zehnfacht und zum Ausgleich von Pipettierfehlern zusétzlich 10 % der errechneten Menge
hinzugefiigt. Nach dem Zusammenpipettieren in einem sterilen 1,5-ml oder 2-ml Eppen-
dorfcap wurden die Komponenten vermengt (Vortexer).

In sogenannte PCR-Tubes wurden jeweils 2 ul Primer, 4 pl DNA-Probe und 14 pl Mastermix
gegeben, so dal jedes Tube ein Gesamtvolumen von 20 pl aufwies. Nach VerschlieRen der
Tubes wurden diese zur Vervielfaltigung der jeweiligen DNA in einen Thermocycler
(PTC- 100 von MJ Research) positioniert.

Die hier verwendeten Komponentenmengen wurden von PIETREK (2000) zur Differenzie-
rung von Peronospora valerianella Isolaten optimiert. Das diese Konzentrationen auch fir

Gnomonia erythrostoma geeignet sind, zeigten eigene durchgefuhrte Konzentrationsreihen.
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4.6.2.2 Thermocycler-Programm

Bei einer Temperatur von 93 °C his 100 °C wird die in DNA in Einzelstrange aufgetrennt.
Danach wird die Temperatur auf 65 °C bis 37 °C abgesenkt, wodurch die Primer an die de-
naturierte Matrize bindet. Die hitzestabile DNA-Polymerase verlangert bei 72 °C die Primer
und beendet damit den ersten Zyklus.

Fur die Amplifikation der Ziel-DNA wurde folgendes Programm gefahren:

1) 3 min 94 °C
2) 12 sec 94 °C
3) 45sec 36 °C 35 x
4) 90 sec 72 °C
5) 15min  72°C
6) o0 4°C

4.6.3 DNA-Auftrennung

Die Auftrennung der unterschiedlich groRen, amplifizierten DNA-Produkte erfolgte, wie bei
der DNA-Gehaltstiberprifung, durch horizontale Gel-Elektrophorese. In einem 1,5 %igen Gel
(Herstellung siehe Anhang S. 121) wurden die Proben, zu denen nach der Amplifikation je-
weils noch 2 pl Beladungspuffer (Herstellung siehe Anhang S. 122) hinzugefiigt wurde, in
20 pl Taschen pipettiert und fir 90 min bei 70 V aufgetrennt. Die Auswertung des Gels er-
folgte mit Hilfe der Gel-Videodokumentation "BioDocAnalyze". Die Grof3e der amplifizierten
Produkte konnte mit Hilfe eines Standards (MassRulerd, DNA Ladder, Low Range von MBI

Fermentas) ermittelt werden.

4.6.4 Primer-Screening

Um fur den Nachweis von Gnomonia erythrostoma in der Kirsche einen geeigneten Primer
zu finden, wurden 90 dekamere RAPD-Primer der Firma Roth (Kit A, B, C, D und 180) gete-
stet.

Zuerst erfolgte die Testung der Primer an der Pilz-DNA. Hierzu wurden jeweils 4 pul Ascospo-
ren-DNA (5 ng/ul), 2 pl des zu prifenden Primers und 14 ul des Mastermix verwendet. Nach
Amplifikation der DNA im Thermocycler wurden die Amplikate mit 2 pl Beladungspuffer ver-
mischt und in der Gel-Elektrophorese aufgetrennt. Die Auswertung erfolgte mit der Gel-
Videodokumentation. Um reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten wurden zwei Wiederho-

lungen durchgefuhrt.
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4.6.5 Nachweis von Gnomonia erythrostoma DNA in befallenen Pflanzen

Geeignet erscheinende Primer, d.h. Primer, die nach der Auswertung eine oder zumindest
nicht mehr als drei diskrete Banden aufwiesen, wurden mit reiner Pflanzen-DNA und DNA
aus befallenen Blattern und Friichten getestet. Zusatzlich wurde Uberprift, ob die DNA des

isolierten Pilzes mit der der Ascosporen identisch ist.
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5 Ergebnisse
5.1 Isolierung und Kultur von Gnomonia erythrostoma
5.1.1 Isolierung

51.1.1 Ascosporen und Konidien

Eine Isolierung von Gnomonia erythrostoma Uber Ascosporen ist prinzipiell moglich. Die
Ascosporen keimten aus, jedoch unterblieb jegliche Myzelbildung, auch nach Umsetzung
von gekeimten Sporen auf nahrstoffreiche Medien. Auch der Zusatz von Antibiotika (Strep-
tomycin) in die Nahrmedien fihrte zu keinen anderen Ergebnissen.

Absolut negativ verlief die Isolierung Uber Konidien. Trotz umfangreicher Versuchsanstellun-

gen unterblieb bereits die Keimung.

5.1.1.2 Bestimmung der Keimrate

Zur Keimung bendtigen die Ascosporen einen standigen Wasserfilm. Ist dieser nicht vorhan-
den, beginnen sie zu schrumpfen und verlieren ihre Keimféhigkeit.

Als glinstige Temperaturen fir die Keimung der Ascosporen von Gnomonia erythrostoma
erwiesen sich 15 °C und 20 °C. Bei diesen Temperaturen wurde die maximale Keimrate von
etwa 80 % nach 24 h erreicht. Nach 48 h waren die Petrischalen mit Fremdmyzel Uberwach-

sen, so dald keine Auswertung mdoglich war. Tabelle 13 zeigt, daf} die Sporen auch bei

Tabelle 13: Keimrate (%)

Temperatur (°C)

Stunden (h) 5 10 15 20 25
4 0 0 2 2 0

6 2 17 20 0

12 7 16 25 32 2

24 10 39 80 80 3

36 22 50 80 80 2

48 20 50 - - -
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niedrigen Temperaturen keimten. Allerdings nimmt die Keimrate mit Riickgang der Tempe-
ratur ab. Die maximale Keimrate wird erst nach 36 Stunden erreicht. Bei einer Temperatur

von 25 °C blieb eine Keimung nahezu aus.

5.1.1.3 Gewebe

Die Frucht als Wirtsgewebe erwies sich als ungeeignet. In nahezu allen Versuchen trat ein
starkes Bakterienwachstum auf, das eine Isolierung verhinderte. Erfolgsversprechender
zeigten sich befallene Blattproben. Natirlich waren auch hier einige Platten mit Bakterien-
oder Fremdmyzel kontaminiert, aber in einigen Fallen war ein geringes Myzelwachstum zu

erkennen.

51.2 Kultur

Das Wachstumsprofil des Myzels von Gnomonia erythrostoma ist unabhangig von den
Nahrmedien und Inkubationsbedingungen sehr unterschiedlich. In den meisten Fallen wuchs
das Myzel sehr ungleichmafig aus den runden (& = 0,5 cm), Uberimpften Myzelstiicken, in
einigen anderen Fallen stellte der Pilz nach einer geringen Wachstumsphase sein Wachstum
ein. Ein gleichméRiges Wachstum konnte nur selten beobachtet werden.

Die “hdchste" Zuwachsrate mit 5 mm in 4 Wochen zeigte sich auf Mohrensaftagar, gefolgt
vom Biomalzagar mit 3 mm (Abbildung 13). Auch nach 12 Wochen wiesen diese beiden

Nahrboden das starkste Myzelwachstum auf.
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Abbildung 13: Einflu3 der Nahrmedien 1 auf das Wachstum von G. erythrostoma
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Zur Ermittlung der ginstigsten Wachstumsbedingungen wurde Moéhrensaftagar verwendet.
Fur die Kultur pathogener Pilze spielt der pH-Wert des Nahrbodens mitunter eine erhebliche
Rolle, wohl aber nicht bei Gnomonia erythrostoma. Das Wachstum war bei pH-Werten von
3 bis 9 annahernd gleich, wobei eine férdernde Tendenz in Richtung des sauren Bereiches
erkennbar war.

Auch der Faktor Licht scheint nur eine untergeordnete Rolle zu spielen. Die Myzelbildung
war bei den Varianten Dauerdunkelheit, Dauerlicht in etwa gleich (15 mm bzw. 14 mm nach
12 Wochen im Durchmesser). Eine etwas geringere Wachstumsgeschwindigkeit zeigte sich
auf den bei Wechsellicht (12 mm) inkubierten Petrischalen. Mit 4 mm war die Myzelbildung
bei UV-Licht (4 mm) deutlich reduziert (Abbildung 14).

Den grof3ten Einflul auf das Wachstum des Pilzes hat die Temperatur. Als sehr glnstig er-
wiesen sich Temperaturen zwischen 15 °C und 18 °C (Abbildung 15). Der Pilz wuchs unter
diesen Bedingungen wahrend der zwolfwochigen Beobachtungszeit deutlich schneller
(15 mm nach 12 Wochen), so dal3 man hier von einem Temperaturoptimum des Pilzes spre-
chen kann. Mit zunehmenden bzw. abnehmenden Temperaturen ging die Wachstumsge-

schwindigkeit zurtick, bis bei 5 °C bzw. 25 °C kein Wachstum mehr stattfand.
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Abbildung 14: Einflul? des Lichts auf das Wachstum von G. erythrostoma

Interessant war die Beobachtung, dal3 die Isolate, die bei 5 °C inkubiert wurden, bei einer
nachfolgenden Inkubation von 18 °C wieder zu wachsen begannen, wahrend das bei den mit

25 °C inkubierten Isolaten nicht der Fall war.
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Abbildung 15: Einflu der Temperatur auf das Wachstum von G. erythrostoma

Nach mehrmaligem Umsetzen von Ghomonia-Myzel auf Mohrensaftagar konnte eine deutli-
che Erhéhung der Wachstumsgeschwindigkeit erreicht werden. Nach einer Phase langsa-
men Wachstums (in den ersten 4 Wochen ca. 15 mm = Anfangsphase) wies das Myzel nach
8 Wochen einen Durchmesser von 40 mm auf. 12 Wochen nach der Uberimpfung hatte das
Myzel einen Durchmesser von 65 mm (Abbildung 16). Allerdings war dieser Effekt nur bei
50 % der Uberimpften Petrischalen festzustellen. Die andere Halfte kam Uber die "Anfangs-
phase" nicht hinaus. Dieses “verbesserte* Myzel wurde erneut einem Nahrbodenscreening
unterzogen.

Am wachstumsstarksten erwies sich der Moéhren-Cola-Agar (Abbildung 16). Das Myzel-
wachstum unterschied sich in der Wachstumsgeschwindigkeit (60 mm nach 12 Wochen) und
im Wachstumsverhalten nur sehr gering zum Myzelwachstum auf dem Mohrensaftagar. Das
erhoffte schnellere Myzelwachstum, im speziellen auf dem Kirschlaubagar (braun und griin)
und dem Kirschsaftagar, blieb aus. Mit 30 mm nach 12 Wochen wies das Myzel auf dem Kir-
schlaubagar (braun) nur die Halfte des Durchmessers des Myzels auf dem Mohren-Cola-
Agar auf.

Das extrem geringe Myzelwachstum auf dem Kirschlaubagar (griin) und dem Kirschsaftagar
ist wohl auf hohe Phenolgehalte zurtickzufihren.
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Abbildung 16: EinfluR der Nahrmedien 2 auf das Wachstum von G. erythrostoma

5.1.3 Fruchtkdrperbildung

Bei allen Kultivierungsversuchen von Gnomonia erythrostoma blieb eine Fruchtkorperbildung
d.h. die Bildung von Perithecien mit Ascosporen (= Hauptfruchtform) oder Pyknidien mit Ko-
nidien (= Nebenfruchtform) aus. Ob es sich bei dem isolierten Myzel wirklich um Gnomonia

erythrostoma handelt, konnte auf diesem Wege nicht eindeutig nachgewiesen werden.
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5.2 Epidemiologische Untersuchungen

5.2.1 Untersuchungsjahr 1998

Die Aufstellung der Sporenfallen erfolgte am 29. April 1998, die Wetterstationen wurden am
1. Mai 1998 installiert. Die Bluhtezeit der Suf3kirschen an den Versuchsstandorten war von
Ende April bis Anfang Mai. Die Blattentfaltung erfolgte ab Mitte April.

5.2.1.1  Sporenflug am Standort Oberriisselbach

Bereits am Aufstellungstag (29. April) der Sporenfalle konnten die ersten Sporenféange
(556 Sporen/m3 Luft) registriert werden. Da die Ascosporen Mitte April noch nicht reif waren,
kann der Beginn des Sporenfluges auf Ende April geschétzt werden. Nach einer Sporen-
flugdauer von 10 Wochen wurden am 7. Juli die letzten Sporen (89 Sporen/m3 Luft) erfaf3t
(Abbildung 17).

Der Vergleich des Sporenfluges mit der Witterung (Abbildung 18) zeigt, dal mit nahezu je-
dem Niederschlag Ascosporen ausgeschleudert wurden, d. h. die aus dem Niederschlag re-
sultierende Durchnassung der braunen Blatter bewirkt den Vorgang der Ausschleuderung. In
wenigen Fallen konnten auch Sporenausschleuderungen nach Perioden mit lang anhalten-
der relativer Luftfeuchte von nahezu 100 % (vor allem nachts) beobachtet werden.

Ende April/Anfang Mai (29. April — 6. Mai) kam es auf Grund der regelmagigen Niederschla-
ge fast taglich zu Ausschleuderungen. Der Zeitraum vom 7. Mai bis 24. Mai war durch eine
Trockenperiode geprégt, in der auch bei den geringen Niederschlagen am 17. Mai (0,4 mm)
und 21. Mai (0,2 mm) Sporenausschleuderungen ausblieben. Am 25. Mai kam es zur grof3-
ten Sporenentlassung im Jahr 1998. Bei einer Niederschlagsmenge von 3,1 mm wurden ca.
1700 Sporen/m3 Luft ausgeschleudert. Ursache fir dieses Maximum ist die vorangegangene
Trockenperiode, in der viele Sporen herangereift sind, die dann bei entsprechender Nieder-
schlagsmenge explosionsartig ausgeschleudert wurden. Trotz einer hoheren Nieder-
schlagsmenge (4,1 mm) am folgenden Tag ging die Sporenentlassung in Folge des nachlas-
senden Potentials an reifen Sporen zuriick. Ein Defekt der Sporenfalle verhinderte vom
27. Mai bis 1. Juni Sporenfange. Haufiger Regen von Ende Mai bis Anfang Juli (27. Mai bis
7. Juli: ca. 116 mm) sorgte fir regelmafiige Ausschleuderungen (ca. 7950 Sporen/m3 Luft).
Erwéahnenswert ist der 12. Juni, an dem es nahezu durchgehend geregnet hat (40 mm). Fast
die gesamte Menge der an diesem Tag ausgeschleuderten 1500 Sporen/m3 Luft, wurde bis
17 Uhr entlassen. Daraus |aRt sich folgern, da’ nach diesem Zeitpunkt keine reifen Sporen
mehr vorlagen, die durch die weiter fallenden Niederschlage freigesetzt werden konnten. An

Hand der zuriickgehenden Sporenzahlen nach dem 17. Juni laRt sich die Erschépfung der
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Inokulumquellen erkennen, die am 7. Juli mit einer letzten Ausschleuderung ihre Aufgabe
beendeten.

Die ersten Symptome der Krankheit wurden Ende Mai beobachtet. Auf der Blattoberseite wa-
ren grinlichgelbe Verfarbungen zu erkennen. Die Friichte zeigten noch keine Symptome. Bei
einer Inkubationszeit von zwei bis drei Wochen und unter Berilicksichtigung der dreiwdchigen
Trockenperiode im Mai missen die Infektionen der Bléatter bereits durch die Ausschleude-
rungen von Ende April/Anfang Mai gesetzt worden sein. Die relative Luftfeuchte war wahrend
dieses Zeitraums fast immer hoher als 80 % (Tagesmittelwerte), so da® man von guten In-
fektionsbedingungen (Blattnassedauer langer als 6 h) sprechen kann. Die ersten Symptome
an den Frichten zeigten sich ab Mitte Juni. Betroffen waren vor allem die mittleren und spa-
ten Sorten. Daraus ist abzuleiten, dafl3 die Friichte erst durch die Sporenausschleuderungen
von Ende Mai (vor allem vom 25. Mai und 26. Mai) infiziert wurden. Auch in diesem Zeitraum
herrschten gute Infektionsbedingungen (Luftfeuchte hoher als 80 %). Eine Bliteninfektion ist

daher auszuschlieRen (Abbildung 18).
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5.2.1.2 Sporenflug am Standort Hiltpoltstein

Auch am Standort Hiltpoltstein wurden am 29. April 1998 von der Sporenfalle die ersten Spo-
ren (87 Sporen/m3 Luft) gefangen. Da beide Standorte nur wenige Kilometer auseinander
liegen und man deshalb auf eine ahnliche Witterung schlieen kann, dirfte der Sporenflug-
beginn ebenfalls Ende April gewesen sein. Der letzte grof3ere Sporenfang (ca. 300 Sporen
pro m3 Luft) fand am 28. Juni statt, die letzten Sporen (26 Sporen/m3 Luft) wurden am 5. Juli
gefangen (Abbildung 19). Die Dauer des Sporenfluges war also unwesentlich kiirzer als in
Oberrisselbach.

Der Standort Hiltpoltstein zeigt einen ahnlichen Verlauf des Sporenfluges. Wie in Oberris-
selbach waren aufgrund der nassen Bedingungen von Ende April bis Anfang Mai (29. April
bis 6. Mai) fast taglich Sporenausschleuderungen zu beobachten, wobei bereits am 2. Mai
der Hohepunkt mit ca. 1650 Sporen/m3 Luft (bei 5,5 mm Niederschlag) erfolgte. Auch von
der Sporenmenge unterscheiden sie sich in diesem Zeitraum (ca. 4000 Sporen pro m3 Luft
an beiden Standorten) nur sehr gering.

Nach der Trockenperiode (7. Mai bis 24. Mai) ist die Sporenentlassung aber deutlich niedri-
ger als in OberrUsselbach. Auch der extrem hohe Niederschlag von 42 mm am 12. Juni (Ab-
bildung 20) fuhrte lediglich zu einer Ausschleuderung von knapp tber 500 Sporen/ms3 Luft.
Die wesentlich kleinere Anlage und ein geringerer Belaubungsgrad (Blatter tragen die Peri-
thecien mit den Ascosporen = Inokulumquellen) machen dieses Ergebnis erklarbar. Dies war
auch am Befall zu sehen, der niedriger war.

Anhand der gemachten Beobachtungen fir die Infektionsbedingungen kann man folgern,
dal die Ausschleuderungen am 29. April, 2., 3., 25. — 27. Mai, 30. Mai — 1. Juni, 7. Juni und
10. bis 12. Juni zu Infektionen gefuhrt haben (Abbildungen 21 und 22).

Mdogliche Infektionstage waren der 1. und 6. Mai, sowie der 24., 26., 28. Juni und 5. Juli.
Wahrend bei den beiden Terminen im Mai die "kritischen” Werte fur die Blattndssedauer
(6 h) bzw. relative Luftfeuchte (90 %) nicht ganz erreicht wurden, hatten schon viele Sporen
bei den Ausschleuderungen Ende Juni/Anfang Juli (es herrschten hier gute Infektions-
bedingungen; Abbildung 22) ihre Vitalitat verloren.

Wegen den ungunstigen Infektionsbedingungen am 30. April und 4. Mai kénnen Infektionen

an diesen Tagen nahezu ausgeschlossen werden (Abbildungen 21 und 22).



Sporenflug 1998 Hiltpoltstein

2000
= 1500
E 1000
2
8 500
0 L el
¥ 0 10 1 1w 1y W 1 1y WO © @ © 9 © © © © © N N N~
(o)) N Lo [ee] i < N~ o ™ (o] (o)) i < N~ o ™ O (e} AN Lo [ee] —l < N~ o
[qV} — — — [qV} [qV} [qV} [qV} i i i i AN AN AN i
Datum
Abbildung 19: Sporenflug am Standort Hiltpoltstein 1998
Witterung 1998 Hiltpoltstein
45 100
—_ 40 r "\l 'f\\ Jh\h- .
EC 35 A i \ AN \ - 80 g
> 30 A V \ v AYe / 2
=] L
< 2 o5 "\ \ 60 §
23 20 dn u - 40 £
§5 18 v HA i E
S dunins (Eany e
o [ mlla - e M_e m [ o onlil e A ,[ﬂﬂmo
A B S B T S S S« T S SO - T S - O R - T T T T S T
(@] N 1o [ee] — <t N~ o ™ (o] )] — < N~ o ™ © (o] N Lo [ee] — < N~ o
N — i i N N N N i i i i N N N —l
Datum
‘I:INiederschIag = re|. Luftfeuchte Temperatur ‘

Abbildung 20: Witterung am Standort Hiltpoltstein 1998



Sporenflug 1998 Hiltpoltstein

2000
S 1500
€ _
= 1000
o _
8 500 .
0 M L EEEEEEEE |
N 0 1 0w ;0w 0w wmw wmwwmmnwm O © © © 9 © © © © © N~ N N M
[0)} [qV} Lo o0} — < N~ o [32) (o] o — < N~ o ™ o (e)] AN Lo (e 0] — < N~ o
AN — — — AN AN AN AN — — — — N AN AN —
Datum
= keine Infektionsbedingungen = mogliche Infektionsbedingungen . = qute Infektionsbedinaunaen
Abbildung 21: Sporenflug und Infektionsbedingungen am Standort Hiltpoltstein 1998
Blattndssedauer 1998 Hiltpoltstein
24 ~ 100
< A \ nfektionsschwelle Pa A / pran N Al /AT .
= 20 A A £ WA £ ~—F £ 80 s
& 16 AN N/ ANEAVAN vd Va yARNR s
T T\./ v \’ M L 60 <
2 12 rl]{ [ | 40 2
'Y HN | NENARDYRANSRNASEUNNNS | NNN NANNNNRSHD || NNEND NONNNCRSTNENAEND N CER
5 2 I i ! | 7|] | | L} 20 =
0 it = I o o B
S nm . 1y 1w 1w 1 Wy 1w 1y © O © © © © © © ©O ©o N~ N NN
(@) N n (o) — < M~ o (42] () (o)) — < M~ o ™ [{e) (o)) N n o] — < N~ o
N — — — N N (qV] N — — — — N N N —
Blattnassedauerdaten von der stationaren Wetterstation ! Datum
‘ [ Blattnassedauer rel. Luftfeuchte

Abbildung 22: Blattndssedauer am Standort Hiltpoltstein 1998




Ergebnisse: Epidemiologie 53

5.2.2 Untersuchungsjahr 1999

Die Kirschbliite in diesem Jahr war Ende April/Anfang Mai (26. April — 5. Mai). Zu diesem
Zeitpunkt waren auch die Blatter schon nahezu entfaltet, so dal} wie 1998 einer Grunblite
vorlag.

Der Aufstellungstermin der Sporenfallen und Wetterstationen war in diesem Jahr der
25. Marz.

5.2.2.1  Sporenflug am Standort Oberriisselbach

Der erste Sporenfang erfolgte am 28. Marz (6 Sporen/m3 Luft bei 1,6 mm Niederschlag), der
letzte am 19. Juni (9 Sporen/m3 Luft bei 7,6 mm Niederschlag), wobei mengenmalfig
ernstzunehmende Ausschleuderungen (= 100 Sporen/m3 Luft) vom 4. April bis 11. Mai statt-
fanden (Abbildungen 23 und 24).

Die regelmafigen Niederschlage von Anfang April bis Mitte/Ende April sorgten beinahe tag-
lich fur Ausschleuderungen. Anfang Mai kam es zu einer massiven Freisetzung von Sporen.
Vom Nachmittag des 1. Mai bis in die frihen Morgenstunden des 2. Mai wurden bei einer
Niederschlagsmenge von 5,6 mm fast 59.000 Sporen/m3 Luft ausgeschleudert. Neben den
vorangegangenen niederschlagsfreien Tagen, in denen viele Sporen gereift sind, sorgte
auch der optimale Reifezeitpunkt der Ascosporen fir dieses Maximum. Nach diesem Hohe-
punkt sanken die Sporenzahlen wieder, stiegen am 8. Mai noch einmal auf tber 4000 Spo-
ren/m3 Luft und gingen nach dem 11. Mai auf Null zuriick. Die ersten Symptome wurden am
17. Mai (Blatt) bzw. am 31. Mai (Frucht) entdeckt. Beriicksichtigt man die Inkubationszeit von
2 bis 3 Wochen, so wurden die Infektionen hauptsachlich durch die Sporenausschleuderun-
gen im Mai verursacht. Da die neuen Blatter bereits am 1. Mai nahezu entfaltet waren,
spricht vieles dafur, daf3 die Ausschleuderungen am 1. und 2. Mai die ersten Symptome her-
vorgerufen haben. Auch wenn zu diesem Zeitpunkt die Blattnassefiihler noch nicht ange-
bracht waren (Blatter missen dazu ganz entfaltet sein), kann man bei einer Niederschlags-
menge von 5,6 mm und einer relativen Luftfeuchte, die Gber einen Zeitraum von 16 Stunden
fast immer hoher als 90 % (Stundenmesswerte) war, von gunstigen Infektionsbedingungen
ausgehen.

In welchem Entwicklungszustand die Friichte infiziert werden, ist noch ungeklart. Eine Infek-
tion vor der Befruchtung ist nach bisherigen Beobachtungen auszuschlie3en. Die frihen
Sorten waren Anfang Mai gerade verbliiht, wahrend die mittleren und spaten Sorten in voller
Blutentracht standen. Wenn man auch bei der Fruchtinfektion von einer Inkubationszeit von
2 bis 3 Wochen ausgeht, so kénnen die Friichte erst im Jugendstadium befallen worden

sein.
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Infektionstage, die daftir in Frage kommen, sind der 8., 9. und 11. Mai (Abbildungen 25 und 26).
Die Sporenausschleuderungen bis Mitte April haben mit hoher Sicherheit zu keinen Infektionen
gefuhrt. Die Blatter waren zu diesem Zeitpunkt in keinem infektionsfahigen Zustand. Mit der
Blattentfaltung, die um den 20. April einsetzte, kdnnen Infektionen nicht ausgeschlossen wer-

den.

5.2.2.2  Standort Hiltpoltstein

Durch einen Defekt der Sporenfalle konnten am 4., 5. und 14. — 18. April keine Sporenfange
durchgefuhrt werden.

Wenn auch am 28. Méarz die ersten Sporen (6 Sporen pro m3 Luft) und am 20. Juni die letzten
Sporen (3 Sporen/m3 Luft) gefangen wurden, erfolgten bedeutende Sporenausschleuderungen
nur im Zeitraum vom 7. April bis 13. Mai (Abbildung 27).

Die Sporenentlassungen von Anfang April sind wieder mit denen am Standort Oberriisselbach
vergleichbar. Ab dem 11. April sinken die Sporenzahlen im Vergleich zu Oberriisselbach deut-
lich ab. Die hochsten Sporenentlassungen erfolgten am 24. April. An diesem Tag wurden bei
einer Regenmenge von 19,4 mm fast 2500 Sporen pro m3 Luft ausgeschleudert. Ursache die-
ses hohen Peaks war die grof3e Niederschlagsmenge, durch die alle reifen Sporen ausge-
schleudert wurden. Nach diesem Hohepunkt waren die Inokulumquellen erschépft, so dalR es
auch nach einer niederschlagsfreien Zeit von 5 Tagen, am 1. und 2. Mai nur noch zu relativ ge-
ringen Ausschleuderungen kam. Einer letzten hoheren Sporenfreisetzung am 11. Mai (1200
Sporen/m3 Luft bei 12,6 mm Regen) folgten nur noch minimale Sporenentlassungen (Abbildun-
gen 27 und 28).

Die ersten Blattsymptome konnten Mitte Mai beobachtet werden. Diese waren aber im Ver-
gleich zu Oberrisselbach weniger deutlich ausgepragt und in geringer Anzahl vorhanden.
Fruchtsymptome zeigten sich erst Mitte Juni. Wie in Oberriisselbach haben wohl nur die Spo-
renfreisetzungen im Mai zu Infektionen geflihrt. Betrachtet man die Sporenausschleuderung im
Zusammenhang mit der Blattndssedauer (Abbildungen 29 und 30), so ist zu erkennen, dal3 bei
fast jeder Sporenentlassung im Mai ginstige Infektionsbedingungen (Blattndsse von mehr als 6
h) geherrscht haben. Infektionen durch Sporenfreisetzungen von Mitte/Ende April (20. bis 25.
April) kdnnen nicht ausgeschlossen werden. In diesem Zeitraum war die Witterung fur Infektio-
nen gut, aber nur einige Blatter ausreichend entwickelt.

Die niedrigere Inokulumdichte an diesem Standort sorgte fur die schwéachere Symptomausbil-
dung, der ausschlie3liche Anbau von mittleren und spaten Kirschensorten fir einen spaten
Fruchtbefall.
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5.2.3 Untersuchungsjahr 2000

Auch dieses Jahr zeichnete sich durch eine Grinblite aus. Der Blihzeitraum erstreckte sich
vom 24. April bis zum 3. Mai. Die Installation der Sporenfallen und Wetterstationen erfolgten am
21. Mérz.

5.2.3.1  Sporenflug am Standort Oberriisselbach

Die ersten Sporen wurden im Jahr 2000 am 24. Marz registriert, wobei die erste groRere Aus-
schleuderung (mehr als 100 Sporen/m?3 Luft) am 11. April stattfand. Die letzten Sporen wurden
am 25. Juni gefangen. Der letzte Sporenfang von mehr als 100 Sporen/m3 Luft ereignete sich
am 5. Juni (Abbildung 31).

Ende Marz/Anfang April kam es nach ausgiebigen Niederschldgen nur zu geringen Sporenent-
lassungen, so daf3 der 11. April (180 Sporen/m3 Luft) als eigentlicher Beginn des Sporenfluges
anzusehen ist. In der folgenden Zeit (11. — 24. April) stiegen die Sporenzahlen bei geringen
Niederschlagen stetig an, bis sie am 24. April mit einer Ausschleuderungsmenge von
ca. 14.300 Sporen/m? Luft ihren H6hepunkt erreichten. Danach gingen die Sporenausschleude-
rungen mangels fehlenden Niederschlags und zuriickgehenden Sporenpotentials zurtick und
stiegen erst wieder durch die héheren Niederschlage ab dem 12. Mai an. Nach dem 28. Mai
verebbte der Sporenflug trotz hoher Niederschlage (Abbildungen 31 und 32).

Wahrend im Jahr 1999 ein extrem starker Fruchtbefall verzeichnet werden mufdte, war das Jahr
2000 nahezu befallsfrei. Der Blattbefall kann als mittelstark eingestuft werden. Die ersten ein-
deutigen Blattsymptome wurden am 15. Mai beobachtet. Diese Symptome wurden durch die
Ausschleuderungen am 24. und 25 April verursacht. Weitere Infektionstage waren der 30. April,
sowie 18., 19., 22. Mai und 29. bis 31. Mai (Abbildungen 33 und 34). Die wenigen Infektionsta-

ge und gunstige Spritztermine kdnnen maglicherweise den geringen Fruchtbefall erklaren.
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5.2.3.2 Sporenflug am Standort Hiltpoltstein

Mit dem 24. Méarz hat auch am Standort Hiltpoltstein der Beginn des Sporenfluges (10 Spo-
ren/m3 Luft) eingesetzt. Diese Ausschleuderung und die folgenden bis zum 11. April waren al-
lerdings so gering, dafd man hier wohl von “frihreifen* Sporen sprechen muf3. Selbst die hohe
Niederschlagsmenge am 30. M&rz mit nicht ganz 40 mm fuhrte lediglich zur Entlassung von 5
Sporen pro m3 Luft und Tag. Am 12. April wurden erstmals knapp 100 Sporen/m3 Luft ausge-
schleudert. Die Tausendermarke (1892 Sporen/m3 Luft) wurde am 19. April bei einer Regen-
menge von 4,6 mm Ubertroffen, die Héchstmarke mit 6430 Sporen/m3 Luft (bei 2,4 mm Nieder-
schlag) wurde am 24. April erreicht. Aus diesen Zahlen wird ersichtlich, daf3 nicht die Nieder-
schlagsmenge der entscheidende Faktor fur die Ausschleuderungsmenge ist, sondern das
Reifestadium der Sporen. Eine letzte hdhere Sporenfreilassung ereignete sich am 2. Mai. mit
2455 Sporen/m3 Luft (7 mm). Danach gehen die Sporenentlassungen deutlich zurtick, bis am
31. Mai die letzten Sporen von der Sporenfalle registriert wurden (Abbildungen 35 und 36).

Wie in den Jahren zuvor traten die ersten Blattsymptome zum gleichen Zeitpunkt auf wie am
Standort Oberrisselbach (Mitte Mai). Fruchtinfektionen konnten nicht beobachtet werden.
Sichere Infektionstage an diesem Standort waren der 24. und 25. April, der 1. Mai, der 18. bis
20. Mai und der 31 Mai. Mdgliche Infektionen fanden am 18. April und 2. Mai statt. Die restli-
chen Ausschleuderungen blieben mangels fehlender Infektionsbedingungen wirkungslos (Ab-
bildungen 37 und 38).
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Sporenflug 2000 Hiltpoltstein
7000
£ 6000
S 5000
% 4000
® 3000
8 2000 - I

1000
0

MmO OO OO0 OO @ §&© §&© ¥ ¥ §F 9§ <9 SN S 0W 0, 0, ;n ;o wn ;N N O O oo o o o oo o

N D O d ™M VO oo N WO A F N O ™M O o0 NI O A N O W B AF N O o™ ©

AN N N M I <4 <4 N N N ™M — <4 <4 N N N ™M — <4 <4 AN N «

Datum
= keine Infektionsbedingungen = mogliche Infektionsbedingungen . = qute Infektionsbedinaunaen

Abbildung 37: Sporenflug und Infektionsbedingungen am Standort Hiltpoltstein 2000
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5.24 Beginn des Sporenfluges

Fur den Reifungsprozeld der Ascosporen scheint die Temperatur der entscheidende Para-
meter zu sein. Sicherlich hat auch der Niederschlag einen Einflu3, da die Sporen zur Reifung
Feuchtigkeit benétigen. Die dirften aber wéhrend der Herbst- und Wintermonate ausrei-
chend vorhanden sein. Tabelle 14 zeigt den Beginn der Sporenflige der Jahre 1998 bis
2001.

Tabelle 14: Beginn der Ascosporenflige 1998 bis 2001

Jahr Ascosporenflugbeginn

1998 Mitte bis Ende April (geschatzt)

1999 28. Marz

2000 24. Marz

2001 vor 23. Mérz (Sporenfallenaufbau am 23.Mérz)

In der Abbildung 39 ist zu erkennen, daf3 vor allem in den Monaten Oktober, November und
Dezember des Jahres 2000 die Temperaturen deutlich hoher waren als in den anderen Jah-
ren. Geht man davon aus, dal3 bei einer Temperatur knapp tber dem Nullpunkt die Entwick-
lung zum Stillstand kommt (Ascosporenkeimung auch noch bei 5 °C), sind die Monate No-
vember (Ausnahme Jahr 2000/01), Dezember, Januar und wohl auch Februar zu vernach-
lassigen. Vergleicht man die Temperatur der verbleibenden Monate (Oktober und Mérz) mit
dem Beginn der Sporenfliige, so erkennt man eine Korrelation. Demnach férdern Temperatu-

ren tber 3 °C (bis 4 °C) die Reifung der Ascosporen.

Sporenflugbeginn 24.3.99 M/E April 98

101 8,15 5 d6s 28.3.00 *
’ vak 23301
- ¢ W 1997/98
(&
< 457 236 W 1998/99
5 W 1999/00
© [12000/01
0
o
£
)
|_
-2
Okt Nov Dez Jan Feb Mar
Monat

Abbildung 39: Durchnittstemperaturen der Monate Oktober bis Méarz der Jahre 1997 bis
2001
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5.2.5 Sortenanfalligkeit

Um eine Aussage Uber die Sortenanfalligkeit machen zu kénnen, wurden die Sorten im Jahr
2000 nach dem Blattbefall und in den Jahren 1999 bis 2001 nach der verbleibenden Belau-

bung bonitiert.

5.25.1 Blattbefall

Da nur bei den Sorten “Sam*“, “Regina“ (unveredelt = uv), “Abels Spate“, “Froschmaul®, “K&-
nigskerze* und “Haumduller” der gleiche Pflanzenschutz erfolgte, wurden diese fir die Bonitur
berlcksichtigt. Die Bonitur der Sorte “Burlat* und “Regina“ erfolgte gesondert, da hier ein
Spritzversuch mit verschiedenen Fungiziden durchgefuhrt.

Wie schon erwahnt, konnten die ersten Blattsymptome im Jahr 2000 am 15. Mai beobachtet
werden. Bei allen Sorten zeigte sich von Mitte Mai bis etwa Ende Juli eine stetige Zunahme

der Befallssymptome. Danach veré&nderten sich die Symptome nur noch in geringem Mal3e.

3
o 25 *
0
: 2
e
_,E 1,5 —
c | | ! _ ! "
o] 1 T
m
0,5
0
Lo ™~ [op] Lo ™~ > © N () ™~ ol ~— ™~ - ~— oQ <+ — (ce) Lo
~ [N [N ~ ~ [N ~ ~ [N N~ ~ [N [N ~ ~ [N
Datum
Sam ——Regina (uv) =—#*—Abels Spate —®—Froschmaul
——Konigskerze Haumiller

0 = kein Befall, 1 = sehr schwacher Befall, 2 = schwacher Befall, 3 = mittlerer Befall
4 = starker Befall, 5 = sehr starker Befall
Abbildung 40: Bonitur nach Blattbefall

Nur vom vorletzten zum letzten Boniturtermin kam es mit Ausnahme der Sorte “Regina“ zu
einem Anstieg der Werte.

Ende September zeigte die Sorte “Regina (uv)“ mit einer Boniturnote von 2,46 einen schwa-
chen bis mittleren Befall. Es folgten “Froschmaul“ (2,33), “Abels Spate” (2,04), “Kdnigskerze*
(1,46) und “Sam* (1,33). Die gréf3te Resistenz gegen die Blattbraune wies die Sorte “Hau-
mdaller* auf. Mit einem Boniturnote von 0,82 zeigte die Sorte keinen bis sehr schwachen Be-
fall (Abbildung 40).
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5.25.2 Belaubung

5.25.2.1 Marz 1999

Die Laubbonitur (h&ngengebliebenes Laub) im folgenden Frihjahr (Marz) zeigte deutliche
Sortenunterschiede (Abbildung 41).

Die wenigsten Blatter wies die Sorte “Grolls Schwarze” mit einer Boniturnote von 1,19 auf,
gefolgt von den Sorten “Haumduller* (1,47), “No. 300“ (1,53), “Koénigskirsche” (1,64) und
“Abels Spate* (1,67). Einen Mittelplatz mit einer Boniturnote von 1,79 nimmt die Sorte
“Froschmaul” ein. Einen etwas hoheren Grad an Belaubung zeigten die Sorten “Regina®,
veredelt und unveredelt (uv), sowie “Sam* und “Burlat* mit Werten um 2 (1,98 bis 2,26). Den
hochsten Belaubungsgrad (2,73) wies die Sorte “Schwarze Knorpelkirsche Margetshoch-
heim* (Sch.Kn.Mar.) auf.

OGroll's Schwarze
3,5 T OHaumuller
3 ONo. 300
v 25 + + T B Konigskerze
-t 1]
g 5 4 OAbels Spate
E T 1T o N EFroschmaul
S 1.5 T[] 1 B Regina (uv)
= 1 1 ORegina
05 1,47 2,15 2,26 OSam
0 1,19 1,53 1,67 2,16 2,73 OBurlat
OSchw.Kn.Mar.

Marz 99

0 = keine Blatter, 1 = sehr wenig Blatter, 2 = wenige Blatter, 3 = zahlreiche Blatter,
4 = viele Blatter, 5 = sehr viele Blatter
Abbildung 41: Laubbehang der Sorten im Marz 1999

5.2.5.2.2 Marz 2000

Als Folge des starken Fruchtbefalls im Jahr 1999 wurde die Sorte “Schwarze Knorpelkirsche
Margetshdochheim” gerodet. Die Sorten “Grolls Schwarze* und “No. 300 fielen dem
Markttrend nach grofRen, festen Kirschen zum Opfer.

Bei den verbliebenen Sorten zeigte wieder “Haumdiller* die geringste Belaubung. Mit einer
Boniturnote von 1,08 war diese sogar kleiner als im Vorjahr. Die Sorten “Konigskirsche®,
“Abels Spate“, “Froschmaul” und “Burlat* nahmen die gleichen Positionen wie im Vorjahr ein,
wahrend die restlichen Sorten ihre Positionen tauschten. Abgesehen von “Koénigskerze* und
“Sam®, die in etwa ihre Boniturwerte behielten, ging die Tendenz zu einem starkeren Be-

hang. Die Sorte “Burlat®, die fur eine hohe Blattanfalligkeit bekannt ist, bildete auch im
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Jahr 2000 das SchluB3licht (Abbildung 42).
achteten Befall im Jahr 1999.

Boniturnote

Marz 00

Dieses Ergebnis korreliert mit dem stéarker beob-

OHaumdller
BKonigskerze
OAbels Spate
EFroschmaul
OSam
ORegina

B Regina (uv)
OBurlat

0 = keine Blatter, 1 = sehr wenig Blatter, 2 = wenige Blatter, 3 = zahlreiche Blatter,

4 = viele Blatter, 5 = sehr viele Blatter

Abbildung 42: Laubbehang der Sorten im Marz 2000

5.2.5.2.3 Marz 2001

Die Sorte “Haumdiller* wurde aufgrund eines Virusbefalls im Winter 2000/2001 gerodet.

Die Laubbonitur weicht doch sehr deutlich von denen der beiden letzten Jahre ab. Mit Aus-

nahme der Sorte “Regina“ stiegen alle Boniturnoten deutlich an. Der Wert der Sorte “Konigs-

kirsche* verdoppelte sich nahezu, der von “Sam“ wuchs um mehr als eins. Von den verblie-

benen Sorten belegte “Burlat® mit einer Note von 3,71 den letzten Platz. Mit ebenfalls sehr
hohen Noten folgten “Sam*“ (3,25), “Kénigskerze (3,18), “Froschmaul (3,03) und “Abels
Spate” (2,86). Auffallig war, daf} die Sorte “Regina®, die bisher die hinteren Platze belegte,

diesmal am besten abschnitt (Abbildung 43).

Boniturnote

Marz 01

ORegina

B Regina (uv)
OAbels Spate
EFroschmaul
BKonigskerze
OSam
OBurlat

0 = keine Blatter, 1 = sehr wenig Blatter, 2 = wenige Blatter, 3 = zahlreiche Blatter,

4 = viele Blatter, 5 = sehr viele Blatter

Abbildung 43: Laubbehang der Sorten im Marz 2001
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5.3 Bekampfung

Zur Ermittlung von gunstigen Spritzterminen und wirksamen Fungiziden wurden in den Jah-
ren 2000 und 2001 Spritzversuche durchgefiihrt. Um die Effektivitat dieser Bekampfungs-
malinahmen uberprifen zu kénnen, wurden die Blatter und Frichte nach dem Befall boni-

tiert.

53.1 Blatt- und Fruchtbonitur

Der Fruchtbefall am Standort Oberriisselbach war im Jahr 2000 so gering, so daf er nicht
zahlenmafig erfaldt wurde. Die Fruchtbonitur im Jahr 2001 erfolgte nur bei der Sorte “Regi-

na“. Die Sorte “Burlat” war durch Vogelfra und Platzer nicht zu bonitieren.

53.1.1 Spritzversuch 2000

5.3.1.1.1 Sorte “Burlat* + “Regina“ (= BURE)

Von Mitte Mai bis Anfang Juli nahmen die Befallssymptome an Intensitét zu, verblieben dann
bis Ende September auf einem Niveau. Der stetige Anstieg bis Anfang Juli ist mit dem Spo-
renflug zu erklaren. Die Sporenausschleuderungen von Ende April bis Anfang Juni haben
immer wieder zu Infektionen gefiihrt, deren Folge zunehmende Befallssymptome waren.

In der Abbildung 44 erkennt man auf den ersten Blick, dal3 die unbehandelten KontrollbAume
den starksten Befall zeigten. Mit einer Boniturnote um 3,5 (Ende September), das entspricht
einem mittleren bis starkem Befall, war sie fast um eine ganze Note schlechter als die mit
dem Prufmittel von BASF (Note 2,6) behandelten Baume. Auch diese Behandlung war op-
tisch deutlich von den anderen zu unterscheiden. Kein Unterschied konnte bei den Behand-
lungen mit den Azolen Baycor/Baymat, Systhane 6W und den Strobilurinen Amistar und Flint
festgestellt werden. Die Boniturnoten dieser Behandlungen lagen bei zwei, d.h. es lag ein
schwacher Befall vor. Das dritte Strobilurin “Discus” war etwas schwierig zu bonitieren, da
hier die Symptome in ihrer Auspragung etwas von der Norm abwichen. Die Symptome zeig-
ten sich als gelblichgriine, verwaschene Flecken, die im Laufe der Zeit gro3er wurden, aber
nicht so deutlich hervortraten wie bei den anderen Behandlungen. So ist die Boniturnote von
1,7 nicht ganz eindeutig. Einen sehr schwachen Befall zeigten die Parzellen, die ausschliel3-
lich mit Bayer-Fungiziden (Bayer-Variante) und der Max-Variante behandelt wurden. Die Bo-

niturnoten dieser Varianten lagen knapp Uber 1.
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—&—Bayer-Var. —&— Priifmittel —o—Flint
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0 = kein Befall, 1 = sehr schwacher Befall, 2 = schwacher Befall, 3 = mittlerer Befall
4 = starker Befall, 5 = sehr starker Befall
Abbildung 44: Blattbonitur “Burlat* + “Regina“ (= BURE)

5.3.1.1.2 Sorte “Burlat"

In der Reihenfolge ihrer Wirksamkeit nehmen die Fungizide nahezu die gleichen Platze wie
in der Gesamtbonitur ein. Allerdings sind die Boniturnoten und damit auch der Befall hoher
(Abbildung 45). Dieses Ergebnis bestatigt “Burlat‘ als sehr anféllige Sorte.

Die Kontrollbaume der Sorte “Burlat“ waren schon aus grof3er Entfernung zu erkennen. Fast
das gesamte Laub zeigte Befallssymptome. Dieser starke Befall spiegelt sich auch in der
Boniturnote von 4,15 wieder. Dem BASF-Prufmittel mit einer Note von 2,9 folgt Systhane 6W
mit einem schwachen bis mittleren Befall (2,5). Wie auch schon bei BURE haben Bay-
cor/Baymat, Amistar und Flint Ende September die gleiche Boniturnote. Mit 2,2 unterscheidet
sie sich auch nicht allzu sehr von BURE. Bei der Discus-Parzelle (2,0) zeigte sich wieder ein
leicht veranderter Symptomverlauf. Erneut schnitten die beiden Varianten am besten ab, de-
ren Boniturnoten sich im Vergleich zur Gesamtbonitur nur gering verschlechterten (Bayer:
1,13; Max: 1,2). Der geringe Unterschied zwischen den beiden Varianten ist zu vernachlas-
sigen.
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0 = kein Befall, 1 = sehr schwacher Befall, 2 = schwacher Befall, 3 = mittlerer Befall
4 = starker Befall, 5 = sehr starker Befall
Abbildung 45: Blattbonitur “Burlat*

5.3.1.1.3 Sorte “Regina“

Der deutlichste Unterschied zwischen den beiden Sorten zeigte sich bei den Kontrollbau-
men. Wahrend bei “Burlat” der Blattbefall stark war (Note 4,15), zeigte “Regina“ eine klar ho-
here Resistenz (Note 2,76).

In der Reihenfolge der Wirksamkeit der Fungizide traten ebenfalls Verschiebungen ein (Ab-
bildung 46). An erster Stelle - Behandlung mit der geringsten Wirksamkeit - stand erwar-
tungsgemal die Kontrolle. Den zweiten Platz belegte das Prifmittel (Note 2,43). Danach
folgten Baycor /Baymat (Note 2,2), Amistar (Note 2,0), Flint (Note 1,8), Discus und Systhane
6W (beide Note 1,6). Die geringsten Blattsymptome wiesen wieder die beiden Varianten
(beide Note 1,0) auf.

Neben der Kontrolle zeigten die mit dem Fungizid Systhane 6W behandelten Baume eine
erhebliche niedrigere Boniturnote (um 0,9 besser) als bei der Sorte “Burlat“. Ebenfalls kleiner
waren die Boniturnoten der mit Flint und Discus (jeweils um 0,4 besser) behandelten Baume.
Fast unveréandert zeigten sich die Noten der beiden Varianten sowie der mit Baycor/Baymat
und Amistar behandelten Parzellen.
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Abbildung 46: Blattbonitur “Regina“

5.3.1.2  Spritzversuch 2001

5.3.1.2.1 Sorte “Burlat* + “Regina“ (= BURE)

Bei der Blattbonitur beider Sorten als Mittelwert zeigte die mit dem Fungizid Flint behandelte
Parzelle (Boniturnote: 0,5) keinen bis sehr schwachen Befall. Die EUFL- und Maximal-
Variante mit einer Boniturnote von knapp Uber eins wiesen einen schwachen Befall auf. Die
mit den restlichen Fungiziden applizierten Parzellen lagen in einem Bereich von 2 bis 3
(= schwacher bis mittlerer Befall). Der deutlichst starkste Befall (Boniturnote: 4,35) wurde an
den unbehandelten Baumen (= Kontrolle) bonitiert (Abbildung 47).

Die ersten Symptome wurden Ende Mai beobachtet. Der Befall nahm bis Anfang Juli zu und
verblieb dann bis Ende September auf einem Niveau. Der am letzten Boniturtemin sprung-
hafte Anstieg der Boniturnoten, der mit Aminosol (Variante), Euparen, Flint und F 500 be-
handelten Parzellen, wurde durch die zunehmende Nekrotisierung der kranken Blatter verur-
sacht. Da es sich hierbei um keine Befallzunahme handelt, wurden die Daten nicht weiter be-
ricksichtigt.
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Abbildung 47: Blattbonitur “Burlat” + “Regina“ (BURE)

5.3.1.2.2 Sorte “Burlat* und "Regina"

Waéhrend im Jahr 2000 die Sorte "Regina" im Vergleich zu "Burlat" einen deutlich schwéche-
ren Befall und damit verbunden auch eine geringere Wirksamkeit der Fungizide aufwies, war
der Unterschied im Jahr 2001 nur gering.

Die EUFL-Variante zeigte bei der Sorte "Burlat" eine geringere Wirkung als bei "Regina"
(Note 1,5 zu 0,6). Die Aminosol-Variante und Ortiva verhielten sich umgekehrt. Die anderen
Fungizide hatten bei beiden Sorten in etwa die gleiche Wirkung (Abbildungen 48 und 49).
Wie bei BURE wurde der letzte Boniturtermin aus bereits erwédhnten Grund vernachlagigt.
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Abbildung 48: Blattbonitur “Burlat*

5
4,5
4
3,5
2
o 3
-
= 2,5
s 2
el
1,5
1
0,5
0
Lo} Lo} Lo} © © © © N~ N~ N~ N~ N~ [ee] [e0} [e0} [e0} (o] [o)] [o)] [o)] o o
W o o B & & & ® & N & d N« 4 0 < o o 189 < o
—l N N —l —l N —l —l N (e2] —l N N —l —l N N (o]
Datum
= Flint —&— Max-Variante == Euparen
—&—Systhane 20 EW F 500 Ortiva
== Aminosol ——-EUFL ——K

0 = kein Befall, 1 = sehr schwacher Befall, 2 = schwacher Befall, 3 = mittlerer Befall
4 = starker Befall, 5 = sehr starker Befall
Abbildung 49: Blattbonitur “Regina“
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Die ersten Fruchtsymptome bei der Sorte "Regina" traten sehr pl6tzlich und massiv auf.
Waéhrend Flint und die EUFL-Variante den Befall auf einem sehr niedrigen Niveau halten
konnten (Boniturnote unter 1), zeigten die anderen Behandlung keinen ausreichenden
Schutz. Selbst die Maximal-Variante wies, wie die mit F 500 applizierte Parzelle, einen mittle-
re Befall (Note: 2,83) auf. Die anderen Behandlungen mit Boniturnoten von 3,5 bis 4 offen-
barten einen mittleren bis starken Befall und schnitten damit nicht viel besser ab als die un-
behandelten Baume (Abbildung 50).
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0 = kein Befall, 1 = sehr schwacher Befall, 2 = schwacher Befall, 3 = mittlerer Befall
4 = starker Befall, 5 = sehr starker Befall
Abbildung 50: Fruchtboniturbonitur “Regina“

5.3.2 Wirkungsgrad

Der Wirkungsgrad macht eine Aussage Uber die tatsadchliche Wirksamkeit der Fungizide, in-
dem er die Befallsstarken der behandelten Baume mit denen der nicht behandelten Baume
(= Kontrolle) ins Verhdltnis setzt. Aus Tabelle 15 (Jahr 2000) und 16 (Jahr 2001) sind die
Boniturnoten sowie die daraus errechneten Befallsstarken und Wirkungsgrade der Fungizide
zu entnehmen. In den Abbildungen 51 bis 53 (Jahr 2000) und 54 bis 57 (Jahr 2001) sind die
Wirkungsgrade fiur die Sorten graphisch dargestellit.
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5.3.2.1

Spritzversuch 2000

Tabelle 15: Errechnete Befallsstarken (%) und Wirkungsgrade (%) fur das Jahr 2000

Behandlung Boniturnote Befallsstarke (%) Wirkungsgrad (%)
Sote ~ |B*R| B | R |BR| B | R |B*R| B | R |
Kontrolle 3,5 4,2 2,8 65 84 45 0 0 0
Prufmittel 2,6 2,9 2,4 40 47,5 35 38 43 22
Amistar 2,0 2,2 2,0 25 30 25 62 64 44
Baycor/Baymat 2,0 2,2 2,2 25 30 30 62 64 33
Flint 2,0 2,2 1,8 25 30 22 62 64 51
Systhane 6W 2,0 2,2 1,6 25 30 19 62 64 58
Discus 2,7 2,0 1,6 20,5 25 19 68 70 58
Bayer-Variante 1,1 1,2 1,0 11,5 13 10 82 85 78
Max-Variante 11 1,2 1,0 11,5 13 10 82 85 78

B =Burlat R = Regina

Die Abbildung 51 zeigt die Wirkungsgrade der Fungizide als Mittelwert beider Sorten. Wie

nicht anders zu erwarten war, wiesen die beiden Varianten mit jeweils 82 % die hdchsten

Wirkungsgrade auf. Es folgten Discus mit 68 %, Amistar, Baycor/Baymat, Flint und Systhane
6W mit jeweils 62 % und das Prifmittel mit 38 %.

Wirkungsgrad (%)

Max

Bayer

Discus

Amistar

Baycor Flint

Fungizid

Systh Prifm

Abbildung 51: Wirkungsgrad der Fungizide bei “Burlat* + “Regina“ (Blatt)
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Bei der Sorte “Burlat* waren die Wirkungsgrade der Fungizide etwas hoher. Mit 85 % stan-
den die Varianten wieder an erster Stelle. Die Werte fur die anderen Fungizide sind aus der
Abbildung 52 zu entnehmen.

Die Wirkungsgrade der Fungizide sind bei der Sorte “Regina“ niedriger. Die besten Wirkun-
gen hatten auch hier die beiden Varianten (78 %). Einen Wirkungsgrad von je 58 % zeigten
Discus und Systhane 6W. Mit Flint (51 %) beginnend, verlieren die Fungizide Amistar (44 %),
Baycor/Baymat (33 %) und Prufmittel (43 %) deutlich an Wirkung (Abbildung 53).

Wirkungsgrad (%)

Max Bayer Discus Amistar Baycor Flint Systh Priafm

Fungizid

Abbildung 52: Wirkungsgrad der Fungizide bei der Sorte “Burlat* (Blatt)

Wirkungsgrad (%)

Max Bayer Discus Systh Flint Amistar Baycor Prifm

Fungizidbehandlung

Abbildung 53: Wirkungsgrad der Fungizide bei Sorte “Regina“ (Blatt)
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5.3.2.2 Spritzversuch 2001

Tabelle 16: Errechnete Befallsstarken (%) und Wirkungsgrade (%) fur das Jahr 2001

Behandlung Boniturnote Befallsstarke (%) Wirkungsgrad (%)
Sorte B+tR| B | R |RF [B+tR| B R |RF|B+tR| B | R | RF
Flint 05 | 05|05 1 5 5 5 10 [ 94 | 95 | 93 | 89
EUFL 11 (15|06 |08 108 | 175 | 6 | 75 | 88 | 81 | 93 | 92
Max 1 1 1 |25 10 10 | 10 [375| 89 | 89 | 88 | 58
F 500 2 2 2 | 27| 25 25 25 (425 71 | 73 | 70 | 53
Euparen 3 3 |29 |35|488 | 50 [475| 65 | 44 | 46 | 42 | 28
Systhane 20 EW 1,9 2 | 18| 4 | 232 | 25 [21,3| 8 | 73 | 73 | 74 | 11
Aminosol 26 | 23| 3 |35|408 31,3 |50 | 65 | 53 | 66 | 39 | 28
Ortiva 24 | 22127 (35| 36 30 |418| 65 | 59 | 67 | 49 | 28
Kontrolle 44 | 46 | 41 | 45| 87 92 | 82 | 90

B = Burlat R = Regina RF = Regina Frucht

Aus den Abbildungen 54 bis 57 sind die Wirkungsgrade der Fungizide zu entnehmen. Abbil-
dung 54 zeigt den Wirkungsgrad der Fungizide als Mittelwert beider Sorten beim Blatt, die
Abbildungen 55 und 56 die Wirkungsgrade der Fungizide der einzelnen Sorten beim Blatt.
Der Wirkungsgrad der Fungizide bei der Frucht ist in Abbildung 57 dargestellt.

Da bereits die Befallsbonituren keine groR3en Differenzen zwischen den beiden Sorten auf-
wiesen, zeigten die daraus errechneten Wirkungsgrade auch keine grof3en Abweichungen.
Winschenswerte Wirkungsgrade um die 90 % wiesen das Fungizid Flint und die Max-
Variante auf. Die EUFL-Variante, ebenfalls mit einem Wirkungsgrad tber 90 % bei der Sorte
"Regina", fiel bei der Sorte "Burlat" mit einem Wirkungsgrad von 81 % leicht ab. Wirkungs-
grade von knapp uber 70 % besalRen F 500 und Systhane 20 EW. Deutlich unzureichende
Wirkungsgrade mussten bei den Fungiziden Euparen und Ortiva und der Aminosol-Variante
festgesellt werden.

Nur die mit Flint und der EUFL-Variante behandelten Parzellen konnten den Fruchtbefall bei
der Sorte "Regina" auf einem niedrigen Niveau halten. Der Wirkungsgrad dieser Mittel lag
um 90 %. Alle anderen Behandlungen mit Wirkungsgrade von 22 bis 58 % zeigten keinen
ausreichenden Schutz (Abbildung 57).



Ergebnisse: Bekdmpfung

79

94

100 89 83

Wirkungsgrad (%)

Flint Max EUFL Systhane F 500 Ortiva
20 EW

Fungizidbehandlung

Aminosol

Abbildung 54: Wirkungsgrad der Fungizide bei “Burlat” + “Regina“ (Blatt)
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Abbildung 55: Wirkungsgrad der Fungizide bei der Sorte “Burlat* (Blatt)
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Abbildung 56: Wirkungsgrad der Fungizide bei Sorte “Regina“ (Blatt)
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Abbildung 57: Wirkungsgrad der Fungizide bei Sorte “Regina“ (Frucht)

5.3.3 Belaubung der Sorte “Burlat®

Den geringsten Laubbehang zeigte die mit Discus behandelte Parzelle. Eine Boniturnote von
2,33 bedeutet einen Behang mit wenigen Blattern. Eine etwas stéarkere Belaubung (Bonitur-
note 2,67) konnte an der mit der Bayer-Variante behandelten Parzelle bonitiert werden. Etwa
die gleichen Mengen an nicht abgeworfenen Laub zeigten die Fungizidbehandlungen mit
Flint, der Max-Variante und der unbehandelten Kontrolle (Noten von 3,67 bis 3,48). Die
starkste Belaubung wiesen die mit Systhane 6W (Note 4,5), dem Prifmittel (Note 4,5), Ami-
star (Note 4,75) und Baycor/Baymat (Note 5) applizierten Parzellen auf (Abbildung 58).
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Boniturnote
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Abbildung 58: Belaubung der Sorte “Burlat* im Marz 2001

5.34 Fruchtkdrperbonitur (Perithecien)

Erwartungsgemal zeigten die Blatter der unbehandelten Kontrolle den hdchsten Besatz an
Perithecien (71 %) und die der beiden Varianten den geringsten (Bayer: 16 %; Max: 22 %)
(Abbildung 59). Mit einer mit Perithecien bedeckten Blattflache von 71 %, also gleich der
Kontrolle, schnitt die mit Discus behandelte Parzelle (Sorte “Burlat*) im Gegensatz zur Blatt-
bonitur (Abbildung 45, S. 71) und Belaubung (Abbildung 58) schlecht ab. Die vielen am
Stamm verbliebenen Blatter der mit Baycor/Baymat und Amistar applizierten Parzellen wie-
sen verhaltnisméaRig wenige Perithecien (23% bzw. 37,5%) auf. Flint, Systhane 6W und das
Prufmittel korrelieren mit der Belaubungsbonitur.
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Abbildung 59: Fruchtkdrperbonitur Mérz 2001 (“Burlat®)
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54 Histologische Untersuchungen

Das erste Anzeichen einer Infektion mit Gnomonia erythrostoma ist das Auslaufen von Pek-
tinen oder verwandten Substanzen aus den oberen Epidermiszellen. Pektine sind Bausteine
der Mittellamellen, kommen aber bei Stein- und Beerenobst auch intrazellular in l6slicher
Form vor (FRITSCHE, 1990). Abbildung 60 zeigt einen 2 um Gewebeschnitt (angefarbt mit
Toluidinblau O und einer Nachbehandlung mit Lugolscher Losung) von einem mit Ghomonia
erythrostoma infizierten Kirschblatt. Obwohl keine Pilzstrukturen zu erkennen sind, zeigt das
Blatt durch das Freisetzen von Pektinen eine Stressituation. Unterhalb der oberen Epidermis

und in den Interzellularen sind diese Pektine als violette Wolken zu erkennen.

Abbildung 60: Auslaufen von Pektinen aus oberen Epidermiszellen, 400 x

Pek = Pektin, oEp = obere Epidermis, uEp = untere Epidermis

Zur Abwehr des Parasiten bildet die Pflanze in den Zellen Phenole. Diese sind bei einer Sa-
franin/Azurblau 1l Farbung rot gefarbt (Abbildung 61). Um welche Phenole es sich dabei
handelt, konnte nicht ermittelt werden. Eine negativ verlaufene DMAZA-Farbung (Ausbleiben

einer Blaufarbung der Phenole) schliel3t Catechine und Proanthocyanidine aus.
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Abbildung 61: Phenole in den Zellen, 400 x (Safranin/Azur), oEp = obere Epidermis,
UEp = untere Epidermis, S = Stomata, Phe = Phenole, Pek = Pektin

In den meisten Fallen dringt der Pilz nach dem Auskeimen der Ascosporen von der Blatt-
oberseite in das Blattgewebe ein. Der genaue Penetrationsvorgang des Pilzes ist noch nicht
geklart, vermutlich 16st der Pilz mit Hilfe von Enzymen die Zellwand bzw. die Mittellamelle auf
und wachst in das Blatt. In Abbildung 62 erkennt man auf der Blattoberseite eine pilzliche
Struktur, von der eine Hyphe zwischen zwei Epidermiszellen durch das Palisadenparenchym
in das Schwammparenchym wachst. Bei der Ausgangsstruktur handelt es sich um ein Ap-
pressorium.

Das Myzel von Gnomonia erythrostoma ist mit Einschlissen ausgefullt. In Abbildung 63, die
einen mit Safranin gefarbten Gewebeschnitt (2 um) zeigt, ist das gut zu erkennen. Was diese
Einschliisse enthalten, ist nicht bekannt. Mit einer Coomassie Brillant Blue Farbung konnte
aber nachgewiesen werden, daf} Proteine vorhanden sind (Abbildung 64: blaugefarbte Be-
reiche). Neben den hyalinen Einschliissen sind immer wieder dunkle, runde Kdorper in den
Pilzzellen zu sehen. Im Falle der Safraninfarbung erscheinen diese Korper dunkelrot (Abbil-
dung 63). Eine durchgefihrte DAPI-Farbung identifizierte diese als Zellkerne. Nach Anfar-
bung von 8 um dicken Gewebeschnitten mit diesem Fluoreszenzfarbstoff erschienen die
pilzlichen Zellkerne unter dem Fluoreszenzmikroskop als blauliche, leuchtende Punkte (Ab-
bildung 65). Im Unterschied zu den Myzelzellkernen fluoreszierten die groReren, pflanzlichen
Zellkerne deutlich schwéacher.
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Abbildung 62: Penetration, 400 x (2 um, Toluidinblau), oEp = obere Epidermis,
UEp = untere Epidermis, PeSt = Penetrationsstelle, M = Myzel,
A = Appressorium

Abbildung 63: Myzelstruktur von G. erythrostoma, 1000 x (2 um Schnitt, Safranin)
Zke = Zellkerne, E = Einschlisse, M = Myzel, uEp = untere Epidermis
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Abbildung 64: Anfarbung von Proteinen mit Coomassie Brillant Blue in Myzel (1000-fach)
M = Myzel, P = Proteine, Zke = Zellkerne

Abbildung 65: Fluoreszierende Zellkerne, 400 x (8 um, DAPI-Farbung), Zke = Zellkerne

Die ersten makroskopisch erkennbaren Blattsymptome sind grinlichgelbe Verfarbungen auf
der Blattoberseite, die anfangs noch sehr undeutlich sind. Im Laufe der Zeit gehen diese
Flecken in einen gelblichen Farbton tber, vergréern sich und treten deutlicher hervor. Ge-
webeschnitte von solchen Symptomstellen zeigen, daf das Myzel sich langsam im
Schwammparenchym ausbreitet (Abbildung 66).
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Abbildung 66: Gewebeschnitt durch eine griingelbe Symptomstelle 400 x
(2 um, Toluidinblau mit Vor- und Nachbehandlung), uEp = untere Epidermis,

OEp = obere Epidermis, M = Myzel

Abbildung 67: Gewebeschnitt durch eine chlorotische Symptomstelle 400 x
(2 pm, Toluidinblau), uEp = untere Epidermis, oEp = obere Epidermis,
Pek = Pektin, M = Myzel
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Nachdem das Schwammparenchym nahezu ganz vom Myzel des Pilzes zersetzt wurde, wird
auch das Palisadenparenchym zerstort (Abbildung 67). In diesem Stadium zeigt sich das
Blatt fast vollstdndig chlorotisch. Im weiteren Verlauf beginnt das Blatt zu nekrotisieren und
es bildet sich die Nebenfruchtform (Pyknidien) des Pilzes. Zu diesem Zeitpunkt ist mehr oder
weniger das gesamte Mesophyll zerstort, und zwischen der oberen und unteren Epidermis
befindet sich Myzel (Abbildung 68). Die Bildung der Pyknidien erfolgt durch subepidermale
Zusammenlagerung von Hyphen an der unteren Epidermis. Mit der Volumenzunahme des
Fruchtkdrpers beginnt sich die Epidermis zu heben, bis sie letztendlich reif3t und die Pyknidi-
en freigibt (Abbildung 69).

Abbildung 68: Gewebeschnitt durch eine nekrotische Symptomstelle 400 x
(2 pm, Toluidinblau), uEp = untere Epidermis, oEp = obere Epidermis,
M = Myzel

Zur Bildung der Hauptfruchtform lagern sich die aus den Pyknidien entlassenen Konidien an
die aus den Stomata wachsenden Empfangnishyphen des Ascogons (Trichogynen). Einen
eindeutigen Beweis fur diesen Sexualvorgang gibt es bisher nicht. Die herauswachsende
Hyphen, an die sich Konidien anhaften, konnten in vielen Fallen beobachtet werden (Abbil-
dung 70). Ab Ende September/Anfang Oktober sind die Perithecien auf den abgestorbenen,

braunen Blattern zu erkennen (Abbildung 71).
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Abbildung 69: Entstehendes Pyknidium 400 x (2 um, Safranin), uEp = untere Epidermis,
OEp = obere Epidermis, M = Myzel, S = Stomata, Pyk = Pyknidium, Pek =
Pektin

Abbildung 70: Aus Stomata wachsende Hyphen, 200 x (Fluoreszenzmikroskopie)
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Abbildung 71: Sich bildendes Perithecium Oktober, 400 x (2 pum, Toluidinblau),
Per = Perithecium, uEp = untere Epidermis
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Abbildung 72: Wachstum des Myzels durch die Hauptblattader 200 x (2 um, Safranin/Azur)
M = Myzel, Ph = Phloem, X = Xylem, uEp = untere Epidermis
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Das Myzel von Gnomonia erythrostoma kann sich iiber das gesamte Blattgewebe ausbrei-
ten. Selbst die Hauptblattader stellt keine Barriere da. In Abbildung 72 ist zu sehen, wie der

Pilz direkt unter der Epidermis (Blattunterseite) die Blattader umwé&chst.

Abbildung 73: Myzel im Blattstiel 1000 x (2 um, Toluidinblau mit Vor- und Nachbehandlung,
M = Myzel

Ein eindeutiges Erkennungsmerkmal der Krankheit ist das Nichtabwerfen der Blatter im
Herbst. Die histologischen Untersuchungen von infizierten Blattern haben gezeigt, dal’3 der
gesamte Blattstiel mit Ghomonia-Myzel durchwachsen ist (Abbildung 73).

Allgemein wird davon ausgegangen, dald der Pilz nicht in der Lage ist, verholzte Teile zu
befallen. In Abbildung 74 ist eindeutig Myzel von Gnomonia erythrostoma zu erkennen. Tat-
sachlich wachst der Pilz jedoch auch zwischen den stark verdichteten Zellen des Phellems

von Buketttrieben.
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Abbildung 74: Myzel im Buketttrieb, 400x (2um, Toluidinblau mit Vor- und Nachbehand-

lung), M = Myzel
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5.5 Rasterelektronenmikroskopie (REM)

Wenn Ascosporen nach der Ausschleuderung auf ein Kirschblatt treffen und dort ein nasses
Milieu fir mindestens 6 h vorfinden, beginnen sie, unabh&ngig von der Blattseite, auszukei-
men.

Die Notwendigkeit einer mehrstindigen Blattndsse offenbarten auch die rasterelektronischen
Untersuchungen. Nur inokulierte Blatter, auf denen nach dem Offnen der Petrischale ein
Wasserfilm zu erkennen war, zeigten in Abh&angigkeit vom Inokulationszeitpunkt unterschied-
liche Keimraten. War dieser Film nicht vorhanden, konnten auch 72 Stunden nach Inokulati-
on nur wenige ausgekeimte Sporen beobachtet werden. Selbst auf feuchtes Filterpapier
ausgeschleuderte Ascosporen wiesen nach 14 Stunden nahezu keine Keimschlauchbildun-
gen auf (Abbildung 75).

Zur Penetration des Blattes bildet Gnomonia erythrostoma nur sehr kurze Keimschlauche.
Wie in den Abbildungen 76 bis 80 zu sehen ist, betragt die Lange des Keimschlauches nicht
einmal die Breite der Ascospore (4 - 6 um). Die Bildung eines Appressoriums ist moglich,
aber eher selten (Abbildung 76). Eine Penetration Uber Stomata konnte nicht beobachtet
werden. Da der Pilz meist direkt mit der Keimhyphe ins Blattgewebe eindringt (Abbil-

dung 78), ist von einer Infektion durch kutinldsende Enzyme auszugehen.

Abbildung 75: Ascosporen auf Filterpapier (14 Stunden nach Ausschleuderung)
Asp = Ascospore, Fi = Filterpapier, klZ = kleine Zelle, grZ = grol3e Zelle
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In der Abbildung 75 erkennt man die inaequale, zweizellige Gestalt der Ascosporen, beste-
hend aus einer gro3en Zelle mit stumpfem Ende und einer deutlich kleineren Zelle mit spit-
zem Ende. In den meisten Fallen wachst aus der langlichen Seite der groReren Zelle ein
Keimschlauch (Abbildung 78), aber auch mehrere Keimschlauchbildungen sind méglich (Ab-
bildung 76). Sehr selten konnte ein Auskeimen der kleinen Zelle beobachtet werden.

Abbildung 76: Ausgekeimte Ascospore mit zwei Keimschlauchen auf Blattunterseite
S = Stomata, K = Kutin, Asp = Ascospore, kIZ = kleine Zelle, grZ = gro3e
Zelle, Ks = Keimschlauch, A = Appressorium

24 Stunden nach der Inokulation waren ca. 80 % der Ascosporen gekeimt (Abbildung 77). In
der Abbildung 78 sieht man, wie die Keimhyphe durch die Wachsschicht (Kutin) in das Pflan-
zengewebe wachst. Aufféllig sind die mosaikartigen Strukturen der Ascosporen, wie sie in
den Abbildungen 76 bis 79 zu sehen sind. Diese kommen durch Verlust der Turgeszenz zu-
stande. Besonders deutlich zeigt die Abbildung 79 zwei kollabierte Ascosporen. Wurde die
relative Luftfeuchte im ESEM erhoht, konnte die Turgeszenz der Sporen wieder hergestellt
werden (Abbildung 80).
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Abbildung 77: Ausgekeimte Ascosporen nach 24 Stunden (Blattunterseite)

Asp = Ascospore, S = Stomata, K = Kutin, Ks = Keimschlauch

Abbildung 78: Ausgekeimte Ascospore auf der Blattoberseite
Asp = Ascospore, Ks = Keimschlauch, klZ = kleine Zelle, grZ = groRRe
Zelle, K = Kutin



Ergebnisse: Rasterelektronenmikroskopie 95

Abbildung 79: Kollabierte Ascosporen auf der Blattunterseite

koAsp = kollabierte Ascospore, Ks = Keimschlauch, K = Kutin, S = Stomata

Abbildung 80: Turgeszente Ascosporen auf der Blattunterseite

tuAsp = turgeszente Ascospore, Ks = Keimschlauch, K = Kutin, S = Stomata
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5.6 RAPD-PCR

5.6.1 Extraktion der DNA

Das beste Extraktionsergebnis lieferte die Methode von Qiagen. Sowohl bei der Gewinnung
der Pflanzen-DNA wie auch der Pilz-DNA uberzeugte dieser Kit mit dem hdchsten und rein-
sten Ertrag (Abbildung 81). Deshalb wurde diese Methode fiir die Extraktion von befallenen

Proben verwendet.

5.6.1.1 DNA-Gehalt

Der linke Spur (Gr.St.) der Abbildung 81 zeigt den GroRRenstandard Lambda/Hind Ill, bei
dem die DNA-Menge der einzelnen Banden bekannt ist. Der rechte Teil der Abbildung zeigt
exemplarisch ein Bild, wie es auf dem Monitor der Video-Geldokumentation zur Auswertung
der DNA-Menge erscheint.

bp ng DNA

23130 = 238,5
9416 = 970
6557 = 675
4361 = 450
2322 = 240
2027 = 210

Abbildung 81: Bestimmung der DNA-Konzentration mit dem Molekular-Standard Lambda
Hind III

Neben dem Groéfen-Standard (Gr.St.) wurden auf den Spuren 2, 3 und 6 DNA-Proben von
Blattern (2), Frichten (3) und Ascosporen (6) aufgetragen, die mit dem Qiagen Kit extrahiert
wurden. Auf den Spuren 4, 5 und 7 wurde Ascosporen-DNA, extrahiert nach Mdller et al.
(1992), Dynal und Porebski et al. (1997), aufgetrennt. Vergleicht man die Banden der Proben

mit denen des Standards, so kann man den Gehalt an DNA abschatzen.
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So entspricht die Bande in Spur 2 in etwa 20 ng DNA, in Spur 3 50 ng, in Spur 6 70 bis
100 ng und in Spur 7 weniger als 20 ng. Mit der Dynal-Methode konnte keine DNA extrahiert
werden (Spur 5). Die Probe, die nach Moller et al. extrahiert wurde (Spur 4), enthielt neben
intakter DNA auch RNA (zeigt die untere, undeutliche Bande) und degradierte DNA (milchi-
ger Schmier, der sich die gesamte Spur entlang zieht). Fur das Primer-Screening wurden
4 ul der extrahierten DNA mit einer Konzentration von 5 ng/ul verwendet. Folglich konnte

Probe 2 direkt verwendet werden, wahrend z.B. Probe 6 vierfach verdinnt wurde.

5.6.2 Primer-Screening

Abbildung 82 zeigt den GroRRenstandard MassRuler[] mit definierten Banden, der stets par-
allel zu den Primern gelaufen ist. In Abbildung 83 sind die Ergebnisse der mit 90 Primern
getesteten DNA aus Ascosporen von Gnomonia erythrostoma dargestellt. Eine einzelne dis-
krete Bande konnte bei der Testung nicht gefunden werden. In vielen Féllen waren neben
deutlichen Banden auch schwach ausgepragte Banden zu sehen.

Bei einer Wiederholung zeigten sich bei einigen Primern mehr Banden als bei den anderen
Wiederholungen. Diese abweichende Wiederholung wurde vernachlaRigt. Die Primer B2,
B12 und B13 erzeugten jeweils nur eine Bande. Da diese aber sehr schwach waren und
RAPD-Primer als sehr unspezifisch gelten, wurden diese nicht bertcksichtigt. Fur weitere

Testungen wurden die Primer A15 und D13 verwendet.

bp ng/20 pl
1031 = 200
900 = 180
800 = 160
700 = 140
600 = 120
500 = 100
400 = 80
300 = 60
200 = 40
100 = 20

Abbildung 82: MassRuler] mit Anzahl der Basenpaare und entsprechender DNA



Ergebnisse: PCR

Gr5L 1801 1802 18043 18044 1BOVS 1BOME 180T 180" 18049 1BOMO A9

-— -_—
-— i

A9 A0 A11 A12 A13 A14 A1S  A16  A1T  A1B

Gr.5t. B16 B17 B18 B19 B20 C1 c2 c3 C4 C5 Ccs




Ergebnisse: PCR 99

C11 12 €13 C14 €16 C16 C17 C18 C198 cC20

D11 D12 D13 D14 D15 D16 D7y

Abbildung 83: Primer-Screening mit 90 Primern

5.6.3 Nachweis von Gnomonia erythrostoma DNA in infizierten Pflanzen

Sowohl bei der reinen Pflanzen-DNA als auch bei der DNA von infizierten Pflanzen konnte

mit den Primern A15 und D13 keine DNA-Auftrennung beobachtet werden.

5.6.4 Identifizierung der isolierten Pilze

Die DNA-Bandenspektren der isolierten Pilze unterschieden sich untereinander. Beide wie-
sen keine Ubereinstimmung mit dem DNA-Bandenspektrum der Ascosporen auf. Eine Iden-
titat von isolierten Blattparasiten mit Ascosporen von Gnomonia erythrostoma konnte mit

Hilfe der RAPD-PCR nicht nachgewiesen werden.
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6 Diskussion

Das zeitliche Auftreten der Symptome der Blattbraune wird ausschlief3lich durch die jeweilige
am Standort herrschende Witterung bestimmt. So beeinflu3t die Temperatur im Herbst,
Winter und Frihjahr die Ausreifung von Perithecien und Ascosporen sowie die Vegetations-
entwicklung. Die Ausschleuderung und Keimung der Ascosporen erfolgt im Fruhjahr bzw.
Frihsommer nach Niederschléagen.

In einigen Veroffentlichungen (FRANK 1887a, SORAUER 1928, VUKOVITS 1980,
FRIEDRICH und RHODE 1984, BRAUN und RIEHM 1996) wird neben den immer auftreten-
den gringelben Blattflecken von kleinen braunen Flecken berichtet.

Diese Symptome konnten wahrend vier Vegetationsperioden (1998-2001) nicht beobachtet
werden und stehen in keinem Zusammenhang mit der hier beschriebenen Erkrankung. Es
durfte sich bei diesen beschriebenen Schadbildern um die Schrotschuf3krankheit (Stigmina
carpophila) handeln, denn FRANK (1887a) berichtet auch, dal3 die braunen Flecken wie
"herausgeschnitten” aus dem Blattgewebe fallen.

Der Symptomverlauf auf der Frucht ist nicht immer eindeutig. Nach eigenen Beobachtungen
ist eine farbliche Veranderung des Fruchtgewebes, d.h. das Auftreten von Flecken, das ein-
zige Symptom, dald bei einem Befall mit Gnomonia erythrostoma immer vorzufinden ist. Ver-
krippelungen oder Risse sind dagegen nicht die Regel. Viele durch starkere Niederschlage
aufgeplatzte Kirschen zeigten einen Befall mit Gnomonia. Nach PEREZ et al. (1992) wird die

Anfalligkeit der Friichte firs Platzen durch einen Befall mit der Blattbraune erhdht.

Nicht zufriedenstellend verliefen die Versuche, Gnomonia erythrostoma zu isolieren. Nur aus
Blattgewebe konnte ein Myzel isoliert werden, das den Beschreibungen FRANK's (1887a)
und Myzel im lebenden Gewebe (Blatt und Frucht) entspricht. Da aber Fruktifikation aus-
blieb, fehlt ein Nachweis, dafl3 es sich hierbei um Gnomonia erythrostoma handelt. Obwohl
die Ascosporen von Gnomonia erythrostoma auf verschiedenen Nahrmedien sehr gut aus-
keimten, blieb eine Myzelbildung aus. Anscheinend benétigt der Pilz bestimmte Nahrstoffe,
die nur in lebenden Pflanzen vorhanden sind, um ein Myzel auszubilden.

Keimungs- und Infektionsversuche mit Gnomonia-Konidien verliefen erfolglos. Zu den glei-
chen Ergebnissen kamen auch VUKOVITS und WITTMANN (1990) sowie DOBREV (1987)
bei Keimungsversuchen mit Konidien von Apiognomonia erythrostoma (syn. Gnomonia
erythrostoma), dem Erreger der Blattbraune bei Marillen. BONDAR (1976) nimmt an, daf3 es
sich bei den Marillen um eine andere biologisch Form von Gnomonia erythrostoma handelt.
Andere Gnomonia-Arten, wie z.B. Gnomonia comari (am Lehrstuhl in Kultur) oder Gnomonia
rostellata (ARSENIJEVIC und VESELIC 1997) wachsen sehr gut auf kunstlichen Nahrmedi-
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en. So ist es eher unwahrscheinlich, dal3 es sich bei Gnomonia erythrostoma um einen obli-
gaten Parasiten handelt.

Wenn die Konidien von Gnomonia erythrostoma nicht keimen, spricht vieles daftr, daf die
Konidien nicht infektiés sind und somit auch keine Rolle bei der Verbreitung der Krankheit
spielen.

NIKUSCH (1994) und HOLIGHAUS (1999) hingegen schreiben den Konidien Infektionsfahig-
keit zu, da sie immer sehr spate Infektionen feststellten. FRANK (1887a) meint, dal3 es sich
bei den im Sommer gebildeten Fruchtkdrpern um Spermogonien mit Spermatien handelt.

Zur Bestatigung dieser Annahme fihrt FRANK (1887a) die Bildung von Empfangnishyphen
(Trichogynen) auf, die ihren Ursprung in einem kleinen oder gréReren Hyphengeflecht haben
und zum Zeitpunkt der "Spermogonienbildung” aus den Stomata wachsen. Weiter konnte er
feststellen, daRR die gebogenen "Spermatien” sich an die Empfangnishyphen anhaften.

Bei einzelnen Gewebeschnitten konnten Myzelballen in der Nahe von Empféngnishyphen
beobachtet werden (Abbildung 84). Ob eine Verbindung zwischen diesen bestand, war nicht
ersichtlich. Da die Entwicklung dieser Pilzorgane aber nahezu parallel verlauft, ist die Wahr-
scheinlichkeit einer Verbindung sehr grof3.

Abbildung 84: Trichogyne und Myzelballen, 1000 x, Tr =Trichogyne, Myb = Myzelballen,
UEp = untere Epidermis, S = Stomata, M = Myzel
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Allem Anschein nach handelt es sich bei Gnomonia erythrostoma um einen Pilz, der sich nur
Uiber seine Ascosporen verbreitet.

Eine Keimung der Ascosporen konnte leicht erreicht werden. Hierzu bendtigten die ausge-
schleuderten Sporen ein feuchtes Milieu (st&ndiger Wasserfilm) von mindestens 6 Stunden.
Auf Wasseragar betrug die Keimrate nach 6 h bei Temperaturen um 15 °C bis 20 °C 17 bis
20 %. Die maximale Keimrate von 80 % wurde nach 24 Stunden erreicht. Dieses Ergebnis
lieferten auch die REM-Untersuchungen.

Da die sehr kurzen Keimschlauche auch direkt unter der Ascospore auskeimen und sofort in
das Pflanzengewebe eindringen, konnen diese Sporen beim Auszéhlen leicht Gbersehen
werden. Nur ein standiges Fokussieren lalt unter dem Lichtmikroskop (400-fache Vergrol3e-
rung) dieses Ereignis sichtbar werden. Es ist also sehr wahrscheinlich, daf3 die maximale
Keimrate noch etwas hoher liegt.

FRANK (1887a) fuhrt als eindeutiges Erkennungsmerkmal fiir gekeimte Sporen das Auflosen
der beiden Oltrépfchen der groReren Zellen auf. Diese Aussage trifft in den meisten Fallen
zu, aber mikroskopische Untersuchungen haben gezeigt, dal3 unreife Sporen, die durchaus
auch ausgeschleudert werden kénnen bzw. im Jahr sehr spat gebildete Sporen (ab Mitte Ju-
ni), sich ebenfalls durch das Fehlen dieser Tropfchen auszeichnen.

Gnomonia erythrostoma ist auch in der Lage, bei kiihlen Temperaturen die Kirschen zu infi-
zieren. Noch bei 5 °C kdnnen Ascosporen auskeimen. Dieser Temperaturwert dirfte norma-
lerweise im Infektionszeitraum von Ende April bis Anfang Juli nur in der Nacht erreicht wer-
den. Demnach hat die Temperatur fur die Infektion keinen grof3en Einfluf3.

Das aus befallenen Blattern isolierte Myzel zeigte auf Mohrensaftagar das schnellste
Wachstum. Nach mehrmaligen Uberimpfen konnte die Wachstumsrate deutlich gesteigert
werden. Allerdings war dieses gesteigerte Wachstum nur in einzelnen Chargen zu sehen.
Der Einflul} des pH-Wertes in den Nahrbdden kann als sehr gering eingestuft werden. Im
leicht sauren Bereich (pH: 4 - 5) war der Myzelzuwachs geringfigig hoher. Dies ist auch
nicht aul3ergewdhnlich, da die meisten Pilze ein saures Milieu bevorzugen.

Ebenso wie der pH-Wert hat das Licht einen geringen Einflu3 auf das Wachstum des Pilzes.
Den mit Abstand groR3ten Einfluld auf das Wachstum des Pilzes hat die Temperatur. Das Op-
timum liegt in einem Temperaturbereich von 15 °C bis 18 °C.

In der Literatur gibt es Hinweise vom Einflul3 der Nasse und im Zusammenhang damit der
Temperatur auf den Epidemieaufbau der Blattbraune.

Nach KOTTE (1958) ist Ghomonia erythrostoma alljahrlich in nahezu gleichbleibender Starke
in hoheren Gebirgslagen (= tiefere Temperaturen) an Brennkirschen und Wildkirschen anzu-
treffen. HEINZE (1978) schreibt, dal’ regenreiche Sommer (= kihlere Temperaturen) das

Auftreten der Krankheit in weniger gefahrdeten Gebieten des Flachlandes begtinstigen. Es
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spricht also einiges dafir, dal} die Temperatur fur die Entwicklung der Krankheit eine Be-

deutung hat.

Untersuchungen zur Aufklarung der Epidemiologie von Gnomonia erythrostoma erfolgten an
zwei Standorten in Oberfranken.

Da sich Gnomonia erythrostoma nur Uber seine Ascosporen vermehrt, ist die Erfassung des
Ascosporenfluges in Abhangigkeit von der Witterung grundlegend fur die Entwicklung von
Prognose und gezielter Bekampfung.

Um eine Aussage Uber den Beginn des Sporenfluges zu machen, wurden tber den Zeitraum
Oktober bis Marz der Jahre 1997 bis 2001 die Wetterdaten der Wetterstation Hiltpoltstein
ausgewertet. FUr eine gesicherte Aussage sind nur Daten aus mehreren Jahren verwertbar,
so daf3 hier nur Tendenzen angegeben werden kdnnen.

Den grofRten Einflul3 auf den ReifungsprozelR der Ascosporen und damit den Beginn des
Sporenfluges scheint die Temperatur zu haben. Natlrlich benétigt die Ascosporenbildung,
wie jedes Wachstum, Wasser. So hat HASYN (1996) herausgefunden, dal3 nur immer wie-
der durchnalte Blatter (Perithecien) reife Ascosporen hervorbringen. In den Untersu-
chungsjahren (1998-2000) hat sich aber gezeigt, dalR der Niederschlag wohl nicht der limitie-
rende Faktor ist.

Die Bildung der Ascosporen beginnt mit dem Sichtbarwerden der Perithecien Anfang Okto-
ber. Zu diesem Zeitpunkt werden die Asci angelegt, in denen sich jeweils 8 Ascosporen bil-
den. Bei Temperaturen knapp tber dem Gefrierpunkt (ca. 3 °C bis 4 °C) beginnen sich die
Ascosporen zu entwickeln. Je héher die Temperatur ist, desto schneller die Entwicklung.

Das Jahr 2000/01 ist dafiir ein gutes Beispiel, zeigten sich doch bereits bei Untersuchungen
der Perithecien Ende Januar 2001 aufgrund der sehr warmen Monate Oktober (Monats-
durchschnittstemperatur: 9,68 °C) und November (Monatsdurchschnittstemperatur: 5,01 °C),
schon fast voll entwickelte Ascosporen. In den folgenden drei Monaten stieg die Monats-
durchschnittstemperatur nicht tber 1,5 °C, so dal3 die Entwicklung der Ascosporen in diesem
Zeitraum still stand. Erst mit steigenden Temperaturen im Méarz (Monatsdurchschnittstempe-
ratur: 4,22 °C) erfolgte die endgultige Reifung, so daf} bereits vor dem Aufstellungstermin der
Sporenfalle (23. Marz 2001) Ascosporen ausgeschleudert wurden.

In den anderen Jahren waren die Oktober- und Novembertemperaturen deutlich niedriger.
Auch zeigten sich bei Untersuchungen der Perithecien Ende Februar/Anfang Méarz noch kei-
ne differenzierten Ascosporen. Im April kam es dann in den Jahren 1998/99 und 1999/2000
bei Monatsdurchschnittstemperaturen von 4,57 °C bzw. 4,36 °C zu einer sehr schnellen
Reifung, so dal} die ersten Sporen Ende Mérz entlassen wurden. Der spate Sporenflugbe-
ginn im Jahr 1998 (Mitte bis Ende April) 143t sich durch den kihlen Oktober (7,2 °C) und
Méarz (3,36 °C) erklaren.
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DOBREYV (1987) berichtet, dal? die Perithecien von Gnomonia erythrostoma an der Aprikose
fur eine normale Entwicklung Temperaturen unter oder hochstens knapp Uber dem Gefrier-
punkt Gber einen Zeitraum von mindestens 10 bis 12 Tage bendtigen. Ob man diesen Pilz
mit dem Erreger der Blattbrdune an der Kirsche vergleichen kann, ist fraglich, unterscheiden
sie sich doch in einigen Punkten. Im Gegensatz zur Aprikose werden befallene Blatter der
Kirsche uber den Winter nicht abgeworfen, auch sind die Perithecien schon Anfang Oktober
zu sehen, wahrend diese bei der Aprikose erst im Januar augenscheinlich werden
(VUKOVITS und WITTMANN 1990). Vermutlich ist erst der Kéltereiz der Ausldser fur die Pe-
rithecienbildung bei der Aprikose.

Die epidemiologischen Untersuchungen haben gezeigt, daf3 fur die Ausschleuderung der
Ascosporen die Blatter durchnafit sein missen. Vollkommen ausgetrocknete Blatter benoti-
gen eine Regenmenge von in etwa 1 I/m2, um ausreichend durchfeuchtet zu werden.

FRANK (1887a) kam in seiner Arbeit zu dem Ergebnis, dal3 der Vorgang der Sporenentlas-
sung erst bei Rickgang der relativen Luftfeuchte einsetzt, d.h. wenn das Blatt an die umge-
bende Luft Wasser abgeben kann.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten Versuche zur Bestimmung der Keimrate besta-
tigen die Resultate von FRANK (1887a). In Petrischalen fixierte, nasse Blatter entlieR3en ihre
Ascosporen um so schneller, je ofter die Petrischale gedffnet wurde. Schon nach 5 bis
10 Minuten setzte mit dieser Methode die Sporenausschleuderung ein.

Nach HASYN (1996) sporulieren die Perithecien erst nach 6 bis 16 Stunden, wobei die Men-
ge der Sporenentlassung mit zunehmendem Feuchtegrad der Blatter zunimmt.

Diese unterschiedlichen Ergebnisse lassen sich leicht erklaren. Da HASYN (1996) die unter-
schiedlich stark durchnaf3ten Blatter in mit feuchtem Filterpapier ausgelegten Petrischalen fi-
xierte, begann die relative Luftfeuchte erst nach 6 Stunden in einem ausreichenden Malie
abzunehmen, um die Sporenausschleuderung in Gang zu setzen. Je hoher der Durchnéas-
sungsgrad der Blatter war, desto spater wurde der Vorgang ausgeldst. Zusatzlich wird durch
das feuchte Filterpapier ein rasches Abtrocknen verhindert, so dal3 die Sporen Uber einen
lAngeren Zeitraum gunstige Ausschleuderungsbedingungen haben. Dies erklart, warum mit
zunehmendem Feuchtigkeitsgrad der Blatter das Sporulationsvermdgen stieg.

Weiter stellte HASYN (1996) bei ihren Versuchen zur Sporenentlassung fest, dal3 Blatter, die
ihre Sporen entlassen hatten, einige Tage Trockenheit bendtigten, um wieder sporulieren zu
kénnen. Bei ahnlichen Versuchen von FRANK (1887a) passierte das schon nach kurzer Zeit.
Auch dieser augenscheinliche Gegensatz a3t sich mit den Ausschleuderungsbedingungen
erklaren. Da Frank seine durchnéaf3ten Blatter an der "trockenen” Luft sporulieren liel3, waren
diese nach wenigen Minuten wieder so weit abgetrocknet, da® der Vorgang der Sporenent-
lassung auf Grund suboptimaler Bedingungen endete. Durch eine erneute Befeuchtung der

Blatter konnte der limitierende Faktor Nasse wieder optimiert werden. Bei HASYN (1996)
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endete der Prozel3 mangels erschopfter Inokulumquellen und konnte erst wieder nach Her-
anreifung von Ascosporen in Gang gebracht werden.

In der Natur konnten diese Erscheinungen des 6fteren beobachtet werden. Als Beispiel wer-
den hier der 12. Juni 1998 und der 7. und 8. April 1999 aufgefiihrt. Obgleich es am 12. Juni
fast durchgehend geregnet hat, wurden am Standort Oberrtisselbach nur bis 17 Uhr Sporen
ausgeschleudert. Danach waren keine reifen Sporen mehr vorhanden. Am 7. und 8. April
kam es immer wieder zu kurzen Schauern, bei denen immer wieder Sporen ausgestol3en
wurden. Dies ist nur bei Vorhandensein von reifen Sporen moglich.

Gnomonia erythrostoma ist nur in der Lage, entfaltete Blatter bzw. sich entwickelnde Friichte
bei einer langer anhaltenden Blattndsse zu infizieren. Um auszukeimen, bendétigen die
Ascosporen standige Nasse von mindestens 6 h. Das bedeutet, die Gefahr einer Infektion
mit Gnomonia erythrostoma besteht dann, wenn nach der Ausschleuderung von Sporen die
Blatter bzw. Friichte nach 6 Stunden nicht abgetrocknet sind.

Infektionsversuche von HASYN (1996) haben ergeben, dal3 nur entfaltete Blatter befallen
werden. Die Inkubationszeit betrug bei 15 °C 10 Tage, bei 20 °C 13 Tage. Bei der Beobach-
tung der Pathogenese Uber die Jahre 1998 bis 2000 konnten diese Ergebnisse betétigt wer-
den. Im Bestand zeigten sich nach etwa 2 - 3 Wochen die ersten Symptome. Da hier keine
konstanten Bedingungen wie bei den Infektionsversuchen herrschten, ist die langere Inkuba-
tionszeit leicht erklarbar. Das Temperaturoptimum des Pilzes liegt im Bereich zwischen
15 °C und 18 °C. Kihlere bzw. warmere Temperaturen oder Trockenheit fihren zu einem
verlangsamten Wachstum des Myzels und damit zu einer langeren Inkubationszeit.

Im Jahr 1998 wurden die ersten Symptome der Blattbraune an den Standorten Hiltpoltstein
und Oberrisselbach Ende Mai registriert. Diese Symptome sind durch die Sporenentlassun-
gen von Ende April/Anfang Mai verursacht worden. Durch die dreiwdchige Trockenperiode
hat sich die Inkubationszeit auf drei bis vier Wochen verlangert.

Allgemein konnte beobachtet werden, dal3 die ersten Blattsymptome friihestens drei Wochen
nach der Blattentfaltung entstanden. Die also deutlich vor Beginn der Blattentfaltung entlas-
senen Ascosporen fihren mit Sicherheit nicht zu Infektionen, selbst bei optimalen Witte-
rungsbedingungen.

Die Entfaltung der Kirschblatter im Oberland des Landkreises Forchheim begann, abhangig
von der Witterung, Mitte/Ende April.

Der Vergleich der Sporenflige der Jahre 1998 bis 2000 mit den erforderlichen Infektionsbe-
dingungen hat gezeigt, dafl3 die Gefahr einer Infektion mit Gnomonia erythrostoma mit der
Blattentfaltung (Mitte /Ende April) beginnt und meist Ende Mai/Anfang Juni mit der Abnahme

des Inokulums und der Infektionsminderung der Ascosporen endet.
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Demnach ware fir den Kirschanbauer ein friher Sporenflugbeginn (Mitte/Ende Méarz) und
ein regenreicher Marz und April, der den Erreger veranlafit, viele Ascosporen frithzeitig zu
entlassen, wiinschenswert.

Diese Kriterien wurden im Jahr 1999 erfillt. Einem frihen Sporenflugbeginn (Ende Marz)
folgte ein niederschlagsreicher April. Die Folge war, dal fast alle Sporen bis Ende Mai aus-
geschleudert wurden. Ginstige Infektionsbedingungen herrschten nur vom 1. bis 11. Mai.
Trotz dieser kurzen Infektionsperiode sorgte ein extrem hoher Befallsdruck (ca. 70.000 Spo-
ren/m3 Luft in diesem Zeitraum: Standort Oberriisselbach) fir einen starken Blatt- und
Fruchtbefall. Nur optimale Spritztermine, d.h. Applikationen ein oder zwei Tage vor Nieder-
schlagen, hatte den Befall niedrig halten kénnen. Diese wurden damals nicht durchgefihrt.
Im Gegensatz dazu haben glnstig gewahlte Spritztermine vor allem Fruchtinfektionen im
Jahr 2000 weitgehend verhindert. Der Sporenflug begann ebenfalls Ende Marz. Danach kam
es bis Mitte Mai zu vereinzelten Niederschlagen mit drei sicheren Infektionstagen
(24./25. April und 30. April). Die folgenden vier Wochen waren sehr regenreich, die zu Spo-
renausschleuderungen mit guten Infektionsbedingungen gefihrt haben. Obwohl die Frucht-
bildung in diesen Zeitraum fiel, war der Fruchtbefall zu vernachlassigen. Dieses Jahr zeigt,
dass optimale Spritztermine zumindest den Fruchtbefall mit Gnomonia erythrostoma verhin-
dern kdnnen.

Das Jahr 1998 war durch einen spaten Sporenflugbeginn und einer dreiwdchigen Trocken-
periode im Mai gepragt, der die Dauer der Sporenfreisetzung bis Anfang Juli hinauszégerte.
Geféahrliche Infektionsperioden herrschten Ende April/Anfang Mai (29. April bis 6. Mai), Ende
Mai/Anfang Juni (25. Mai bis 1. Juni) und vom 7. bis 12. Juni.

Aufféllig in diesem Jahr waren ein starker Blattbefall und ein starker Fruchtbefall der mittleren
und spaten Sorten. Verursacht wurden die Symptome durch die Sporenausschleuderungen
von Ende Mai und Anfang/Mitte Juni. Der anscheinend nicht so hohe Befallsdruck in dieser
Zeitspanne (ca. 4.000 Sporen/m3 Luft: Oberrisselbach) ist etwas irrefiihrend, da im Gegen-
satz zu den Jahren 1999 und 2000 keine Blatter als Sporenquelle um die Sporenfallen pla-
Ziert wurden. Man kann also davon ausgehen, dal3 bei gleichen Voraussetzungen die Zahl
der gefangenen Sporen deutlich héher gewesen ware.

Diese Beobachtungen lassen den Schlul? zu, dal? die Frichte nur in einem frihen Entwick-
lungsstadium flr Gnomonia erythrostoma anféllig sind. Damit wird auch die Beobachtung
von NIKUSCK (1994b) bestatigt, dal3 junge Frichte nur bei hohem Befallsdruck befallen
werden.

Die Dauer bzw. das Ende des Ascosporenfluges héngt ausschlief3lich von der Haufigkeit der
Niederschlage ab. Einerseits wird durch eine DurchnéfRung der Blatter der Vorgang der Spo-
renausschleuderung verursacht, andererseits bewirkt die Nasse eine Beschleunigung der

Ascosporenausreifung.



Diskussion 107

Ein Vergleich der Sporenzahlen beider Standorte zeigt, dal3 der Befallsdruck in Hiltpoltstein
deutlich geringer war als in Oberrisselbach. Dies machte sich auch in der Auspragung der
Befallssymptome, die in Hiltpoltstein geringer waren, bemerkbar.

Dieses Ergebnis ist um so erstaunlicher, bei der Beriicksichtigung der offnen Lage von Ober-
risselbach. Im Gegensatz dazu ist die Anlage Hiltpoltstein nahezu ganz von Wald um-
schlossen. Aber gerade die offene Lage kann die Ursache fir den héheren Befallsdruck sein,
da sie den Zugang fur Ascosporen aus externen Inokulumquellen (Ascosporen von anderen
befallenen Anlagen) erleichtert. Ohne Zweifel sind die Infektionsbedingungen in geschlosse-
nen Lagen besser, aber die isolierte Lage bietet auch nur ein begrenztes Angebot an Inoku-
lum.

In den Jahren 1999 und 2000 wurden an beiden Standorten Blatter mit Perithecien als Spo-
rendepots um die Sporenfallen gelegt, um gesicherte Sporenfange zu erhalten.

Vergleicht man die Sporenzahlen der letzten drei Jahre innerhalb jeder Anlage, so erkennt
man, dal3 die in Hiltpoltstein nur gering variieren. Bis auf einen etwas starkeren Fruchtbefall
im Jahr 1999 waren auch die Auspragungen der Befallssymptome Uber die drei Jahre nahe-
zu gleich. Anders verhélt sich das in Oberrusselbach.

Hier war im Jahr 1999 die Ausschleuderungsmenge (ca. 87.000 Sporen/m3 Luft) fast dreimal
so hoch wie im folgenden Jahr (ca. 34.000 Sporen/m? Luft). Da 1998 keine Sporendepots um
die Sporenfallen angelegt wurden, wurde dieses Jahr vernachlassigt. Dieser enorme Befalls-
druck machte sich 1999 vor allem in einem hohen Fruchtbefall bemerkbar. Grol3e Unter-
schiede im Blattbefall konnten dagegen nicht festgestellt werden. Es wird hier noch einmal
ersichtlich, dal3 ein hoher Befallsdruck vor allem die Auspragung der Fruchtsymptome beein-
flult.

Eine im Jahr 2000 durchgefiihrte Blattbonitur zeigte die unterschiedliche Anfélligkeit der
Sorten gegeniiber der Blattbraune. Bereits 1926 hatte von TUBEUF das unterschiedliche
Verhalten der Sorten beobachtet.

Die Mitte Mai beobachteten Anfangssymptome konnten an allen untersuchten Sorten festge-
stellt werden. Bis Ende Juli nahmen die Symptome in Abhangigkeit von der Sorte sehr lang-
sam, aber stetig zu. Danach blieben die Befallssymptome bis Ende September in etwa
gleich. Der deutliche Anstieg der Werte am letzten Boniturtermin (25. September 2000), mit
Ausnahme der Sorte "Regina”, die eine der spatesten Sorten ist, wurde durch die verstarkte
Nekrotisierung der Blatter hervorgerufen, die den Eindruck eines starkeren Befalls verur-
sachte.

Den hochsten Befall wies die Sorte "Regina" auf. Als am widerstandsfahigsten zeichneten
sich die Sorten "Haumdiller", "Sam" und "Kdnigskirsche" aus. Von einer erhdhten Anfalligkeit
der Sorte "Regina” berichtet HOLIGHAUS (1999).
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Weitere Aufschlisse Uber die Sortenanfélligkeit brachte die Bonitur des am Baum verbliebe-
nen Laubes, die jeweils im Frihjahr (Ende Marz) erfolgte. In den Jahren 1999 und 2000
stimmte die Sortenrangfolge hinsichtlich der Belaubung nahezu tberein, wéhrend sie sich im
Jahr 2001 anderte.

Wenn man den Grad der Belaubung im Winter als Maf3stab fur die Anfalligkeit fir Gnomonia
erythrostoma nimmt, ist die Sorte "Burlat", die in den drei Bonituren immer die starkste Be-
laubung aufwies, als sehr anféllig einzustufen. Dieses Ergebnis korreliert mit der Beobach-
tung, dal3 diese Sorte stets die starksten Blattsymptome aufwies. Trotz der hohen Anfalligkeit
ist ein Verzicht auf diese Sorte nicht méglich, da sie als frihe Sorte konkurrenzlos ist.

Die Sorten "Sam", "Froschmaul", "Abels Spate" und "Konigskirsche" unterschieden sich in
der Auspragung der Befallssymptome nicht wesentlich. Diese Gemeinsamkeit spiegelte sich,
mit Ausnahme im Marz 2000 (Sorte "Konigskirsche" zeigte einen deutlich geringeren Laub-
behang), in der Belaubung im Winter wieder.

Bis auf die Sorte "Regina”, deren Belaubung nahezu auf einem Niveau bleibt, nimmt der
Grad der Belaubung uber die Jahre zu (Ausnahme: "Kdnigskirsche" Méarz 00). In den drei
Jahren war der Befall zwar unterschiedlich, jedoch stieg der Belaubungsgrad. Ein Zusam-
menhang zwischen Befallsstarke und Belaubung im Winter ist wahrscheinlich, jedoch nur
Uber das Ausmald des Myzelwachstums in den Blattern zu erklaren.

Daruiberhinaus ist bekannt, daf? durch einen mehrjahrigen Befall mit Gnomonia erythrostoma
die Baume geschwacht werden (KOTTE 1958; RUEGG 1994). Der ansteigende Belau-
bungsgrad, der an den Baumen Uber den Winter verbliebene Blatter, zeigt die zunehmende

Schwéchung der Baume.

Die epidemische Ausbreitung der Blattbrdune und hohe Ernteausfélle in den letzten Jahren
hat viele Anbauer Uber die Rentabilitéat des Suf3kirschenanbaus nachdenken lassen. Es be-
steht also dringender Handlungsbedarf, um den Kirschenanbau in der Frankischen Schweiz
nicht zu gefahrden.

Die in den Jahren 2000 und 2001 am Standort Oberriisselbach durchgefiihrte Spritzversuche
haben deutlich gemacht, dal3 der Einsatz von Fungiziden den Befall, im Vergleich zu unbe-
handelten Bdumen, deutlich reduzieren kann.

Im Jahr 2000 zeigten die beiden Varianten (Bayer und Max) mit neun bzw. elf Spritzungen
gegen Gnomonia eindeutig den geringsten Befall. Mit einem Wirkungsgrad um die 80 % ha-
ben sie eine gute bis sehr gute Wirkung. Allerdings darf bezweifelt werden, ob sich die An-
zahl der Behandlungen in der Praxis auszahlt. Im Jahr 2001 erwiesen sich Flint, die Maxi-
mal- und EUFL-Variante mit Wirkungsgraden um die 90 % als sehr gut geeignete Spritzmittel
gegen Gnomonia erythrostoma. Berlicksichtigt man den Kostenfaktor, so sind Flint und

EUFL mit nur 4 Spritzterminen der Max-Variante (10 Behandlungen) vorzuziehen.
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Fungizidapplikationen sollten sich nach Witterungsbedingungen und Inokulumangebot rich-
ten. Ein Vergleich der Spritztermine mit dem Sporenflug im Jahr 2000 (Abbildungen 85 und
86; Sporenflug 2001 wurde zahlenmaRig nicht Gberwacht) zeigt, daf die vier Termine fur die
Azole und Strobilurine gunstig gewahlt waren. Mit den Spritzterminen am 22., 28. April und
16. Mai wurden "gefahrliche” Sporenausschleuderungen abgedeckt. Der Spritztermin am
8. Mai war vielleicht etwas zu frih gewahlt und hatte zwei Tage spéater eine bessere Wirkung
gehabt. Nicht erfal3t wurden die Sporenausschleuderungen vom 27. bis 31. Mai, die zu neu-
en Infektionen gefihrt haben (Abbildung 85).

Bei den Varianten wurden zusétzlich zu den vier Spritzterminen (22., 28. April, 8. und
16. Mai), Fungizide am 26. April, 12. Mai, 2., 21. Juni und 2. August ausgebracht. Zwei wei-
tere Applikationen wurde bei der Max-Variante am 20. April und 2. Mai vorgenommen. Vor
allem die Spritzung am 12. Mai scheint fir das bessere Abschneiden der Varianten in Frage
zu kommen. Besonders bei der Blattbonitur der Sorte "Burlat" wird deutlich, da® nach dem
12. Juni die Boniturnoten zwischen den Varianten und den restlichen Fungiziden auseinan-
der driften. Wahrend der Befall bei den mit den Varianten applizierten Baumen gleich bleibt,
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Abbildung 85: Sporenflug und Spritztermine (Fungizide): Oberrisselbach 2000
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Abbildung 86: Sporenflug und Spritztermine (Varianten): Oberrusselbach 2000

steigt er bei den anderen Behandlungen deutlich an. Dieser Anstieg ist, wie bereits erwahnt,
durch die Sporenausschleuderungen vom 27. bis 31. Mai verursacht worden.

war wurde auch bei den Varianten der optimale Spritztermin verpaf3t, aber anscheinend ha-
ben die Spritzungen mit den systemischen Fungiziden Systhane 6W (Max) und Baymat
(Bayer) am 16. Mai diese Ausschleuderungen noch abgedeckt bzw. erfolgte Infektionen
durch die Applikation am 2. Juni gestoppt (Abbildung 86).

Die anderen, zusatzlichen Spritztermine haben nur zu einer geringflgigen Befallsreduzierung
gefuhrt. Demnach ist der Spritztermin das entscheidende Kriterium fir eine erfolgreiche Be-
kdmpfung der Blattbraune.

Die mit Systhane 6W behandelten Baume wiesen im Spritzversuch 2000 einen leichten bis
mittleren Befall auf. Mit einem Wirkungsgrad um die 60 % (Wirkungsgrad bei Berucksichti-
gung beider Sorten) bei vier Behandlungen lag Systhane 6W auf einem Niveau mit den Fun-
giziden Amistar, Baycor/Baymat und Flint. Das im Jahr 2001 verwendete Systhane 20 EW
zeigte mit einem Wirkungsgrad um die 70 % (Blatt) eine etwas bessere Wirkung.

Bei Bekampfungsversuchen der Staatlichen Lehr- und Versuchsanstalt Oppenheim (1994 bis
1998) wurde fir Systhane 6W ebenfalls ein Wirkungsgrad von 70 % ermittelt. An erster
Stelle dieser Versuchsreihe (HOLIGHAUS 1999) mit einem Wirkungsgrad von fast 80 % lag

das Strobilurin Discus.



Diskussion 111

Spritzversuche des Landratsamtes Forchheim in Zusammenarbeit mit dem Amt fir Landwirt-
schaft und Erndhrung Bayreuth (1997 bis 1999) konnten die gute Wirkung der Fungizide
(Amistar, Discus) aus der neuen Wirkstoffgruppe der Strobilurine bestatigen.

Im Spritzversuch 2000 konnte diese Uberlegenheit nicht festgestellt werden. Hinter den bei-
den Varianten folgte das Strobilurin Discus mit einem Wirkungsgrad von 68 %. Als nur un-
wesentlich schlechter in ihrer Wirkung erwiesen sich die bereits oben erwdhnten Azole
Systhane 6W, Baycor/Baymat und die Strobilurine Amistar und Flint. Das Prufmittel der Fir-
ma BASF mit einem Strobilurinanteil als Wirkstoff nahm mit einem Wirkungsgrad von 38 %
deutlich den letzten Platz ein. Das schlechte Abschneiden des Prifmittels wurde von einem
Vertreter der Firma BASF mit einem niedrigen Wirkstoffgehalt begrindet.

Das Strobilurin "Flint", das im Jahr 2000 eine gute bis mittlere Wirkung aufwies, zeigte im
folgenden Jahr, mit einer 10-fach hoheren Wirkstoffkonzentration, eine sehr gute Wirkung
(Wirkungsgrad uber 90 %). Auch wenn ein Vergleich damit hinféllig ist, zeigt dieses Ergeb-
nis, dald eine effektive Bekampfung der Blattbraune madglich ist. Pflanzenschéden konnten,
rein &ufRerlich, nicht festgestellt werden. Das ebenfalls in diesem Versuch getestete Strobilu-
rine Ortiva (=Amistar) zeigte ein vergleichbare Wirkung wie im Jahr 2000, das Strobilurin
F 500 (= BASF-Prufmittel) schnitt im Vergleich zu Vorjahr deutlich besser ab . Fir das unter-
schiedliche Verhalten der Strobilurine bei den Spritzversuchen konnte bisher keine Erklarung
gefunden werden. Eine Resistenzbildung bei Gnomonia erythrostoma kann ausgeschlossen
werden, da alle Strobilurine am gleichen Wirkungsort ansetzen (Elektronentransportkette).
Der starke Fruchtbefall im Jahr 2001 konnte lediglich von Flint und der EUFL-Variante (Eu-
paren und Flint im Wechsel) wirksam bekampft werden (Wirkungsgrade um die 90 %).

Eine mehrtagige Regenperiode Mitte Mai hat zu diesen erheblichen Fruchtinfektionen ge-
fuhrt. Obwohl die letzten Applikationen von Flint und EUFL 12 Tage (4. Mai) vor dieser
Schlechtwetterphase erfolgten, konnte die lange anhaltende Wirkung des teilsystemischen
Fungizids Flint in Verbindung mit dem hohen Wirkstoffgehalt Infektionen nahezu ganz ver-
hindern. Fur das schlechte Abschneiden der anderen Spritzmittel sind die unginstigen
Spritztermine verantwortlich.

Die Anzahl der Anwendungen ist von der Witterung und Inokulumangebot abhangig. Sind
nach Beginn des Sporenfluges gute Infektionsbedingungen zu erwarten, sollte auf jeden Fall
gespritzt werden. Die Wirkungsdauer der Behandlung ist von der Witterung und vom Fungi-
zid abhangig. Die bekanntermal3en langere Wirkungsdauer der Strobilurine lait einen gro-
Reren Spielraum im Bezug auf die Spritztermine zu.

Da der Pilz bereits nach 6 h beginnt, in das Blatt- oder Fruchtgewebe einzudringen, ist eine
Behandlung mit Kontaktfungiziden nach Regen unwirksam. Zu diesem Ergebnis kam auch
NIKUSCH (1994b). Inwieweit kurative Fungizide bei bereits gesetzten Infektionen eine Wir-

kung haben, ist unklar. Nach den bisherigen Beobachtungen scheint der Pilz durch diese
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nicht abgetétet, sondern in seinem Wachstum gehemmt zu werden. Nach dem Abbau der
Wirkstoffe beginnt der Pilz (Myzel) sich wieder auszubreiten.

Die bisher in der Diskussion fur den Spritzversuch 2000 angegebenen Wirkungsgrade wur-
den aus den Befallsstarken beider Sorten ("Burlat® und "Regina") gebildet. Vergleicht man
die errechneten Wirkungsgrade fiir die einzelnen Sorten, so sind hier klare Unterschiede zu
erkennen. Fir das Jahr 2001 trifft das nicht zu.

Im Jahr 2000 sind die Wirkungsgrade bei der Sorte "Regina" durchgehend niedriger als bei
der Sorte "Burlat". Dies wird besonders bei Baycor/Baymat und dem Prufmittel deutlich, de-
ren Wirkungsgrade um fast 50 % niedriger sind. Auch sind die Wirkungsgrade der einzelnen
Fungizide bei "Regina" sehr unterschiedlich, wahrend bei "Burlat" funf von acht Fungiziden
fast die gleichen Wirkungsgrade (Discus, Amistar, Baycor/Baymat, Flint und Systhane 6W)
aufweisen.

Dieses unterschiedliche Verhalten liegt an der hoheren Resistenz von "Regina”. Dies wird
auch bei der Blattbonitur der einzelnen Sorten deutlich. Die Kontrollbdume der Parzellen von
"Burlat" und "Regina" unterschieden sich im Befall sehr deutlich. So wies "Burlat" Ende
September eine Boniturnote von 4,15 (= starker Befall) und "Regina" eine Boniturnote von
2,76 (= mittlerer Befall) auf. Da die Fungizide aber den Befall bei "Regina” im Vergleich zu
"Burlat" deutlich weniger reduzieren konnten, ergaben sich bei der Berechnung der Wir-
kungsgrade fir die Sorte "Regina" die niedrigeren Prozentzahlen. Auf3erdem haben die klei-
neren Differenzen zwischen den Boniturnoten von Kontrolle und Fungizidbehandlungen
schon bei geringen Boniturunterschieden einen grof3en Einfluld auf die Berechnung der Wir-
kungsgrade.

Da die Sorte "Regina" nicht resistent gegen die Blattbraune ist, kann die Auspragung der
Befallssymptome von Jahr zu Jahr unterschiedlich sein. So ist der starke Befall von "Regina"
im Jahr 2001 nichts auRergewothnliches.

Fur eine weitere Prifung der Effizienz der Fungizide wurde im Méarz des folgenden Jahres
der Laubbehang und Fruchtkérperbesatz der Sorte "Burlat" bonitiert.

Die wenigsten Blatter wies die Parzelle mit der Discusbehandlung auf. Allerdings zeigten
sich auf 71 % der Blattflache Perithecien. Die wenigsten Perithecien wiesen die beiden Vari-
anten auf, obwohl die Max-Variante einen relativ hohen Belaubungsgrad (3,67) hatte. Fast
genauso viele Blatter trugen die Kontrollbdume der Sorte "Burlat".

Ein Befall mit Blumeriella jaapii fuhrt zu einem friihzeitigen Blattfall. Da die nicht behandelten
Baume auch von dieser Krankheit betroffen waren (die Behandelten wiesen so gut wie keine
Sprihfleckensymptome auf), kann der verhaltnismaRig "geringe" Belaubungsgrad dadurch
erklart werden. Dafir spricht auch, dal3 die Blatter voller Perithecien waren (71 %). Die Fun-
gizide Systhane 6W, Amistar, Baycor/Baymat und das Prifmittel wiesen einen hohen Grad

an Belaubung (4,5 - 5) auf. Die Perithecienbildung dagegen war sehr unterschiedlich. Den
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geringsten Perithecienbesatz mit 23 % wies Baycor/Baymat auf. Es folgten Amistar mit
37,5 %, Systhane 6W mit 56 % und das Prufmittel mit 62 %. Die Belaubung im Winter er-

laubt keine Aussage Uber das Inokulumangebot im néchsten Jahr.

Versucht Gnomonia erythrostoma mittels einer Keimhyphe in die Pflanze einzudringen, rea-
giert diese mit Ausschittung von Pektinen aus den Epidermiszellen. Laut FEUCHT (2001)
reagiert die Pflanze damit auf eine Stref3situation.

Parallel zum PektinfluB kommt es in der Pflanze zur Akkumulation von Phenolen. MATERN
und KNEUSEL (1988) berichten, dal3 es unmittelbar nach Befall mit einem Erreger zu einer
Anreicherung von Phenolen an der Infektionsstelle kommt. Im Fall von Gnomonia
erythrostoma waren in samtlichen Zellen Uber einen weiten Blattbereich Phenole zu finden.
Um welche Phenole es sich dabei handelt, konnte nicht ermittelt werden. Eine Bildung von
Catechinen und Proanthocyanidin kann ausgeschlossen werden, da Anfarbungen mit
DMAZA stets negativ verliefen.

Die Infektion beginnt in den meisten Fallen auf der Blattoberseite. Dies erscheint logisch,
wenn man bedenkt, dal3 die Ascosporen nach unten ausgeschleudert werden. Der Pilz ist
aber durchaus in der Lage die Blattunterseite zu penetrieren.

Die Schnitte von Blattern mit unterschiedlich ausgepragten Symptomen haben gezeigt, daf}
der Pilz zwischen bzw. durch die Palisadenzellen wachst und sich dann langsam im
Schwammparenchym ausbreitet. Da die Palisadenzellen nicht weiter beeintréachtigt werden,
bleiben die Blatter funktionsfahig. Erst nachdem das gesamte Schwammparenchym "ver-
daut" worden ist, beginnt der Pilz das Palisadenparenchym zu schadigen. Dies &uRRert sich
makroskopisch mit dem Beginn der Nekrotisierung.

Zum gleichen Zeitpunkt kommt es an der unteren Epidermis zu Hyphenzusammenlagerun-
gen, aus denen sich die Nebenfruchtformen bilden. Auf Grund der Kugelform muf3 man von
Pyknidien oder zumindest von pyknidienartigen Gebilden sprechen und nicht wie VUKOVITS
(1980) und NIKUSCH (1994b) behaupten, von Acervuli. Diese Pyknidien durchbrechen die
Epidermis und sind als braune Punktchen auf den nekrotischen Stellen zu sehen.

Da die von Gnomonia erythrostoma verursachten Blattflecken typischerweise nicht scharf
begrenzt sind und sich tUber das gesamte Blatt ausbreiten, muR3 der Pilz in der Lage sein, die
Blattadern zu Uberwinden. Dies konnte bestatigt werden. Direkt unterhalb der Epidermis
(Blattunterseite) 16st der Erreger die Mittellamelle auf und Gberwindet die Blattadern.

Die von FRANK (1887a) aufgestellte These, dald Gnomonia nicht in den Blattstiel wéachst,
konnte widerlegt werden. In allen Bereichen des Blattstiels konnte Myzel nachgewiesen wer-
den. Aber nicht nur im Blattstiel, sondern auch im Phellem der Buketttriebe war Gnomonia
erythrostoma mit seinem Myzel vorhanden. Das Myzel wuchs zwischen den stark verdichte-

ten Zellen des Phellems. Erst durch eine Verletzung des Periderms, wodurch das verdichtete
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Phellem "dekomprimiert" wurde, war das Myzel zu erkennen. Es ist also nicht verwunderlich,
da3 man bisher ein Wachstum ins Holz ausgeschlossen hat. Ob der Pilz auch Kurz- oder
Langtriebe befallen kann, konnte nicht festgestellt werden. Unabhangig davon steht fest, das
Gnomonia erythrostoma mit seinem Myzel, zumindest im Buketttrieb, Gberwintert. Damit be-
steht die Moglichkeit, dal3 der Pilz stdndig latent in der Kirsche vorhanden ist und sich bei
idealen Witterungsbedingungen von diesen Uberwinterungsorten entwickeln kann.

Die Untersuchung von Kurztrieben befallener Baume hat die Schwachung der Baumkonditi-
on gezeigt. Phloem und Kambium sind durch Eintrocknung des Holzes geschrumpft bzw.
teilweise zerstort, so daf3 nur noch ein eingeschranktes Wachstum stattfinden kann. Dieses
Ergebnis steht im Einklang mit den Aussagen von NIKUSCH (1994b) und RUEGG (1994),
dafR ein mehrjahriger Befall mit Gnomonia erythrostoma den Baum so schwécht, dal3 es zum
Absterben kommen kann.

Die histologischen Untersuchungen haben auch einige Aufschliisse tber den Pilz gegeben.
Das Myzel von Gnomonia erythrostoma weist neben vielen hyalinen Einschliissen, ein bis
mehrere dunkle, runde Korper auf. Eine durchgefiihrte DAPI-Farbung identifizierte diese als
Zellkerne. Da Gnomonia erythrostoma zu den Ascomyceten gehort, sind die Septen mit ei-
nem Lochporus ausgestattet, so dal3 eine Wanderung der Zellkerne moglich ist und damit
das Vorhandensein von mehreren Zellkernen pro Zelle erklart. Proteine als weitere Inhalts-
stoffe des Myzels konnten mit einer Coomassie Brilliant Blue Farbung nachgewiesen wer-

den.

Der Vorteil der Environmental Scanning Electron Microscopy ist, dal} die Untersuchungen
am lebenden Objekt durchgefiihrt werden kdnnen, wodurch das Auftreten praparationsbe-
dingter Veranderungen verhindert wird. Da eine Praparation entfallt, kdnnen die Untersu-
chungen spontan durchgefiihrt werden. Dies hat sich auch bei der Untersuchung des Pene-
trationsvorgangs von Gnomonia erythrostoma als Vorteil erwiesen.

Sehr auffallig sind die kurzen Keimschlduche, die die Ascosporen von Gnomonia ery-
throstoma ausbilden (teilweise kirzer als 6 um). Pro Ascospore kénnen sich ein oder auch
mehrere Keimschlauche entwickeln. Eine Appressorienbildung ist mdglich, aber nicht not-
wendig. In den meisten Fallen dringt der Parasit direkt mit der Keimhyphe in das Gewebe
ein. Schon HERING et al. (1993) beobachteten diese Fahigkeit bei Konidien von Venturia in-
aequalis. Penetrationen Uber Spaltéffnungen konnten nicht beobachtet werden.

Zeigten die Ascosporen eine mosaikartige Struktur, so war dies ein Zeichen fir Turgeszenz-
verlust. Dieser Verlust konnte durch Absenken der relativen Luftfeuchte kunstlich herbeige-
fuhrt werden. Ausgekeimte Sporen hatten von Anfang an diesen "entwasserten" Zustand.

Eine einleuchtende Erklarung dafir gibt FRANK (1887a). Seiner Meinung nach transferiert
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die Spore ihren Inhalt als Reservestoffe in die Keimhyphe. Wurde die relative Luftfeuchte im
REM wieder erhoht, erlangten auch die Sporen ihre Turgeszenz zuriick.

Da mit den herkdmmlichen mikrobiologischen Methoden ein latenter Befall von Gnomonia
erythrostoma nur sehr schwierig nachzuweisen ist, wurde versucht dieses Problem mit Hilfe
der RAPD-PCR zu l6sen.

Fur die Isolierung der Pilz-DNA wurde eine Ascosporensuspension verwendet, da keine
eindeutige Identifizierung des isolierten Myzels mdglich war. Als beste Extraktionsmethode
fur die DNA des Pilzes und der Pflanze (Blatt und Frucht) erwies sich der DNeasy Plant Mini
Kit von Qiagen. Durch die Ausféallung von Kohlenhydraten, anderen Pflanzenmetaboliten und
vor allem Polyphenolen, die in groRen Mengen in Kirschen vorkommen, konnte ein sto-
rungsfreier Ablauf der PCR erreicht werden.

Von insgesamt 90 getesteten Primern konnten lediglich zwei den gewinschten Anforderun-
gen nach ein bis zwei diskreten Banden entsprechen. Einige wenige hatten ebenfalls diese
begrenzte Anzahl an Banden, doch waren sie sehr schwach ausgeprégt. Da RAPD-Primer
als sehr unspezifisch gelten (EDEL 1998), wurden diese Primer nicht weiter bertcksichtigt.
Bei den anderen Primern wurde entweder keine DNA aufgetrennt oder es entstanden viele,
oft sehr undeutliche Banden.

Leider zeigten sich auch die selektieren Primer (A15 und D13) fur den Nachweis von Gno-
monia erythrostoma in der Pflanze als ungeeignet bzw. als zu unspezifisch. Somit kann die
von EDEL (1998) getroffene Aussage, dal} RAPD-Primer zu unspezifisch sind, um einen Er-
reger in infizierten Pflanzen nachweisen zu kénnen, nur bestatigt werden.

Um einen latenten Befall von Gnomonia erythrostoma im Pflanzengewebe nachweisen zu
kénnen, wird es notig sein, spezifische Primer zu entwickeln. Hiermit konnten viele Unklar-
heiten (Bluteninfektion?, Uberwinterung als Myzel in Rinde?) geklart werden. Auch die Unsi-
cherheit, ob es sich bei einem der isolierten Pilze um Gnomonia erythrostoma handelt,

kénnte ausgeraumt werden.
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7 Zusammenfassung

Die Blattbraune der Kirsche (Sufkirsche), die durch den Ascomyceten Gnomonia ery-
throstoma verursacht wird, hat in letzter Zeit immer mehr an Bedeutung gewonnen. In Ab-
hangigkeit von der Witterung kam es in den letzten Jahren immer wieder zu hohen Ern-
teausfallen, die im Jahr 2001 in einem 80 %igen Verlust gipfelten. Mehrere aufeinander fol-
gende Jahre mit solchen Ausfallen wirden den Kirschenanbau in Oberfranken ernsthaft ge-
fahrden.

Um der Ausbreitung der Krankheit Einhalt zu gebieten und sichere Ernten gewahrleisten zu
kénnen, wurden biologische, epidemiologische, pathogenesische sowie bekampfungsstrate-
gische Untersuchungen als Grundlage fir die Entwicklung eines Blattbraune-Prognose-

Modells durchgefunhrt.

Aus Blattern konnte ein Myzel isoliert werden, bei dem es sich voraussichtlich um Gnomonia
erythrostoma handelt. Da eine Fruchtkorperbildung ausblieb, konnte der Pilz nicht sicher
identifiziert werden. Auch eine erhoffte Identifizierung tber die DNA des Pilzes mit Hilfe der
RAPD-PCR verlief ergebnislos.

Nach mehrmaligen Umsetzen des isolierten Myzels erwies sich ein aus Mo6hrensaft herge-
stellter Agar als geeignetstes Nahrmedium.

Das Temperaturoptimum des Pilzes liegt im Bereich von 15 °C bis 20 °C. Temperaturen tber
25 °C fuhren zum Absterben des Myzels. Bei Temperaturen um 5 °C beginnt der Pilz sein
Wachstum einzustellen. Wird der Pilz wieder h6heren Temperaturen ausgesetzt, beginnt er
wieder zu wachsen.

Licht und der pH-Wert haben keinen grof3en Einflu auf das Wachstum des Myzels.

Bei Gnomonia erythrostoma handelt es sich um einen Pilz, der sich nur Uber Ascosporen
vermehrt. Die Ascosporenbildung und -reifung ist vor allem von den Temperaturen abhangig,
die im Herbst und Winter herrschen. Je héher sie sind, desto schneller verlauft die Entwick-
lung der Ascosporen. Nicht zu vernachléassigen ist auch der Einfluld des Niederschlages
(Wasser), der Grundvoraussetzung fur die Entwicklung ist. In unseren Breiten ist er aber
nicht der limitierende Faktor.

Voraussetzung fur die Sporenausschleuderung ist eine ausreichende Durchfeuchtung von
Blattern mit reifen Perithecien. Erst mit Abgabe von Wasser an die umgebende Luft kommt
es zur Sporenfreisetzung.

Die Ascosporen von Gnomonia erythrostoma bendétigen zur Keimschlauchbildung einen
standigen Wasserfilm von mindestens 6 Stunden. Die maximale Keimrate betragt bei Tem-
peraturen um 15 °C bis 20 °C 80 %.
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Die Ascosporen sind nur in der Lage entfaltete Blatter und sich bildende Friichte zu infizie-
ren.
Die Dauer des Sporenfluges wird durch die Witterung bestimmt. Haufige Niederschlage las-

sen die Inokulumquellen rasch erschépfen, trockenes Wetter verlangert den Sporenflug.

In den meisten Féllen dringt Gnomonia erythrostoma mit einer extrem kurzen Keimhyphe
(meist nicht einmal 6 um) direkt in das Blatigewebe ein. Die Bildung von Appressorien konn-

te auch beobachtet werden.

Zur Abwehr des Parasiten synthetisiert die Pflanze Phenole. Es handelt sich dabei nicht um
Catechine und Proanthocyanidine.

Nach der Penetration wachst der Pilz durch das Palisadenparenchym in das Schwammpa-
renchym und breitet sich dort aus. Blattadern stellen fir ihn keine Barrieren dar. Dieses Be-
fallsstadium zeigt sich auf der Blattoberseite als verwaschene, grinlichgelbe Verfarbung.
Wenn der Pilz das gesamte Schwammparenchym absorbiert hat (Dauer 4 - 6 Wochen), be-
ginnt er das Palisadenparenchym zu zersetzen. Das Blatt wird chlorotisch.

Mit der einsetzenden Nekrotisierung bilden sich Pyknidien, die auf der Blattunterseite als
braune Punktchen zu erkennen sind.

Da die Konidien nicht keimféhig sind, kann eine Verbreitung der Krankheit durch diese aus-
geschlossen werden. Die Bildung von Empfangnishyphen lassen die Funktion der Konidien
als Spermatien als sehr sicher erscheinen.

Ab Anfang Oktober sind auf den abgestorbenen Blattern Perithecien zu sehen. Die
Hauptfruchtform stellt die Uberwinterungsform von Gnomonia erythrostoma dar. Sie scheint
aber nicht die alleinige zu sein.

Gewebeschnitte von Buketttrieben haben gezeigt, daR Gnomonia erythrostoma auch in ver-

holzten Geweben wachsen und Uberwintern kann.

Das Myzel von Gnomonia erythrostoma ist septiert und mit Einschlissen geflllt. Pro Zelle

sind meist mehrere Zellkerne anzutreffen. Proteine sind weitere Bestandteile des Myzels.

Eine erfolgreiche Bekampfung der Blattbrdune ist nur durch optimale Spritztermine madglich.
Da eine Infektion mit Ghomonia erythrostoma nur nach starkeren Niederschlagen mit anhal-
tender Blattnasse (mindestens 6 h) erfolgt, sollte mit Beginn der Blattentfaltung auf die Witte-
rung geachtet werden. Sind starkere Niederschlage zu erwarten, sollte eine Spritzung durch-

gefuhrt werden.
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Eine deutlich bessere Wirkung von Fungiziden aus der neuen Wirkstoffgruppe der Strobiluri-
ne konnte nicht festgestellt werden. Lediglich im Jahr 2001 zeigt das Strobilurin Flint mit ei-

nem sehr hohen Wirkstoffgehalt eine sehr gute Wirkung.

Die RAPD-PCR ist keine geeignete Methode, um einen Befall mit Ghomonia erythrostoma

nachzuweisen. Hierzu ist die Entwicklung von spezifischen Primern notwendig.

Zur Entwicklung eines effektiven Blattbraune-Prognose-Modells sind weitere Untersuchun-

gen dringend notwendig.
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8 Anhang

Abbildung 87: Lage der Standorte Hiltpolstein und Oberrisselbach
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Puffer und Gele fiir die RAPD-PCR:

TAE —Puffer (50-fach)

Verwendete Chemikalien:

- Tris (AppliChem): Tris = Tris-(Hydroxylmethyl)-aminomethan

- EDTA (AppliChem): EDTA = Ethyhlen-Diamin-Tetra-Essigsaure
- Eisessig (96%; Merck)

- H,O bidest.

Fur einen Liter TAE-Puffer (50x) wurden 242 g Tris (c=2 M), 18, 6 g EDTA (c=50 mM) in ei-
nen Erlenmeyerkolben gegeben und in 800 ml H,O bidest. geltst. Mit Eisessig wurde der
pH-Wert auf 7,8 eingestellt und mit H,O bidest. auf einen Liter aufgefillt.

Aus dieser Stammldsung wurde der einfache TAE-Puffer hergestellt.

Agarose-Gel zur DNA-Gehaltsprifung (1 %)

Verwendete Chemikalien:

- Agarose low EEO (AppliChem)
- TAE-Puffer (einfach)
- Ethidiumbromid (Roth)

Zur Herstellung des Gels wurden 1,5 g Agarose low EEO Pulver in einem 250 ml Duranglas
mit 150 ml TAE (1x) geldst und mehrmals in einer Mikrowelle aufgekocht, bis nahezu alle
Luftblaschen verschwunden waren. Nach Abkihlung auf ca. 60 °C wurden 10 ml Ethidium-
bromid (= 0,4 pg Ethidiumbromid pro ml Gel) hinzu gegeben und nach Mischung auf einen
Geltrdger mit Kamm (10 pl Taschen) gegossen. Der Kamm wurde nach Erharten des Gels
vorsichtig herausgezogen und der Trager in die Elektophoresekammer mit dem Laufpuffer

gelegt.

Agarose-Gel fur PCR (1,5 %)

Bei der Herstellung des 1,5 %igen Gels wurden 2,25 g Agarose low EEO und Kamme mit

20 pl Z&dhnen verwendet. Die Prozedur war ansonsten die gleiche.
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TE-Puffer

Verwendete Chemikalien:

- Tris (AppliChem)

- EDTA (AppliChem)

- HCI (32 %; Merck)

- NaOH (20 %; Merck)
- H,O bidest.

Der TE-Puffer setzt sich aus einer 10 mM Tris-Losung (pH = 8) und einer 1 mM EDTA-
Losung (pH-Wert = 8) zusammen. Das heif3t fir 100 ml TE-Puffer wurden 1 ml der 10 mM
Tris-HCL-LOsung mit 200 pl der 1 mM EDTA-L6sung und 98,8 ml H,0 bidest. vermengt und

autoklaviert.

Beladungs-Puffer (10-fach)

Verwendete Chemikalien:

- EDTA (AppliChem)

- Saccharose (Merck)

- Bromphenolblau (Merck)

- TAE-Puffer (1x) oder H,O bidest.

Der Beladungs-Puffer besteht aus einer 0,25 M EDTA-L6sung, 40 % Saccharose und
0,25 % Bromphenolblau. Fir 50 ml Beladungs-Puffer wurden 37,5 ml TAE-Puffer (1x) oder
H.0 bidest. mit 12,5 ml 1 M EDTA-LOsung, 20 g Saccharose und 125 mg Bromphenolblau

vermengt und autoklaviert.
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Chemikalienliste:

Chemikalie Firma
Agar Serva
Airvol/Gelvatol Grade 605 Burkard Sc
Aktivator/Historesin Jung
Ammoniumacetat Merck
Anilinblau Merck
Azurblau Il Fluka
Baumwollblau Chroma
Benzimidazol Merck
Biomalz Biomalt
Bromphenolblau Merck
CaCl, x 2 H,O Merck
CaCos Merck
Calcofluor White M2R Polysciences
Ceryltrimethylammoniumbromid ROTH
Chloralhydrat Merck
Chloroform z.A. Merck
Coca Cola Coca Cola
Coomassie Brilliant Blue Merck
CuS0O4 x5 H,O Fluka
Czapek-Dox-Agar Merck
D-Glucose-Monohydrat Merck
4'-6-Diamidino-2-phenylindol x 2 HCI Serva
dNTPs Roth
EDTA-Dinatriumsalz-Dihydrat Applichem
Essigsaure (100%)=Eisessig Merck
Ethanol Merck
Ethidiumbromid Roth
FeSO, x 7 H,O Sigma
Gemusesaft (Biogemusesaft) Polz
Glutaraldehyd Serva
Glycerin Merck
Hefeextrakt Merck
Historesin Leica
Historesin Hardener Leica
Historesin Mounting medium liquid Leica
Historesin Mounting medium Pulver Leica
Isoamylalkohol Merck
Isopropanol Merck
K,HPO, Merck
Calciumchlorid Merck
Kanadabalsam Fluka
KH,PO, Merck
Kirschsaft Albi
L-Asparagin Merck
Lugolsche Losung Fluka
Malzextrakt Merck
Mercaptoethanol Merck
Methanol Merck
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MgSO, x 7 H,O Merck
Milchsdure AppliChem
MnCl,; x 4 H,O Merck
Karottensaft mit Honig deleg
Na,MoO, x 2 H,O Merck
Na,HPO, Merck
Natriumchlorid Merck
Natriumhydroxid Merck
n-Butanol Merck
PDA-Agar Merck
p-Dimethylaminozimtaldehyd Fluka
PeqGOLDUniversal Agarose peQLab
Pflaumensaft (Pflaumi) Rabenhorst
Phenol z.A. Merck
Primer Kit 180 1-10 ROTH
Primer Kit A 1-20 ROTH
Primer Kit B 1-20 ROTH
Primer Kit C 1-20 ROTH
Primer Kit D 1-20 ROTH
Proteinase K Qiagen
PVP Sigma
Ribonuclease ROTH
Saccharose Merck
Safranin O Merck
Salzséaure (32 %) Merck
Salzséaure (37 %) Merck
Saurefuchsin Merck
Schwefelsaure (95-97 %) Merck
Stickstoff (fluid) Air Liquide GmbH
Streptomycin Merck
TagPolymerase peQLab
Thiaminhydrochlorid Merck
Tolunidinblau O Serva
Tris ultrapure AppliChem
Xylol Roth
ZnS0O, x 7 H,O Merck
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Geratschaften:

Autoklav:

Epromlesegerat:

Kihlraum:

Lichtthermostat:

Zentrifuge:

Photometer:

30 W

Webecke & Co.

Baujahr: 1976

Inhalt des Druckraumes: 120 |
Zulassiger Betriebsdruck: 2,5 bar
Temperatur: 138° C

Vakuum: 1 bar

haaga
Typ: H1000

Votsch GmbH

Typ: VEMZ 2/240/S

Baujahr: 1976

Temperaturbereich: +2 bis +15
Innenabmessungen: 3280 x 3230 x 2200 mm
Lampen: Philips TLD 36W/08

Rubarth Apparate GmbH
Glems-Technik
Typ: GT 82/30-180

0,25 A
Lampen: 4 x Philips TLD 36W-1/25
4 x Osram L 36W/76-1
Beckmann

Typ: Avanti 30 Kompaktzentifuge
Baujahr: 1995

Geschwindigkeit: 0 bis 30.000 RPM
Aktiver Temperaturbereich: 2 bis 40° C

Pharmacia

Typ: Pharmacia LKB Ultrospec Ili

Wellenbereich: Deuteriumlampe: 325 — 900 nm

Tungstenlampe: 200 — 325 nm
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Mikroskope: Carl Zeiss
Universalmikroskop Axioplan (Durchlicht und Auflichtfluoreszenz)
Mit Mikroskopkamera MC 63 S mit Kameraansatz M 35 fir KB-Film
24 x 35

Ernst Leitz GmbH Wetzlar
SM-Lux
Typ: 020-411.010

Carl Zeiss
Binokular
Thermocycler: MJ Research

Typ: PTC-100 with Hot Bonnet

Horizontal-Gelelektrophorese:

amersham pharmacia biotech
Typ: EPS 301

Sporenfalle: Burkard Manufacturing Co Ltd.
Burkard 7 Tage Sporenfalle

Video-Geldokumentation:

Biometra

Typ: BioDocAnalyze

Wetterstation: Thies Clima Géttingen

Benetzungsfuhler nach Hackel
Batterien: Fa. Sonnenschein
Hobbybatt oder Dryfit: 6 V/3 Ah/s

Eproms
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10 Abkurzungsverzeichnis

A Appressorium

Asp Ascospore

B Burlat

BURE Burlat + Regina

CTAB Cetyl-Trimethyl-Ammonium-Bromid
DAPI 4’-6-Diamidino-2-phenylindol

DMAZA p-Dimethylaminozimtaldehyd

ESEM Environmental Scanning Electron Microscopy
Fi Filterpapier

gr. schw. Knorpel Geisenh. grof3e schwarze Knorpel Gei3senheim
GrSt Grol3enstandard

grz groR3e Zelle

K Kutin

kiz kleine Zelle

koAsp kolabierte Ascospore

Ks Keimschlauch

M Myzel

Myb Myzelballen

oEp obere Epidermis

P Protein

PCR Polymerase Chain Reaction

PDA Potato Dextrose Agar

Per Perithecium

PeSt Penetrationsstelle

Ph Phloem

Phe Phenol

PSt Pilzstruktur

Pyk Pyknidium

R Regina

RAPD random amplified polymorphic DNA
REM Rasterelektronenmikroskop

S Stomata

sch.Kn.Mar. Schwarze Knorpelkirsche Margetshochheim
Tr Trichogyne

tuAsp

turgeszente Ascospore
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uEp
Uv
X
Zke

untere Epidermis
unveredelt
Xylem

Zellkerne
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	Innenabmessungen: 3280 x 3230 x 2200 mm
	30 W    0,25 A
	Burkard 7 Tage Sporenfalle
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