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Kurzfassung

Gabriele Jende

Die Zellwand des Oomyceten Phytophthora infestans als Wirkort von Fungiziden

Der EinfluR von ‘Iprovalicarb’, einem neuen Wirkstoff aus der Klasse der Aminosaureamidcarbamate, auf
die Entwicklung von Phytophthora infestans, dem Erreger der Kraut- und Knollenfaule an Kartoffeln und
der Braunfaule an Tomate, wurde charakterisiert und mit der Wirkung anderer Oomyceten-Fungizide

verglichen.

Der Befall von Phytophthora infestans an Tomate wurde durch ‘Iprovalicarb® sowohl protektiv als auch
kurativ bereits bei Wirkstoffkonzentrationen von 5 ppm a.i. wirksam begrenzt und die Auspragung der

Symptome erfolgreich verhindert.

In mikroskopischen Untersuchungen, die vor allem mit der konfokalen Laser Scan Mikroskopie durchge-
fuhrt wurden, konnte nachgewiesen werden, dass bereits friihe Entwicklungsstadien von Phytophthora
infestans auf der Oberflache von Tomatenpflanzen nach protektiver Applikation von ‘lprovalicarb’ ge-
hemmt wurden. Morphologische Veranderungen der Keimschlduche, vor allem die partielle Lyse der
Zellwande, deuteten auf einen erheblichen Stabilitdtsverlust hin. Am starksten wirkte sich ‘Iprovalicarb’
aber auf die Infektionsstrukturen von Phytophthora infestans aus, die im Gewebe von Tomatenblattern
gebildet wurden. Dabei wurde vor allem die Ausbreitung des Pathogens in tiefere Schichten des Wirts-
gewebes deutlich begrenzt. Das Anschwellen von pilzlichen Strukturen sowie die Auflésung von Hyphen-

zellwanden waren Hinweise, dass ‘Iprovalicarb’ einen EinfluR® auf die pilzliche Zellwand ausibte.

Im Vergleich mit anderen Oomyceten-Fungiziden, die sich hinsichtlich ihrer Wirkungsmechanismen un-
terscheiden, ergab sich, dass in vitro nur ‘Azoxystrobin‘, ein Elektronentransporthemmer, und ‘Dimetho-

morph‘ sehr gute Wirkungen wie ‘Iprovalicarb’ aufwiesen.

Sowohl ‘Iprovalicarb® als auch ‘Dimethomorph‘ riefen @hnliche morphologische Veranderungen an Hy-
phen von Phytophthora infestans hervor- wie perlschnurartiges Aussehen der Hyphen und die Bildung
verdickter Hyphenspitzen. Sie griffen unterschiedlich in die Struktur der Zellwand ein. ‘Iprovalicarb’ zeigte
einen Einflul auf die Nachweisbarkeit von Mono- und Polysacchariden in der Zellwand, der nach einer
‘Dimethomorph‘-Behandlung nicht beobachtet wurde. Weiterhin verursachte ‘Iprovalicarb‘ eine struktu-
relle Veranderung der Cytoskelettelemente. Dies kdnnte mdglicherweise die Regulation auf die Anord-
nung der Cellulosemikrofibrillen beeinflussen.

Elektronenmikroskopische Untersuchungen zeigten, dass nach einer ‘Iprovalicarb’-Behandlung die Zell-
wande verdickt waren und eine erhéhte spezifische Markierungsdichte fiir Celluose aufwiesen. Trotzdem
wurden unter Wirkstoffeinflu die Zellwénde erheblich instabiler. Dies konnte auf einen veranderten Kri-
stallisationszustand der Cellulose zurtckzuflhren sein. Auch nach einer ‘Dimethomorph’-Behandlung
wurde eine Zunahme der Zellwandstarke beobachtet, im Gegensatz zu dem Einflu? von ‘Iprovalicarb’

blieb die Anordnung der Cytoskelettelemente jedoch unbeeinflult.

Die vorliegenden Untersuchungen zeigten, dass sich ‘Iprovalicarb® hinsichtlich seiner Wirkungen trotz
ahnlicher Auswirkungen auf die pilzliche Zellwand von anderen Oomycetenfungiziden unterscheidet und

damit das Instrumentarium des Pflanzenschutzes erweitert.



Abstract

Gabriele Jende

The cell wall of the oomycete Phytophthora infestans as a target of fungicides

The influence of ‘Iprovalicarb‘ as a novel fungal compound from the new class of amino acid amidecar-
bamates, on the development of Phytophthora infestans, causing late blight of potatoes and tomatoes,

was characterised and compared to the activity of other fungicides.

The infestation of Phytophthora infestans on tomato plants was effectively limited after a protective or
curative application of ‘Iprovalicarb‘ in concentrations of 5 ppm a.i. and the formation of symptoms was

prevented successfully.

Microscopical investigations, which were carried out with a confocal laser scanning microscope, could
demonstrate that early developmental stages of Phytophthora infestans on the surface of tomato plants
were inhibited after a protective application of ‘Iprovalicarb‘. Morphological changes of the germ tubes,
especially the lysis of cell wall structures, indicated that the cell wall lost stability substantially. ‘Iprovali-
carb’ was found to affect mainly the infection structures of Phytophthora infestans in the tissue of tomato
leaves. The spread of the pathogen into deeper tissue layers was suppressed to a high extent. The swel-
ling of fungal structures and the lysis of hyphal cell walls indicated that ‘Iprovalicarb’ influenced the fungal

cell wall.

Compared to other oomycete-fungicides, with different modes of action, only ‘Azoxystrobin‘, an electron

transport inhibitor, and ‘Dimethomorph‘ had an excellent effect in vitro like ‘Iprovalicarb’.

Both ‘Iprovalicarb‘ and ‘Dimethomorph‘ caused similar morphological changes in the hyphae of Phytoph-
thora infestans like a ‘beaded morphology’ of the hyphae and swollen hyphal tips, but they interfered dif-
ferently with the cell wall structure.

‘Iprovalicarb‘ showed an influence on the evidence of mono- and polysaccharides in the cell wall, which
was not observed after an application of ‘Dimethomorph‘. Futhermore, ‘Iprovalicarb‘’ caused structural
changes of the cytoskeletal components, which probably influenced their regulation of the alignment of

the cellulose microfibrills.

Electron microscopical investigations showed that the cell walls became thicker and had a higher marking
density for cellulose after an ‘Iprovalicarb‘-treatment. However the cell walls lost stability under the influ-
ence of ‘Iprovalicarb’. This might be due to the fact that the state of crystallisation of cellulose had
changed. After a ‘Dimethomorph‘-treatment abnormally thickened cell walls appeared as well, but in con-

trast to ‘Iprovalicarb’ the structure of the cytoskeletal elements was not affected.

The present investigations indicated that ‘Iprovalicarb’ is different from other oomycetes-fungicides con-
cerning it's effects despite similar changes in the fungal cell wall and by this ‘Iprovalicarb‘ broadens the

instrumentarium of plant protection.
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Einleitung

1 Einleitung

Die Aufklarung der Wirkungsmechanismen von Verbindungen mit fungiziden Eigenschaften
ist nicht nur von wissenschaftlichem Interesse, sondern auch fir den praktischen Pflanzen-
schutz von Bedeutung. Die Kenntnis von den Wirkungsweisen und den molekularen Wirkor-
ten im pilzlichen Stoffwechsel bieten die Chance, Fungizide gezielt im Rahmen eines aus-

gewogenen Resistenzmanagements einzusetzen.

Oomyceten gehdren zu den Krankheitserregern, die weltweit wirtschaftlich bedeutende
Schaden an Kulturpflanzen hervorrufen. Dazu zahlen der Erreger der Kraut- und Knollen-
faule (Phytophthora infestans) an Kartoffeln und Tomaten, sowie der Falsche Mehltau
(Plasmopara viticola) im Weinbau. Diese meist obligaten Parasiten zeichnen sich durch eine
Uberaus schnelle (asexuelle) Generationsfolge aus. Die rasche Ausbreitung dieser Pathoge-
ne im Wirtsgewebe fuhrt zu hohen Schaden bis hin zum Totalverlust der Kultur. Dies hat eine
vergleichsweise hohe Intensitat an PflanzenschutzmalRnahmen zur Folge, denn zur Siche-
rung von Quantitat und Qualitat des Ertrages wie auch aus epidemiologischen Griinden kann

praktisch kein Befall toleriert werden.

Oomyceten werden aufgrund ihrer phylogenetischen Unterschiede gegeniiber den Echten
Pilzen in das Reich der Chromista eingeordnet (BEAKES et al. 1998). Besonderes Charakte-
ristikum der Oomyceten ist ein diploides, unseptiertes und vielkerniges Myzel. Die Zusam-
mensetzung ihrer Zellwand unterscheidet sich dadurch von den Vertretern des Reiches der

Echten Pilze, dass sie anstatt Chitin als Hauptbestandteil Cellulose enthalt.

Im Gegensatz zu den meisten anderen Phytophthora-Arten ist der Wirtspflanzenkreis von
Phytophthora infestans auf Kartoffeln, Tomaten, Eierfrichte und andere Solanaceae be-
grenzt. An Tomaten verursacht Phytophthora infestans eine Kraut- und Fruchtfaule, die zu
erheblichen Ertragsverminderungen und —ausfallen fuhrt. Auch die Zuchtung von Phyto-
phthora infestans-resistenten Kartoffel- und Tomatensorten sowie die Bertcksichtigung von

Prognoseverfahren verhinderten nicht das Auftreten der Krankheiten.

Phytophthora infestans ist seit Gber 150 Jahren Gegenstand intensiver phytopathologischer
Forschung. Dies hat seine Ursache vor dem Hintergrund der grof3en wirtschaflichen Auswir-
kungen dieser pilzlichen Kartoffelerkrankung. Mitte des vorigen Jahrhunderts wurde der Er-
reger aus Nordamerika in Europa eingeschleppt und verursachte ein epidemisches Auftreten
der Kartoffelfaule. Besonders in England und Irland fiihrte dies zu verheerenden Hungerka-
tastrophen und Auswanderungsbewegungen. Die Kraut- und Knollenfaule ist trotz intensiver

KontrolimaRnahmen bis heute die weltweit wichtigste Erkrankung der Kartoffel.
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Phytophthora infestans wurde erstmals 1885 durch die Entwicklung der “Bordeaux-Brihe*
aus Kalziumhydroxid und Kupfersulfat chemisch bekdmpft (MILLARDET 1885). Kupferprapa-
rate werden bis heute zur Bekdmpfung der Kraut- und Knollenfaule angewendet. Mit der
Einflhrung der ersten organischen Fungizide standen weitere, allerdings nur protektiv wir-
kende Fungizide zur Verfigung. Ein entscheidender Fortschritt im modernen Pflanzenschutz
zur Bekampfung von pflanzenpathogenen Oomyceten und damit auch von Phytophthora
infestans war die Entwicklung und Einfihrung systemisch und kurativ wirkender Fungizide
(STRUCK et al. 1998).

In den letzten 20 Jahren gelang die Entwicklung von Praparaten aus sieben neuen Fungizid-
klassen (Tab. 1), die vielfaltige Moglichkeiten in der Bekampfung der Oomyceten eréffneten
(SCHWINN & STAUB 1995). Diese umfassen die Carbamate, Isoxazole, Cyanoacetamid-
Oxime, Ethylphosphonate (Organophosphate), Phenylamide, 2,6-Dinitro-anilide und die

Morpholine.

Die Anwendung moderner physiologischer, biochemischer und molekularer Techniken hat in
den vergangenen Jahren zu einem vertieften Verstandnis der Biologie pflanzenpathogener
Pilze beigetragen. Insbesondere die Initialphase der Infektion, in der der Pilz sich in der
Wirtszelle etabliert, ist entscheidend fir seine Ausbreitung. Daher ergeben sich gerade wah-
rend dieser Phase - Anheftung an die Blatt- bzw. Wurzeloberflache, Sporenkeimung, Keim-
schlauchwachstum, Appressoriumbildung und Penetration in das Blatt - bzw. Wurzelgewebe
- unterschiedliche Angriffspunkte fur eine frihzeitige Bekdmpfung (STRUCK et al. 1998).
Detaillierte Kenntnisse Uber die molekularen Zusammenhange des Infektionsverlaufes eroff-
nen die Aussicht auf die Entwicklung spezifischer Fungizide, die keine Nebenwirkungen auf

andere Organismen haben.

Mikroskopische Techniken ermdglichen Einblicke in Fungizid-Pathogen-Interaktionen sowohl
in planta als auch in vitro. Diese kénnen zur Aufklarung der Wirkungsmechnismen von Fun-
gizide beitragen, indem morphologische bzw. strukturelle Veranderungen des Pathogens
beobachtet werden kénnen. Die Transmissionselektronen-Mikroskopie gibt anhand von Ul-
tradlinnschnitten Aufschlufd dartiber, inwieweit sich eine Fungizid-Applikation verandernd auf

die Ultrastruktur von Pathogen und Wirt auswirkt.
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Tab. 1: Chemische Stoffklassen und die Wirkungsmechanismen von Oomycetenfungiziden (modifi-
ziert nach SCHWINN & STAUB 1995).

Chemische Wirkstoffe Biochemische Tar- ausgewahlite Refe-
Stoffklasse gets renzen
Carbamate ‘Propamocarb-Hydrochlorid’ Zellmembranen PAPAVIZAS et al. (1978),
BURDEN et al. (1988)
‘Prothiocarb
Isoxazole ‘Hymexazol* RNA Synthese NAKANISHI et al. (1983)
Cyanoacetamid- | ‘Cymoxanil* sekundarer Effekt auf | DESPREAUX et al. (1981),
Oxime die Nukleinsduresyn- | Z/OGAS & DAVIDSE
(1987)
these
Ethylphosphonate | ‘Fosetyl' Aminosaure-Metabolis- | FENN & COFFEY (1984),
mus und Proteinhaus- | GRIFFITH et al. (1992)
halt
Phenylamide Acylalanines ribosomale RNA-Syn- | KERKENAAR & KAARS-

(‘Furalaxyl’, ‘Metalaxyl’, ‘Benala-
xyl’)

Acylamino-Butyrolactone
(‘Ofurace’)
Acylamino-Oxazolidinone

(‘Oxadixyl‘, ‘Cyprofuram®)

these

SIJPESTEIIN (1981), GISI
& COHEN (1996)

2,6- Dinitroaniline

‘Fluazinam’

mitochondriale Atmung

(Phosphorilierung)

GUO et al. (1991)

Morpholine

‘Dimethomorph’

Zellwandstruktur

KUHN et al. (1991)

Immunhistochemische Farbemethoden spielen heute in der biologisch-medizinischen For-

schung eine wesentliche Rolle und liefern bedeutende Mdglichkeiten, zellulare Strukturen
genauer zu charakterisieren (STOWARD et al. 1998, BRANDTZAEG 1998). Im Vergleich zu

den Anfangen der Immunhistochemie (1941) wurden die Sensitivitat und Spezifitdt Fluoro-

chrom-markierter Antikérper deutlich verbessert. Ziel immunhistochemischer Techniken sind

Nachweis und Identifikation antigener Komponenten in Zellen und Gewebeschnitten durch

spezifische Antikdrper, die durch Fluoreszenzfarbstoffe, Enzyme oder Goldpartikel markiert
sind (HODGES & CARR 1990).
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Neu entwickelte, hochauflésende Mikroskope in Verbindung mit einer digitalen Bildverarbei-
tung liefern die Mdglichkeit, Totalpraparate bzw. dickere Praparate detailliert zu analysieren.
Das umfangreiche Angebot an fluoreszierenden Farbstoffen, durch die eine spezifische Mar-
kierung von feinsten Strukturen moglich wurde, tragen bedeutend zur Aufklarung cytologi-
scher Vorgange bei. Die Entwicklung des Konfokalen Laser Scan-Mikroskops (CLSM) ist
dabei ein besonderer Fortschritt in der optischen Analyse von biologischen Praparaten. Drei-
dimensionale Abbildungen vermitteln dem Betrachter wesentlich differenziertere Informatio-

nen Uber das zu analysierende Objekt als herkémmliche zweidimensionale Aufnahmen.

Phytopathologisch relevante Objekte sind komplex und auf mikroskopischer Ebene oftmals
aus optisch dichteren Strukturelementen aufgebaut. Dies kann zur Folge haben, das fluores-
zenzmarkierte Strukturen nicht getrennt voneinander aufgeldst werden kénnen. Durch den
hohen Streulichtanteil ist es oft nicht moglich, eine einzelne Ebene des Praparates in einem
konventionellen Fluoreszenzmikroskop deutlich darzustellen. Das konfokale Verfahren der
mikroskopischen Abbildungen hat dieses Problem weitgehend geldst. Im Gegensatz zu ge-
wohnlichen Mikroskopen zeichnet das konfokale Mikroskop nur Informationen auf, die aus
der Fokusebene kommen. Alle anderen Informationen werden wirkungsvoll durch eine Blen-
de (Pinhole) abgetrennt, die im Strahlengang des emittierten Fluoreszenzlichtes angebracht
ist. Dies fuhrt zu einer Zunahme an bildlicher Scharfe und Kontrast. Der Laserstrahl wird
zeilenférmig Uber das Praparat geflhrt und die Fluoreszenz mit einem Detektor erfafdt. Die
so gewonnen optischen Schnitte haben Dicken von mindestens 0,1 pm. In Kombination mit
hochselektiven Fluorochromen lassen sich so spezifisch Zellstrukturen mit héchster raumli-
cher Auflésung darstellen. Ein groRRer Vorteil besteht darin, dass das Praparat dabei nicht
zerstort wird und deshalb auch wiederholte Messungen maoglich sind. Zur Herstellung von
dreidimensionalen Abbildungen werden die optischen Schnitte in Serie aufgezeichnet und
anschlielend mit Hilfe von bildverarbeitender Software zu einem Bild mit grolRer Tiefen-

scharfe zusammengesetzt.

Ziel der vorliegenden Untersuchungen war die Charakterisierung der Wirkung des Wirkstoffs
‘Iprovalicarb’ auf Phytophthora infestans im Vergleich zu anderen Oomycetenfungiziden.
Anhand von in vitro-, in vivo- und in planta-Experimenten wurde der Einflu von ‘Iprovalicarb’
auf die Keimung von encystierten Zoosporen, das Keimschlauchwachstum, die Myzelmor-
phologie und das Myzelwachstum von Phytophthora infestans erfalt. Dabei wurden sowohl
die Auswirkungen von protektiven als auch kurativen Applikationen des Wirkstoffes bertck-
sichtigt. Neben der konventionellen Lichtmikroskopie wurde dafur die konfokale Laser Scan-
Mikroskopie verwendet. Diese ermdglicht nach Markierung der mikroskopischen Praparate
mit Fluorochromen eine Zerlegung der Objekte in optische Schnitte und nach deren bildana-

Iytischer Verrechnung eine radumliche Darstellung der Pilzstrukturen. Zusatzlich wurden mit
4
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einem Transmissionselektronen Mikroskop ultrastrukturelle Untersuchungen durchgefiihrt,

um die Wirkung von ‘Iprovalicarb‘ und anderen Oomycetenpraparaten zu ermitteln.
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2 Material und Methoden

21 Pflanzen

Als Wirtspflanzen wurden Tomaten (Solanum lycopersicum) der Sorte ‘Frembgens Rhein-
land Ruhm’ verwendet, die im Gewachshaus angezogen wurden. Die Aussaat erfolgte in
Klasmann ‘Seedling Substrat’ (96 % Vol. Hochmoortorf, pH-Wert 5,5-6,0; Klasmann, Geste-
Grol3-Hesete). Sieben Tage nach der Aussaat wurden die Keimlinge in 9x9x9 cm grolde
Vierecktdpfe in Klasmann ‘Spezialmischung* (70 % Vol. Weildtorf und 30 % Vol. Schwarztorf;
pH 5,0-5,5) pikiert. Fur die Versuche wurden drei Wochen alte Pflanzen verwendet, deren
zweites Laubblatt vollstandig entwickelt war. Die Gewachshaustemperatur von 21 £ 5 °C
wurde Uber die Heizung und die Liftung gesteuert. Eine Tageslange von 16 Stunden wurde
durch Zusatzlicht von Natriumdampflampen Philips SGR 140 (Photosynthese-Belichtung mit

erhdéhtem Blaulichtanteil) mit einer Lichtstirke von 300 uE/m? gewahrleistet.

2.2 Pathogen

Die Untersuchungen wurden mit Phytophthora infestans (Mont.) de Bary, dem Erreger der

Kraut- und Knollenfaule an Kartoffeln und der Fruchtfaule an Tomaten, durchgefihrt.

2.2.1 Herkunft

Es wurden Isolate aus dem Freiland von 1997 von verschiedenen Standorten in Aachen (Nr.
1,18, 22, 32 ), Hennef (Nr. 3, 12, 24, 26, 27) und Kerpen (Nr. 19, 31) verwendet.

2.2.2 Pathogenerhaltung

Die Erhaltung von Phytophthora infestans erfolgte durch wéchentliches Ubertragen auf fri-
schen Gemuisesaftagar (160 ml Gemiusesaft (Krings, Lidinghausen), 2,4 g CaCO3;, 12 g Ag-
ar-Agar mit HyOgemin. auf 800 ml auffillen) bei 18 °C im Dunkeln. Fir die Versuche wurden
acht Tage alte Kulturen von Phytophthora infestans verwendet. Alle vier Wochen erfolgte
eine Passage uber Kartoffelknollengewebe, um die Pathogenitat des Erregers zu erhalten.
Dazu wurde Kartoffelknollengewebe nach Oberflachensterilisation mit Ethanol in ca. 0,5 cm
dicke Scheiben geschnitten und in eine Petrischale auf eine 1 cm? groRe Scheibe Gemiise-
saftagar mit Phytophthora infestans gelegt. Alternativ wurde ein Stiick Myzel des Erregers
zwischen zwei Kartoffelscheiben gelegt. Nach einer Wachstumsphase von vier bis funf Ta-
gen bei 18°C im Dunkeln hatte das Myzel die Kartoffelhadlfte durchwachsen und wurde zur

Herstellung der Reinkultur auf Gemisesaftagar GUbertragen.
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2.2.3 Inokulationen

Die Inokulation erfolgte mit einer Zoosporensuspension von Phytophthora infestans aus My-
zel einer hochstens acht Tage alten Kultur. Daflir wurde Myzel in Leitungswasser suspen-
diert und durch Mull filtriert. Eine anschlieBende zweistundige Kihlphase bei 4 °C regte die

Zoosporen zum Schllpfen an.

Fur Gewachshausuntersuchungen wurde von Isolat Nr. 19 eine Zoosporensuspension mit
einer Konzentration von 120.000 Sporen/ml hergestellt. Die Inokulation protektiv behandelter
Pflanzen erfolgte 24 Stunden nach Antrocknen des Spritzbelags mit einer Handspritze. Fir
die Inkubation wurden die Pflanzen fir 48 Stunden in eine transparente Feuchtekammer und

anschlief3end fur drei Tage im Gewachshaus bis zur Versuchsauswertung aufgestellt.

Fir die mikroskopischen Untersuchungen an Tomatenblattern wurde eine Zoosporensus-
pension von Isolat Nr. 19 mit einer Konzentration von 90.000 Sporen/ml verwendet. Ein De-
kantieren der Zoosporensuspension gewahrleistete, dass die Suspension keine entleerten
Zoosporangien enthielt, wodurch die mikroskopische Arbeit erleichtert wurde. Die Inokulation
erfolgte 24 Stunden nach der ‘Iprovalicarb‘-Applikation auf die ersten gepaarten Blattchen
des zweiten voll entwickelten Blattes von oben mit 20 pl Zoosporensuspension. Bis zur Fixie-

rung wurden die Blattchen in einer transparenten Feuchtekammer aufbewahrt.

Die in vitro-Untersuchungen wurden aufler mit den Isolaten mit den Nummern 1, 3, 12, 18,
19, 22, 24, 26, 27, 31, 32 zusatzlich mit Einspor-Isolaten von Isolat Nr. 19 durchgefihrt. Da-
fur wurden 500 pl einer Zoosporensuspension (10.000 Zoosporen/ml) auf Wasseragar (18 g
Agar/l) verteilt. Nach einer zweistiindigen Inkubation bei 18 °C im Dunkeln wurden Agar-

stuckchen mit einzelnen gekeimten Zoosporen auf Gemusesaftagar Ubertragen.

2.2.4 Befallsauswertung

Die Befallsauswertung intakter Pflanzen erfolgte flinf Tage nach Inokulation. Der prozentuale
Anteil nekrotisierter Blattflache im Verhaltnis zur gesamten Blattfliche wurde geschatzt. Je
Wiederholung (n = 5 Pflanzen) wurden jeweils die vordersten drei Blatichen des ersten,

zweiten und dritten vollentwickelten Blattes von der SproRspitze bonitiert.

23 Fungizide
Fir die Untersuchungen wurden Fungizide verschiedener Wirkstoffklassen ausgewahlt, wo-
bei im Rahmen der Gewachshausuntersuchungen die Auswirkungen von ‘Iprovalicarb‘ als

neuem Wirkstoff auf den Befall von Phytophthora infestans im Vordergrund standen.
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2.3.1 Wirkstoffe

2.3.1.1 ‘lprovalicarb’

‘Iprovalicarb’  ([2-Methyl-1-[1-(4-methylphenyl)-ethylaminocarbonyl]-propyl]-carbaminsaure-
isopropylester) ist ein systemischer Wirkstoff gegen Oomyceten aus der neuen chemischen
Stoffklasse der Aminosaureamidcarbamate, der von der Bayer AG, Monheim, entwickelt
wurde. Der Wirkstoff (98,7 %) wurde mit dem Emulgator PS 16 in Aceton (2 %) formuliert.

2.3.1.2 ‘Propamocarb-Hydrochlorid*

Handelsname: Previcur N®, 722 g/I, wasserlésliches Konzentrat

‘Propamocarb-Hydrochlorid* (in der Folge: ‘Propamocarb’; Propyl 3-(dimethylamino)-propyl-
carbamat) gehdrt zu den Vertretern der Carbamate. Der Wirkstoff wurde vor allem zur Be-
kampfung von Wurzel- und Stengelkrankheiten, die durch Pythium- und Phytophthora-Arten

verursacht werden, von der Hoechst Schering AgrEvo GmbH, Dusseldorf, entwickelt.

2.3.1.3 ‘Azoxystrobin’

Handelsname: Amistar®, 250 g/I, Suspensionskonzentrat
‘Azoxystrobin®  (Methyl (E)-2-{2-[6-(2-cyanophenoxy)pyrimidin-4-yloxy]phenyl}-3-methoxy-
acrylat) gehort zu der Wirkstoffklasse der Strobilurine und wird zur Bekdmpfung von Getrei-

dekrankheiten eingesetzt. Das Praparat stammt von Zeneca, Frankfurt/Main.

2.3.1.4 ‘Metalaxyl

Handelsname: Fonganil Neu®, 240 g/, emulgierbares Konzentrat
‘Metalaxyl’ (Methyl N-(2-methoxyacetyl)-N-(2,6-xylyl)-DL-alaninat) gehort zu der chemischen
Stoffklasse der Phenylamide und wird zur Oomycetenbekdmpfung eingesetzt. Der Wirkstoff

wurde von der Ciba-Geigy GmbH, Frankfurt, entwickelt.

2.3.1.5 ‘Dimethomorph’

Handelsname: Acrobat®, 500 g/kg, wasserdispergierbares Pulver
‘Dimethomorph* (4-[3-(4-chlorophenyl)-3-(3,4-dimethoxyphenyl)-acryloyl]l-morpholin), ein Ver-
treter der chemischen Stoffklasse der Zimtsaurederivate zur Bekdmpfung von Oomyceten,

wurde von der Cyanamid Forschung GmbH, Schwabenheim, entwickelt.
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2.3.2 Anwendung

Fur die Gewachshausversuche wurde ‘Iprovalicarb’ unmittelbar vor der Applikation formu-
liert und mit Leitungswasser angesetzt. Protektive Applikationen erfolgten mit ‘Iprovalicarb‘-
Konzentrationen von 0,1 bis 50 ppm a.i., kurative Applikationen mit ‘lprovalicarb’-
Konzentrationen von 5 und 10 ppm a.i. zum Zeitpunkt der Inokulation, finf, 10 und 24 Stun-
den nach der Inokulation. Der Wirkstoff wurde mit einer preRluftbetriebenen Spritzpistole mit
einem Druck von 2 bar bis kurz vor dem Ablaufen auf die intakten Pflanzen gespriht. Die

Auswertung erfolgte funf Tage nach Inokulation.

Fir die mikroskopischen Untersuchungen an fixierten Tomatenblattstiicken wurde ‘Ipro-
valicarb® mit einer Konzentration von 5 ppm a.i. auf intakte Pflanzen gespriht. Die Blatter
wurden 24 Stunden spater, nach Antrocknung des Spritzbelags in eine transparente Feuch-
tekammer gelegt. Die kurativen Applikationen (5 und 10 ppm a.i.) erfolgten durch Zugabe der
Fungizidldsung in den Tropfen Zoosporensuspension funf und 10 Stunden nach der Inokula-
tion. Die Auswertung wurde bei protektiv behandelten Tomatenblattern vier, sechs, acht und
12 Stunden nach der Inokulation, bei kurativ behandelten 29 bzw. 34 Stunden nach Inokula-

tion durchgefihrt.

Weiterhin wurde die Wirkung von ‘lprovalicarb’ auf die Entwicklung von Phytophthora infest-
ans auf und im Tomatenblatt in Abhangigkeit von den Applikationsbedingungen des Wirk-
stoffs untersucht. Daflir wurden die mit ‘Iprovalicarb® benetzten Tomatenblatter sofort nach
Applikation oder 24 Stunden nach Antrocknen des Spritzbelags in eine transparente Feuch-

tekammer Uberflhrt. Die Auswertung erfolgte 16 Stunden nach Inokulation.

In in vitro-Untersuchungen wurde die Wirkung verschiedener Oomycetenfungizide auf die
Zoosporenkeimung und das Keimschlauchwachstum erfal3t. Dafir wurde ‘Iprovalicarb’ in den
Konzentrationen von 0,01 bis 10 ppm a.i., ‘Propamocarb’ von 0,01 bis 100 ppm a.i., ‘Azoxy-
strobin‘ von 0,01 bis 0,5 ppm a.i., ‘Metalaxyl’ von 0,01 bis 200 ppm a.i. und ‘Dimethomorph’
von 0,01 ppm bis 0,3 ppm a.i. angewendet. Die hemmende Wirkung der Fungizide auf das
Myzelwachstum von Phytophthora infestans wurde auf Gemusesaftagar untersucht. Dazu
wurde der Gemusesaftagar mit Fungizidldsung versehen, so dass flr ‘Iprovalicarb‘ Endkon-
zentrationen im Bereich von 0,01 bis 0,4 ppm a.i., fir ‘Propamocarb‘ und ‘Metalaxyl‘ von 0,01
bis 1000 ppm a.i., fiir ‘Azoxystrobin‘ und fir ‘Dimethomorph‘ von 0,01 ppm bis 1 ppm a.i.

erreicht wurden.
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24 In vitro-Untersuchungen zur Wirksamkeit von ‘Iprovalicarb‘ und anderen

fungiziden Wirkstoffen gegeniiber Phytophthora infestans

2.41 Keimung und Keimschlauchwachstum encystierter Zoosporen

Zur Untersuchung der unter Wirkstoffeinflu gekeimten Zoosporen und gebildeten Keim-
schlauche von Phytophthora infestans in Abhangigkeit vom Kulturmedium wurden Zoospo-
rensuspensionen von einem Einspor-Isolat mit Leitungswasser, demineralisietem Wasser
und Ringerlésung (4,8 % Natriumchlorid, 0,02 % Kaliumchlorid, 0,02 % Calciumchlorid und
0,1 % Natriumhydrogencarbonat) hergestellt. Nach erfolgtem Zoosporenschlupf wurde eine
Zoosporenkonzentration von 90.000 Zoosporen/ml eingestellt. Die Keimung der Zoosporen
erfolgte bei 18 °C in einer Feuchtekammer auf Deckglaschen und wurde 24 Stunden spater
durch Zugabe von Formaldehyd (3,5 %) unterbrochen. Geprift wurde der Einfluk von ver-
schiedenen Konzentrationen von ‘lprovalicarb® auf die Keimung. Die Untersuchungen zur
keimungshemmenden Wirkung von ‘Propamocarb’, ‘Azoxystrobin‘, ‘Metalaxyl’ und ‘Dime-
thomorph‘ erfolgten an Zoosporen von Phytophthora infestans, die sich 3,5 Stunden in Lei-

tungswasser entwickelt hatten.

Zur Untersuchung des Einflusses von ‘Iprovalicarb® auf die Weiterentwicklung bereits vor-
handener Keimschlduche unterschiedlicher Lange wurden Zoosporen von einem Einspor-
Isolat untersucht, die nach dem Zoosporenschlupf 45 Minuten, 172 und 2% Stunden bei
18 °C auf einem Deckglas keimten. Die weitere Entwicklung bei 18 °C wurde nach zwei
Stunden durch Zugabe von Formaldehyd (3,5 %) unterbrochen. Die Lange der gebildeten
Keimschlauche wurde mit der, die sich in Gegenwart von ‘Iprovalicarb’ in den Konzentratio-

nen von 0,1 bis 10 ppm a.i. entwickelten, verglichen.

2.4.2 Myzelwachstumstest

Das radiale Myzelwachstum wurde von 11 verschiedenen Phytophthora infestans-Isolaten
auf ‘Iprovalicarb‘-freiem und -haltigem Gemdilsesaftagar ermittelt. Die ‘lprovalicarb’-
Konzentrationen lagen in einem Bereich von 0,01 bis 1 ppm a.i.. Die Auswertung wurde neun

Tage nach Uberimpfung des Pathogens auf Agar durchgefiihrt.

Weiterhin wurde der Einflul von ‘Iprovalicarb® auf das radiale Myzelwachstum an 10 Einspor-
Isolaten von Phytophthora infestans untersucht, wahrend die Wirkung von ‘Propamocarb,
‘Azoxystrobin’, ‘Metalaxyl’ und ‘Dimethomorph‘ an einem Einspor-Isolat untersucht wurde.
Die Fungizidkonzentrationen betrugen 0,01 bis 1000 ppm a.i.. Das radiale Myzelwachstum

wurde 12 Tage nach Uberimpfung von Myzel bestimmt.
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2.5 Lichtmikroskopische Untersuchungen

2.51 Mikroskopie

Die mikroskopischen Untersuchungen wurden mit einem konfokalen Laser-Scan-Mikroskop
LSM 300 (CLSM) von Zeiss (Goéttingen) sowie mit einem Leitz DMRP Photomikroskop (Lei-

ca, Bensheim) durchgefihrt.

Das CLSM verfligte Uber drei Plan-Neofluar Objektive mit 10-, 40-, und 63-facher Vergrofle-
rung, sowie ein Plan-Apochrom Objektiv mit einer 100-fachen VergréRerung. Als Lichtquelle
standen zwei Laser mit Anregungswellenlangen von 488 und 543 nm und verschiedene
Bandpass- (BP 505-525, BP 510-565 und BP 575-640) und Langpass-Emissionsfilter (LP
515 und LP 570) zur Verfiigung. Entlang der z-Ebene, die sich in die Tiefe der Praparate
erstreckt, wurden optische Schnittstapel angefertigt. Dabei wurde die Intervallgréie in Ab-
hangigkeit von der StrukturgroRe gewanhlt. Fiir Ubersichtsdarstellungen, die die Entwicklung
des Pathogens im Pflanzengewebe zeigen, wurden optische Schnitte in einem Intervall von
1 um angefertigt. Detaildarstellungen von Mitochondrien, Cytoskelettelementen und Zell-
wandkomponenten in Zoosporen, Sporangien, Keimschlduchen und Hyphen wurden in Inter-
vallabstanden von 0,1 bis 0,5 ym aufgenommen. Durch die variable Einstellung des pinholes
(Blende) war es mdglich, den Streulichtanteil deutlich zu reduzieren. Entsprechend der
StrukturgréRe wurde das Pinhole bei filigranen Objekten auf 15 units und bei groReren auf
20 units eingestellt. Die Scanzeit pro Bild betrug 64 Sekunden. Die CLSM-Software (Version
3.96) von Zeiss ermdglichte neben einer tiefenscharfen Darstellung, in der die Strukturen
aller Ebenen zu einer Abbildung rekonstruiert werden, auch eine topographische Darstellung
der Strukturen. In einer topographischen Abbildung werden die Strukturen in Falschfarben
dargestellt, wobei die verschiedenen Farben die raumliche Lage der einzelnen Bildinhalte

wiedergeben.

Das Leitz-Mikroskop war mit flinf PL Fluotar Objektiven mit 5-, 10-, 20-, 40- und 100- facher
Vergrolierung und einer digitalen Kamera (Hitachi HV-C20A, Dusseldorf) ausgeristet. Mit
Hilfe der Software (Discus Version 4.20, Hilgers, Konigswinter) war ein Messen der Keim-

schlauchlange mdglich.

2.5.2 Praparation

2.5.2.1 Vitalpraparate

In vitro-Untersuchungen friher Entwicklungsstadien von Phytophthora infestans erfolgten an
Zoosporen von einem Einspor-Isolat, die auf Deckglaschen gekeimt waren, wahrend Hyphen

und Sporangien von 12 Tage altem Myzel eines Einspor-Isolates untersucht wurden. Dazu
11
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wurde das Myzel in einen Tropfen Wasser auf Objekttragern Gberflihrt. Die morphologische
und strukturelle Charakterisierung dieser Entwicklungsstadien erfolgte sowohl im ungefarb-

ten als auch im gefarbten Zustand.

2.5.2.2 Fixierung

Die Entwicklung von Phytophthora infestans auf und im Blattgewebe zu verschiedenen Zei-
ten nach der Inokulation wurde an fixierten Praparaten quantifiziert. Die Tomatenblatter wur-
den vor der Fixierung mit Chloralhydrat (250 g mit H;04emin. @auf 100 ml auffillen) auf eine
GroéRe von 1 cm? zugeschnitten. Die Fixierung erfolgte bei 60 °C fiir 48 Stunden und fiihrte

zu einer vollstandigen Aufhellung der Tomatenblatter.

2.5.3 Farbetechniken

2.5.3.1 Ubersichtsfarbungen zum Nachweis von Pilzstrukturen im Blattgewebe

Die Entwicklung von Phytophthora infestans auf und im Blattgewebe wurde an fixierten Pra-
paraten, die anschlieRend mit Saurefuchsin-Lactophenol (Fluka, Buchs, CH) gefarbt wurden,
verfolgt. Saurefuchsin-Lactophenol ist ein Farbstoff fir die Licht- und fir die Fluoreszenz-
Mikroskopie, der an Kohlenhydrate bindet. Der Farbstoff farbte sowohl pilzliche Strukturen
als auch nekrotisierte Mesophylizellen. Die mit Chloralhydrat fixierten Blattstiicke wurden flr
ein bis zwei Stunden in eine 0,01 prozentige Sauerefuchsin-Lactophenol-Losung uberflhrt.
Die Auswertung erfolgte mit dem 100-er Objektiv am CLSM im konfokalen Modus (Laser-

Anregungswellenlange 543 nm, Emissionsbandpassfilter 575-640 nm).

2.5.3.2 Nachweis von Mitochondrienvitalitat

Zur Darstellung vitaler Mitochondrien und Membransysteme in gekeimten Zoosporen und im
Myzel wurde nach MATZKE & MATZKE (1986) 3,3-Dihexyloxacabocyanin-Jodid (DIOCg, 40
MM, Molecular Probes, Leiden, NL) verwendet. Dieser Farbstoff fluoreszierte aufgrund von
Membranpotentialen vitaler Zellkompartimente. Zur Farbung der gekeimten Zoosporen wur-
den 10 pl der DIOCg-Lésung zu einem Tropfen Zoosporensuspension (20 pl) von Phyto-
phthora infestans auf einem Objekttrager gegeben und 30 Minuten in einer Feuchtekammer
inkubiert. Myzel wurde fiir 30 Minuten in eine DIOCs-Losung gegeben und danach mit demi-
neralisiertem Wasser gewaschen. Die Auswertung erfolgte am CLSM mit dem 100-er Objek-
tiv im konfokalen Modus mit dem Laser der Anregungswellenlange von 488 nm und einem
Emissionsbandpassfilter von 505-525 nm. Die Markierung wurde sowohl an Zoosporen

durchgefiihrt, die sich 24 Stunden in Leitungswasser mit oder ohne ‘Iprovalicarb’ entwickelt

12



Material und Methoden

hatten, als auch an 12 Tage altem Myzel, das auf ‘Iprovalicarb‘-haltigem oder -freiem Gemd-

sesaftagar gewachsen war.

2.5.3.3 Nachweis von Cytoskelettelementen

Das Cytoskelett besteht unter anderem aus den Proteinen Actin und Tubulin. Diese sind ei-
ner permanenten Poly- und Depolymerisation unterworfen, die eine standige Strukturveran-
derung des Cytoskeletts zur Folge hat. Actin kann als globulares (G)-Actin oder als filamen-
toses (F)-Actin vorliegen. Die Mikrotubuli bestehen aus zwei fest miteinander verbundenen
globularen Untereinheiten, dem o~ und B-Tubulin. Wenn Tubulinmolekile zu Mikrotubuli ag-
gregieren, bilden sie lineare ,Proteinfilamente”. Ein vollstandiger Mikrotubulus besteht aus 13
Proteinfilamenten, die Seite an Seite um einen Zentralbereich angeordnet sind. Die beiden
Cytoskelettelemente wurden an 12 Tage altem Myzel der unbehandelten- und Fungizid-

behandelten Variante untersucht.

2.5.3.3.1 Mikrotubuli

Mikrotubuli kdnnen durch den Einbau von Tetramethylrhodamin-markiertem Tubulin (Mole-
cular Probes, Leiden, NL) sichtbar gemacht werden. Das Fluorochrom-markierte Tubulin wird
dabei wie zelleigenes Tubulin in Filamente eingebaut. Im Gegensatz zum zelleigenen Tubu-
lin, das sténdig zu Filamenten polymerisiert und in freies Tubulin depolymerisiert, wurde das
markierte Tubulin nur dreimal in ein Filament integriert. 1 pl Tetramethylrhodamin-
gekoppeltes Tubulin (90 mM) wurde mit G-PEM-Puffer (80 mM Pipes, 1 mM EGTA, 1 mM
MgCl,, 1 mM GTP und 10 % DMSO, pH 6,8) verdiinnt, so dass man eine Konzentration von
0,9 uM erhielt. In dieser Farbstofflésung wurde Myzel von Phytophthora infestans 10 Minuten
gefarbt und anschlieend flinf Minuten in modifiziertem G-PEM-Puffer (anstelle von DMSO
wurden 60 % Glycerol und 0,1 % Glutaraldehyd dazugegeben) gewaschen und fixiert. Die
Auswertung erfolgte mit dem 100-er Objektiv am CLSM mit dem Laser der Anregungswel-

lenlange von 543 nm und einem Emissionsfilter BP 575-640.

13
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2.5.3.3.2 Actin

Der F-Actinteil des Cytoskeletts wurde mit Alexa® 488-markiertem Phalloidin (Molecular Pro-
bes, Leiden, NL) angefarbt. 300 Einheiten dieses Farbstoffes wurden in 750 ul Methanol ge-
I6st, dies entsprach einer Konzentration von 13,2 uM. Zum Farben wurden 5 pul dieser Sus-
pension mit 100 yl PBS/2 (Lésung aus 0,01 M K;HPO4 mit 0,15 M NaCl durch Zugabe einer
Lésung mit 0,01 M KH,PO,4 mit 0,15 M NaCl auf einen pH-Wert von 7,2 einstellen; mit demi-
neralisiertem Wasser auf das doppelte Volumen auffiillen) verdiinnt. Die Endkonzentration
betrug 0,66 uM. Die Markierung des F-Actins wurde an Myzel durchgeflhrt, das vor einer
funfmindtigen Farbung mit Fluorochrom-markiertem Phalloidin zweimal drei Minuten in
PBS/2 gewaschen wurde. Nach der Farbung wurde das Myzel wieder finf Minuten in PBS/2
gewaschen um Uberschissigen Farbstoff zu entfernen. Die Myzelstiicke wurden direkt nach
der Farbung in einen Tropfen PBS/2 Gbertragen und am CLSM mit dem 100-er Objektiv un-
tersucht. Die Anregung des Farbstoffes erfolgte mit dem Laser der Anregungswellenlange

von 488 nm. Als Emissionsfilter wurde der Bandpassfilter 510-565 verwendet.

2.5.3.4 Nachweis von Zellwandkomponenten

2.5.3.4.1 Monosaccharide

Fir den Nachweis von Zuckerkomponenten in der Zellwand von Phytophthora infestans
wurden Lectine (Molecular Probes, Leiden, NL) mit Bindungsaffinitaten fir verschiedene
Zucker ausgewahlt (Tab. 2). Durch die Kopplung der Lectine an einen Fluoreszenzfarbstoff

wurde deren Bindung an Monosaccharide sichtbar.

Tab. 2: Lectine fur den Nachweis bestimmter Monosaccharide.

Lectin Nachweis von Zucker-Liganden
Concanavalin A a-D-Mannose > a-D-Glucose > a-D-N-Acetylglucosamin
Agglutinin RCA 2 B-D-Galaktose > a-D-Galaktose
Wheat Germ Agglutinin B-(D-1,4-N-Acetylglucosamin); > B-D-1,4-N-Acetylglucoamin), N -

Acetylneuraminsaure

14
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Herstellen der Lectin-Suspensionen:

10 mg des Texas Red®-markierten Concanavalin A wurden in 1 ml PBS gelést. Fiir die Mar-
kierung der Monosaccharide wurde die Stammlésung mit PBS auf eine Konzentration von

0,1 mg/ml Lectin eingestellt.

2 mg des FITC-markierten Agglutinin RCA12, wurden in 1,4 ml PBS geldst. Die Markierung

der Monosaccharide erfolgte nach Verdiinnen dieser Lésung auf 0,1 mg/ml mit PBS.

5 mg des Oregon Green®-markierten Wheat Germ Agglutinins wurden in 2,5 ml PBS geldst.
Nach einer Verdunnung dieser Suspension mit PBS auf 0,1 mg/ml wurde sie zur Markierung

der Monosaccharide eingesetzt.

Auf die Zoosporen wurden 20 pl der jeweiligen Lectinsuspension gegeben. Myzelstlicke
wurden fur 30 Minuten in einer Lectinsuspension inkubiert. Die Myzelsticke wurden an-
schlielfend in PBS fur 10 Minuten gewaschen. Die Auswertung erfolgte am CLSM mit dem
100-er Objektiv, den entsprechenden Lasern und Emissionsfiltern (Tab. 3). Die Markierung
der ausgewahlten Monosaccharide in der pilzlichen Zellwand erfolgte zum Zeitpunkt des
Zoosporenschlupfes, sowie zwei und 3,5 Stunden nach Zoosporenschlupf. Sporangien wur-
den 24 Stunden nach der Keimung untersucht. Als Keimungsmedium diente Leitungswasser
bzw. eine ‘Iprovalicarb‘-haltige Lésung. Myzel wurde 12 Tage nach Uberimpfung auf Fungi-

zid-haltigem oder -freiem Gemusesaftagar untersucht.

Tab. 3: Anregungswellenlange der Laser sowie Bandpassfilter fir die konfokale Laser-Scan-Mikros-

kopie.

Lectin mit gekoppeltem Farb- | Anregungswellenlange des Bandpassfilter fiir die Emissi-
stoff Lasers [nm] on [nm]

Concanavalin A mit Texas Red® 543 575-640

Agglutinin RCA 5 mit FITC 488 510-565

Wheat Germ Agglutinin mit Ore- 488 510-565

gon Green® 488
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2.5.3.4.2 Polysaccharide

Zum Nachweis von Polysacchariden wurde Kongorot (Serva, Heidelberg) verwendet, das an
Cellulose bindet. Bei diesem Zucker handelt es sich um ein Homoglykan, in dem mehrere D-
Glucose-Einheiten uber  1-4 miteinander verbunden sind. Daneben markiert Kongorot auch
Amyloide, die Polysaccharide enthalten. Die Bindung an Cellulose erfolgt Uber eine Hydro-
gen-Bindung zwischen einer Hydroxylgruppe des Polysaccharids und der Aminogruppe des
Farbstoffs. Myzel und Zoosporen der unbehandelten- und Fungizid-behandelten Variante
wurden mit Kongorot in einer Konzentration von 0,1 % gefarbt (0,1 g Kongorot in 0,05 ml
Ethanol 16sen und auf 100 ml mit H20g4emin. auffiillen). Die konfokale Mikroskopie erfolgte mit
einem 100-er Objektiv mit dem Laser der Anregungswellenlange 543 nm und dem Emissi-
onsfilter BP 575-640.

2.6 Elektronenmikroskopische Untersuchungen

2.6.1 Praparation

Myzel eines Einspor-Isolates, das 12 Tage auf Fungizid-freiem oder -haltigem Gemisesaf-
tagar gewachsen war, wurde flr zwei Stunden bei Raumtemperatur in einer frisch ange-
setzten Lésung aus 2 % Form- und Glutaraldehyd in 0,1 M Natriumcacodylatpuffer (pH 7,2)
nach KARNOVSKY (1965) fixiert. Nach flinfmaligem Waschen in 0,1 M Natriumcacodylat-
puffer (pH 7,2) wurden die Proben in 2 % Osmiumtetroxid flr ein bis drei Stunden bei
Raumtemperatur nach DALTON (1955) postfixiert. Es folgte ein achtmaliges Waschen in
0,1 M Natriumcacodylatpuffer (pH 7,2).

Vor der Einbettung wurden die Proben in einer aufsteigenden Ethanolreihe von 15, 30, 50,
70, 80, 90, 95 bis 99,8 % entwassert. Die Verweildauer pro Konzentrationsstufe betrug 20
Minuten. Die Einbettung wurde in ERL-Harz (10 g ERL 4206 (Vinylcyclohexandioxid), 6 g
D.E.R. (Diglycidylether von Polypropylenglycol), 26 g NSA (Nonenylsuccinatanhydrid), 0,4 g
S-1 (Dimethylaminoethanol)) nach SPURR (1969) vorgenommen. Dazu wurden die Proben
in eine aufsteigende ERL-Harz/Propylenoxid-Reihe (1:3 fur 16 Stunden; 1:1 fur acht Stun-
den; 3:1 fur acht Stunden; 100 % ERL-Harz fiir héchstens zwei Tage) bei 4 °C Uberfihrt. Die
anschlieflende Polymerisation wurde in 100 % ERL-Harz in Flacheinbettungsschalen fiir acht
Stunden bei 70 °C durchgefiihrt.

Die Herstellung der Semidiinnschnitte erfolgte mit einem Glasmesser. Zur Auffindung der
Untersuchungsobjekte wurde mit 0,1 % Toluidinblaulésung vorgefarbt. Die Ultradiinnschnitte

(60-100 nm) wurden mit einem Diamantmesser hergestellt und auf Nickelgrids plaziert.
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Durch eine Behandlung der Ultradinnschnitte mit zwei prozentigem Uranylacetat im Dunkeln

lie® sich der Kontrast verbessern.

2.6.2 Enzymgold-Markierung von Cellulose

Die Herstellung des Cellulase-Gold-Komplexes erfolgte nach BERG (1990). 10 ml Gold-
Lésung (15 nm Partikeldurchmesser) wurden zu 1 mg Cellulase (1,4-(1,3:1,4)-p-D-Glucan 4-
Glucano-Hydrolase) gegeben, die zuvor in 200 yl PBS vorgeldst und fur 30 Minuten bei 4 °C
bei 17.000 g zentrifugiert wurde. Die Resuspension des Pellets erfolgte in 10 ml Citratpuffer
(50 mM, pH 5,4), der eine Zentrifugation mit gleicher Geschwindigkeit folgte. Anschlielend
wurde das Pellet in 1 ml Citratpuffer mit 0,02 % (W/V) Polyethylenglycol (20.000 MWT) re-

suspendiert.

Die Goldmarkierung wurde nach KANG et al. (2000) durchgefihrt. Die Ultradiinnschnitte
wurden fur 20 Minuten in Citratpuffer (50 mM/I, pH 5,4) mit 1 % Bovine Serum Albumin
(BSA) und 0,5 % Gelatine Uberfuhrt. Nach Waschen in Citratpuffer und demineralisiertem
Wasser erfolgte eine 20-minttige Inkubation der Ultradiinnschnitte mit dem Cellulase-Gold-
Komplex (1:10 verdiinnt mit Citratpuffer). AnschlieRend wurden die Schnitte nach mehrmali-
gem Waschen mit Citratpuffer und demineralisiertem Wasser 10 Minuten im Dunkeln mit
Uranylacetat kontrastiert. Nach mehreren Waschschritten in demineralisiertem Wasser wur-
den die Ultradiinnschnitte ausgewertet. Als Spezifitatskontrolle dienten Ultradlinnschnitte, die
mit dem Cellulase-Gold-Komplex inkubiert waren, dem zuvor 1 mg/ml Carboxymethylcellulo-

se zugeflgt wurde, und Ultradlnnschnitte, die mit Gold-Lésung inkubiert waren.

Alle verwendeten Chemikalien wurden von Sigma (Minchen) bezogen.

2.6.3 Auswertung

Die Anzahl der Goldpartikel wurde pro Quadratzentimeter Zellwandflache an Foto-Positiven

ermittelt. Zusatzlich wurde die Zellwandstarke der Hyphenquerschnitte gemessen.

2.6.4 Mikroskopie

Die ultrastrukturellen Untersuchungen erfolgten mit einem Transmissions-Elektronen-
mikroskop EM 109 (Fa. Zeiss, Jena). Fir die Photographie standen ‘Kodak‘ Filme (Technical
Pan) mit 25 ASA zur Verfligung.
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2.7 Statistische Auswertung

Die statistischen Auswertungen erfolgten mit dem Programm ‘SigmaStat 2,0 fir Windows’
(Jandel Scientific Software, USA). Daten wurden mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von
p <0,05 auf Normalverteilung und Varianzhomogenitat Gberprift. Unterschiede zwischen
den Mittelwerten wurden mit dem t-Test, bei mehr als zwei Varianten mit dem Tukey-Test
bestimmt. Bei Daten, die nicht normalverteilt oder varianzhomogen waren, erfolgte die vari-
anzanalytische Verrechnung mit dem H-Test nach Kruskal-Wallis, ebenfalls mit p < 0,05. Der
Student-Newman-Keuls- und Dunn’s Test dienten anschlieRend zur Berechnung der signifi-
kanten Unterschiede. Signifikante Unterschiede gegentber nur einer Bezugsvariante wurden
mit dem Mann-Whitney Rank Sum Test bestimmt. Signifikanzen wurden durch unterschiedli-
che Buchstaben in den Tabellen und Grafiken markiert. Im Ergebnisteil sind die Ergebnisse

einzelner, reprasentativer Versuche dargestellt.
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3 Ergebnisse

31 EinfluB von ‘Iprovalicarb‘ auf die Auspragung von Schadsymptomen durch

Phytophthora infestans an Tomatenpflanzen

Auf unbehandelten Gewachshauspflanzen traten schon 48 Stunden nach der Inokulation mit
Zoosporen von Phytophthora infestans graugrine Verfarbungen an Blattern auf, die sich im
weiteren Infektionsverlauf zu braunen Nekrosen veranderten. Die Auswirkungen von ‘lprova-
licarb‘ auf die durch Phytophthora infestans verursachten Schadsymptome wurden fiinf Tage
nach der Inokulation als Anteil nekrotisierter Blattflache erfalt.

3.1.1 Verminderung von Schadsymptomen nach protektiver Applikation

Unbehandelte Pflanzen der hochanfalligen Tomatensorte ‘Frembgens Rheinlands Ruhm'
wiesen funf Tage nach Inokulation im Mittel aller Versuche auf 75 % ihrer Blattflache Befalls-
symptome auf. Die Dosis-Wirkungs-Beziehung flr ‘Iprovalicarb’ gegenlber Phytophthora
infestans an Tomate zeigt eine starke befallsreduzierende Wirkung nach protektiver Applika-
tion bei einer Wirkstoffkonzentration von 10 ppm a.i. (Abb.1).

100

Wirkungsgrad nach ABBOTT [%]

0,1 1 10 100

'Iprovalicarb'-Konzentration [ppm]

Abb. 1: Dosis-Wirkungs-Beziehung von ‘lIprovalicarb‘ gegenlber Phytophthora infestans an Tomaten-
pflanzen nach protektiver Spritzapplikation (Auswertung flinf Tage nach Inokulation; n = 5 Pflanzen;

unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen Signifikanz nach Tukey bei p < 0,05).
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| unbehandelt 5 ppm

) unbehandelt 10 ppm

Bild 1: EinfluR von ‘Iprovalicarb® auf die Auspragung der Befallssymtome von Phytophthora infestans

an Tomatenpflanzen nach protektiver Applikation (5 und 10 ppm a.i.).

Bereits die Applikation von 5 ppm a.i. des Wirkstoffes bewirkte eine Verminderung des Be-
falls um mehr als 90 % (Bild 1). Die Formulierung der fungiziden Substanz hatte keinen Ein-

flulk auf den Befall mit Phytophthora infestans.

3.1.2 Verminderung von Schadsymptomen nach kurativer Applikation

Die kurative Anwendung von ‘lprovalicarb’ mit einer Konzentration von 5 bzw. 10 ppm a.i.
reduzierte bis zu 10 Stunden nach der Inokulation mit Phytophthora infestans den Befall der

Blatter von Tomatenpflanzen um mehr als 80 % (Abb. 2).

Erfolgte die Applikation mit 10 ppm a.i. erst 24 Stunden nach der Inokulation war die Wirkung
von ‘Iprovalicarb® wesentlich geringer (Bild 2). Obwohl der Wirkungsgrad von 60 % bei dieser
Konzentration doppelt so grol® war wie nach einer ‘Iprovalicarb‘-Applikation mit 5 ppm a.i.,
war eine statistische Absicherung der Daten nicht méglich. Gegenlber der unbehandelten

Variante lieen sich alle Fungizid-Varianten statistisch absichern.
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Abb. 2: Wirkung von ‘Iprovalicarb‘ (5 und 10 ppm a.i.) nach kurativer Spritzapplikation auf den Befall
von Tomatenpflanzen mit Phytophthora infestans (Auswertung sechs Tage nach Inokulation; n=5

Pflanzen; keine signifikanten Unterschiede innerhalb einer Saulengruppe nach t-Test bei p < 0,05).

unbehandelt Sppm 24 hpi unbehandelt 10ppm 24 hpi

Bild 2: Einfluf3 von ‘Iprovalicarb‘ auf die Auspragung der Befallssymptome von Phytophthora infestans
an Tomatenpfanzen nach kurativer Applikation (5 und 10 ppm a.i., 24 Stunden nach Inokulation).
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3.2 EinfluB von ‘Iprovalicarb‘ auf verschiedene Entwicklungsstadien von Phytoph-
thora infestans in vitro

3.21 Zoosporenkeimung und Keimschlauchwachstum encystierter Zoosporen

Der Einflufd von ‘Iprovalicarb‘ auf die Zoosporenkeimung und das Keimschlauchwachstum
von Phytophthora infestans wurde in verschiedenen Kulturmedien mikroskopisch untersucht.
Zur Bestimmung der Keimungsrate wurden pro Variante viermal 50 Zoosporen ausgezahit
und zur Ermittlung der Keimchlauchlangen wurden pro Variante viermal 20 Keimschlauche
gemessen. Eine Zoospore wurde als gekeimt bonitiert sobald die Ausbildung eines Keim-

schlauches erkennbar war.

In Abhangigkeit vom Kulturmedium

Erfolgte der Zoosporenschlupf und das Keimschlauchwachstum in Leitungswasser, keimten
innerhalb von 24 Stunden 90 % der Zoosporen und bildeten einen Keimschlauch mit einer
mittleren Lange von 120 ym aus (Abb. 3 und 4). In demineralisiertem Wasser keimten im
Vergleich dazu nur 35 % der Zoosporen mit einer mittleren Keimschlauchlange von 50 pm.
Entwickelten sich die Zoosporen in isotonischer Ringerldésung, bildeten tUber 80 % der Zoo-

sporen einen Keimschlauch mit einer mittleren Lange von 120 pym.
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Iprovalicarb-Konzentration [ppm]

ERingerlésung OLeitungswasser O demineralisiertes Wasser

Abb. 3: Einflu® von ‘Iprovalicarb® auf die Zoosporenkeimung von Phytophthora infestans in Abhangig-
keit vom Kulturmedium nach 24-stiindiger Entwicklung (n = 4 x 50 Zoosporen; unterschiedliche Buch-
staben innerhalb einer Saulengruppe kennzeichnen Signifikanz nach Student-Newman-Keuls bei

p < 0,05).
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Abb. 4: Einflu® von ‘Iprovalicarb’ auf das Keimschlauchwachstum von Phytophthora infestans in Ab-
hangigkeit vom Kulturmedium nach 24-stlindiger Entwicklung (n = 4 x 20 Keimschlauche; unterschied-
liche Buchstaben innerhalb einer Saulengruppe kennzeichnen Signifikanz nach Student-Newman-
Keuls bei p < 0,05).

Unter dem Einfluf3 von ‘lIprovalicarb’ wurde die Keimung der sich in Leitungswasser entwik-
kelten Zoosporen ab einer Konzentration von 0,3 ppm a.i. wirksam unterdrickt. Das Keim-
schlauchwachstum wurde um mehr als die Halfte im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
reduziert. Entwickelten sich die Zoosporen in demineralisietem Wasser, unterblieb deren
Keimung bei einer ‘lIprovalicarb’-Konzentration von 0,3 ppm a.i.. Niedrigere ‘lIprovalicarb’-
Konzentrationen hatten einen geringen Einflul auf die Keimschlauchléange. Erfolgte die Ent-
wicklung des Pathogens in Ringerldsung, blieb die starke keimungshemmende Wirkung von
‘Iprovalicarb‘ bei einer Konzentration von 0,3 ppm a.i. aus, so dass bei einer Konzentration
von 10 ppm a.i. noch 30 % der Zoosporen keimten. Die Lange der Keimschlauche wurde mit
steigender Fungizidkonzentration geringer und betrug bei einer ‘Iprovalicarb’-Konzentration
von 10 ppm a.i. nur noch durchschnittlich 40 ym im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle.
Die Formulierhilfsstoffe fur ‘Iprovalicarb’ hatten keine Auswirkung auf die Zoosporenkeimung

und das Keimschlauchwachstum.
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Wachstum der Keimschldauche nach Fungizidapplikation in Abhédngigkeit ihres Ent-

wicklungsstadiums

Da ‘Iprovalicarb’ einen ausgepragten EinfluR auf die Zoosporenkeimung zeigte (s. Abb. 3),
wurde untersucht, inwieweit es einen Einflul auf die Entwicklung bereits gekeimter Zoospo-

ren hatte.

Hatten die Zoosporen vor Fungizidapplikation einen Keimschlauch von durchschnittlich
13 uym ausgebildet (Bild 3a), war die Hemmung auf das Keimschlauchwachstum durch ‘Ipro-
valicarb® (5 ppm a.i.) in den darauffolgenden zwei Stunden gering (Tab. 4). Die Keim-
schlauchlange der Zoosporen, die sich in Gegenwart von ‘Iprovalicarb® entwickelten, betrug
36 uym, wahrend die Keimschlauche der unbehandelten Kontrolle mit 45 uym nicht wesentlich

langer waren.

Betrug die Lange der Keimschlauche vor Fungizidapplikation im Mittel 30 uym (Bild 3b), zeigte
‘Iprovalicarb’ eine deutlichere Wirkung auf die Weiterentwicklung der Keimschlduche. Nach
Zugabe einer ‘Iprovalicarb‘-Konzentration von 0,5 ppm a.i. stagnierte das Keim-
schlauchwachstum bei einer Lange von 40 ym. Im Vergleich dazu verlangerten sich die

Keimschlauche der gekeimten Zoosporen in der unbehandelten Kontrolle auf 60 ym.

Tab. 4. Wachstum bereits gekeimter Zoosporen von Phytophthora infestans nach zweistindiger Ent-
wicklung in Gegenwart von ‘lprovalicarb’ (n = 4 x 20 Keimschlauche; unterschiedliche Buchstaben

innerhalb einer Saulengruppe kennzeichnen Signifikanz nach Student-Newman-Keuls bei p < 0,05).

Liange der Keimschlauche zwei Stunden nach Wirkstoffapplikation [um]
Keimschlauchldnge zum Zeit- Keimschlauchldnge zum Zeit- Keimschlauchlange zum Zeit-
Variante punkt der Wirkstoffapplikation  punkt der Wirkstoffapplikation — punkt der Wirkstoffapplikation
(13 pm) (30 pm) (43 pm)
unbehandelt 45,4 a 60,6 a 69,9 a
0,1 ppm a.i. 48,9 a 59,7 a 63,2b
0,5 ppm a.i. 416b 421b 436 ¢c
5 ppm a.i. 36,1c¢c 40,3 b 421¢c
10 ppm a.i. 38,2c 412b 443 c
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Wesentlich ausgepragter war die Wirkung von ‘lprovalicarb’ auf die Entwicklung der Keim-
schlauche, deren Lange vor Fungizidzugabe im Durchschnitt 43 um betrug (Bild 3c). Ab ei-
ner Konzentration von 0,5 ppm a.i. der fungiziden Substanz fand keine Verlangerung des
Keimschlauchwachstums statt. Die mittlere Lange vor und nach Wirkstoffapplikation betrug
43,6 um, wahrend die Keimschlauche der unbehandelten Kontrolle in derselben Zeit eine
Lange von 70 um erreichten. Die Formulierung der fungiziden Substanz zeigte keinen Ein-

fluld auf das Keimschlauchlangenwachstum.

3.2.2 Myzelwachstum

Das radiale Myzelwachstum von verschiedenen Phytophthora infestans-lsolaten sowie von
Einspor-Isolaten auf ‘Iprovalicarb‘-freiem oder -haltigem Agar wurde untersucht. Das radiale

Myzelwachstum wurde nach neun Tagen erfal3t.

In Abhédngigkeit von verschiedenen Phytophthora infestans-lsolaten

Ab einer Wirkstoffkonzentration von 0,5 ppm a.i. wurde eine starke Hemmung des radialen
Myzelwachstums von mindestens 70 % bei allen Isolaten beobachtet (Tab. 5). Einige Isolate
wiesen bei dieser Konzentration kein Wachstum mehr auf. Ab 1 ppm a.i. wurde auch das

Myzelwachstum anderer Isolate vollstandig unterdriickt, mit Ausnahme des Isolats Nr. 31.

Tab. 5: Radiales Myzelwachstum verschiedener Phytophthora infestans-Isolate in Gegenwart von
‘Iprovalicarb‘ gegeniiber unbehandelt (Auswertung neun Tage nach Uberimpfung; n = 4; unterschiedli-
che Buchstaben innerhalb einer Konzentration kennzeichnen Signifikanz nach Student-Newman-
Keuls bei p < 0,05).

Radiales Myzelwachstum [%] gegeniiber unbehandelt

Variante Isolat-Nummer

[Ppm] 1 3 12 18 19 22 24 26 27 31 32

0,05 97b 100ab 100a 100a 100ab 100a 100ab 100ab 100ab 100a 100a

0,1 84 Db 100 a 97 a 95 a 97a 100a 108a 100a 100a 100a 92 a
0,5 Oe 13 ¢ 14 ¢ 9d 16 ¢ 9d 23b Oe 22b 31a 12d
1,0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 10 0
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In Abhédngigkeit von verschiedenen Einspor-lsolaten von Phytophthora infestans

Das Wachstum aller zehn Einspor-Isolate von Phytophthora infestans wurde durch ‘Iprovali-
carb' ahnlich beeintrachtigt. Ab einer ‘Iprovalicarb‘-Konzentration von 0,4 ppm a.i. wurde das

radiale Myzelwachstum um mehr als 95 % gehemmt (Tab. 6).

Tab. 6: Radiales Myzelwachstum von zehn Einspor-Isolaten von Isolat 19 von Phytophthora infestans
in Gegenwart von ‘Iprovalicarb’ gegeniiber unbehandelt (Auswertung 12 Tage nach Uberimpfung;
n = 3; unterschiedliche Buchstaben innerhalb einer Konzentration kennzeichnen Signifikanz nach Stu-

dent-Newman-Keuls bei p < 0,05).

Radiales Myzelwachstum gegeniiber unbehandelt [%]

Varian-

te Ein-Zoospor-Isolathummer

[ppm]

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

0,05 100b  96d 101 a 98¢ 93d 95d 92d 93d 94 d 98 b
0,1 96 92 93 95 94 88 94 94 91 91
0,4 1 1 1 2 1 2,2 1 1 1 1
0,5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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3.3 EinfluB von ‘Iprovalicarb‘ auf den Infektionsverlauf von Phytophthora infestans

an Tomatenpflanzen

Zur mikroskopischen Charakterisierung des fungiziden Einflusses auf den Infektionsverlauf
von Phytophthora infestans im Blattgewebe wurden die Zoosporenkeimung und die Appres-
sorienbildung auf der Blattoberflache sowie die Myzelentwicklung im Pflanzengewebe quali-

tativ und quantitativ erfasst.

3.3.1 Friihe Entwicklung auf der Blattoberflache

Zur Charakterisierung der Wirkung von ‘Iprovalicarb‘ auf friihe Entwicklungsstadien wurde
die Zoosporenkeimung vier und sechs Stunden, die Appressorienbildung zusatzlich acht und
12 Stunden nach der Inokulation untersucht. Es wurden pro Variante 20 Zoosporen auf vier

Blattscheiben ausgewertet.

3.3.1.1 Zoosporenkeimung

Bereits vier Stunden nach der Inokulation hatten sich die Zoosporen encystiert und einen
Keimschlauch gebildet (Tab. 7; Bild 4a).

Unter dem Einflud von ‘lprovalicarb’ wurde die Keimung des Pathogens um mindestens
40 % gehemmt. Keimschlauche, die unter Wirkstoffeinfluld gebildet wurden, besalRen teilwei-

se aufgeldste Zellwandstrukturen (Bild 4b) oder wiesen partielle Verdickungen auf (Bild 4c).

Tab. 7: Keimungsrate von Phytophthora infestans auf protektiv behandelten Tomatenblattern vier und
sechs Stunden nach Inokulation mit ‘Iprovalicarb’ (5 ppm a.i.; n = 4 x 20 Zoosporen; verschiedene
Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede der Rohdaten nach Mann-Whitney Rank Sum Test bei
p <0,05).

Fixierungszeitpunkt nach der Behandlung Keimung [%]
Inokulation [hpi]

4 unbehandelt 100a

4 5 ppm a.i. 60b

6 unbehandelt 100a

6 5 ppm a.i. 55b
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3.3.1.2 Appressorienbildung

Nach erfolgter Keimung orientierten sich die Keimschlauche bei engem Kontakt mit der
Wirtsoberflache entlang der Epidermiszellgrenzen. Die Keimschlauche erreichten eine Lange
von 40-80 pym und bildeten an der Spitze ein Appressorium. Vier Stunden nach der Inokulati-
on hatten 90 % der gekeimten Zoosporen ein ovales oder rundes Appressorium auf unbe-
handelten Tomatenblattern ausgebildet (Tab. 8, Bild 4a). Zu diesem Zeitpunkt war der Pilz in
vielen Fallen bereits in die Pflanzenzelle eingedrungen. Zwolf Stunden nach der Inokulation

hatten fast alle Zoosporen eine Appressorium ausgebildet.

Tab. 8: Appressorienbildung von Phytophthora infestans auf protektiv behandelten Tomatenblattern
vier, sechs, acht und 12 Stunden nach Inokulation mit ‘Iprovalicarb’ (5 ppm a.i.; n = 4; verschiedene
Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede der Rohdaten nach Mann-Whitney Rank Sum Test bei
p <0,05).

Fixierungszeitpunkt nach der Behandlung Appressorienbildung der ge-
Inokulation [hpi] keimten Zoosporen [%)]
4 unbehandelt 9 a
4 5 ppm a.i. 54 b
6 unbehandelt 95 a
6 5 ppm a.i. 57b
8 unbehandelt 95 a
8 5 ppm a.i. 63 b
12 unbehandelt 100 a
12 5 ppm a.i. 50b
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Unter dem Einflu® der fungiziden Substanz wurde die Ausbildung der Appressorien redu-
ziert. Nur noch 50 bis 60 % der gekeimten Zoosporen auf ‘Iprovalicarb‘-behandelten Toma-
tenblattern waren in der Lage, ein Appressorium auszubilden. Gelang es, ein Appressorium
zu entwickeln, zeigte dieses haufig ein verandertes Aussehen. Anstelle einer runden oder

ovalen Struktur bildete der Pilz eine langezogene, flachere Struktur (Bild 4d).

3.3.2 Ausbreitung im Blattgewebe nach protektiver Applikation

Der Einflul3 von ‘Iprovalicarb® auf die Ausbreitung von Phytophthora infestans in der Epider-
mis und im Palisadenparenchym von Tomatenblattern wurde vier, sechs, acht und 12 Stun-
den nach der Inokulation untersucht. Pro Variante wurde auf vier Blattscheiben die Ausbrei-

tung von jeweils 20 Zoosporen bewertet.

3.3.2.1 Wachstum in der Epidermis

In einem Zeitraum von vier Stunden gelang es fast allen Zoosporen eine Epidermiszelle zu
befallen (Abb. 5).
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Abb. 5: Einflul von ‘Iprovalicarb‘ auf die Ausbreitung von Phytophthora infestans in der Epidermis von
Tomatenpflanzen nach protektiver Applikation (5 ppm a.i.) vier, sechs, acht und 12 Stunden nach der
Inokulation (n = 4 x 20 Zoosporen; verschiedene Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede inner-

halb einer Saulengruppe nach t-Test bei p < 0,05).
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Nach erfolgreicher Penetration in die Pflanzenzelle bildete Phytophthora infestans ein Pri-
marvesikel, von dem sich schmale Hyphen mit glatter Oberflache entwickelten (Bild 5a). In
den meisten Fallen reagierte die Pflanzenzelle auf den Pathogenbefall mit der Bildung von
Nekrosen. Schon 12 Stunden nach Inokulation hatte das Pathogen auch benachbarte Epi-
dermiszellen befallen, wodurch sich der infizierte Bereich in dieser Gewebeschicht vergro-
Rerte. Von dort durchwuchsen die Hyphen den Interzellularraum und besiedelten das Palisa-
denparenchym. Auch im Palisadenparenchym breitete sich der Pilz sehr rasch aus, indem er
mehrere Zellen befiel. Die topographische Darstellung mit Hilfe des konfokalen Laser-Scan-
Mikroskops zeigt, wie das Pathogen von einer Epidermiszelle ausgehend, in der das Primar-
vesikel gebildet wurde, mehrere Epidermiszellen durchwuchs (Bild 5b). Dabei penetrierte der
Pilz die epidermalen Zellwande mit einer schmalen Hyphe (Bild 5¢c-d). Das Myzel lie} sich
durch den Farbstoff Saurefuchsin-Lactophenol gleichmalig markieren, so dass die pilzlichen

Strukturen deutlich fluoreszierten.

‘Iprovalicarb’ zeigte einen deutlichen Einfluld auf die Besiedlung der Epidermis durch Phyto-
phthora infestans. Eine Infektion gelang nur noch jeder dritten bis funften Zoospore. Die
Zoosporen, die unter Wirkstoffeinflul® eine Epidermiszelle penetrierten, waren oft nicht mehr
in der Lage, in der Pflanzenzelle ein Primarvesikel zu bilden. Kam es dennoch zur Ausbil-
dung eines Primarvesikels, hatte dieses weder eine runde Form noch eine glatte Oberflache
(Bild 6a). Pilzliche Strukturen, die selten in nekrotisierten Epidermiszellen behandelter To-
matenpflanzen beobachtet wurden, zeigten vereinzelt eine Auflésung der Zellwand (Bild 6b),
wie bei unter Wirkstoffeinflu® gebildeten Keimschlauchen. Durchwuchs der Pilz in behan-
delten Tomatenblattern die Zellwande, beobachtete man eine VolumenvergroRerung der
Hyphen vor und haufig auch nach Penetration der Zellwande (Bild 6¢c und 6d). Vereinzelte
Hyphenabschnitte zeigten eine sehr starke Fluoreszenz, wahrend andere Hyphenbereiche
entweder ungleichmafig oder weniger stark gefarbt waren (Bild 6d). Weiterhin wurde beob-
achtet, dass um Hyphen, die sich in behandelten Pflanzen entwickelten, eine partiell unter-

brochene, diinne Schicht gelagert war (Bild 6e).

3.3.2.2 Wachstum im Palisadenparenchym

Bereits vier Stunden nach der Inokulation hatte jede fiinfte Zoospore von Phytophthora in-
festans die Epidermis durchwachsen, den Interzellularbereich besiedelt und eine Palisaden-
parenchymzelle befallen (Abb. 6). Die im Mesophyll besiedelten Zellen reagierten, wie auch
die Epidermiszellen, auf den Pathogenbefall mit einer Nekrose und zeichneten sich durch
eine starkere Fluoreszenz aus im Vergleich zu den unbefallenen Zellen (Bild 7a). Zwolf
Stunden nach der Inokulation hatte jede gekeimte Zoospore eine Palisadenparenchymzelle
befallen. Nach 24 Stunden hatte das Pathogen nicht nur das Palisadenparenchym, sondern
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auch das tiefer liegende Schwammparenchym vollstadndig durchwachsen. Sowohl im Palisa-
den- als auch im Schwammparenchym bildete Phytophthora infestans vereinzelt Haustorien
aus (Bild 7b).

Durch eine protektive Spritzapplikation von ‘lprovalicarb’ mit einer Aufwandmenge von
5 ppm a.i. wurde das Auswachsen des Pathogens aus der Epidermis in das Palisadenparen-
chym und noch tiefere Blattgewebeschichten wirksam unterbunden. Gelang es einer Zoos-
pore eine Epidermiszelle zu besiedeln, blieb die Infektionsstelle oft auf diese Gewebeschicht
beschrankt (Bild 7c). Eine Differenzierung der Infektionsstrukturen wurde nicht beobachtet.
Die sehr selten gebildeten Haustorien in Mesophylizellen von behandelten Tomatenblattern

wiesen im Gegensatz zur unbehandelten Kontrolle eine kugelférmige Struktur auf (Bild 7d).
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Abb. 6: Einflul® von ‘Iprovalicarb® auf die Ausbreitung von Phytophthora infestans im Palisadenparen-
chym von Tomatenpflanzen nach protektiver Applikation (5 ppm a.i.) vier, sechs, acht und 12 Stunden
nach der Inokulation (n = 4 x 20 Zoosporen; verschiedene Buchstaben zeigen signifikante Unterschie-

de innerhalb einer Saulengruppe nach Mann-Whitney Rank Sum Test bei p < 0,05).
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3.3.3 Ausbreitung im Blattgewebe nach kurativer Applikation

Der Einflu® von ‘lIprovalicarb’ nach kurativer Spritzapplikation (5 und 10 ppm a.i.) finf und 10
Stunden nach Inokulation auf die Ausbreitung von Phytophthora infestans wurde untersucht.
Dafiir wurde die Anzahl befallener Zellen sowohl in der Epidermis als auch im Mesophyll 24
Stunden nach Wirkstoffapplikation erfa3t. Die Auswertung erfolgte an vier Blattscheiben, in

denen der Infektionsverlauf von jeweils 20 Zoosporen bewertet wurde.

3.3.3.1 Wachstum in der Epidermis

Innerhalb von finf Stunden gelang es jeder Zoospore, mindestens eine Epidermiszelle zu
befallen. 24 Stunden spater hatten schon 50 % der Zoosporen auf unbehandelten Tomaten-

pflanzen zwei Epidermiszellen befallen (Abb. 7).

Eine ‘Iprovalicarb‘-Behandlung mit einer Aufwandmenge von 5 ppm a.i. finf Stunden nach
der Inokulation verhinderte die weitere Ausbreitung des Pathogens in der Epidermis. Der Pilz
war nicht in der Lage, aus der Epidermiszelle, die er vor der Behandlung mit ‘Iprovalicarb’

besiedelt hatte, herauszuwachsen.
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Abb. 7: Wirkung von ‘Iprovalicarb (5 und 10 ppm a.i.) nach kurativer Spritzapplikation finf und 10
Stunden nach Inokulation auf die Entwicklung von Phytophthora infestans in der Epidermis von To-
matenblattern (n = 5 x 20 Zoosporen; Auswertung 24 Stunden nach Wirkstoffapplikation, verschiedene

Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede in einer Saulengruppe nach Tukey bei p < 0,05).
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10 Stunden nach der Inokulation hatten 30 % der Zoosporen schon zwei Epidermiszellen auf
unbehandelten Pflanzen befallen. ‘Iprovalicarb’ unterdriickte eine weitere Ausbreitung des
Pathogens in der Epidermis. 24 Stunden nach der Inokulation war dieselbe Anzahl an Epi-
dermiszellen infiziert wie vor der kurativen Behandlung, wahrend auf unbehandelten Pflan-
zen zu diesem Zeitpunkt 50 % der Zoosporen zwei Epidermiszellen besiedelt hatten. Die
Anzahl infizierter Epidermiszellen auf ‘lprovalicarb’-behandelten Pflanzen im Vergleich zu

denen auf unbehandelten Pflanzen liel} sich jedoch nicht statistisch absichern.

3.3.3.2 Wachstum im Mesophyll

Finf Stunden nach Inokulation hatten 50 % der Zoosporen eine Palisadenparenchymzelle
infiziert. 24 Stunden spater hatte auf unbehandelten Pflanzen jede Zoospore mindestens drei
Palisadenparenchymzellen befallen. Zu diesem Zeitpunkt gelang es 25 % der Zoosporen

eine Schwammparenchymzelle zu besiedeln (Tab. 9, Abb. 8).
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Abb. 8: Wirkung von ‘Iprovalicarb’ (5 und 10 ppm a.i.) nach kurativer Spritzapplikation finf und 10
Stunden nach Inokulation auf die Entwicklung von Phytophthora infestans im Palisadenparenchym
von Tomatenblattern (n = 5 x 20 Zoosporen; Auswertung 24 Stunden nach Wirkstoffapplikation, ver-
schiedene Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede in einer Saulengruppe nach Tukey bei
p <0,05).
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Erfolgte finf Stunden nach der Inokulation eine ‘lprovalicarb’-Behandlung mit 5 ppm a.i.,
wurde die Ausbreitung von Phytophthora infestans im Palisadenparenchym reduziert. Nur
noch 50 % der Zoosporen gelang es, bis 24 Stunden nach der Inokulation durchschnittlich
zwei Palisadenparenchymzellen zu befallen. Eine weitere Ausbreitung des Pilzes in das

Schwammparenchym wurde unter Wirkstoffeinflu nicht beobachtet (Tab. 9).

Wurde die Wirkstoffapplikation (5 und 10 ppm a.i.) erst 10 Stunden nach der Inokulation
durchgefiihrt, so besal} ‘Iprovalicarb’ trotz fortgeschrittener Entwicklung des Pilzes im Blatt-
gewebe eine effektive Wirkung auf die Ausbreitung des Pathogens. Auf ‘lprovalicarb’-
behandelten Pflanzen hatte jede Zoospore 24 Stunden nach der Inokulation zwei Palisaden-
parenchymzellen befallen, wahrend auf unbehandelten Blattern jede Zoospore mindestens

vier Palisadenparenchymzellen besiedelt hatte.

Ein Vordringen des Pathogens in das Schwammparenchym in Gegenwart von ‘Iprovalicarb’
wurde nicht beobachtet. Im Vergleich dazu hatte auf unbehandelten Pflanzen 24 Stunden

nach der Inokulation jede Zoospore eine Schwammparenchymzelle befallen (Tab. 9).

Tab. 9: Wirkung von ‘lprovalicarb® (5 und 10 ppm a.i.) nach kurativer Spritzapplikation finf und 10
Stunden nach Inokulation auf die Ausbreitung von Phytophthora infestans im Schwammparenchym
von Tomatenblattern (n = 5 x 20 Zoosporen; unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen Signifkanz

nach Student-Newman-Keuls bei p < 0,05).

Befallene Schwammparenchymzellen/ ge-
keimte Zoospore in Abhédngigkeit vom Zeit-
punkt der kurativen Wirkstoffapplikation

Behandlung > hpi 10 hpi
unbehandelt 0,24 a 1a
5 ppm a.i. Oa Ob
10 ppm a.i. Oa Ob
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3.3.4 EinfluB der Applikationsbedingungen auf die Wirkung von ‘lIprovalicarb’

Die Wirkung von ‘lprovalicarb’ ist sehr stark von der Luftfeuchtigkeit zum Applikationszeit-
punkt abhangig. Der Einfluf® unterschiedlicher Applikationsbedingungen auf die Wirkung von
‘Iprovalicarb’ auf Phytophthora infestans an Tomatenpflanzen wurde untersucht. Der Wirk-
stoff wurde flr beide Varianten in einer Aufwandmenge von 5 ppm a.i. auf die Tomatenblat-
ter aufgetragen. AnschlieRend wurde ein Teil der mit ‘Iprovalicarb’ benetzten Blatter sofort fur
24 Stunden in eine transparente Feuchtschale gelegt, wahrend der andere Teil der Blatter
erst 24 Stunden nach der Wirkstoffapplikation in Feuchtekammern Uberfihrt wurde, so dass
der Spritzbelag antrocknen konnte. Der EinfluR von ‘Iprovalicarb® in Abhangigkeit von den
Applikationsbedingungen auf die Wirkung von Phytophthora infestans wurde auf die Appres-
sorienbildung, Penetration, Primarvesikelbildung und die Anzahl infizierter Zellen sowohl in
der Epidermis als auch im Mesophyll pro gekeimter Zoospore 16 Stunden nach Inokulation
untersucht. Die Entwicklung von jeweils 20 Zoosporen auf vier Blattscheiben wurde pro Vari-

ante bewertet.

3.3.4.1 Entwicklung der Appressorien

Auf unbehandelten Tomatenblattern bildeten alle Zoosporen innerhalb von 16 Stunden ein
Appressorium aus (Abb. 9). Erfolgte vor der Inokulation eine ‘Iprovalicarb‘-Applikation der
Tomatenblatter, die erst 24 Stunden spater in eine Feuchtekammer Uberfiihrt wurden, ent-
wickelten 65 % der Zoosporen ein Appressorium. Im Vergleich dazu bildeten weniger als
20 % der Zoosporen ein Appressorium aus, die auf Tomatenblattern gekeimt waren, die so-

fort nach Wirkstoffapplikation in eine Feuchtekammer gelegt wurden.
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Abb. 9: Einflul der Applikationsbedingungen auf die Wirkung von ‘lprovalicarb’ (5 ppm a.i.) auf die
Appressorienbildung von Phytophthora infestans auf Tomatenblattern, 16 Stunden nach der Inokulati-
on (n = 4 x 20 Zoosporen; unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen Signifikanz nach Tukey bei
p <0,05).

3.3.4.2 Penetration und Primarvesikelbildung

Auf unbehandelten Tomatenblattern penetrierten innerhalb von 16 Stunden alle Zoosporen in

eine Epidermiszelle und bildeten ein Primarvesikel aus (Abb. 10 und 11).

Entwickelten sich die Zoosporen auf Tomatenblattern mit angetrocknetem Spritzbelag, pe-
netrierten 70 % eine Epidermiszelle. Immerhin 60 % der gekeimten Zoosporen waren in der
Lage, ein Primarvesikel zu bilden. Die Penetration des Pilzes in Tomatenblatter, die nach der
‘Iprovalicarb’-Behandlung direkt in eine Feuchtekammer Uberfiihrt wurden, war wesentlich
deutlicher gehemmt und lief sich statistisch absichern. Nur noch 10 % der Zoosporen gelang
ein Penetrationserfolg, wahrend die Ausbildung eines Primarvesikels vollstandig unterbun-

den wurde.
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Abb. 10: Einfluld der Applikationsbedingungen auf die Wirkung von ‘lprovalicarb® (5 ppm a.i.) auf die
Penetration von Phytophthora infestans in Tomatenblattern 16 Stunden nach der Inokulation
(n=4x20 Zoosporen; unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen Signifikanz nach Tukey bei
p <0,05).
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Abb. 11: Einfluld der Applikationsbedingungen auf die Wirkung von ‘lprovalicarb® (5 ppm a.i.) auf die
Primarvesikelbildung von Phytophthora infestans in Tomatenblattern 16 Stunden nach der Inokulation
(n = 4 x 20 Zoosporen; unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen Signifikanz nach Student-

Newman-Keuls bei p <0,05).
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3.3.4.3 Ausbreitung in der Epidermis

Jede Zoospore war in der Lage, 16 Stunden nach der Inokulation mehr als eine Epidermis-

zelle auf unbehandelten Tomatenblattern zu befallen (Abb. 12).

Erfolgte die Uberfiihrung der Tomatenblatter in eine Feuchtekammer erst 24 Stunden nach
einer ‘Iprovalicarb‘-Applikation, befiel jede Zoospore héchstens eine Epidermiszelle. Wurden
die Tomatenblatter nach der Wirkstoffapplikation direkt in eine Feuchtekammer gelegt, befiel

nur noch jede zehnte Zoospore eine Epidermiszelle.
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Abb. 12: Einflul® der der Applikationsbedingungen auf die Wirkung von ‘lprovalicarb’ (5 ppm a.i.) auf
die Ausbreitung von Phytophthora infestans in der Epidermis von Tomatenblattern 16 Stunden nach
der Inokulation (n = 4 x 20 Zoosporen; unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen Signifikanz nach

Student-Newman-Keuls bei p < 0,05).
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3.3.4.4 Ausbreitung im Mesophyli

Auf unbehandelten Tomatenblattern befiel innerhalb von 16 Stunden jede gekeimte Zoospo-
re nach Durchwachsen der Epidermis durchschnittlich zwei Palisadenparenchymzellen (Abb.
13). Ein weiteres Tiefenwachstum in das Schwammparenchym gelang nur jeder zehnten

gekeimten Zoospore (Abb. 14).

Wurden die mit ‘Iprovalicarb’-behandelten Tomatenblatter erst 24 Stunden nach der Applika-
tion in eine Feuchtekammer Uberfuhrt, wurde die Besiedlung des Palisadenparenchyms um
ein Drittel reduziert. Ein weiteres Vordringen des Pilzes in das Schwammparenchym wurde

selten beobachtet.

infizierte Parenchymzellen/gekeimte Zoospore

C

unbehandelt Antrocknung des Spritzbelags Feuchte Inkubation des
Wirkstoffes

Abb. 13: Einfluld der Applikationsbedingungen auf die Wirkung von ‘lprovalicarb® (5 ppm a.i.) auf die
Ausbreitung von Phytophthora infestans im Palisadenparenchym von Tomatenblattern 16 Stunden
nach der Inokulation (n = 4 x 20 Zoosporen; unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen Signifikanz

nach Student-Newman-Keuls bei p < 0,05).
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Abb. 14: Einfluld der Applikationsbedingungen auf die Wirkung von ‘lprovalicarb® (5 ppm a.i.) auf die
Ausbreitung von Phytophthora infestans im Schwammparenchym von Tomatenblattern 16 Stunden
nach der Inokulation (n = 4 x 20 Zoosporen; unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen Signifikanz

nach Student-Newman-Keuls bei p < 0,05).

Wesentlich wirksamer konnte das Vordringen des Pathogens in diese Blattgewebeschichten
durch eine protektive Spritzapplikation mit ‘Iprovalicarb‘ und direktes Uberfiihren der be-
netzten Tomatenblatter in eine Feuchtekammer unterdriickt werden. Der Pilz war weder in

der Lage das Palisaden- noch das Schwammparenchym zu besiedeln.

34 EinfluB von ‘Iprovalicarb‘ auf die Struktur von Phytophthora infestans

3.4.1 Morphologische Veranderungen des Myzels

Zur Beschreibung von morphologischen Veranderungen durch ‘Iprovalicarb® wurden lichtmi-
kroskopische Untersuchungen durchgefuhrt. Dafur wurde ‘Iprovalicarb® in letalen und suble-
talen Konzentrationen eingesetzt. Es wurden 50 Hyphenabschnitte von Myzel der unbehan-

delten Kontrolle und der ‘Iprovalicarb‘-Variante untersucht.

Phytophthora infestans bildete Uberwiegend flauschiges, unseptiertes Luftmyzel, das aus
dinnen und glattwandigen Hyphen bestand (Bild 8a). Die Hyphenenden waren entweder

schmal auslaufend (Bild 8b) oder globular verdickt.
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In einer Zeitreihe wurde der Einflu® von ‘Iprovalicarb‘ auf die Entwicklung des Myzels von
Phytophthora infestans untersucht. Schon drei Stunden nach Zugabe der fungiziden Sub-
stanz in einer letalen Konzentration von 10 ppm a.i. zu gesundem Myzel des Pathogens
wurde eine Verdickung und anschliefende Lyse der Hyphenspitzen beobachtet (Bild 8c).
Bereits nach 12 Stunden traten an den Hyphen untypische Wachstumserscheinungen auf,
wie z.B. Verastelungen (Bild 8d) oder die Bildung von kugelférmigen Strukturen (Bild 8e). In
einigen Fallen waren diese Wuchsanomalien von einer Lyse der Hyphenwand begleitet. Die-
se Veranderungen wurden an neugebildeten und nicht an bestehenden Strukturen beob-

achtet.

Auch in Gegenwart subletaler ‘Iprovalicarb‘-Konzentration (0,3 ppm a.i.), waren deutliche
morphologische Veranderungen am Myzel zu erkennen. An 40 % der untersuchten Hyphen-
abschnitte kam es zu partiellen Einschniirungen, so dass sie das auffallige Aussehen einer
Perlschnur erhielten (Bild 9a). Eine Differenzierung zu Sporangien wurde nicht beobachtet,
obwonhl an fast allen Hyphenspitzen globuldre Anschwellungen auftraten (Bild 9b). Weiterhin
zeigte sich, dass ‘lprovalicarb’ nicht nur eine partielle Verdickung der Hyphen und -spitzen
von Phytophthora infestans bewirkte, sondern, wie auch bei in planta Untersuchungen, bei
60 % der verdickten Hyphenabschnitte eine Auflésung der Hyphenwand in diesen Bereichen

verursachte. An diesen Stellen kam es haufig zu einem Austreten von Zellinhalt (Bild 9c).

3.4.2 EinfluB auf Monosaccharide in der pilzlichen Zellwand

Die Markierung verschiedener Bausteine in der Zellwand von Phytophthora infestans sollte
den Einflul von ‘Iprovalicarb® auf die Struktur der Zellwand verdeutlichen. Da die Zellwand zu
einem grolRen Anteil aus Monosacchariden besteht, wurden diese mit Hilfe spezifisch bin-

dender Fluorochrome markiert.

Der EinfluR® von ‘Iprovalicarb’ auf die Nachweisbarkeit von Monosacchariden in der pilzlichen
Zellwand erfolgte mit Hilfe von Lectinen. Sie sind in der Lage, spezifisch Zuckerkomponenten
zu erkennen und an diese zu binden. Fir den Nachweis von Zuckerkomponenten in der
Zellwand von Phytophthora infestans wurden drei Lectine aufgrund ihres Vorkommens in der
Oomycetenzellwand mit Bindungsaffinitaten fir verschiedene Zucker ausgewahlt. Das Lectin
Concanavalin A bindet mit abnehmender Bindungsaffinitat an a-D-Mannose, a-D-Glucose
und a-D-N-Acetylglucosamin. An B-D-Galaktose und a-D-Galaktose bindet mit abnehmender
Affinitat Agglutinin RCAq, (RCA). Das Wheat Germ Agglutinin (WGA) bindet an $-(D-1,4-N-
Acetylglucosamin); und p-(D-1,4-N-Acetylglucosamin),N-Acetylneuraminsdure mit abneh-

mender Bindungsstabilitat.
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Die Nachweisbarkeit dieser Zucker in der pilzlichen Zellwand wurde an 50 gekeimten Zoo-
sporen zum Zeitpunkt des Zoosporenschlupfes und 3,5 Stunden nach Zoosporenschlupf der
unbehandelten und Fungizid-behandelten Variante untersucht. Der Einflul} von ‘Iprovalicarb’
auf die Nachweisbarkeit der Monosaccharide in den Zellwanden von 50 gekeimten Sporan-
gien wurde nach 24-stiindiger Entwicklung in ‘Iprovalicarb‘-haltigem oder -freiem Medium
untersucht. Der Zuckernachweis in den Zellwanden von Hyphen wurde an 50 Hyphenab-
schnitten von 12 Tage altem Myzel, das sich auf ‘Iprovalicarb’-haltigem oder -freiem Agar

entwickelt hatte, durchgeflihrt.

3.4.21 Von Zoosporen und Keimschlauchen

Mit Hilfe des Lectins Concanavalin A, dass mit abnehmender Spezifitat an a-D-Mannose, a-
D-Glucose und a-D-N-Acetylglucosamin bindet, lieRen sich sowohl Sporangien als auch
gerade schlipfende Zoosporen sehr deutlich anfarben (Bild 10a-d). Obwohl Zoosporen das
einzige Entwicklungsstadium von Phytophthora infestans darstellen, das keine Zellwand
aufweist, lield sich in der Begrenzungsschicht zwischen Cytoplasma und Schlupfmedium eine
deutliche Markierung erkennen, die zum Zeitpunkt des beginnenden Zoosporenschlupfes
noch sehr schwach war, aber noch wahrend des Austretens aus dem Sporangium intensiver
wurde. Trennte sich die Zoospore von dem Sporangium und bewegte sich mit den Geildeln
im Schlupfmedium, so war die Randmarkierung der Zoospore noch deutlicher zu erkennen
(Bild 11a). Zum Zeitpunkt der Encystierung, ungefahr zwei Stunden nach dem Zoosporen-
schlupf, warf die Zoospore ihre Geil3eln ab, und mit Hilfe von Concanavalin A konnte eine

zweischichtige Zellwand markiert werden (Bild 11b).

Zoosporen, die in Gegenwart des Wirkstoffes schlUpften, zeigten keine Veranderungen hin-

sichtlich des Zuckernachweises durch Concanavalin A.

Die Ausbildung eines Keimschlauches war mit einer Veranderung der Zuckerkomponenten in
der pilzlichen Zellwand, die sich durch das Lectin Concanavalin A markieren lieien, verbun-
den. Lediglich die Ansatzstelle des Keimschlauches an der encystierten Zoospore und ein
sehr kleiner Bereich an der Spitze eines kurzen Keimschlauches zeigten bei 75 % der ge-
keimten Zoosporen eine intensive Fluoreszenz, wahrend die lGbrigen Zellwandbereiche we-
sentlich weniger fluoreszierten (Bild 11c). Mit zunehmendem Langenwachstum des Keim-
schlauches liefen sich die Zuckerkomponenten a-D-Mannose, a-D-Glucose und a-D-N-
Acetylglucosamin mit abnehmender Bindungsspezifitdt zuerst schwach, dann aber immer

deutlicher in der Zellwand im unteren Teil aller Keimschlauche nachweisen (Bild 11d).
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Unter dem Einflufd von ‘Iprovalicarb’ gewachsene Keimschlduche zeigten eine Veranderung
hinsichtlich des Nachweises der Zucker a-D-Mannose, o-D-Glucose und a-D-N-
Acetylglucosamin in der pilzlichen Zellwand. Bildete eine encystierte Zoospore in Gegenwart
der fungiziden Substanz (0,2 ppm a.i.) einen Keimschlauch aus, wurde beobachtet, dass die
Markierung der Zucker im Bereich der Zellwand des Keimschlauches bei 20 % der gekeim-
ten Zoosporen unterbrochen war (Bild 12a). 70 % der gekeimten Zoosporen lagerten das
Fluorochrom-markierte Lectin nur an der Keimschlauchspitze und an der Ansatzstelle des
Keimschlauches an (Bild 12b). Weiterhin traten Zoosporen auf, deren Keimschlauchzellwand
das Fluorochrom nur sehr schwach anlagerten, wahrend im Keimschlauchlumen eine inten-
sive Fluoreszenz beobachtet wurde. Diese ist auf eine partielle Lyse der Keimschlauchzell-
wand, durch die das Fluorochrom in das Lumen des Keimschlauches eintreten konnte, zu-
ruckzufuhren (Bild 12c).

Eine Markierung der Zellwande mit Hilfe des Agglutinins RCA 5, das an -D-Galaktose und
a-D-Galaktose mit abnehmender Spezifitat bindet, wurde an gekeimten Zoosporen durch-
geflihrt, die sich in ‘Iprovalicarb‘-freiem oder -haltigem Kulturmedium entwickelten. In duRerst
seltenen Fallen liel® sich der Ansatzbereich des Keimschlauches gekeimter Zoosporen, die
sich in Leitungswasser entwickelt hatten, anfarben. Der grote Teil der Zoosporen lagerte
das Fluorochrom-markierte Lectin weder im Bereich des Keimschlauches, noch in der ency-
stierten Zoospore an. Auch in Zoosporen, die in Gegenwart von ‘lprovalicarb’ (0,3 ppm a.i.)
keimten, war ein Nachweis von B-D-Galaktose und a-D-Galaktose mit Agglutinin RCA15

nicht maoglich.

Die Zellwadnde von Keimschlauchen von Phytophthora infestans lieRen sich durch Wheat
Germ Agglutinin, dass mit abnehmender Spezifitat an -(D-1,4-N-Acetylglucosamin); und
-(D-1,4-N-Acetylglucosamin),N-Acetylneuraminsdure bindet, markieren. Es wurde be-
obachtet, dass sich an Zoosporen, die in Leitungswasser keimten, das Fluorochrom-
markierte Lectin im gesamten Bereich der Zellwand des Keimschlauches anlagerte (Bild 13a
und b). Auch in den Zellwanden von Keimschlauchen, die sich in Gegenwart von ‘lprovali-
carb* (0,4 ppm a.i.) entwickelten, war eine Markierung der Zucker p-(D-1,4-N-
Acetylglucosamin); und B-(D-1,4-N-Acetylglucosamin),N-Acetylneuraminsaure mdglich (Bild
13c und d). ‘Iprovalicarb’ hatte keinen EinfluR auf den Nachweis der Zucker B-(D-1,4-N-
Acetylglucosamin); und B-(D-1,4-N-Acetylglucosamin),N-Acetylneuraminsaure durch Wheat

Germ Agglutinin.
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3.4.2.2 Von Sporangien

Eine Markierung von a-D-Mannose, a-D-Glucose und o-D-N-Acetylglucosamin mit Con-
canavalin A zeigte eine zweifache Begrenzungsschicht um die Sporangien (Bild 14a). Nach
24-stundiger Inkubation der Sporangien bei 18°C entwickelte sich ein Keimschlauch, der
zuerst nur an der Ansatzstelle am Sporangium eine Markierung mit Hilfe von Concanavalin A
zeigte (Bild 14b), die sich im Laufe der weiteren Entwicklung Uber den gesamten Keim-

schlauch erstreckte.

Erfolgte die Keimung der Sporangien in Anwesenheit von ‘Iprovalicarb’ (0,6 ppm a.i.), so
wurde haufig die Akkumulation des Fluorochrom-markierten Lectins im Inneren der kurzen
Keimschlauche beobachtet. Diese war auf eine partielle Lyse der Keimschlauchzellwand
zurtckzufihren (Bild 14c und d).

Auch der Nachweis von -D-Galaktose und o-D-Galaktose mit dem Agglutinin RCA; in
den Sporangienzellwanden des Pathogens 24 Stunden nach der Keimung zeigte eine zwei-
schichtige Umrandung des Sporangiums, die somit nicht nur aus a-D-Mannose, o-D-Glucose
und a-D-N-Acetylglucosamin bestand (Bild 15a). Mit der Ausbildung eines Keimschlauches
wurde die Fluoreszenz um das Sporangium schwacher (Bild 15b). In der Zellwand des
Keimschlauches lie} sich nur sehr wenig B-D-Galaktose und a-D-Galaktose nachweisen.
Entwickelte sich an der Spitze des Keimschlauches ein neues Sporangium, so wurde dieses

durch das Agglutinin RCA1, wieder sehr stark markiert.

Erfolgte die Keimung des Pathogens in Anwesenheit von ‘Iprovalicarb’ (1 ppm a.i.), so bil-
deten nur 20 % der Sporangien einen Keimschlauch, der im unteren Bereich durch das Lec-
tin markiert wurde (Bild 15c¢). Dieser Keimschlauch war wesentlich kiirzer und wies Deformie-
rungen auf, im Gegensatz zu denjenigen, die sich in Anwesenheit von Leitungswasser ent-
wickelt hatten. Anstelle eines Keimschlauches bildeten 40 % der Sporangien eine kugelfor-
mige Struktur direkt am Sporangium aus, die mit Hilfe von Agglutinin RCA4,9 markiert wurde
(Bild 15d).

Die Monosaccharide p-(D-1,4-N-Acetylglucosamin); und p-(D-1,4-N-Acetylglucosamin),
N-Acetylneuraminsaure lieRen sich mit Hilfe von Wheat Germ Agglutinin nicht in den Zell-
wanden von gekeimten Sporangien nachweisen, die sich in ‘lprovalicarb’-freiem oder -

haltigem Kulturmedium entwickelt hatten.

44



Ergebnisse

3.4.2.3 Von Myzel

Weiterhin wurden die Zellwande von Myzel von Phytophthora infestans auf das Vorkommen
der Zucker a-D-Mannose, a-D-Glucose und o-D-N-Acetylglucosamin mit Hilfe von Con-
canavalin A untersucht. Die durch Concanavalin A markierbaren Zucker lieRen sich in allen
Zellwanden der 50 Hyphenabschnitte von Phytophthora infestans als geschlossene Schicht
um das Hyphenlumen nachweisen. Auch in neugebildeten Hyphenspitzen war eine Markie-
rung dieser Zucker mdglich (Bild 16a und b). Eine deutlich fluoreszierende Schicht umbhiilite

das Myzel.

Entwickelte sich das Myzel des Pathogens auf ‘Iprovalicarb‘-haltigem Agar, so wurde eine
Veranderung hinsichtlich der Zellwandmarkierung mit Concanavalin A beobachtet. Myzel,
das aufgrund der ‘lprovalicarb’-Behandlung ein perlschnurartiges Aussehen besal}, zeigte
keine geschlossene, homogen fluoreszierende Lumenbegrenzung, sondern nur eine sehr
schwache Anlagerung des Lectins (Bild 16¢c und d). Weiterhin wurde bei fast allen unter-
suchten Hyphenabschnitten im Hyphenlumen fluoreszierendes Material nachgewiesen. Auch
neugebildete Myzelspitzen zeigten im Hyphenlumen eine deutliche Akkumulation des mit
einem fluoreszierenden Farbstoff gekoppelten Lectins (Bild 16e und f). Die an mehr als 60 %
der Hyphenabschnitte durch ‘lIprovalicarb’ hervorgerufene Zellwandlyse kdnnte fiir das Ein-

dringen des Fluorochroms in das Hyphenlumen verantwortlich sein.

In den Zellwanden von Myzel von Phytophthora infestans liel3en sich mit Hilfe von Agglutinin
RCA 1y keine B-D-Galaktose und o-D-Galaktose nachweisen. Eine Markierung dieser Mo-
nosaccharide mit dem Lectin war in den Zellwanden von Hyphen ebenfalls nicht mdglich,

unabhangig davon ob sie sich auf ‘Iprovalicarb‘-haltigem oder -freiem Agar entwickelt hatten.

Auch p-(D-1,4-N-Acetylglucosamin); und B-(D-1,4-N-Acetylglucosamin),N-Acetylneura-
minsaure wurden mit Hilfe von Wheat Germ Agglutinin nicht in den Zellwanden von Hyphen,

die sich auf ‘Iprovalicarb‘-haltigem oder -freiem Agar entwickelt hatten, nachgewiesen.

3.4.3 EinfluB auf Polysaccharide in der pilzlichen Zellwand

Nachdem gezeigt werden konnte, dass ‘Iprovalicarb’ einen EinfluR auf die Nachweisbarkeit
von a-D-Mannose, a-D-Glucose und a-D-N-Acetylglucosamin in den Zellwanden von Keim-
schlauchen und Hyphen besal3, wurde auch untersucht, inwieweit eine Wirkung auf die Poly-
saccharide in der Zellwand vorlag. Zur Sichtbarmachung der Polysaccharide wurde Kongorot
verwendet, das unter anderem an Cellulose bindet. Darliber hinaus markiert Kongorot auch

Amyloide, die Polysaccharide enthalten. Die Untersuchungen wurden an 50 gekeimten
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Zoosporen sowie 50 Hyphenabschnitten von 12 Tage altem Myzel der unbehandelten und

Fungizid-behandelten Variante durchgefuhrt.

3.4.3.1 Von Zoosporen und Keimschlauchen

Encystierte Zoosporen und deren Keimschlauche, die sich in Leitungswasser entwickelt
hatten, zeigten unabhangig von ihrem Entwicklungsstadium eine homogene Anlagerung von
Kongorot (Bild 17a und b). Auch das Septum, das sich in Iangeren Keimschlauchen im obe-

ren Drittel des Keimschlauches befindet, lagerte den Farbstoff an (Bild 17c und d).

‘Iprovalicarb’ hatte einen Einfluy auf die Anfarbbarkeit der Polysaccharide in der Zellwandre-
gion des Keimschlauches. Bei 70 % der untersuchten gekeimten Zoosporen wurde eine Un-
terbrechung in der Anlagerung des Farbstoffes an einigen Stellen im Bereich der Zellwand
beobachtet (Bild 18a und b). Die Akkumulation des Fluorochroms im Zoosporen- und Keim-
schlauchinneren aufgrund partieller Lyse der Keimschlauchzellwand wurde bei 90 % der

gekeimten Zoosporen unter Wirkstoffeinfluld beobachtet (Bild 18c und d).

3.4.3.2 Von Myzel

Alle Hyphen, die sich auf Wirkstoff-freiem Medium entwickelten, lagerten Kongorot in einer
homogenen, diinnen Schicht um das Hyphenlumen an (Bild 19a und b). Die Farbung der
Hyphenzellwand erschien homogen um die ganze Hyphe. Auch in neugebildetem Myzel la-
gerte sich der Farbstoff als geschlossene Hille um die Hyphenspitzen. In den Randberei-
chen der Hyphe erkannte man deutlich eine verstarkte Fluoreszenz, die darauf zurtickzufiih-

ren war, dass in diesem Bereich mehrere fluoreszierende Schichten Ubereinanderlagen.

Entwickelten sich die Hyphen auf ‘Iprovalicarb‘-haltigem Agar, anderte sich die Anfarbbarkeit
der Hyphenzellwande. Die Anlagerung des Farbstoffes erfolgte bei 60 % der Hyphen nicht
mehr in einer gleichmafigen Schicht, sondern wurde an einigen Stellen im Bereich der Zell-
wand unterbrochen (Bild 19¢c und d). Weiterhin wurde beobachtet, dass der Farbstoff an Hy-
phenspitzen, die eine deutliche Auflésung der Zellwand zeigten, in das Hyphenlumen ein-
drang und dort Strukturen anfarbte (Bild 19e und f).

3.4.4 EinfluR auf den Cellulose-Gehalt in der pilzlichen Zellwand

Lichtmikroskopische Untersuchungen zeigten, dass ‘Iprovalicarb’ einen Einfluld auf die An-
farbbarkeit der Polysaccharide in den pilzlichen Zellwédnden hatte. Der Polysaccharidgehalt
in den Zellwédnden von Oomyceten besteht zu einem gro3en Teil aus Cellulose. Um eine

quantitative Aussage hinsichtlich des Cellulosegehalts in der Hyphenzellwand machen zu
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kdnnen, wurde eine Enzymgold-Markierungsmethode angewandt. Dafur wurde eine Cellula-
se an Goldpartikel konjugiert. Bei dieser Cellulase handelte es sich um eine 1,4-(1,3:1,4)-3-
D-Glukan-4-Glukano-Hydrolase, die an das Ende einer Cellulose-Glukan-Kette bindet. Die
Anzahl der Goldpartikel wurde an jeweils 60 verschiedenen Zellwandbereichen quantitativ
erfal3t.

Die Zellwande von Hyphen, die sich auf Fungizid-freiem Agar entwickelten, wiesen eine
deutliche Goldmarkierung der Cellulose auf (Bild 20a). Hyphen, die auf ‘lprovalicarb’-
haltigem Agar gewachsen waren, zeigten eine héhere Markierungsdichte fir Cellulose
(Tab. 10; Bild 20b). Im Mittel war die spezifische Markierungsdichte fir Cellulose in den Zell-
wanden von Hyphen, die sich in Gegenwart von ‘Iprovalicarb’ entwickelt hatten, um 18 %
hoéher im Vergleich zu der unbehandelten Kontrolle. Besonders auffallig war die Akkumulati-
on der Goldpartikel in einigen Zellwandbereichen. An diesen Hyphenquerschnitten wurden
zusatzlich Ausstilpungen der auReren Zellwandschicht beobachtet, von denen sich Vesikel
abtrennten. Im Gegensatz dazu lagerten sich die Goldpartikel der unbehandelten Variante
regelmaliiger an die Zellwand an, die eine deutliche, plane Abschlu3schicht aufgelagert
hatte. Eine Akkumulation der Goldpartikel trat nicht in dem MalRe wie in der ‘Iprovalicarb‘-
Variante auf. Beide Spezifitatskontrollen zeigten keine Markierung der Cellulose in den Zell-

wanden durch Goldpartikel.

Weiterhin wurde ein deutlicher Unterschied hinsichtlich der Zellwanddicke zwischen den Hy-
phen, die sich auf ‘Iprovalicarb’-haltigem oder -freiem Agar entwickelt hatten, ermittelt. Die
Zellwande der Hyphen, die in Gegenwart von ‘Iprovalicarb‘ gewachsen waren, waren bis zu

60 % dicker als die der unbehandelten Variante.

Aufgrund der deutlich dickeren Zellwénde der Hyphen, die sich auf ‘Iprovalicarb‘-haltigem
Agar entwickelt hatten, war die Markierungsdichte fir Cellulose Uber die Gesamtflache der

Zellwand héher im Vergleich zu der unbehandelten Variante.
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Tab. 10: Markierungsdichte fir Cellulose in den Zellwanden und relative Zellwanddicke von 12 Tage
alten Hyphen von Phytophthora infestans, die sich auf ‘Iprovalicarb‘-haltigem oder freiem Agar entwik-
kelt hatten (die Anzahl der Goldpartikel und die relative Zellwandbreite wurden an 60 Zellwandberei-
chen von mehreren Hyphenquerschnitten gemessen; unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen
Signifikanz nach Mann-Whitney Rank Sum Test p < 0,05 (Goldpartikel) und nach t-Test p < 0,05 (rela-

tive Zellwanddicke).

Variante Goldpartikel/cm? Zellwand relative Zellwanddicke
[%] [%]
unbehandelt 100 b 100 b
‘Iprovalicarb‘ 0,3 ppm a.i. 118 a 160 a

3.4.5 Veranderungen von Cytoskelettkomponenten

Das Cytoskelett ist ein komplexes Geflecht aus Proteinfilamenten, das sich durch das ge-
samte Cytoplasma hindurch erstreckt. Seine Hauptbestandteile sind Actin und Tubulin, die
an verschiedenen Vorgangen in der Zelle beteiligt sind. Die Actinflamente spielen u.a. eine
wichtige Rolle bei der Cytoplasmastromung und Signaltransduktion, wahrend man den Mi-
krotubuli eine bedeutende Rolle bei der Ausrichtung der Cellulose-Mikrofibrillen in der pflanz-
lichen Zellwand zuschreibt. Die beiden Cytoskelettelemente wurden an jeweils 50 Hyphen-
abschnitten von 12 Tage altem Myzel der unbehandelten und Fungizid-behandelten Variante

untersucht.

3.4.5.1 Mikrotubuli

Mikrotubuli werden aus Tubulin-Untereinheiten zusammengebaut. Durch den Einbau Tetra-
methylrhodamin-markierten Tubulins ist eine Sichtbarmachung dieser Strukturen mdéglich. In
Myzel von Phytophthora infestans wiesen die Mikrotubuli zwei verschiedene Strukturen auf.
In Hyphen wurde das Auftreten sowohl globularer als auch filamentéser Mikrotubuli beob-
achtet, dabei bildeten die filamentésen zwischen den globularen ein Maschenwerk aus (Bild
21a-d).

Eine ‘Iprovalicarb‘-Behandlung bewirkte Veranderungen in der Struktur und Anordnung der
Mikrotubuli. Entwickelte sich Phytophthora infestans auf ‘Iprovalicarb‘-haltigem Agar, so wur-
de in 90 % der bonitierten Hyphenabschnitte Uberwiegend das Auftreten von dickeren, lange-
ren Mikrotubuli-Filamenten beobachtet (Bild 22a-b). Globulare Strukturen wie in unbehan-

delten Hyphen waren nicht mehr sichtbar. Stattdessen fluoreszierten im Hyphenlumen grof}

48



Ergebnisse

flachigere Plaques, die durch die dickeren, filamentésen Mikrotubuli in Verbindung standen
(Bild 22c-d).

3.4.5.2 Actin

Die Actinelemente des Cytoskeletts wurden mit Hilfe von Fluorochrom-markiertem Phalloidin
angefarbt, das vor allem an polymerisiertes Actin bindet, so dass im Cytoskelett integriertes
Actin deutlich fluoreszierte, wahrend depolymerisiertes, frei im Cytoplasma vorliegendes Ac-

tin nicht markiert wurde.

Die Actinelemente lagen in den Hyphen sowohl als globulare als auch als filamentose For-
men vor (Bild 23a). Die filamentdsen stellten zwischen den globuldren Strukturen eine Ver-
bindung her (Bild 23b).

Es traten Unterschiede in der Struktur und in der Anfarbbarkeit des Actin-Cytoskeletts zwi-
schen Hyphen, die sich in Gegenwart von ‘lprovalicarb’ und denen, die sich auf Fungizid-
freiem Nahrmedium entwickelt hatten, auf. Bei 60 % der untersuchten Hyphenabschnitte
wurde beobachtet, dass die globularen Strukturen des Actins durch kurze, linienférmige er-
setzt wurden (Bild 23c-d). Eine Verbindung dieser Elemente durch filamentose wurde nicht
beobachtet. Weiterhin liel3 sich das Actin-Cytoskelett in Hyphen, die aufgrund der ‘Iprovali-
carb‘-Behandlung ein perlschnurartiges Aussehen zeigten, nicht durch Fluorochrom-
markiertes Phalloidin markieren (Bild 23e und f). In diesem Bereich konnten weder globulare

noch filamentdse Strukturen des Actins nachgewiesen werden.

3.4.6 EinfluB auf die Mitochondrienvitalitat

In Zoosporen, die in Leitungswasser keimten, waren zahlreiche Mitochondrien vorhanden.
Ihre Gestalt war rund oder linienférmig (Bild 24a-b). Im unteren, stoffwechselaktiveren Be-
reich des Keimschlauches waren vor allem die linienférmigen Mitochondrien sehr zahlireich
vertreten. Es wurden jeweils 50 gekeimte Zoosporen und 50 Hyphenabschnitte der unbe-

handelten und der ‘Iprovalicarb’-behandelten Variante ausgewertet.

Unterschiede in der Grofe und der Struktur der Mitochochondrien waren durch eine Fungi-
zidbehandlung im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen nicht zu beobachten (Bild 24c
und d).

In Hyphen wiesen die Mitochondrien eine runde Form auf. Wie bei den gekeimten Zoosporen
war auch in diesem Entwicklungsstadium kein Unterschied hinsichtlich der Anzahl, GroRe
und Struktur der Mitochondrien bei Myzel, das sich auf Fungizid-freiem Agar entwickelt hatte,

im Vergleich zu Myzel der unbehandelten Kontrolle zu beobachten.
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3.5 Vergleichende Untersuchungen zur Wirksamkeit ausgewahlter Fungizide ge-

geniiber Phytophthora infestans in vitro

Die Wirkung von ‘Iprovalicarb’ in in vitro-Untersuchungen wurde mit der von anderen Fungi-
ziden verglichen. Als Vergleichswirkstoffe dienten ‘Azoxystrobin‘, ‘Propamocarb’, ‘Metalaxyl’
und ‘Dimethomorph’ aus den chemischen Stoffklassen der Strobilurine, Carbamate, Pheny-
lamide und Zimtsaurederivate. Der EinfluR® dieser Fungidzide auf die Zoosporenkeimung und
das radiale Myzelwachstum wurden untersucht und mit den Ergebnissen von ‘Iprovalicarb’

verglichen. Pro Variante wurden viermal 50 gekeimte Zoosporen bewertet.

3.5.1 Friihe Entwicklungsstadien

Die Wirkung verschiedener Fungizide auf die Keimung von enzystierten Zoosporen eines

Ein-Zoospor-Isolats von Phytophthora infestans war unterschiedlich (Tab. 11).

‘Propamocarb‘ hemmte auch bei hohen Konzentrationen die Zoosporenkeimung von Phyto-
phthora infestans nur geringfugig. Der Wirkstoff ‘Azoxystrobin’ verhinderte ab einer Konzen-
tration von 0,2 ppm a.i. die Keimung der Zoosporen. ‘Metalaxyl’ reduzierte die Keimung der
Zoosporen erst bei einer Konzentration von 50 ppm a.i. um 50 %. ‘Dimethomorph* wirkte bei
einer niedrigen Konzentration von 0,3 ppm a.i. stark keimungshemmend, wahrend ‘Iprovali-
carb' die Zoosporenkeimung von Phytophthora infestans bei 0,4 ppm a.i. vollstdndig hemm-

te.
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Tab. 11: Wirkung verschiedener Fungizide auf die Zoosporenkeimung von Phytophthora infestans
(Auswertung 3,5 Stunden nach der Keimung; n = 4 x 50 Zoosporen; verschiedene Buchstaben zeigen
signifikante Unterschiede innerhalb eines Fungizids nach Student-Newman-Keuls bei p < 0,05;

n.g. = nicht getestet).

Gekeimte Zoosporen [%)]
Wirkstoff-
konzentration | ‘Propamocarb‘ ‘Azoxystrobin‘ ‘Metalaxyl* ‘Dimethomorph‘ ‘lprovalicarb’
[ppm] a.i.
0,01 100 a 50 a 100 a 100 a 100 a
0,1 100 a 10b 100 a 71a 97 a
0,2 100 a Oc 100 a 17b 85b
0,3 100 a n.g. 100 a Oc 20c
04 100 a n.g. 100 a n.g. 0d
0,5 100 a n.g. 100 a n.g. n.g.
1,0 100 a n.g. 98 a n.g. n.g.
10,0 84 a n.g. 95 a n.g. n.g.
50,0 85a n.g. 41b n.g. n.g.
100,0 82 a n.g. 52b n.g. n.g.
200,0 n.g. n.g. 36b n.g. n.g.

‘Propamocarb’ zeigte keinen Einflu® auf die Lange der Keimschlauche. Sogar bei sehr ho-
hen Konzentrationen von 100 ppm a.i. hatten die Keimschlauche dieselbe Lange wie in der
unbehandelten Kontrolle (Tab. 12). Im Vergleich dazu hatte ‘Azoxystrobin‘ einen Einfluy auf
das Keimschlauchlangenwachstum. Bei einer Konzentration von 0,01 ppm a.i. waren die
Keimschlauche im Gegensatz zur Kontrolle um 40 % kirzer. Die Wirkung von ‘Metalaxyl‘ auf
die Keimschlauchlange ist vernachlassigbar gering. Bei der héchsten getesteten Konzentra-
tion bildeten die gekeimten Zoosporen Keimschlduche aus, deren Lange 90 % der Kontrolle
entsprach. Die Wirkung von ‘Dimethomorph’ auf das Keimschlauchwachstum war nicht so
deutlich wie die keimungshemmende Wirkung. Die wenigen in Gegenwart von ‘Dimetho-
morph‘ gekeimten Zoosporen bildeten Keimschlauche aus, deren Lange 70 % der Kontrolle
entsprach. Zoosporen, die sich in Anwesenheit von ‘lprovalicarb’ (0,3 ppm a.i.) entwickelt

hatten, besalRen einen Keimschlauch, dessen Lange 20 % der Kontrolle entsprach.
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Tab. 12: Wirkung verschiedener Fungizide auf das Keimschlauchldngenwachstum von Phytophthora
infestans (Auswertung 3,5 Stunden nach der Keimung; n = 4 x 50 Zoosporen; verschiedene Buchsta-
ben zeigen signifikante Unterschiede innerhalb eines Fungizids nach Student-Newman-Keuls bei

p < 0,05; n.g. = nicht getestet).

Keimschlauchlédnge [%)]
rg,r,tzt:tfrf;ﬁon ‘Propamocarb’ ‘Azoxystrobin‘ ‘Metalaxyl’ ‘Dimethomorph‘ ‘Iprovalicarb’
[ppm] a.i.
0,01 100 60 a 104 a 100 a 100 a
0,1 100 20b 105 a 85a 103 a
0,2 100 Oc 100 a 71b 86 b
0,3 98 n.g. 110a Oc 20c
0,4 98 n.g. 100 a n.g. od
0,5 100 n.g. 98 a n.g. n.g.
1,0 96 n.g. 95a n.g. n.g.
10,0 102 n.g. 91a n.g. n.g.
50,0 100 n.g. 86 b n.g. n.g.
100,0 100 n.g. 87b n.g. n.g.
200,0 n.g. n.g. 90 a n.g. n.g.

3.5.2 Entwicklung von Myzel

Der EinfluR® verschiedener Fungizide auf das radiale Myzelwachstum von Phytophthora in-
festans nach 12-tdgigem Wachstum auf Fungizid-freiem oder -haltigem Agar wurde unter-
sucht (Tab. 13).

‘Propamocarb’ reduzierte das radiale Myzelwachstum um 50 % erst bei einer Konzentration
von 10 ppm a.i.. ‘Metalaxyl' hemmte bei 10 ppm a.i. das Wachstum des Pathogens um mehr
als 60 %. ‘Azoxystrobin‘ und ‘Dimethomorph’ bewirkten eine vollstdndige Hemmung des My-
zelwachstums bei 1,0 ppm a.i.. ‘lprovalicarb’ unterdriickte bei einer Konzentration von

0,4 ppm a.i. die radiale Ausbreitung des Pilzes auf der Platte vollstandig.
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Tab. 13: Wirkung verschiedener Funigzide auf das radiale Myzelwachstum von Phytophthora infest-
ans (Auswertung 12 Tage nach der Uberimpfung; n = 7; verschiedene Buchstaben zeigen signifikante
Unterschiede innerhalb eines Fungizids nach Student-Newman-Keuls bei p < 0,05; n.g. = nicht gete-
stet).

Radiales Myzelwachstum [%)]
Z\éi;l:rs;g;f: on- ‘Propamocarb‘ ‘Azoxystrobin‘ ‘Metalaxyl’ ‘Dimethomorph‘ ‘lprovalicarb’
[ppm] a.i.
0,01 100 a 93 a 100 a 100 a 100 a
0,05 100 a 9 a 100 a 99 a 98 a
0,1 100 a 52b 99 a 97 b 91b
0,2 100 a 45b 99 a 57 ¢ 59 ¢
0,3 100 a 30 bc 100 a 27d 9d
0,4 100 a 20c 98 a 12e Oe
0,5 100 a 9d 96 a 12e n.g.
1,0 85b 0d 96 a 0f n.g.
50 58 ¢ n.g. 77b n.g. n.g.
10,0 50d n.g. 35¢c n.g. n.g.
50,0 38e n.g. 14d n.g. n.g.
100,0 40 e n.g. 8e n.g. n.g.
1000,0 15f n.g. Oe n.g. n.g.

3.5.3 Vergleich der Wirkungsmechanismen von ‘Iprovalicarb‘ und ‘Dimethomorph*

Zur genaueren Charakterisierung der Wirkung von ‘Dimethomorph‘ und ‘Iprovalicarb’ wurden
sowohl die morphologischen als auch die strukturellen Veranderungen, die durch das jewei-
lige Fungizid hervorgerufen wurden, mikroskopisch untersucht. Die Untersuchungen wurden
an 50 Hyphenabschnitten von Myzel bzw. 20 Hyphenquerschnitten von Phytophthora infest-

ans durchgeflihrt, das 12 Tage auf Fungizid-freiem oder -haltigem Agar gewachsen war.

3.5.3.1 Morphologische Verdanderungen an Myzel von Phytophthora infestans

Myzel von Phytophthora infestans, das auf ‘Dimethomorph‘-haltigem Gemiusesaftagar ge-

wachsen war, zeigte dhnliche morphologische Veranderungen wie Myzel, das sich auf ‘Ipro
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valicarb‘-haltigem Agar entwickelt hatte. Beide Wirkstoffe bewirkten eine partielle Ein-
schnlrung der Hyphen, die dadurch ein perlschnurartiges Aussehen erhielten (Bild 25b und
c). Diese wurde sowohl bei ‘Iprovalicarb’ als auch bei ‘Dimethomorph’ zusatzlich an den Hy-
phenspitzen beobachtet (Bild 25d). Weiterhin bewirkte ‘Dimethomorph‘ wie ‘Iprovalicarb’ ein

Auflésen der Hyphenwande, wodurch Cytoplasma aus dem Hyphenlumen austrat.

In einer Zeitreihe wurde der Einfluf? von ‘Dimethomorph* auf die Entwicklung des Myzels von
Phytophthora infestans untersucht. Es zeigte sich, dass 24 Stunden nach Zugabe einer le-
talen ‘Dimethomorph‘-Konzentration von 1 ppm a.i. haufig eine Lyse von Hyphenspitzen auf-
trat (Bild 26a). Wurde die ‘Dimethomorph‘-Konzentration auf 10 ppm a.i. erhdht, so traten die
Auflésungserscheinungen der Hyphenwande schon nach fiinf Stunden auf (Bild 26b und c).
Bei dieser Wirkstoffkonzentration wurden sehr haufig untypische Wachstumsanomalien, wie
z.B. Ausbildung von kugeligen Strukturen (Bild 26d), vornehmlich an Hyphenspitzen beob-

achtet, die auch nach einer ‘Iprovalicarb’-Behandlung auftraten.

3.5.3.2 Strukturelle Verdanderungen an Myzel von Phytophthora infestans

Sowohl ‘Iprovalicarb’ als auch ‘Dimethomorph‘ bewirkten ahnliche morphologische Verande-
rungen an Myzel von Phytophthora infestans. Da gezeigt werden konnte, dass ‘Iprovalicarb’
verandernd in die Zuckerzusammensetzung der pilzlichen Zellwand und in die Anordnung
des Cytoskeletts eingreift, wurden diese Strukturen auch an Myzel untersucht, das sich auf

‘Dimethomorph‘-haltigem Agar entwickelt hatte.

Monosaccharide

Die Anlagerung von Concanavalin A, dass mit abnehmender Spezifitat an a-D-Mannose, o-
D-Glucose und a-D-N-Acetylglucosamin bindet, in den Zellwanden von Phytophthora in-
festans wurde nach einer ‘Iprovalicarb’-Behandlung verandert. Wahrend das Fluorochrom-
markierte Lectin Concanavalin A bei unbehandeltem Myzel eine geschlossene Schicht um
das Hyphenlumen bildete, war diese bei Myzel, das sich auf einer subletalen ‘Iprovalicarb’-
Konzentration entwickelt hatte, unterbrochen. Dies wurde bei Myzel, das sich auf ‘Dimetho-
morph‘-haltigem Agar entwickelte, nicht beobachtet. Das Lectin lagerte sich gleichmafig an
alle untersuchten Hyphenabschnitte und bildete eine geschlossene Schicht um das Lumen
(Bild 27a und b). Diese homogene Anlagerung des Lectins wurde sowohl an Hyphen als
auch an Hyphenspitzen beobachtet (Bild 27¢c und d). Haufig sammelte sich im Hyphenlumen
von Myzel, das sich auf ‘Dimethomorph‘-haltigem Agar ausgebildet hatte, das Fluorochrom-
markierte Lectin an. Die Akkumulation des Farbstoffes war wie bei ‘lprovalicarb-
behandeltem Myzel auf eine partielle Auflosung der Hyphenzellwadnde zuriickzufihren, die

damit dem Farbstoff den Eintritt in das Hypheninnere ermdglichte.
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Polysaccharide

Weiterhin wurde die Anordnung von Polysacchariden in der pilzlichen Zellwand nach einer
‘Iprovalicarb’-Behandlung mit der nach einer ‘Dimethomorph‘-Behandlung verglichen. Mit
Hilfe von Kongorot lieflen sich die Polysaccharide in der Zellwand von unbehandeltem Myzel
als geschlossene Hille nachweisen. Eine ‘Iprovalicarb‘-Behandlung fihrte zu Unterbrechun-
gen in der homogenen Anlagerung des Zuckers. Eine ‘Dimethomorph‘-Behandlung wirkte
sich jedoch nicht verandernd auf die Anlagerung des Farbstoffes um die Hyphen aus
(Bild 28a und b). Auch um neugebildete Hyphenspitzen lagerte sich eine fluoreszierende
Schicht ohne Unterbrechungen an (Bild 28c und d).

Cellulose

Anhand einer Enzymgold-Markierung wurde in den Zellwanden von Hyphen Cellulose nach-
gewiesen. Hyphen, die sich auf ‘Iprovalicarb‘-haltigem Agar entwickelt hatten, lagerten ca.
20 % mehr Goldpartikel pro Quadratzentimeter Zellwandflache an im Vergleich zur unbe-
handelten Variante (Bild 29a und b).

Tab. 14: Markierungsdichte fiir Cellulose in den Zellwanden und relative Zellwanddicke von 12 Tage
alten Hyphen von Phytophthora infestans, die sich auf Fungizid-haltigem- oder freiem Agar entwickelt
hatten (die Anzahl der Goldpartikel und die relative Zellwandbreite wurde an vier verschiedenen Zell-
wandbereichen an 20 Hyphenquerschnitten gemessen; unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen
Signifikanz nach Dunn‘s bei p < 0,05 (Goldpartikel) und nach Tukey bei p < 0,05 (relative Zellwanddik-
ke).

Variante Goldpartikel/cm? Zellwand relative Zellwanddicke
[%] [%]
unbehandelt 100 b 100 b
‘Iprovalicarb‘ (0,3 ppm a.i.) 118 a 160 a
‘Dimethomorph’ (0,5 ppm a.i.) 106 a 176 a
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Nach einer ‘Dimethomorph‘’-Behandlung entsprach die Markierungsdichte fir Cellulose der in
unbehandeltem Myzel (Tab. 14; Bild 29c). Eine Akkumulation von Goldpartikeln in einigen
Zellwandbreichen und Ausstllpungen der duReren Zellwandschicht, die nach einer ‘Iprovali-
carb’-Behandlung beobachtet wurden, traten nach einer ‘Dimethomorph‘-Behandlung nicht

auf.

Weiterhin wurde die Zellwandbreite der Hyphen ermittelt. Wahrend nach einer ‘Iprovalicarb’-
Behandlung die Zellwandbreite um 60 % zunahm, wurde bei Hyphen, die sich in Gegenwart
von ‘Dimethomorph‘ entwickelt hatten, eine Zunahme der Zellwandbreite um ca. 80 % er-
mittelt. Aufgrund der deutlich dickeren Zellwande der Hyphen, die sich auf ‘Iprovalicarb‘-
haltigem oder ‘Dimethomorph‘-haltigem Agar entwickelt hatten, war die absolute Markie-
rungsdichte fir Cellulose Uber die Gesamtflache der Zellwand hoher im Vergleich zu der der

unbehandelten Variante.

Mikrotubuli

Mit Hilfe von Tetramethylrhodamin-markiertem Tubulin konnte gezeigt werden, dass 'lprova-
licarb' die Struktur und Anordnung der Mikrotubuli im Cytoskelett beeinflusste. Die Ausbil-
dung von globuldren Strukturen der Mikrotubli wurde durch ‘Iprovalicarb® vollstandig aufge-
hoben und durch dickere, filamentdse Strukturen ersetzt. ‘Dimethomorph‘ zeigte keinen Ein-
fluR auf diese Cytoskelettelemente. Weder die globularen noch die flamentdsen Strukturen,
die die globularen untereinander verbanden, veranderten ihre Form oder wurden durch an-
dere ersetzt (Bild 30a-d).

Actin

Wie auch die Mikrotubuli veranderte sich nach einer ‘Iprovalicarb‘-Behandlung die Struktur
und Anordnung der Actinelemente. Filamentdse Actin-Strukturen wurden in Gegenwart von
‘Iprovalicarb’ nicht ausgebildet. Das Auftreten globularer Actinelemente wurde nicht mehr
beobachtet, stattdessen entwickelten sich kurze, linienformige Strukturen. ‘Dimethomorph’
zeigte keinen Einflul3 auf die Struktur und Anordnung des Actins. Wie in Hyphen der unbe-
handelten Kontrolle lieBen sich globuldre Strukturen, die durch filamentése miteinander ver-

bunden waren, markieren.
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10 pm

Bild 3: Durchschnittliche Keimschlauchlange von Zoo-
sporen von Phytophthora infestans nach unterschied-
lichen Entwicklungszeiten in Leitungswasser:

a 13 ym nach 45 Minuten
b 30 uym nach 1 % Stunden

¢ 43 um nach 2 ¥4 Stunden 6



Ergebnisse

Bild 4: Frihe Entwicklungsstadien von Phytophthora infestans auf der Oberflache von
Tomatenblattern vier Stunden nach der Inokulation (dreidimensional verrechnete CLSM-
Fluoreszenz-Aufnahmen; Saurefuchsinfarbung):

a Gekeimte Zoospore (Zs) auf einem unbehandelten Tomatenblatt, die einen Keim-
schlauch von ca. 50 um mit einem Appressorium (Ap) und einer kurzen Penetrations-
hyphe (Ph) gebildet hatte.

b Partielle Auflosung der Zellwand (Pfeile) eines Keimschlauches, der sich auf einem
‘Iprovalicarb‘-behandelten Tomatenblatt (5 ppm a.i.) entwickelt hatte.

¢ Partielle Verdickung des Keimschlauches (Pfeil), der sich auf einem ‘Iprovalicarb’-
behandelten Tomatenblatt (5 ppm a.i.) enwickelt hatte.

d Deformiertes Appressorium (Pfeil), das sich auf einem ‘Iprovalicarb‘-behandelten
Tomatenblatt (5 ppm a.i.) entwickelt hatte.
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Bild 5: Entwicklung von Phytophthora infestans in der Epidermis bis 24 Stunden nach
der Inokulation in einem unbehandelten Tomatenblatt (dreidimensional verrechnete
CLSM-Fluoreszenz-Aufnahmen; Bild b zeigt eine topographische Darstellung, in der die
Farben die raumliche Lage der Strukturen festlegen; Saurefuchsinfarbung):

a Eindringen in die Epidermiszelle (Ez) und Bildung eines Primarvesikels (Pv), sowie
Weiterwachstum in tiefere Gewebeschichten.

b  Horizontale Ausbreitung des Pathogens in der Epidermis.

¢, d Schmale Hyphe (sH) penetriert epidermale Zellwand (eZW).
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10 doym 10 Jopm

Bild 6: Einflul3 von ‘Iprovalicarb® (5 ppm a.i.)
auf die Ausbreitung von Phytophthora
infestans in der  Epidermis von Tomaten-
pflanzen  bis 12 Stunden nach der Inoku-
lation (dreidimensional verrechnete CLSM-
Fluoreszenz-Aufnahmen;  Saurefuchsinfar-
bung):

Primarvesikel (Pv) in einer nekro-
tisierten Epidermiszelle.

Hyphe mit partiell aufgel6ster Zellwand
(Pfeil).

VolumenvergréRerung (Pfeile) der
Hyphe vor und nach Penetration des
Pilzes durch die epidermale Zellwand
(eZW).

Anlagerung einer partiell unter-
brochenen Schicht um die Hyphe
(Pfeile).
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Bild 7: Besiedlung tieferer Gewebeschichten durch Phytophthora infestans in
unbehandelten und ‘Iprovalicarb‘-behandelten (5 ppm a.i.) Tomatenblattern (topo-
graphische Darstellungen, in der die Farben die raumliche Lage der Strukturen
festlegen; Saurefuchsinfarbung):

a Durchwachsen der Epidermis und Ausbreitung im Mesophyll in unbehandelten
Tomatenpflanzen. Befallene Mesophylizellen zeigen eine starkere Fluoreszenz als
nicht befallene.

b Ausbildung von langen, schmalen Haustorien (Pfeile) in unbehandelten Tomaten-

pflanzen.

Reduzierte Myzelentwicklung in ‘Iprovalicarb’-behandelten Tomatenpflanzen.

Ausbildung von globularen Haustorien (Pfeil) in Palisadenparenchymzellen in

‘Iprovalicarb‘-behandelten Tomatenpflanzen.

Q0
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Bild 8: Myzel von Phytophthora infestans
(CLSM-Transmissions-Schwarz/Weil}-
Aufnahmen):

Unseptiertes Luftmyzel aus dinnen und
glattwandigen Hyphen nach 12-tagigem
Wachstum auf 'lprovalicarb'-freiem Agar.
Schmale Hyphenspitze, die sich auf
‘Iprovalicarb‘-freiem Agar entwickelt hatte.
Bildung einer verdickten Hyphenspitze
mit anschlieRender Lyse drei Stunden
nach Zugabe einer letalen ‘Iprovalicarb’-
Konzentration (10 ppm a .i.).

Untypische Verastelung der Hyphen 12
Stunden nach Zugabe einer letalen
‘Iprovalicarb‘-Konzentration (10 ppm a.i.).
Bildung von untypischen kugelférmigen
Strukturen an der Hyphe 12 Stunden
nach Zugabe einer letalen ‘Iprovalicarb’-
Konzentration (10 ppm a.i.).
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Bild 9: Morphologische Veranderungen an Myzel von Phytophthora infestans nach 12-
tagiger Entwicklung auf ‘Iprovalicarb‘-haltigem Agar (0,3 ppm a.i.; CLSM-Transmissions-
Schwarz/Weil-Aufnahmen):

a Partiell eingeschniirte Hyphe mit perlschnurartigem Aussehen.

b Globular verdickte Hyphenspitzen.

¢ Lyse der Zellwand (Pfeil) an Hyphe mit perlschnurartigem Aussehen und Austreten
von Cytoplasma.

62



Ergebnisse

Bild 10: Nachweis von a-D-Mannose = a-D-Glucose = a-D-N-Acetylglucosamin in den
Membranen von schliipfenden Zoosporen (Zs) und Zellwanden von Sporangien (Sp) von
Phytophthora infestans in Leitungswasser mit Hilfe von Texas Red® markiertem
Concanavalin A:

a Sporangium, das eine Zoospore entlallt (CLSM-Transmissions-Schwarz/Weil-Auf-
nahme).

b Deutliche Markierung des Sporangiums, wahrend die Zoospore das Fluorochrom-
markierte Concanavalin A schwach anlagerte (CLSM-Fluoreszenz-Aufnahme).

¢ Sporangium, das Zoospore entlaf3t (CLSM-Transmissions-Schwarz/Weil3-Aufnahme).

d Deutliche Markierung der Zoospore und schwache Markierung des Sporangiums
(dreidimensional verrechnete CLSM-Fluoreszenz-Aufnahme).
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C
2,5 um

Bild 11: Nachweis von a-D-Mannose = a-D-Glucose = a-D-N-Acetylglucosamin in der
Membran von mobilen Zoosporen und den Zellwanden von Cysten und Keimschlduchen
von Phytophthora infestans mit Hilfe von Texas Red® markiertem Concanavalin A nach
3,5-stiindigem Wachstum in Leitungswasser:

a Deutliche Markierung der Zoospore (CLSM-Fluoreszenz-Aufnahme).

b Zweischichtige Markierung der encystierten Zoospore (CLSM-Fluoreszenz-
Aufnahme).

¢ Verstarkte Markierung an der Ansatzstelle des erst kurzen Keimschlauches an der
Zoospore (dreidimensional verrechnete CLSM-Fluoreszenz-Aufnahme).

d Fluorochrom-markiertes Lectin lagerte sich als geschlossene Schicht vor allem in der
unteren Halfte des Keimschlauches an (dreidimensional verrechnete CLSM-Fluores-
zenz-Aufnahme).
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Bild 12: Nachweis von a-D-Mannose = a-D-
Glucose = a-D-N-Acetylglucosamin in den
Zellwanden von Cysten und Keimschlauchen
von Phytophthora infestans mit Hilfe von Texas
Red® markiertem Concanavalin A nach 24-
stiindigem Wachstum in ‘Iprovalicarb‘-haltigem
Kulturmedium (0,2 ppm a.i.; dreidimensional
verrechnete CLSM-Fluoreszenz-Aufnahmen):

a Anlagerung von Concanavalin A im Zellwand-
bereich des Keimschlauches partiell unter-
brochen.

b Anlagerung von Concanavalin A nur an der
Ansatzstelle des Keimschlauches und der
Keimschlauchspitze.

¢ Intensive Fluoreszenz im Zoosporen- und
Keimschlauch-Lumen durch das Eindringen
von Concanavalin A.
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Bild 13: Nachweis von -(D-1,4-N-Acetylglucosamin), = -(D-1,4-N-Acetylglucosamin),N-
Acetylneuraminsaure mit Oregon Green® 488 markiertem Wheat Germ Agglutinin (WGA)
in den Zellwanden von Cysten und Keimschlauchen von Phytophthora infestans nach 3,5-
stiindigem Wachstum in ‘Iprovalicarb’-freiem oder —haltigem Kulturmedium (CLSM-Trans-
missions-Schwarz/Weif3-Aufnahmen und CLSM-Fluoreszenz-Aufnahmen):

In Leitungswasser gekeimte Zoospore.

Anlagerung von WGA in der Zellwandregion Uber den gesamten Keimschlauch.
Zoospore, die sich in Gegenwart von ‘Iprovalicarb’ (0,4 ppm a.i.) entwickelt hatte.
Anlagerung von WGA im gesamten Zellwandbereich des Keimschlauches, der sich in
Gegenwart von ‘Iprovalicarb‘ (0,4 ppm a.i.) entwickelt hatte.

Q0T o

66



Ergebnisse

Bild 14: Nachweis von a-D-Mannose = a-D-Glucose = a-D-N-Acetylglucosamin in den
Zellwanden von Sporangien und deren Keimschlauchen von Phytophthora infestans mit
Hilfe von Texas Red® markiertem Concanavalin A nach 24-stindigem Wachstum in
‘Iprovalicarb‘-haltigem (0,6 ppm a.i.) oder -freiem Kulturmedium (CLSM-Transmissions-
Schwarz /Weil3-Aufnahme und CLSM-Fluoreszenz-Aufnahmen):

a Durch Concanavalin A Markierung einer zweifachen Begrenzungsschicht um ein
Sporangium, das in Leitungswasser kultiviert wurde.

b Die Ansatzstelle des Keimschlauches am Sporangium, das sich in Leitungswasser
entwickelt hatte, zeigte eine deutlichere Markierung gegeniiber anderen Bereichen.

¢ Gekeimtes Sporangium, das in Anwesenheit von ‘Iprovalicarb’ einen kurzen Keim-
schlauch entwickelt hatte.

d Akkumulation des Fluorochrom-markierten Concanavalin A im Lumen des
Sporangiums und Keimschlauches in Gegenwart von ‘Iprovalicarb®.
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Bild 15: Nachweis von (-D-Galaktose = a-D-Galaktose in den Zellwanden von
Sporangien und deren Keimschlauchen von Phytophthora infestans mit FITC markiertem
Agglutinin RCA,,, nach 24-stindigem Wachstum in ‘Iprovalicarb‘-freiem oder -haltigem
Kulturmedium (1 ppm a.i.; CLSM-Fluoreszenz-Aufnahmen):

a Agglutinin RCA,,, lagerte sich in einer doppelten Schicht um die Sporangien, die in
Leitungswasser kultiviert wurden.

b In Leitungswasser gekeimtes Sporangium, das sowohl tber den Keimschlauch eine
schwache als auch am neugebildeten Sporangium an der Keimschlauchspitze eine
starke Markierung zeigte.

¢ In Gegenwart von ‘Iprovalicarb‘ gekeimtes Sporangium, das eine Markierung in der
Zellwandregion des wesentlich kirzeren Keimschlauches zeigte.

d Sporangium, das in Gegenwart von ‘Iprovalicarb’ anstelle eines Keimschlauches eine
kugelférmige Struktur gebildete hatte, die sich durch das Lectin deutlich markieren
lield.
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Bild 16: Nachweis von a-D-Mannose = a-D-Glucose = a-D-N-Acetylglucosamin in den
Zellwanden von Hyphen von Phytophthora infestans mit Hilfe von Texas Red® markiertem
Concanavalin A nach 12-tagigem Wachstum auf ‘Iprovalicarb‘-haltigem oder -freiem Agar
(CLSM-Transmissions-Schwarz/Wei3-Aufnahmen und dreidimensional verrechnete
CLSM-Fluoreszenz-Aufnahmen):

a Hyphenspitze, die sich auf Fungizid-freiem Agar entwickelt hatte.

b Anlagerung des Lectins in einer geschlossenen Schicht um die Hyphe, die sich auf
Fungizid-freiem Agar entwickelt hatte.

¢ Hyphenspitze mit perlschnurartiger Struktur, die sich in Gegenwart von ‘Iprovalicarb’
ausgebildet hatte.

d Schwache Anlagerung des Lectins im Zellwandbereich perlschnurartiger Hyphen, die
sich in Anwesenheit von ‘Iprovalicarb® entwickelt hatten.

e Neugebildete Hyphenspitze mit partieller Zellwandlyse durch die Wirkung von
‘Iprovalicarb’.

f Akkumulation von Concanavalin A im Lumen von Hyphen, die sich in Gegenwart von
‘Iprovalicarb® entwickelt hatten.
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Bild 17: Markierung von Polysacchariden (unter anderem Cellulose) in den Zellwanden
von encystierten Zoosporen und Keimschlauchen von Phytophthora infestans nach 3,5-
stlindigem Wachstum in Leitungswasser mit Hilfe von Kongorot:

a

b

Gekeimte Zoospore mit einem Keimschlauch von ca. 20 ym (CLSM-Transmissions-
Schwarz /Weilk-Aufnahme).

Homogene Anlagerung des Farbstoffes in der Zellwandregion des Keimschlauches
und der encystierten Zoospore (CLSM-Fluoreszenz-Aufnahme).

Gekeimte Zoospore mit einem Keimschlauch von ca. 50 ym (CLSM-Transmissions-
Schwarz/Weill-Aufnahme).

Homogene Anlagerung des Farbstoffes in der Zellwandregion des Keimschlauches
und der encystierten Zoospore, sowie des Septums im oberen Drittel des Keim-
schlauches (dreidimensional verrechnete Fluoreszenz Aufnahme).
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Bild 18: Markierung von Polysacchariden (unter anderem Cellulose) in den Zellwanden
von encystierten Zoosporen und Keimschlauchen von Phytophthora infestans nach 3,5-
stundiger Entwicklung in ‘Iprovalicarb’-haltigem Kulturmedium (0,5 ppm a.i.) mit Hilfe von
Kongorot (CLSM-Transmissions-Schwarz/Wei3-Aufnahmen und dreidimensional ver-
rechnete CLSM-Fluoreszenz-Aufnahmen):

a
b

Cc

Gekeimte Zoospore mit einem Keimschlauch von 15 ym.

Anlagerung des Farbstoffes im Bereich der Zellwand partiell unterbrochen und
Akkumulation des Farbstoffes im Pilzinnern.

Gekeimte Zoospore mit einem Keimschlauch von 40 uym, der an der Keimschlauch-
spitze eine verdickte Struktur mit partiell aufgeloster Zellwand zeigte.

Schwache Anlagerung des Farbstoffes um die encystierte Zoospore und in der Zell-
wandegion des Keimschlauches. Intensive Fluoreszenz im unteren Teil des Keim-
schlauches.

71



Ergebnisse

Bild 19: Markierung von Polysacchariden (unter anderem Cellulose) in den
Hyphenzellwdnden von Phytophthora infestans nach 12-tdgigem Wachstum auf
‘Iprovalicarb‘-haltigem (0,3 ppm a.i.) oder -freiem Agar mit Hilfe von Kongorot (CLSM-
Transmissions-Schwarz/Weil3-Aufnahmen und dreidimensional verrechnete CLSM-
Fluoreszenz-Aufnahmen):

a Hyphenspitze mit einer glatten Oberflache, die sich auf ‘Iprovalicarb‘-freiem Agar
entwickelt hatte.

b Homogene Anlagerung des Farbstoffes in der Zellwandregion der Hyphenspitze, die

sich auf ‘Iprovalicarb’-freiem Agar entwickelt hatte.

Hyphenspitze, die sich auf ‘Iprovalicarb‘-haltigem Agar gebildet hatte.

Anlagerung des Farbstoffes war an einigen Stellen (Pfeile) im Zellwandbereich der

Hyphenspitzen, die sich auf ‘Iprovalicarb‘-haltigem Agar entwickelt hatten,

unterbrochen.

e Hyphe, die sich auf ‘Iprovalicarb‘-haltigem Agar entwickelt hatte, mit perlschnurartiger
Struktur, deren Spitze eine Auflosung der Zellwand zeigte.

f Intensive Akkumulation des Farbstoffes im Hyphenlumen und schwache Anlagerung
des Farbstoffes in der Zellwandregion von Hyphen, die sich auf ‘Iprovalicarb‘-haltigem
Agar entwickelt hatten.
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Bild 20: Nachweis von Cellulose mit Hilfe eines Cellulase-Gold-
Komplexes in den Zellwanden von Hyphen von Phytophthora infestans,
die sich auf ‘Iprovalicarb‘-freiem (a, 0,3 ppm a.i.) oder -haltigem Agar (b)
entwickelt hatten (50.000-fache VergréRerung):

a Uberwiegend gleichmaBige Anlagerung der Goldpartikel.
b Partiell erhdhte spezifische Markierungsdichte fur Cellulose in der
verdickten Zellwand; Ausstilpungen der auflieren Zellwandschicht,

von der sich Vesikel abtrennen.
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Bild 21: Markierung der Mikrotubuli in den Hyphen von Phytophthora infestans mit Hilfe
von Tetramethylrhodamin markiertem Tubulin nach 12-tdgigem Wachstum auf Agar
(CLSM-Transmissions-Schwarz/Weif3-Aufnahmen und CLSM-Fluoreszenz-Aufnahmen):

a, ¢ Neugebildete Hyphenspitze
b, d Globulare Mikrotubulistrukturen, die durch filamentose verbunden sind.
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Bild 22: Markierung der Mikrotubuli in den Hyphen von Phytophthora infestans mit Hilfe
von Tetramethylrhodamin markiertem Tubulin nach 12-tdgigem Wachstum auf ‘Iprovali-
carb‘-haltigem Gemiusesaftagar (0,3 ppm a.i.):

a Neugebildete Hyphenspitze (CLSM-Transmissions-Schwarz/Weil3-Aufnahme).

b Auftreten von dicken, langen Mikrotubulifilamenten (dreidimensional verrechnete
CLSM-Fluoreszenz-Aufnahme).

¢ Neugebildete Hyphenspitze mit perlschnurartiger Struktur (CLSM-Transmissions-
Schwarz/Weili-Aufnahme).

d Auftreten von dicken, langen Mikrotubuliflamenten und intensiv fluoreszierenden
Plaques im Hyphenlumen (CLSM-Fluoreszenzaufnahme).
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Bild 23: Markierung von Actin in den Hyphen von Phytophthora infestans mit Hilfe von
Fluorochrom markiertem Phalloidin nach 12-tdgigem Wachstum auf ‘Iprovalicarb‘-halti-
gem (0,2 ppm a.i.) oder -freiem Agar:

a Globulare Struktur von Actin in Hyphen, die sich auf ‘Iprovalicarb‘-freiem Agar
entwickelt hatten (dreidimensional verrechnete CLSM-Fluoreszenz-Aufnahme).

b Globulares Actin in den Hyphen, die sich auf ‘Iprovalicarb’-freiem Agar entwickelt
hatten, sind durch filamentése Strukturen verbunden (CLSM-Fluoreszenz-Aufnahme).

¢ Schmale Hyphen, die sich auf* Iprovalicarb‘’-haltigem Agar entwickelt hatten (CLSM-
Transmissions-Schwarz/Wei-Aufnahme).

d Kurze, verdickte Actinfilamente in den Hyphen, die sich auf ‘Iprovalicarb‘-haltigem
Agar entwickelt hatten (dreidimensional verrechnete CLSM-Fluoreszenz-Aufnahme).

e Hyphen mit perlschnurartiger Struktur, die sich auf ‘Iprovalicarb‘-haltigem Agar
entwickelt hatten (CLSM-Transmissions-Schwarz/Weil3-Aufnahme).

f Actinelemente in perlschnurartigen Hyphen, die sich auf ‘Iprovalicarb‘-haltigem Agar
entwickelt hatten, waren nicht markierbar (dreidimensional verrechnete CLSM-
Fluoreszenz-Aufnahme).
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Bild 24: Markierung der Mitochondrien in gekeimten Zoosporen von Phytophthora
infestans mit Hilfe von DIOC, nach 24-stindigem Aufenthalt in ‘Iprovalicarb’-freiem oder -
haltigem Kulturmedium (0,2 ppm a.i.; CLSM-Transmissions-Schwarz/Weil3-Aufnahmen
und CLSM-Fluoreszenz-Aufnahmen):

a Gekeimte Zoospore, die in Leitungswasser einen Keimschlauch von 50 um entwickelt
hatte.

b Gekeimte Zoospore, deren Mitochondrien eine runde oder linienféormige Struktur

besitzen, wobei die linienférmigen Uberwiegend im stoffwechselaktiveren Bereich

des Keimschlauches vertreten waren.

¢ Gekeimte Zoospore, die sich in Gegenwart von ‘Iprovalicarb‘ entwickelt hatte.

d Gekeimte Zoospore, die sich in Gegenwart von ‘lprovalicarb‘ entwickelt hatte, deren
Mitochondrien eine runde oder linienformige Struktur zeigten.
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Bild 25: Zwolf Tage altes Myzel von Phytophthora infestans, das sich auf ‘Iprovalicarb’-,
‘Dimethomorph‘-haltigem oder Fungizid-freiem Gemdisesaftagar entwickelt hatte (CLSM-
Transmissions-Schwarz/Wei3-Aufnahmen):

a Schmale Hyphen mit einer glatten Oberflache, die sich auf Fungizid-freiem Agar ent-
wickelt hatten.

b Hyphe mit einer perlschnurartigen Struktur, die sich auf ‘Dimethomorph‘-haltigem Agar
entwickelt hatte (0,5 ppm a.i.).

¢ Hyphe mit einer perlschnurartigen Struktur, die sich auf ‘Iprovalicarb‘-haltigem Agar
entwickelt hatte (0,3 ppm a.i).

d Hyphenspitze, die sich auf ‘Dimethomorph‘-haltigem Agar entwickelt hatte (0,5 ppm a.i.).
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Bild 26: Morphologische Veranderungen der Hyphen von Phytophthora infestans nach
Zugabe einer ‘Dimethomorph‘-haltigen Losung (CLSM-Transmissions-Schwarz/Weil3-

Aufnahme):
a Lyse der Zellwand an der Hyphenspitze 24 Stunden nach ‘Dimethomorph‘-Zugabe

(1 ppm a.i.)
b, ¢ Lyse der Zellwand flnf Stunden nach ‘Dimethomorph‘-Zugabe (10 ppm a.i.).
d Wachstumsanomalien an der Hyphenspitze 24 Stunden nach ‘Dimethomorph‘-Zu-

gabe (10 ppm a.i.).
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Bild 27: Nachweis von a-D-Mannose = a-D-Glucose = a-D-N-Acetylglucosamin in den
Zellwanden von Hyphen von Phytophthora infestans mit Hilfe von Texas Red®
markiertem Concanavalin A nach 12-tdgigem Wachstum auf ‘Dimethomorph*-haltigem
Agar (bis 0,5 ppm a.i; CLSM-Transmissions-Schwarz/Weil-Aufnahmen und
dreidimensional verrechnete CLSM-Fluoreszenz-Aufnahmen):

a
b

c
d

Hyphen mit partiell eingeschnlrten Bereichen.

Homogene Anlagerung des Lectins im Bereich der Zellwandregionen und intensive
Fluoreszenz im Hyphenlumen.

Hyphenspitze mit einer perlschnurartigen Struktur.

Homogene Anlagerung des Lectins im Bereich der Zellwandregion einer Hyphen-
spitze mit perlschnurartiger Struktur; intensive Fluoreszenz im Hyphenlumen.
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Bild 28: Markierung von Polysacchariden (unter anderem Cellulose) in den Hyphenzell-
wanden von Phytophthora infestans mit Hilfe von Kongorot nach 12-tdgigem Wachstum
auf ‘Dimethomorph*-haltigem Agar:

7

|-

a Hyphe mit teilweise perlschnurartiger Struktur (CLSM-Transmissions-Schwarz/Weif3-
Aufnahme).

b Homogene Anlagerung des Farbstoffes im Bereich der Zellwandregion um die
gesamte Hyphe (CLSM-Fluoreszenz-Aufnahme).

¢ Hyphe mit neugebildeten Hyphenspitzen (CLSM-Transmissions-Schwarz/Weil-
Aufnahme).

d Homogene Anlagerung des Farbstoffes im Bereich der Zellwandregion um die
gesamte Hyphe und die neugebildeten Hyphenspitzen (dreidimensional verrechnete
CLSM-Fluoreszenz-Aufnahme).
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| Bild 29: Nachweis von

~ Cellulose mit Hilfe eines
- Cellulase-Goldkomplexes in den
| Zellwadnden von Hyphen von
Phytophthora infestans, die sich
auf Fungizid-freiem (a), ‘lpro-
o ~ valicarb’-haltigem (b, 0,3 ppm
~ C ai) oder ‘Dimethomorph‘-
+ haltigem (c, 0,5 ppm a.i.) Agar
* entwickelt hatten (50.000 fache
Vergrofierung) :

- a Uberwiegend gleichmaRige
Anlagerung der Goldpartikel.

b Partielle Akkumulation der
Goldpartikel in der verdickten
Zellwand; Ausstllpungen
von der duferen Zellwand-
schicht von der sich Vesikel
abtrennen.

¢ Uberwiegend gleichmaRige
Anlagerung der Goldpartikel
in der verdickten Zellwand.
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Bild 30: Markierung der Mikrotubuli in den Hyphen von Phytophthora infestans mit
Hilfe von Tetramethylrhodamin markiertem Tubulin nach 12-tdgigem Wachstum auf
‘Dimethomorph‘-haltigem Agar (0,3 ppm a.i.):

a Hyphe mit perlschnurartiger Struktur (CLSM-Transmissions-Schwarz/Weif}
Aufnahme).

b Globulare und filamentése Mikrotubuli-Strukturen in einer Hyphe mit perlschnur-
artigem Aussehen (dreidimensional verrechnete CLSM-Fluoreszenz-Aufnahme).

¢ Neugebildete Hyphenspitze (CLSM-Transmissions-Schwarz/Wei3-Aufnahme).

d Globulare und filamentdse Mikrotubuli-Strukturen in einer Hyphespitze (CLSM-
Fluoreszenz-Aufnahmen).
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4 Diskussion

Die Kenntnis der Wirkungsmechanismen von Fungiziden bietet die Chance, sie gezielt im
Rahmen eines ausgewogenen Resistenzmanagements einzusetzen. ‘Iprovalicarb‘ ist ein
fungizider Wirkstoff aus der neuen chemischen Stoffklasse der Aminosdureamidcarbamate,
wobei es sich bei der Aminosdure um Valin handelt. Der Wirkstoff findet Anwendung bei der
Bekampfung von Pflanzenkrankheiten, die durch Oomyceten hervorgerufen werden. Ein
Schwerpunkt liegt in der Anwendung gegen den Erreger des Falschen Mehltaus an Weinre-
ben, der durch Plasmopara viticola verursacht wird. Darlber hinaus wird neben anderen
Gattungen der Familie Peronosporaceae (Peronospora spp. und Pseudoperonospora spp.)
auch Phytophthora infestans aus der Familie der Pythiaceae wirksam unterdriickt (DUTZ-
MANN 1999). Eine Wirkung gegen Pythium-Arten wurde nicht beobachtet (STENZEL et al.
1998). Der Wirkstoff wird systemisch im apoplastischen Raum in der Pflanze verteilt (STUB-
LER et al. 1999). ‘Iprovalicarb‘ hat ein hervorragendes toxikologisches und 6kologisches
Profil , wird rasch metabolisiert und ist ungefahrlich gegeniber Nutzlingen (TIEMANN &
PFLUGER 1999, ANDERSON 1999). Ein direkter EinfluR von ‘Iprovalicarb‘ auf die Respirati-
on sowie den Nukleinsaure- und Lipidstoffwechsel von Phytophthora infestans wurde von
STENZEL et al. (1998) nicht beschrieben.

‘Iprovalicarb’ besal} nach protektiver Applikation (< 10 ppm a.i.) einen deutlich reduzierenden
EinfluR auf die Auspragung von Schadsymptomen durch Phytophthora infestans an Toma-
tenpflanzen. Kurative Behandlungen (< 10 ppm a.i.) bis 10 Stunden nach der Inokulation
unterdriickten die Ausbreitung des Pathogens, so dass die Blatter wenige Befallssymptome
zeigten. Behandlungen, die zu spateren Zeitpunkten nach der Inokulation durchgefihrt wur-
den, zeigten eine geringere Wirkung auf die Pilzentwicklung, die moglicherweise auf eine
Verlagerung des Wirkstoffes im Blattgewebe und dem damit verbundenen Verdinnungsef-

fekt zurtckzufuhren ist.

Fur frihe Entwicklungsstadien von Phytophthora infestans war die Wahl des Kulturmediums
in in vitro-Untersuchungen von Bedeutung. Zoosporen, die in demineralisiertem Wasser
keimten, zeigten die niedrigste Keimungsrate. Diese Beobachtungen stehen in Einklang mit
denen von BROEMBSEN & DEACON (1996), die zeigten, dass eine Zoosporensuspension
von Phytophthora parasitica mit destilliertem Wasser im Vergleich zu Leitungswasser eine
Abnahme der Keimungsrate zur Folge hatte. Vorliegende Untersuchungen ergaben, dass
eine wesentlich héhere Keimungsrate bei Zoosporen beobachtet wurde, die sich in Ringerl6-
sung, einem isotonischen Kulturmedium, entwickelten. Ringerlésung enthalt u.a. Calcium-
chlorid, wobei Calcium nach BROEMBSEN & DEACON (1997) verschiedene Entwicklungs-
stadien von Zoosporen von Phytophthora parasitica beeinflufdte. Sie beschreiben, dass die
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Freilassung der Zoosporen aus Sporangien bei niedrigen Calciumkonzentrationen unter-
druckt wurde, wahrend die mobile Phase der Zoosporen verkurzt und die Encystierung und
Keimung stimuliert wurde. Damit kdnnte man den stimulierenden Effekt der Ringerldsung auf
die Keimungsrate der Zoosporen von Phytophthora infestans in der vorliegenden Arbeit er-
klaren. Die Anwesenheit von Calcium bewirkt, dass die zellwandlosen, mobilen Zoosporen
ihre Geiflleln abwerfen, eine Zellwand aufbauen und anschlieend einen Keimschlauch aus-
bilden.

HILL et al. (1998) beschrieben den Einflu® Calcium-absorbierender Substanzen auf Sporan-
gien von Phytophthora infestans, der eine Veranderung der strukturellen Stabilitat oder indi-
rekt eine Veranderung intrazellularer Prozesse zur Folge hatte. Auch REISSIG & KINNEY
(1983), HAROLD & HAROLD (1986), JACKSON & HEATH (1989), DICKER & TURIAN
(1990) schrieben Calcium eine wichtige Rolle bei der Regulation des Hyphenwachstums zu.
ROBSON et al. (1991) beobachteten, dass ein Calcium-Einstrom aus dem umliegenden Me-
dium essentiell fir eine Hyphenverlangerung von Fusarium graminearum war. Sie fuhrten die
Bedeutung sowohl von exogen aufgenommenem als auch intrazellularem Calcium darauf
zurlck, dass die Aktivitdt von Enzymen, die an der Synthese der Zellwand beteiligt sind, Cal-

cium-abhangig ist.

‘Iprovalicarb’ wirkte sich schon in geringen Konzentrationen (0,3 ppm a.i.) hemmend auf die
Keimungsrate und die Keimschlauchbildung von Zoosporen von Phytophthora infestans aus,
die in Leitungswasser oder demineralisiertem Wasser kultiviert wurden. Entwickelten sich die
Zoosporen in Ringerlésung, wurde erst bei wesentlich hoheren ‘lprovalicarb-
Konzentrationen (10 ppm a.i.) ein keimungshemmender Effekt beobachtet. Das Ausbleiben
der fungiziden Wirkung bei niedrigen Konzentrationen von ‘Iprovalicarb’ kdnnte durch das flr
den Pilz wesentlich glinstigere osmotische Milieu und den stimulierenden Effekt der Ringer-
I6sung auf den Zellwandaufbau erklart werden. Die Tatsache, dass die fungizide Wirkung
von ‘Iprovalicarb’ bei niedrigen Konzentrationen durch die Ringerlésung abgeschwacht wur-

de, kdnnte ein Hinweis dafir sein, dass ‘Iprovalicarb’ in die Zellwandstabilitat eingreift.

In vitro-Untersuchungen an Keimschlauchen von Phytophthora infestans zeigten, dass in
Gegenwart von ‘lprovalicarb® (0,5 ppm a.i.) eine Keimschlauchlange von ca. 40 uym nicht
Uberschritten wurde, unabhangig von der Lange des Keimschlauches zum Zeitpunkt der
Fungizidapplikation. Fir Zoosporen und encystierte Zoosporen von Phytophthora palmivora
wurde gezeigt, dass sie impermeabel fur Aminosduren, Glucose und anorganische Phos-
phate sind und die Aufnahme dieser Metabolite erst nach Ausbildung eines Keimschlauches
beobachtet wurde (PENINGTON et al. 1989). Dies kdnnte bedeuten, dass Phytophthora in-

festans erst bei einer Keimschlauchlange von ca. 40 ym zusammen mit den Metaboliten
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auch ‘lprovalicarb’ aus dem umgebenden Medium aufnimmt, und erst zu diesem Zeitpunkt
der fungizide Wirkstoff seine Wirkung auf die Zellwand entfalten kann. Frihere Entwick-
lungsstadien des Keimschlauches blieben unbeeinflut von ‘Iprovalicarb‘, da eine Stoffauf-
nahme aus dem umgebenden Medium der encystierten Zoosporen aufgrund eigener Ener-
giereserven nicht notwendig war (BROEMBSEN & DEACON 1996).

In planta-Untersuchungen zeigten, dass die fungizide Wirkung von ‘Iprovalicarb‘ auf die Zoo-
sporenkeimung und das Keimschlauchwachstum geringer ist als in in vitro-Untersuchungen.
Der Pilz bildet auf Tomatenpflanzen wesentlich kirzere Keimschlduche als auf kinstlichem
Medium (GROHMANN & HOFFMANN 1988) und deckt wahrscheinlich seinen Nahrstoffbe-
darf anhand gespeicherter Energievorrate aus der encystierten Zoospore (BROEMSON &
DEACON 1996). SMOLKA & WOLF (1983) beschrieben ebenfalls ein Ausbleiben der hem-
menden Wirkung auf den Keimungsprozess von Erysphe graminis f. sp. hordei nach einer
Behandlung mit den Triazolderivaten ‘Bayleton‘ und ‘Baytan‘. Azole wirken hemmend auf die
Sterol-Biosynthese im pilzlichen Metabolismus (BUCHENAUER 1978). COUTINHO et al.
(1995) fuhrten die geringe Wirkung der Triazolderivate auf den Keimungsprozess darauf zu-
rick, dass der Pilz die notwendigen Sterole wahrend der Initialphase der Entwicklung von
den Sterolreserven aus der Konidie bezieht. Erst mit dem Penetrationsvorgang ist der Pilz
gezwungen, seinen Nahrstoffbedarf durch den Entzug von Stoffwechselmetaboliten aus der
Pflanze zu decken. Zu diesem Zeitpunkt nimmt das Pathogen den fungiziden Wirkstoff mog-
licherweise erstmals verstarkt auf. Vereinzelt auftretende morphologische Veranderungen
der Keimschlauche in den vorliegenden Untersuchungen deuten jedoch darauf hin, dass der
Wirkstoff mittels Diffussion auch schon von friheren Entwicklungsstadien des Pathogens

aufgenommen wurde.

Die nachhaltigste Wirkung auf die Entwicklung von Phytophthora infestans hatte ‘lprovali-
carb’ in der Epidermis von Tomatenpflanzen. Der Aufbau eines intakten parasitischen Ver-
haltnisses zwischen Pathogen und Wirtspflanzen, welches die Voraussetzung flir die Nahr-
stoffaufnahme und somit fiir das Uberleben des ékologisch obligaten Parasiten ist (HOHL
1991, HEATH & SKALAMERA 1997), scheint unter dem EinfluR von ‘Iprovalicarb‘ erschwert
zu sein. Dem Pathogen war es nur selten maoglich, unter Wirkstoffeinflu® aus der Epidermis-
zelle herauszuwachsen. TRIGIANO et al. (1984) und GROHMANN & HOFFMANN (1988)
konnten zeigen, dass erst in den Epidermiszellen von ‘Metalaxyl‘-behandelten Pflanzen die
Entwicklung von Phytophthora-Arten verhindert wurde. Auch ‘Bayfidan® Ubte erst im Blattge-
webe von Kaffeepflanzen eine hemmende Wirkung auf die Myzelausbreitung von Hemileia
vastatrix aus. Der Wirkstoff verursachte ein Anschwellen der Hyphenstrukturen und ein Zer-
storen der Membranen und Zellwande von Infektionsstrukturen (COUTINHO et al. 1995).
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Morphologische Veranderungen durch ‘lprovalicarb’, wie das Anschwellen von pilzlichen
Infektionsstrukturen und die Auflésung der Zellwand, die schon an Keimschlauchen auftra-
ten, wurden an Hyphen von Phytophthora infestans, die sich im Blattgewebe entwickelten,
noch deutlicher beobachtet. Dabei erschien besonders auffallig die VolumenvergréfRerung
der Hyphen kurz vor und nach Penetration der pflanzlichen Zellwand bei der Besiedlung des
Blattgewebes. Der Prozess des apikalen Hyphenwachstums erfordert eine kontrollierte Aus-
dehnung der Zellwand, die anschlieRend so verandert werden muf3, dass sie dem Turgor-
Druck widersteht und die Form der Hyphe erhalt (WESSELS 1993). Dies ist notwendig, da
der Turgor neben den zellwanddegradierenden Enzymen die antreibende Kraft zur Penetra-
tion pflanzlicher Zellwande darstellt, durch die eine Ausbreitung des Pathogens in das Pflan-
zengewebe moglich ist (STRUCK et al. 1998). Appressorien von Magnaporthe grisea (bten
einen Turgor-Druck von acht Mega-Pascal zur Penetration der Wirtsoberflache aus (MONEY
& HOWARD 1996). In den vorliegenden Untersuchungen nahm der Druck des pilzlichen
Cytoplasmas auf die Hyphenzellwand kurz vor Ausbildung der Penetrationshyphe durch die
epidermale Pflanzenzellwand zu, so dass die aufgrund von ‘Iprovalicarb® moéglicherweise
veranderte Zellwandstruktur diesem nachgeben mufdte. Das ziigig durch eine sehr dinne
Penetrationshyphe nachflielende pilzliche Cytoplasma Ubte auf die neugebildete Hyphen-
zellwand wieder einen starken Druck aus, so dass diese sich ausdehnte. Die angeschwolle-
ne Struktur von den wenigen Haustorien, die in Mesophyllzellen gebildet wurden, deutet dar-

auf hin, dass die Zellwand in ihrer Stabilitat beeintrachtigt wurde.

Eine kurative Applikation mit ‘Iprovalicarb’ zeigte, dass eine Behandlung bis flinf Stunden
nach Inokulation eine weitere Entwicklung des Pathogens verhindern konnte. Eine Behand-
lung zu einem spateren Zeitpunkt (10 hpi) reduzierte die pilzliche Entwicklung nur in sehr
geringem MaRe, da die Entwicklung des Pilzes zu weit fortgeschritten war. STUBLER et al.
(1999) zeigten, dass 24 Stunden nach einer Blattapplikation an Rebstécken der ‘lprovali-
carb’-Gehalt in der Blattfraktion um den Faktor groRer zwei oberhalb der fir eine 95 prozen-
tige Hemmung im Blatt notwendigen Wirkstoffkonzentration lag. Da zum Zeitpunkt der Blat-
tapplikation der Pilz aber schon bis ins Palisadenparenchym vorgedrungen war, war ein Auf-

halten der Besiedlung durch den Pilz nur noch geringfligig maglich.

Die Erkenntnisse der vorliegenden Arbeit hinsichtlich der Wirkung von ‘Iprovalicarb® in Ab-
hangigkeit von den Applikationsbedingungen unterstiitzen die von STUBLER et al. (1999).
Sie beobachteten eine starke Abhangigkeit der Wirkstoffaufnahme von Temperatur und
Feuchtigkeit (Luftfeuchte und Blattnasse). Unter mild-warmen und feuchten Bedingungen
war die Aufnahme von ‘Iprovalicarb’ in das Pflanzengewebe verstarkt. Die Temperatur be-
sitzt nach BAUR et al. (1997) einen bedeutenden Einflu® auf die Stoffbeweglichkeit in der

Kutikula. Die Luftfeuchte bestimmt die Geschwindigkeit des Eintrocknens des Spritzbelags
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und damit die Dauer, in der der geloste Wirkstoff dem Konzentrationsgradienten folgend von
der Pflanze durch Diffussion aufgenommen wird. In welchem Ausmald Temperatur und Luft-
feuchte die Wirkstoffaufnahme beeinflussen, hangt von den physiko-chemischen Eigen-
schaften des Wirkstoffes, der Grunddurchlassigkeit der Blattkutikula und der Formulierung
des Wirkstoffes ab. Die vorliegenden Untersuchungen ergaben, dass alle untersuchten Ent-
wicklungsstadien des Pathogens wesentlich effektiver gehemmt wurden, wenn ein Antrock-
nen des Spritzbelags verhindert wurde. Eine Penetration in die Epidermiszelle wurde selten,

wahrend eine pilzliche Ausbreitung im Blattgewebe nicht mehr beobachtet wurde.

Die morphologischen Veranderungen der Hyphenstruktur in Tomatenpflanzen nach einer
‘Iprovalicarb‘-Applikation wurden anhand von in vitro-Experimenten genauer charakterisiert.
Myzel von Phytophthora infestans, das sich auf ‘Iprovalicarb‘-haltigem Medium entwickelt
hatte, zeigte Einschnirungen der Hyphen, so dass sie das auffallige Aussehen einer Perl-
schnur erhielten. Vergleichende Untersuchungen mit ‘Dimethomorph® zeigten ebenfalls ein
perlschnurartiges Aussehen der Hyphen, wie es KUHN et al. (1991) beschrieben. In
Wachstumszonen von Phytophthora infestans beobachteten sie anormale Einwuchse der
Zellwand, durch die es vereinzelt zur Bildung von falschen Septen kam. Die Lage der fal-
schen Septen stimmte bei Phytophthora infestans, Phytophthora erythroseptica und Phyto-
phthora cactorum mit den Einschnirungsstellen der Hyphen Uberein, die dem Myzel ein
perlschnurartiges Aussehen verliehen. Auch ALI & REDDY (2000) beschrieben die Entste-
hung von vielen kondensierten, kirzeren und dickeren Zellen, die dem Myzel von Phyto-
phthora infestans das Aussehen einer Perlenkette nach der Behandlung mit synthetischen
Proteinen verliehen. Dabei handelte es sich unter anderem um Cecropine (CAVALLERIN et
al. 1998) und Magainine (ZASLOFF 1987), die, wie ‘Iprovalicarb’, Valin-Reste besitzen. Ce-
cropine sind in Bakterien mdglicherweise flr eine Veranderung der Membranintegritat ver-
antwortlich (SHAI 1995), wodurch es zu einem Austreten von Cytoplasma und anschliel3en-
dem Zelltod kommt (LOCKEY & OURTH 1996). Auch die Magainine verandern die Mem-
bran-Funktionen, wodurch die osmotische Balance des Organismus gestort wird (ZASLOFF
1987).

Das Auftreten von charakteristischen Hyphenanomalien durch Fungizidwirkung findet haufig
seine Ursache in einer veranderten Zellwandstruktur (GROHMANN & HOFFMANN 1982,
KUHN et al. 1991). ‘Metalaxyl’ verursacht bei verschiedenen Phytophthora-Arten eine Ver-
minderung des Langenwachstums, eine Férderung des Breitenwachstums und eine Verstar-
kung der Zellwande (GROHMANN & HOFFMANN 1982). Prozesse der Zellwandbildung
werden dabei weniger beruhrt, erfahren eher eine relative Intensivierung, die zu den be-
schriebenen Wandverdickungen fuhren. Mdglicherweise sind die morphologischen Wachs-

tumsanomalien auf eine Verschiebung des Gleichgewichtes zwischen den einzelnen
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Wachstumsreaktionen zurtckzufuhren. Ein Grund dafir kénnte die hemmende Wirkung von
‘Metalaxyl’ auf die ribosomale RNA-Synthese sein, die unter anderem von DAVIDSE et al.
(1983) beschrieben wurde.

Fur Fusarium culmorum wurde nach einer ‘Tebuconazol’-Behandlung ein unregelmafliges
Anschwellen von Hyphen, deren starke Verzweigung und eine Zunahme der Zellwanddicke
beobachtet (KANG et al. 2001). ‘Tebuconazol* greift in den pilzlichen Metabolismus haupt-
sachlich durch die Hemmung der Ergosterol-Biosynthese ein (HEWITT 1998). Sterole sind
Bestandteile der Membranen, deren Abnahme bzw. Akkumulation ihrer Intermediate durch
eine Azolbehandlung in einer Zerstérung der Membranfunktionen resultiert. BUCHENAUER
(1987) und FULLER et al. (1990) beobachteten nach einer Sterolbehandlung die Aktivierung
der Chitin- und B-1,3-Glukan-Synthese, wodurch die Hyphenzellwédnde unregelmallig ver-

dickt wurden und die Hyphen ein anormales Wachstum zeigten.

DERCKS & BUCHENAUER (1987) beschrieben nach einer ‘Aluminiumfosetyl’-Behandlung
das Auftreten von verdickten Hyphenspitzen und ein Knoten-ahnliches Anschwellen entlang
der Hyphen von Phytophthora cactorum und Phytophthora capsici, jedoch nicht flr Phyto-
phthora infestans. FUr Phytophthora cactorum konnte eine Veranderung der lonen-Austritte
aufgrund einer veranderten Membranpermeabilitat festgestellt werden. Bei beiden sensitiven
Phytophthora-Arten wurde zusatzlich ein verstarkter Einbau von Glucose in die Cellulose-
Zellwand-Fraktion beobachtet. Die Autoren flihren die fungizide Wirkung auf einen Eingriff in
physiologische Prozesse zurlick, die entweder direkt oder indirekt an der Membran-Funktion

und Zellwandsynthese beteiligt sind.

Eine morphologische Veranderung der Zellwand aufgrund einer Fungizidwirkung bedeutet
jedoch nicht, dass die Zellwand das primare Target darstellt. Oomyceten werden taxono-
misch in das Reich der Chromista eingegliedert und unterscheiden sich damit von den Ech-
ten Pilzen (Fungi) und Pflanzen (BEAKES et al. 1998, CAVALIER-SMITH 1997). Die Einglie-
derung erfolgte aufgrund molekulargenetischer Untersuchungen sowie biochemischer und
struktureller Charakteristika, wozu auch die Zusammensetzung der Zellwand zahlt. Die
Hauptbestandteile der Zellwand von Phytophthora infestans sind p-gebundene Glucose-
Polymere (unter anderem Cellulose), die sowohl als lange Mikrofibrillen, als auch als amor-
phes Material vorliegen kénnen (BARTNICKI-GARCIA & WANG 1983). Weiterhin sind in
geringen Mengen Proteine, Lipide und andere Polysaccharide (unter anderem Mannose und
Glucosamine) an ihrem Aufbau beteiligt. Die Zellwandstarke, -struktur und Anzahl der
Schichten verandert sich wahrend des Lebenszyklus von Phytophthora infestans. Wahrend
Zoosporen nur von einer Plasmamembran umgeben sind und keine Zellwand besitzen, sind
Oosporen von einer mehrschichtigen Zellwand umlagert. FREYTAG & MENDGEN (1991),
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LAPEYRIE & MENDGEN (1993) und HARDHAM (1985) nutzten den spezifischen Nachweis
von Monosacchariden durch Lectine, der auch in der vorliegenden Arbeit die histochemische
Differenzierung der Zellwand von Phytophthora infestans in einzelnen Entwicklungsstadien

ermoglichte.

Mobile und encystierte Zoosporen sowie Myzel lieRen sich mit Hilfe des Lectins Concanava-
lin A, das an a-D-Mannose, o-D-Glucose und o-D-N-Acetylglucosamin mit abnehmender
Spezifitat bindet, markieren. In Zoosporen und Myzel lie sich weder Galaktose noch Chitin
nachweisen. Lediglich in den Zellwanden neugebildeter Keimschlauche bis hin zum Septum
war die Markierung von Chitin und in auferst geringen Mengen von Galaktose mdglich.
HOHL und BALSIGER (1986) bestatigten in ihren Untersuchungen, dass Concanavalin A an
Keimschlauche verschiedener Phytophthora-Arten bindet. Bei den vorliegenden Untersu-
chungen wurden die Sporangien von einer zweifachen Schicht umlagert, die sich mit Hilfe
von Concanavalin A und Agglutinin RCA15, das an Galaktose bindet, darstellen lief3. In den
Keimschlauchen von Sporangien lieken sich a-D-Mannose, a-D-Glucose und a-D-N-

Acetylglucosamin sowie Galaktose nachweisen.

Den deutlichsten EinfluR® zeigte ‘Iprovalicarb‘ auf die Anfarbbarkeit von a-D-Mannose, a-D-
Glucose und a-D-N-Acetylglucosamin mit Hilfe von Concanavalin A in den Zellwanden von
Keimschlauchen und Myzel. Die Veranderungen auferten sich dadurch, dass die Zucker
nicht mehr als geschlossene Schicht um das Pilzinnere sichtbar waren bzw. eine Markierung

in diesem Bereich nur noch schwach moglich war.

Auch die Markierung von Polysacchariden in den Zellwanden von Keimschlduchen und Hy-
phen wurde durch eine ‘Iprovalicarb‘-Behandlung verandert. Wahrend sich der Farbstoff in
der unbehandelten Variante gleichmafig und homogen um das Hyphenlumen anlagerte,
erfolgte unter ‘Iprovalicarb’-Einflu eine schwachere bzw. nicht vollstandige Anlagerung des
Farbstoffes im Bereich der Zellwand. Die partielle Lyse der Zellwand und die damit haufig
beobachtete Akkumulation der Fluoreszenzfarbstoffe im Hyphenlumen deutet jedoch darauf
hin, dass die Zellwand in ihrer Integritat durch ‘Iprovalicarb® sehr stark beeintrachtigt wurde.
Anhand dieser Untersuchungen kann aber keine Aussage gemacht werden, inwieweit ‘lpro-

valicarb‘ in die Synthese dieser Zucker eingreift.

Der direkte Cellulosenachweis in den Zellwanden von Phytophthora infestans erfolgte mit
Hilfe der Enzym-Gold-Markierung. Bei dem Enzym handelt es sich um eine 1,4-(1,3:1,4)-B-D-
Glukan-4-Glukano-Hydolase von Trichoderma reesei, die an das Ende einer Cellulose-
Glukan-Kette bindet (TEERI et al. 1997; WARREN 1997). Die spezifische Markierungsdichte

fur Cellulose war an Hyphen, die sich auf ‘Iprovalicarb‘-haltigem Agar entwickelt hatten, um
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18 % hoéher im Vergleich zu der der unbehandelten Kontrolle. Vereinzelt wurde in einigen
Zellwandbereichen der ‘Iprovalicarb‘-Variante eine Akkumulation der Goldpartikel beobach-
tet. An diesen Hyphenquerschnitten traten zusatzlich Ausstilpungen der dueren Zellwand-
schicht auf, von denen sich Vesikel abtrennten. Hyphen, die sich auf Fungizid-freiem Agar
entwickelt hatten, lagerten die Goldpartikel regelmaRiger im Bereich der Zellwand an und
hatten eine deutliche, plane Abschlu3schicht gebildet. Dieses Ergebnis zeigt, dass ‘Iprovali-
carb' aufgrund der hdheren spezifischen Markierungsdichte fiir Cellulose keinen inhibieren-
den Einfluf? auf die Cellulose-Synthese besitzt, sondern einen stimulierenden Effekt auf die-
se ausubt. Die verstarkte Akkumulation der Goldpartikel in einigen Zellwandbereichen und
die im Gesamtbild unregelmafigere Anlagerung der Goldpartikel nach einer ‘Iprovalicarb’-
Behandlung deuten darauf hin, dass die Anordnung der Cellulose-Mikrofibrillen in der Zell-

wand gestort ist.

Weiterhin wurde eine Zunahme der Zellwandstarke von Hyphen, die sich in Gegenwart von
‘Iprovalicarb’ entwickelten, beobachtet. Dadurch war die absolute Markierungsdichte fir
Cellulose Uber die Gesamtflache der Zellwand deutlich héher im Vergleich zu der von unbe-
handeltem Myzel. Eine Zunahme der Zellwandstarke aufgrund einer Fungizidwirkung wurde
auch schon von anderen Autoren beschrieben, die die Ursache dafur haufig in einer intensi-
ven Akkumulation von Glukanen in der Zellwand sehen (KANG et al. 2001, DERCKS & BU-
CHENAUER 1987, JIANG & GROSSMANN 1991 und GROHMANN & HOFFMANN 1982).

FEVRE et al. (1990) beschrieben, dass nach einer Kongorot-Behandlung die Hyphen von
Saprolegnia verdickte Zellwande aufwiesen. Kongorot verhinderte die Kristallisation der Glu-
kan-Ketten zu Mikrofibrillen in Acetobacter (HAIGLER & BENZIMAN 1982) und in Algen
(QUADER et al. 1983). FEVRE et al. (1990) beschrieben, dass Kongorot-behandelte Hyphen
verschiedene Kristallisationszustande der Cellulose aufwiesen. Sie beobachteten, dass kur-
ze Mikrofibrillen in amorphem Material eingebettet waren, wahrend in verdickten Zellwanden
die Cellulose-Fraktion in einem amorphen Zustand vorlag. NODET et al. (1986) postulierten,
dass in Gegenwart von Kongorot die Cellulose ihre charakteristische mikrofibrillare Organi-
sation verliert, stattdessen aber in signifikant hdheren Mengen ohne jegliche Struktur synthe-

tisiert wird.

Madoglicherweise verursacht ‘Iprovalicarb® ahnliche Veranderungen wie Kongorot in der Zell-
wandstruktur. Die vorliegenden Untersuchungen zeigen, dass die Zellwandstarke nach einer
‘Iprovalicarb’-Behandlung deutlich zunahm und aufgrund der erhdhten Markierungsdichte fir
Cellulose die Cellulose-Synthese durch ‘Iprovalicarb’ stimuliert wurde. Da die Zellwand nach
einer ‘Iprovalicarb‘-Behandlung deutlich an Stabilitat und Starrheit verloren hatte, schien die

Architektur der Cellulose-Mikrofibrillen verandert zu sein. Dies konnte darauf zurtiickzuflihren
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sein, dass nach einer ‘Iprovalicarb’-Behandlung mehrere kirzere Cellulose-Mikrofibrillen ge-
bildet werden, die der Zellwand nicht dieselbe Stabilitdt verleihen wie lange Cellulose-
Mikrofibrillen in der unbehandelten Variante. Zusatzlich kdnnte nach einer ‘lprovalicarb’-
Behandlung auch die charakteristische mikrofibrillare Struktur der kirzeren Cellulose-
Fibrillen gestért sein. Dies wirde bedeuten, dass die Cellulose-Mikrofibrillen aufgrund der
fehlenden Vernetzung nicht in der Lage sind, ein stabiles Gerust aufzubauen, das der Zell-
wand die notwendige Starrheit verleiht. Ein weiterer Grund fir die erhdhte Elastizitat der
Zellwand koénnte sein, dass die Polymere, die eine Verbindung zwischen den einzelnen Mi-
krofibrillen herstellen, eine hohere Viskositat besitzen. Moglicherweise handelt es sich bei
den beobachteten Ausstlilpungen und abgetrennten Vesikeln um Polymere, die aufgrund
einer fehlenden Vernetzung mit den Cellulose-Mikrofibrillen nicht in die Zellwandstruktur ein-
geordnet werden kénnen. Das deutet darauf hin, dass durch einen veranderten Kristallisati-
onszustand der Cellulose-Mikrofibrillen und mdglicherweise durch die Bildung von kirzeren
Cellulose-Mikrofibrillen, die Stabilitdt der Zellwand deutlich verringert wird und durch deren

erhohte Elastizitat Hyphenstrukturen ein angeschwollenes Aussehen zeigen kdnnen.

Die Bestandteile der Zellwand von Oomyceten, vor allem Cellulose, und deren Anordnung
als Mikrofibrillen, zeigen Parallelitdten zur denen in Pflanzenzellen. In pflanzlichen Zellen
schreibt man dem Cytoskelett, vor allem den Mikrotubuli, eine bedeutende Rolle bei der Aus-
richtung der Cellulose-Mikrofibrillen in der Zellwand zu (DELMER 1987, SEAGULL 1990,
WILLIAMSON 1991, CYR & PALEVITZ 1995, WYMER & LLYOD 1996, FISHER & CYR,
1998). Dies fuhrt man darauf zurtck, dass durch eine Behandlung der kortikalen Mikrotubuli
mit Colchizin, einer Mikrotubuli-zerstérenden Chemikalie, eine geordnete Auflagerung der
Cellulose-Mikrofibrillen nicht mehr mdoglich war (MOREJOHN 1991). Die Cytoskelett-Proteine
wie Tubulin und Actin erscheinen als polymerisierte, lineare Elemente innerhalb der Zelle
(KOBAYASHI et al. 1991). Ihr Vorkommen konnte in tierischen (HARTWIG & SHELVIN
1986, HEUSER & KIRCHNER 1980), pflanzlichen und pilzlichen Zellen nachgewiesen wer-
den (HOCH et al. 1986, STEIGER & SCHLIWA 1987, KANBE et al. 1989). Bisher ist jedoch
noch nicht bekannt, wie kortikale Mikrotubuli die Ausrichtung von Cellulose-Mikrofibrillen be-
einfluBen (FISHER & CYR 1998).

Die meisten Polysaccharide, die fir den Aufbau der pflanzlichen Zellwand benétigt werden,
werden im Golgi-Apparat produziert und durch Exocytose sezerniert (MARAS et al. 1997). Im
Gegensatz dazu wird Cellulose erst in der Plasmamembran von einem Enzymkomplex, der
Cellulose-Synthase, hergestellt (CHRISPEELS 1976, DELMER 1977, MACLACHLAN 1977).
Dieser Enzymkomplex bildet rosettenartige Strukturen in der Plasmamembran (HERTH
1985, KIMURA et al. 1999), der mit einem Ende der Cellulose-Mikrofibrille verbunden ist

(MUELLER & BROWN 1980, GIDDINGS et al. 1980, MUELLER & BROWN 1982, BROWN
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1996). Die Orientierung neuer Mikrofibrillen wird durch die Bewegung der Cellulose-
Synthase-Rosetten in der Plasmamembran kontrolliert (MUELLER & BROWN 1982, TAY-
LER et al. 2000). Die Richtung, in die sich die Cellulose-Synthase-Rosetten bewegen,
konnte auf Mikrotubuli-begrenzte Bahnen in der Plasmamembran beschrankt sein, die die
Bewegung der Synthase-Komplexe auf einer parallelen Achse erlauben (MUELLER &
BROWN 1982, DELMER 1987, FISHER & CYR 1998). Eine andere Hypothese beschreibt,
dass ein Rezeptor in der Plasmamembran die kortikalen Mikrotubuli mit den Cellulose-
Mikrofibrillen verbindet (MUELLER & BROWN 1982, WYMER & LLOYD, 1996).

Auch in pilzlichen Zellen wurde von GROHMANN & HOFFMANN (1982) beschrieben, dass
Zellwandbestandteile und Enzyme, die im Golgi-Apparat gebildet wurden, an den Mikrotubli
zur Hyphenspitze transportiert werden. Weiterhin ist bekannt, dass das Cytoskelett in ver-
schiedene Stadien des Zellzyklus involviert ist (JELKE et al. 1987, TIMONEN et al. 1993,
ASTROM 1994). Es ist fir den polaren Aufbau des Cytoplasmas verantwortlich (GROH-
MANN & HOFFMANN 1982), besitzt eine wichtige Rolle bei Infektionsprozessen in Zoospo-
ren (HARDHAM 1987) und ist an der Signaltransduktion, Transportprozessen und Organel-
lenbewegung beteiligt (TIMONEN et al. 1993, JELKE et al. 1987).

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die Mikrotubuli in Hyphen von
Phytophthora infestans als globulare Strukturen auftraten, die durch filamentése zu einem
maschenartigen Netz verbunden waren. Moéglicherweise stellen die globularen Strukturen
eine direkte Verbindung zwischen der Plasmamembran und den filamentdsen Mikrotubuli-
Strukturen dar. Damit wirden sie, wie in der pflanzlichen Plasmamembran beschrieben, eine
gerichtete Bewegung der stets wandernden Cellulose-Synthase in der Plasmamembran vor-
geben und die Ausrichtung der neu synthetisierten Cellulose-Mikrofibrillen kontrollieren.
Durch eine ‘lIprovalicarb’-Behandlung wurde die Anordnung der Mikrotubuli-Elemente in der
pilzlichen Zelle dahingehend verandert, dass Gberwiegend dickere und langere Mikrotubuli-
Filamente gebildet wurden, wahrend globulare Strukturen nicht mehr sichtbar waren. Dies
wirde bedeuten, dass die Verbindung zwischen den filamentésen Mikrotubuli und der Plas-
mamembran unterbrochen ist und damit die Kontrollfunktion der Mikrotubuli auf die Ausrich-
tung der neugebildeten Cellulose-Mikrofibrillen. In der Literatur wurden bereits Fungizide
beschrieben, die eine Wirkung auf die Mikrotubuli besitzen. Es handelt sich dabei um ‘Noco-
dazol‘ (NIINI & RAUDASKOSKI 1993, TEMPERLI et al. 1991) und ‘Benomyl' (PEDREGOSA
et al. 1995). Fur diese Wirkstoffe wurde jedoch kein EinfluR auf die Anordnung der Mikrotu-
buli beschrieben, sondern eine depolymerisierende Wirkung, so dass die pilzliche Zelle nicht
mehr in der Lage war, aus Tubulin-Untereinheiten Mikrotubuli aufzubauen. PEDREGOSA et
al. (1995) vermuteten, dass durch die Zerstérung der Mikrotubuli der gerichtete Transport

von Vesikeln, die Zellwandbausteine enthalten, beeintrachtigt wurde. Damit kénnte eine Ver
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anderung der Zellwandstruktur und deren Zusammensetzung verbunden sein. Méglicherwei-
se beeintrachtigte ‘Iprovalicarb’ durch die Strukturveranderung der Mikrotubuli ebenfalls den
gerichteten Vesikel-Transport. Dadurch kénnten Proteine, die zum Beispiel eine vernetzende
Funktion zwischen den einzelnen Cellulose-Mikrofibrillen besitzen, nicht an ihren Bestim-

mungsort gelangen. Dies wiirde zu einer veranderten Zellwandstruktur flhren.

Weitere wichtige Proteine des Cytoskeletts sind die Actin-Elemente, denen beim Spitzen-
wachstum von pflanzlichen und pilzlichen Zellen eine bedeutende Rolle zugeschrieben wird
(WESSELS 1993, HEATH & HEROLD 1992, HEATH 2000). Sie erscheinen als feine Fila-
mente, die das Cytoplasma durchziehen, bis hin zu gréReren (patches) und kleineren
(plaques) Ansammlungen dieser Proteine, die mit der apicalen Plasmamembran in Kontakt
stehen (TEMPERLI et al. 1990, ASTROM et al. 1994, GEITMANN & EMONS 2000).
ASTROM et al. (1994) und TEMPERLI et al. (1990) gingen davon aus, dass es sich bei den
plagues um Vesikel, sogenannte Filasome, handelt, die mit den Actin-Filamenten verbunden
sind. Die Aufgaben der Actin-Elemente in der Zelle sind die Regulation der Exocytose und
die Ausdehnung wachsender Strukturen (HEATH & HAROLD 1992, LICHTSCHEIDL 2000).
Diese Erkenntnis basiert auf Untersuchungen, die zeigten, dass nach einer Zerstérung der
Actin-Elemente in verschiedenen Zellen ein Anschwellen von Hyphenspitzen und Deformie-
rungen beobachtet wurden. Weitere wichtige Funktionen des Actins sind die Anordnung des
Endoplasmatischen Retikulums und die Ausrichtung von Zellwand-Fibrillen (BUCHEN 2000,
KATSAROS 2000). Die Beteiligung von Actin-Filamenten an dem Vesikeltransport mit Zell-
wandbestandteilen zur Hyphenspitze wurde auch von TEMPERLI et al. (1991) beschrieben.

In den vorliegenden Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass das Actin in Hyphen von
Phytophthora infestans wie von TEMPERLI et al. (1990), ASTROM et al. (1994) und HEATH
& GEITMANN (2000) beschrieben, sowohl als filamentése, als auch als globulare Strukturen
auftrat. Haufig wurde beobachtet, dass die filamentdsen Strukturen eine Verbindung zwi-
schen den globularen Elementen darstellten, die auch von TEMPERLI et al. (1990) be-
schrieben wurde. Méglicherweise stellen die globularen Strukturen eine direkte Verbindung
zwischen der Plasmamembran und den filamentdsen Actin-Elementen her. Das kdnnte die
Vermutung unterstitzen, dass die Actin-Elemente neben den Mikrotubuli-Elementen einen
Einflul auf die Cellulose-Mikrofibrillen in der Zellwand haben. Hyphen von Phytophthora in-
festans, die sich in Gegenwart von ‘Iprovalicarb entwickelten, zeigten eine veranderte An-
ordnung der Actin-Strukturen. Anstelle von globularen Actin-Strukturen wurde nur noch das
Auftreten von kurzen, verdickten Strukturen beobachtet, die nicht in Verbindung standen. Der
Kontakt zwischen der Plasmamembran und den filamentésen Actin-Strukturen schien unter-
brochen zu sein, und damit auch eine mogliche Regulation auf die Anordnung der Cellulose-

fibrillen. In Hyphen, die nach einer ‘Iprovalicarb’-Behandlung partielle Anschwellungen zeig
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ten, war die Markierung von Actin-Elementen nicht mehr mdglich. In tierischen Systemen
konnte eine Verbindung zwischen Apoptosis und der Schadigung des Actin-Cytoskeletts
gezeigt werden (MASHIMA 1997, DEMEESTER et al. 1998). Die vollig unkontrollierte Aufla-
gerung neugebildeter Cellulose-Mikrofibrillen und der damit verbundene Stabilitatsverlust der
Zellwand der vorliegenden Arbeit kdnnten eine Erklarung flr das Anschwellen der Hyphen

sein.

Die Wirkung von ‘Iprovalicarb in in vitro-Untersuchungen wurde mit der von anderen Oomy-
cetenfungiziden verglichen. In vitro besitzen die meisten eher einen hemmenden Effekt auf
das Myzelwachstum und die Sporulation als auf die Sporenkeimung. ‘Fluazinam*‘ mit seiner
Hauptwirkung auf die Zoosporenfreilassung und Keimung (ANEMA et al. 1992) und die Stro-
bilurin Analoga BAS490F und ICIA5044 mit ihrer starken Wirkung auf die Sporangien- und
Zoosporenkeimung (AMMERMANN et al. 1992, GODWIN et al. 1992) stellen eine Ausnah-
me dar. Die in vitro-Wirkung von ‘Propamocarb’ auf das Myzelwachstum vieler Pythiaceae
wird als sehr schwach angesehen, wahrend die Substanz eine gute in planta-Wirkung besitzt
(REICH et al. 1994). Neben ‘Dimethomorph‘ und ‘Azoxystrobin‘ zeigte ‘Iprovalicarb’ in den
vorliegenden Untersuchungen eine sehr gute in vitro-Wirkung im Vergleich zu ‘Propamocarb’

und ‘Metalaxyl‘.

‘Propamocarb’ aus der chemischen Stoffklasse der Carbamate wird zur Bekampfung von
Wurzel- und Stengelkrankheiten, die durch Pythium- und Phytophthora-Arten verursacht
werden, eingesetzt. ‘Propamocarb’ zeigte nur einen sehr schwachen Einflul auf die Zoospo-
renkeimung und das radiale Myzelwachstum von Phytophthora infestans. Eine deutliche Be-
eintrachtigung sowohl der Zoosporenkeimung als auch des Myzelwachstums wurde erst bei
Einwirkung hoher Wirkstoffkonzentrationen (> 500 ppm a.i.) erzielt. Diese Ergebnisse stehen
in Einklang mit Untersuchungen von RAPP & RICHTER (1982) und REITER et al. (1995a
und 1995b). ‘Propamocarb’ wirkt auf das Myzelwachstum eher fungistatisch als fungizid. Das
pilzliche Wachstum wird unter FungizideinfluR nur reversibel gehemmt (KAARS SIJPE-
STEIJN et al. 1974).

‘Propamocarb’ besitzt eine primare Wirkung auf den pilzlichen Lipidstoffwechsel und damit
auf den Aufbau von Membranen (PAPAVIZAS et al. 1978, REICH 1994). Die Hemmung der
Phospholipidsynthese ist von wesentlicher Bedeutung fir die Struktur und Funktionsfahigkeit
der pilzlichen Membranen (BOWMAN & MUMMA 1967, HENDRIX & ROUSER 1976) und
fuhrt zu umfangreichen physiologischen Stérungen, die sich nachteilig auf das Wachstum
und die Entwicklung des Pathogens auswirken. Die Beeintrachtigung der Phospholipidsyn-
these erklart die selektive Wirkung von ‘Propamocarb® auf Entwicklungsstadien von Phyto-

phthora infestans, in denen eine de novo-Synthese von Membranen erforderlich ist (REITER
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et al. 1995b). Durch eine Veranderung der Membrankomponenten des Pathogens kdnnte die
Sekretion von extrazellularen Enzymen, die flr die Degradation von Wirtszellwéanden beno-
tigt wurden (BODENMANN et al. 1985, FORSTER & RACHED 1985), verandert werden und

damit die Aufnahme von Nahrstoffen aus der Wirstzelle.

‘Metalaxyl’ gehoért zu der chemischen Stoffklasse der Phenylamide und wird zur Bekampfung
von Pflanzenkrankheiten eingesetzt, die durch Oomyceten hervorgerufen werden. In den
vorliegenden Ergebnissen wurde gezeigt, dass ‘Metalaxyl’ in in vitro-Untersuchungen einen
sehr geringen Effekt auf die Zoosporenkeimung (> 100 ppm a.i.) besall und erst bei einer
Konzentration von 10 ppm a.i. das radiale Myzelwachstum von Phytophthora infestans be-
eintrachtigte. In vitro-Untersuchungen zur Aufklarung der Wirkungsweise von ‘Metalaxyl’,
‘Furalaxyl‘ und ‘Ofurace’ gegenliber Pythium ultimum, Phytophthora nicotianae und Phyto-
phthora palmivora von FISHER & HAYES (1982) ergaben, dass die Fungizide eine hem-
mende Wirkung auf das radiale Myzelwachstum, aber nicht auf die Keimung von Sporangien
und Zoosporen besalien. In zahlreichen Arbeiten (BENSON 1979, STAUB et al. 1979,
GROHMANN & HOFMANN 1982, DAVIDSE et al. 1988) wurde jedoch die wachstumshem-
mende Wirkung von ‘Metalaxyl‘ auf die Sporenkeimung und das Myzelwachstum in in vitro-
Untersuchungen beschrieben. Die direkte Wirkung von Phenylamiden wird auf die spezifi-
sche Hemmung der ribosomalen RNA-Polymerase zurickgefuhrt (FISHER & HAYES 1982,
GROHMANN & HOFFMANN 1982, DAVIDSE et al. 1983, GISI & COHEN 1996). Bei ver-
schiedenen Pilzarten wurde nachgewiesen, dass die Proteinsynthese wahrend der Keimung
an bereits vorliegender mRNA stattfindet (LOVETT 1968, HORGEN 1971, BURKE et al.
1972). Das kénnte eine magliche Erklarung fur den fehlenden Effekt von 'Metalaxyl' als Inhi-
bitor der RNA-Synthese bei der Encystierung und Keimung der Zoosporen von Phytophthora

infestans sein.

Darlber hinaus beobachteten GROHMANN & HOFFMANN (1982) sowohl an Phytophthora-
als auch an Pythium-Arten morphologische Veranderungen der Hyphen, die auf eine fungizi-
de Wirkung von ‘Metalaxyl’ zurlickzuflihren sind. Sie bestanden in der Verminderung des
Langenwachstums und Férderung des Breitenwachstums. Wobei die Pythium-Arten weniger
ausgepragt mit einer Hyphenverdickung reagierten und typische Anschwellungen nur an
Hyphenenden beobachtet wurden. Weiterhin zeigten sie, dass eine Forderung des Dicken-
wachstums, der Verlust der apikalen Dominanz, eine Verstarkung der Zellwande und eine
Veranderung der Oberflachenstruktur durch ‘Metalaxyl’ hervorgerufen wurden. Eine unter-
schiedliche ‘Metalaxyl’-Sensitivitat von Pythium- gegenuber Phytophthora-Arten, wobei die

Gattung Pythium die héhere Toleranz aufwies, schien dabei quantitativ begrindet zu sein.
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‘Azoxystrobin’, ein Vertreter der Strobilurine, wird zur Bekdmpfung von Getreidekrankheiten
angewandt. Der Wirkstoff zeigte in den vorliegenden in vitro-Untersuchungen eine wirksame
Hemmung der Zoosporenkeimung und des radialen Myzelwachstums von Phytophthora in-
festans schon bei sehr niedrigen Konzentrationen (0,2 — 1 ppm a.i.). AMMERMANN et al.
(1992) und GODWIN et al. (1992) beschreiben den Schwerpunkt der Wirkung von Strobilu-
rin-Analoga bei Oomyceten auf die Sporangien- und Zoosporenkeimung. Auch bei Septoria
tritici erzielten niedrige ‘Azoxystrobin‘-Konzentrationen (0,1 — 1 ppm a.i.) eine wirksame
Hemmung der Sporenkeimung und des Myzelwachstums (ZIOGAS et al. 1997). Im Gegen-
satz dazu stehen die Ergebnisse von MATHERON & PORCHAS (2000), die eine Hemmung
der Zoosporenkeimung von Phytophthora-Arten erst bei ‘Azoxystrobin‘-Konzentrationen von
256 bis 1000 ppm a.i. und eine starke Reduktion des Myzelwachstums bei 3000 ppm a.i.
beobachteten. Sie flihrten die geringe Wirkung von ‘Azoxystrobin‘ auf die Variabilitat hin-
sichtlich der Fungizidsensitivitdt zwischen verschiedenen Phytophthora-Arten und Isolaten
einer Phytophthora-Art zurtck. Azoxystrobin inhibiert die mitochondriale Atmung in Pilzen,
indem es den Elektronentransfer am Cytochrom bc1-Komplex blockiert (BECKER et al.
1981, BRANDT et al. 1988; BRANDT & JAGOW 1991, MANSFIELD & WIGGINS 1990).

‘Dimethomorph’, ein Wirkstoff der chemischen Stoffklasse der Zimtsaurederivate, wird seit
1988 als ein systemisches Fungizid gegen Peronosporaceae und Phytophthora-Arten einge-
setzt (ALBERT et al. 1988). Gegenulber Pythium zeigte der Wirkstoff keine Wirkung (AL-
BERT et al. 1988, KUHN et al. 1989, ALBERT & HEINEN, 1995). ‘Dimethomorph® wird
apoplastisch in der Pflanze verteilt (ALBERT et al. 1988) und besitzt sowohl nach protektiver
als auch kurativer Applikation eine Wirkung (ALBERT et al. 1988, COHEN et al. 1995). Es
unterdriickt auch die Sporulation (ALBERT et al. 1988).

Der Wirkungsmechanismus konnte bisher nicht vollstandig aufgeklart werden. Untersuchun-
gen zeigten, dass ‘Dimethomorph’ keinen Einflul auf die DNA-, RNA-, Protein- und Li-
pidsynthese sowie die mitochondriale Atmung besitzt (ALBERT et al. 1988, KUHN et al.
1990). In in vitro-Untersuchungen der vorliegenden Arbeit besal} ‘Dimethomorph‘ schon bei
Konzentrationen kleiner als 0,5 ppm a.i. einen keimungshemmenden Effekt auf Zoosporen
von Phytophthora infestans, wahrend das radiale Myzelwachstum bei 1 ppm a.i. vollstandig
unterdrickt wurde. Diese Ergebnisse stehen in Einklang mit den Untersuchungen von KUHN
et al. (1991), COHEN et al. (1995) und ALBERT & HEINEN (1995), die ebenfalls eine deutli-
che in vitro-Wirkung bei bereits sehr geringen ‘Dimethomorph‘-Konzentrationen auf Phyto-

phthora infestans feststellten.

Anhand von mikroskopischen Untersuchungen wurde nach einer ‘Dimethomorph‘-

Behandlung das Auftreten von partiellen Einschnirungen der Hyphen beobachtet, die dem
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Myzel ein perlschnurartiges Aussehen verliehen. Dieser charakteristische Effekt fur ‘Dime-
thomorph‘ wurde auch von KUHN et al. (1991) beschrieben. Die vorliegenden Untersuchun-
gen zeigten, dass in einigen Hyphenbereichen die Lyse von Zellwanden auftrat, so dass
Cytoplasma aus dem Hyphenlumen austreten konnte. ALBERT & HEINEN (1995) flihrten
den Zelltod von Zoosporen, Cysten, Sporangien, Keimschlauchen und Hyphen auf eine Lyse
der Keimschlauche an der Ansatzstelle des Keimschlauches an der encystierten Zoospore
oder an der Hyphenspitze zuriick. Weiterhin beobachteten sie eine ungleichmallige Ver-
zweigung von Keimschlauchen und Hyphen sowie ein anormales Dickenwachstum der Zell-
wande. Da ‘Dimethomorph’ alle Entwicklungsstadien von Phytophthora infestans beeintrach-
tigte, in denen Zellwandwachstum stattfand, schluf3folgerten sie, dass ‘Dimethomorph’ einen
EinfluR auf Zellwand-bildende Prozesse besitzt. KUHN et al. (1991) postulierten nach ihren
Untersuchungen, dass ‘Dimethomorph‘ nicht in die Polymer-Synthese eingreift, sondern in

die Anordnung der einzelnen Strukturen in der Zellwand.

Obwohl ‘Iprovalicarb’ und ‘Dimethomorph’ dhnliche morphologische Veranderungen an Hy-
phen von Phytophthora infestans bewirkten, konnte anhand weiterfihrender Untersuchungen
gezeigt werden, dass sie unterschiedlich in die Struktur des Zellwandaufbaus eingreifen.
‘Iprovalicarb’ verursachte eine Veranderung hinsichtlich der Anfarbbarkeit von Monosaccha-
riden (a-D-Mannose, a-D-Glucose und a-D-N-Acetylglucosamin) in der Zellwand sowohl von
Keimschlauchen als auch von Hyphen. In Hyphen, die sich auf Fungizid-freiem Medium ent-
wickelt hatten, waren die Monosaccharide als homogene Schicht um das Hyphenlumen an-
gelagert. Pilzliche Strukturen, die in Gegenwart von ‘Iprovalicarb’ wuchsen, wiesen in dieser
Schicht Unterbrechungen auf, bzw. eine Markierung wurde nur noch sehr schwach oder
nicht mehr beobachtet. Inwieweit ‘Iprovalicarb® einen EinfluR auf die Monosaccharid-
Synthese besitzt, konnte anhand der vorliegenden Untersuchungen nicht beurteilt werden.
‘Dimethomorph’ zeigte keinen Effekt auf die Anffarbbarkeit der Monosacharide in den Zell-

wanden von Phytophthora infestans.

Polysaccharide, vor allem Cellulose, lie3en sich anhand von histologischen Farbungen deut-
lich in der Zellwand als eine geschlossene Schicht um das Hyphenlumen markieren. Nach
einer ‘Iprovalicarb‘-Behandlung traten Unterbrechungen in dieser Schicht auf, wie bei einer
Markierung der Monosaccharide. Auch diese Untersuchungen gestatten keine Aussage hin-
sichtlich eines Einflusses von ‘Iprovalicarb’ auf die Polysaccharid-Synthese. Vielmehr deuten
sie daraufhin, dass ‘Iprovalicarb’ einen Einflu auf die Anordnung der Polysaccharide in der
Zellwand besitzt. ‘Dimethomorph’ zeigte keinen Einflul auf die Anfarbbarkeit der Polysac-
charide in den Zellwanden von Phytophthora infestans. Diese Untersuchungsergebnisse
lielRen den Schlul® zu, dass ‘Iprovalicarb’ und ‘Dimethomorph* unterschiedlich Einfluld neh-

men auf Zellwand-bildende Prozesse.
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In der vorliegenden Arbeit wurde eine Enzymgold-Markierung der Cellulose in den Zellwan-
den von Hyphen von Phytophthora infestans durchgeflihrt, um eine quantitative Aussage
hinsichtlich des Cellulosegehalts treffen zu kénnen. Hyphen, die sich auf ‘Iprovalicarb‘-
haltigem Agar entwickelt hatten, besaltien eine hdhere spezifische Markierungsdichte flr
Cellulose in den Zellwanden. Vereinzelt wurde in einigen Zellwandbereichen der ‘lprovali-
carb’-Variante eine Akkumulation der Goldpartikel beobachtet. Entwickelten sich die Hyphen
von Phytophthora infestans auf ‘Dimethomorph‘-haltigem Agar, war die spezifische Markie-
rungsdichte flr Cellulose nicht erhéht im Vergleich zu der der unbehandelten Variante. Eine
Akkumulation der Goldpartikel in dem Malde wie bei der ‘Iprovalicarb’-Variante wurde an Hy-
phen, die sich auf ‘Dimethomorph‘-haltigem Agar entwickelt hatten, nicht beobachtet. Aus-
stilpungen der duBeren Zellwandschicht, sowie das Abschniiren von Vesikeln, die nach ei-
ner ‘Iprovalicarb’-Behandlung auftraten, wurden ebenfalls nicht nach einer ‘Dimethomorph*-

Behandlung beobachtet.

Beide Fungizide bewirkten eine Zunahme der Zellwandstarke, wodurch auch der Gesamtge-
halt an Cellulose anstieg. KUHN et al. (1991) und ALBERT & HEINEN (1995) beobachteten
ebenfalls eine Zunahme der Zellwandstarke an Hyphen, die sich in Gegenwart von ‘Dime-
thomorph‘ entwickelt hatten. Inwieweit beide Fungizide eine dhnliche Férderung der Cellulo-
se-Synthese bewirkten, deren Kristallisation aber beeintrachtigten, kann anhand der vorlie-

genden Untersuchungen nicht gezeigt werden.

Sowohl ‘Iprovalicarb’ (STENZEL et al. 1998) als auch ‘Dimethomorph‘ (ALBERT et al. 1988)
zeigten keine fungizide Wirkung auf Pythium-Arten. Dies kdnnte darauf zurlckzuflhren sein,
dass die Zellwand von Pythium aus anderen Bestandteilen aufgebaut ist, da neben Cellulose
auch Chitin nachgewiesen wurde (CHRIF et al. 1992).

‘Iprovalicarb’ besall einen erheblichen Einflull auf die Cytoskelettelemente in der pilzlichen
Zellwand, ‘Dimethomorph’ zeigte jedoch keine Auswirkungen auf diese Strukturen. Sowohl
fur Mikrotubuli (FISHER & CYR 1998) als auch fiir Actin (KATSAROS 2000) wurde eine be-
deutende Rolle bei der Ausrichtung der Cellulosefibrillen in der Zellwand von Pflanzen be-
schrieben. Nach einer ‘Dimethomorph‘-Behandlung wurde weder ein EinfluR auf das
Cytoskelett noch auf die Zellwandstruktur beobachtet, so dass die fungizide Wirkung von

‘Dimethomorph’ auf andere physiologische Prozesse zuriickzufihren ist.

Fir eine Reihe von Fungiziden wurde eine Auswirkung auf die pilzliche Zellwand beschrie-
ben. Dazu gehdren unter anderem ‘Metalaxyl’ (GROHMANN & HOFFMANN 1982), “Tebuco-
nazol' (KANG et al. 2001) und ‘Aluminiumfosetyl’ (DERCKS & BUCHENAUER 1987). Wei
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terflhrende Untersuchungen zeigten jedoch, dass es sich bei der Veranderung der Zellwand

um eine Folgeerscheinung der Wirkung und nicht um das primare Target handelte.

Vermutlich stellt die Zellwand von Phytophthora infestans auch nicht das primare Target von
‘Iprovalicarb’ dar, sondern verandert sich aufgrund der Wirkung auf die Cytoskelettelemente.
‘Benomyl‘ besitzt auch eine fungizide Wirkung auf die Mikrotubuli, die mdglicherweise den
gerichteten Vesikeltransport und damit die Bereitstellung von Zellwandbausteinen beein-
trachtigt (PEDREGOSA et al. 1995). Nach einer ‘lIprovalicarb’-Behandlung konnte gezeigt
werden, dass die Zellwandstarke deutlich zunahm, verbunden mit einem erhéhten Cellulose-
gehalt. Dennoch verlor die Zellwand an Stabilitat. Die Ursache flr die Beeintrachtigung der
Zellwandstruktur durch ‘Iprovalicarb® konnte noch nicht genau geklart werden. Die Verande-
rung der Cytoskelettelemente weisen jedoch darauf hin, dass physiologische Prozesse, die

beim Zellwandaufbau eine Rolle spielen, verandert werden.

Damit erweitert ‘Iprovalicarb‘ das Instrumentarium fungizider Wirkstoffe zur Bekampfung von
Pflanzenkrankheiten gegenuber Oomyceten. Durch eine alternierende Anwendung von Pra-
paraten mit unterschiedlichen Targets wird das Entstehen von Resistenzen der Pathogene
gegenlber Fungiziden verzdgert. Moglicherweise lassen sich von der in der Arbeit verwen-
deten Methoden auch neue Screening-Tests zur Entwicklung neuer Substanzen im Rahmen

einer Target-orientierten Forschung ableiten.
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5

Zusammenfassung

Die Wirksamkeit von ‘lprovalicarb‘ gegenulber Phytophthora infestans, dem Erreger der

Kraut- und Knollenfaule an Kartoffel und der Braunfaule an Tomate, wurde charakterisiert

und mit der Wirkung anderer Oomycetenpraparate verglichen.

Folgende Themenkomplexe bildeten die Schwerpunkte der Arbeit:

Charakterisierung der Wirksamkeit von ‘Iprovalicarb® gegenliber Phytophthora infestans

an Tomatenpflanzen

Histologische Studien mit Hilfe der konfokalen Laser Scan-Mikroskopie zum Einflufd von

‘Iprovalicarb’ auf den Infektionsverlauf von Phytophthora infestans in Tomatenblattern

Histochemische Untersuchungen zur Charakterisierung der fungiziden Wirkung von
‘Iprovalicarb’ auf die Infektionsstrukturen des Pathogens mit dem konfokalen Laser Scan-

Mikroskop und Transmissionselektronen-Mikroskop

Die Ergebnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen:

‘Iprovalicarb’ bewirkte sowohl nach protektiver als auch nach kurativer Applikation
(5 ppm a.i.) eine deutliche Verminderung des Befalls von Phytophthora infestans an To-

matenpflanzen.

Lichtmikroskopische Untersuchungen zeigten, dass frihe Entwicklungsstadien von
Phytophthora infestans auf der Oberflache von Tomatenpflanzen nach protektiver Appli-
kation von ‘lprovalicarb' (5 ppm a.i.) gehemmt wurden. Neben einer verringerten Kei-
mungsrate wurde auch das Auftreten von morphologischen Veranderungen, wie ab-
schnittweise verdickte Keimschlduche und partielle Auflésung der Keimschlauchzellwan-
de, beobachtet.

Die deutlichste Wirkung auf die Entwicklung von Phytophthora infestans hatte ‘Iprovali-
carb’ im Gewebe von Tomatenblattern. Die pilzliche Ausbreitung bzw. das Durchwachsen
der inter- und intrazellularen Hyphen des Erregers aus den Epidermiszellen durch das
Palisadenparenchym in das Schwammparenchym wurde wirksam unterbunden. Auch ei-
ne horizontale Ausbreitung in den einzelnen Gewebeschichten wurde selten beobachtet.
Dadurch war der infizierte Bereich in diesen Gewebeschichten signifikant kleiner als der
in unbehandelten Pflanzen. Morphologische Veranderungen durch ‘lprovalicarb’ wie das
Anschwellen von pilzlichen Strukturen und Auflésen der Zellwand, die schon an Keim-
schlauchen auftraten, wurden an Hyphen von Phytophthora infestans, die sich im Blatt
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gewebe entwickelten, noch deutlicher beobachtet. Besonders auffallig erschien die Vo-
lumenvergrélRerung der Hyphen kurz vor und nach Penetration der pflanzlichen Zellwand

im Blattgewebe, sowie die partielle Auflésung der Hyphenzellwand.

Die Wirkung von ‘Iprovalicarb’ war abhangig von einer hohen Luftfeuchte, die ein vorzei-
tiges Antrocknen des Spritzbelages verhinderte. Dadurch war die Hemmung auf die un-
tersuchten Entwicklungsstadien des Pathogens wesentlich effektiver, da die Aufnahme

des Fungizids in das Pflanzengewebe verstarkt wurde.

In vitro-Untersuchungen zeigten, das Ringerlésung als isotonisches Kulturmedium eine
stimulierende Wirkung auf die Keimungsrate und Ausbildung von Keimschlauchen von
Phytophthora infestans besal’. Darum wurde der keimungshemmende Effekt von ‘Iprova-
licarb‘ erst bei wesentlich héheren Konzentrationen beobachtet im Vergleich zu Zoospo-

ren, die in Leitungswasser oder demineralisiertem Wasser kultiviert wurden.

‘Iprovalicarb’ wirkte schon bei niedrigen Konzentrationen (0,3 ppm a.i.) deutlich reduzie-
rend auf das radiale Myzelwachstum von Phytophthora infestans auf Agar. Lichtmikro-
skopische Untersuchungen zeigten, dass Hyphen, die sich auf ‘Iprovalicarb‘-haltigem
Agar entwickelt hatten, partiell eingeschnirt waren, so dass sie das Aussehen einer Perl-
schnur erhielten. Weiterhin traten nach einer ‘Iprovalicarb‘-Behandlung globular verdickte

Hyphenspitzen auf.

Mit Hilfe verschiedener Fluoreszenzfarbstoffe wurde der Einflul von ‘lprovalicarb’ auf
verschiedene Zuckerkomponenten in der Zellwand untersucht. Eine ‘lprovalicarb’-
Behandlung veranderte die Anfarbbarkeit von Monosacchariden und Polysacchariden in

den Zellwanden von Phytophthora infestans.

Ein direkter Cellulosenachweis in den Zellwanden von Phytophthora infestans mit Hilfe
der Enzym-Gold-Markierung zeigte, dass sich die spezifische Markierungsdichte fur Cel-
lulose gegeniiber unbehandelt nach einer ‘Iprovalicarb’-Behandlung signifikant veran-
derte. Da die Zellwandstarke aufgrund einer ‘Iprovalicarb’-Behandlung zugenommen
hatte, war die Markierungsdichte fur Cellulose Uber die Gesamtflache der Zellwand ho-

her.

Actin und Mikrotubuli, als bedeutende Cytoskelettelemente, werden eine wichtige Rolle
beim Aufbau und der strukturellen Anordnung der Zellwand zugeschrieben. Sowohl die
Actin- als auch die Mikrotubuli-Strukturen wurden nach einer ‘lIprovalicarb‘’-Behandlung

deutlich verandert.
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e Die Wirkung von ‘lprovalicarb® in in vitro-Untersuchungen wurde mit der von anderen
Oomycetenfunigziden verglichen. Neben ‘Dimethomorph‘ und ‘Azoxystrobin‘ zeigte ‘Ipro-
valicarb‘ in den vorliegenden Untersuchungen eine sehr gute in vitro-Wirkung im Ver-

gleich zu ‘Propamocarb’ und ‘Metalaxyl‘.

e Obwohl ‘lprovalicarb’ und ‘Dimethomorph‘ ahnliche morphologische Veranderungen an
Hyphen von Phytophthora infestans bewirkten, konnte gezeigt werden, dass sie unter-
schiedlich in die Struktur der Zellwand eingreifen. Auf die Anfarbarkeit der Mono- und
Polysaccharide, die durch ‘Iprovalicarb’ verandert wurden, zeigte ‘Dimethomorph‘ keinen
Efffekt. Auch die Cytoskelettelemente, die in ihrer Anordnung nach einer ‘Iprovalicarb’-
Behandlung deutlich beeintrachtigt wurden, hatten nach einer ‘Dimethomorph’-
Behandlung dieselbe Struktur wie in der unbehandelten Variante. Ultrastrukturelle Unter-
suchungen zeigten, dass beide Fungizide eine Verdickung der Zellwand verursachten.
Wahrend sich die Markierungsdichte fur Cellulose nach einer ‘Iprovalicarb‘-Behandlung

signifikant erhohte, blieb sie nach einer ‘Dimethomorph‘-Behandlung unverandert.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Zellwand von Oomyceten aufgrund ihrer Zu-
sammensetzung, die von anderen Pilzen abweicht, ein geeignetes Target fur eine selektive
Bekampfung von Oomyceten darstellt. Obwohl ‘Iprovalicarb® und ‘Dimethomorph‘ dhnliche
morphologische Veranderungen an Hyphen von Phytophthora infestans verursachen, greifen
sie unterschiedlich in die Zellwandstruktur ein. Eine ‘Iprovalicarb‘-Behandlung veranderte die
Anordnung der Cytoskelettelemente in der pilzlichen Zelle, wodurch deren Regulation auf die
Ausrichtung der Mikrocellulosefibrillen und deren Krystallisation verandert sein kénnte. Die
Zunahme der Zellwandstarke nach einer ‘Iprovalicarb‘’-Behandlung war mit einem erhdhten
Cellulosegehalt verbunden, der aber vermutlich aufgrund der ausbleibenden Kristallisation
nicht genligend Stabilitat und Starrheit bietet. Nach einer ‘Dimethomorph‘-Behandlung wurde
ebenfalls eine Zunahme der Zellwanddicke beobachtet, der Cellulosegehalt in den Zellwan-
den blieb im Vergleich zur unbehandelten Variante jedoch unverandert. Auch die Anordnung
der Cytoskelettelemente wurde nach einer ‘Dimethomorph‘-Behandlung nicht beeintrachtigt.
‘Dimethomorph’ scheint somit auf eine andere Art und Weise die Zellwandstruktur zu beein-
trachtigen. Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass sich ‘Iprovalicarb® hinsichtlich seiner
Wirkung trotz ahnlicher Auswirkungen auf die pilzliche Zellwand von anderen Oomyceten-

fungiziden unterscheidet und damit das Instrumentarium des Pflanzenschutzes erweitert.
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