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,Die Apfel - und Pfirsichspritzungen wurden genau zur
richtigen Zeit abgeschlossen - beim Spritzen ist der richtige
Zeitpunkt entscheidend. Die neuen Blatter und wachsenden Friichte
miissen mit Gift bedeckt sein, vor allem die Mclntosh-Apfel, deren
Blatter und Frichte von einem widerlichen Pilz namens
Apfelschorf befallen werden. Die Sporen sind tiberall und brauchen
nur ein bisschen feuchtes Wetter oder Regen, um sich zu
entwickeln. Wenn sie sich erst einmal als schmutzigbrauner Pelz
auf einem ungeschiitzten Blatt festgesetzt haben, ist es fast
unmdoglich, zu verhindern, dass sie sich auch auf die unreifen Apfel
ausbreiten. Zur Erntezeit hat ein derart befallener Apfel im besten
Fall mehrere schuppige Stellen, die ihn wertlos machen, und
schlimmstenfalls h&ssliche schwarze Flecken, unter denen die Haut
aufplatzt und die die Frucht faulen lassen.

Die Liste der Feinde war endlos, und jeder hatte seine eigene
Saison. ...

Bei jeder Herausforderung musste ich mit dem entsprechenden
Spritzmittel bereit sein, und jeder Mischung musste das bdse
atzende Zeug beigemischt werden, Schwefelkalkpulver gegen
Apfelschorf.*

ADELE CROCKETT ROBERTSON
Der Apfelgarten - Erinnerungen einer Glicklichen
8. Auflage September 2003, Rowohlt Verlag, Reinbek
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Einleitung

1 Einleitung

Venturia inaequalis (Cooke) Winter, der Erreger des Apfelschorfes, tritt in allen
Apfelanbaugebieten der Welt auf. Unter ungiinstigen klimatischen Bedingungen kann es zu
grolen Ertragsausfillen durch starken Schorfbefall kommen (MACHARDY 1996). In
Deutschland zéhlt Schorf zu den wirtschaftlich bedeutendsten Krankheiten im Obstbau. Der
jéhrliche Fungizidaufwand fiir die Schorfbekdmpfung kann mehr als zwei Drittel des

gesamten Pflanzenschutzaufwands im Obstbau betragen (Fischer 1996).

Im integrierten Apfelanbau ermoglichen moderne synthetische Fungizide eine zuverlédssige
Kontrolle des Apfelschorfes iiber die gesamte Vegetationsperiode. Im o6kologischen
Apfelanbau, dessen Bedeutung in Deutschland in den vergangenen Jahren stark zugenommen
hat, stehen fiir eine zuverldssige Schorfkontrolle lediglich Kupfer- und Schwefelpraparate zur
Verfiigung. Bei Anwendung zur Zeit der Bliite und wihrend der frithen Fruchtentwicklung
konnen Kupferpriparate zu Berostungen an den Friichten fiihren. Zudem hat das schlechte
Okotoxikologische Profil in einigen europdischen Léndern bereits zu einem Verbot von
Kupferfungiziden gefiihrt. Schwefelkalk, der aufgrund seiner kurativen (postinfektionellen)
Wirkung die wichtigste Alternative zum Kupfer darstellt, verursacht insbesondere bei feuchter

Witterung starke Schiden an Pflanzen und Friichten.

In den Versuchs- und Forschungseinrichtungen des okologischen Obstbaus werden daher
grole Anstrengungen unternommen diese fiir die ©kologisch wirtschaftenden Betriebe
unbefriedigende Situation zu verbessern. In den Landern, in denen Kupfer noch zugelassen ist,
insbesondere in Deutschland und Italien, wird nach Moglichkeiten zur Minimierung der
Kupferaufwandmengen gesucht, um damit die unerwiinschten phyto- und 6kotoxikologischen
Nebeneffekte zu reduzieren. Daneben findet ein - teilweise willkiirliches - Screening

zahlreicher Substanzen statt, um Alternativen zu Kupfer und Schwefel zu finden.

Ein groBes Problem dieser Bemiihungen ist, dass die Entwicklung neuer Strategien und die
Wirksamkeitspriifung neuer Substanzen fast ausschlieBlich auf Ebene der sich ausbildenden
Symptome stattfinden. Die genaueren Wirkungsmechanismen der Substanzen sind oder
bleiben dabei unbekannt. Dies gilt auch fiir Kupferprdparate, iiber deren Wirkungs-

mechanismus trotz mehr als 100jéhriger Forschung bis heute wenig bekannt ist.

Die vorliegende Arbeit befasst sich deshalb speziell mit den Wirkungsmechanismen einiger

ausgewahlter fungizider Substanzen, die ein Potential fiir die biologische Bekdmpfung haben.



Einleitung

Die Untersuchungen konzentrieren sich auf sehr frithe Stadien des Infektionsprozesses und
nicht auf die Ausbildung von Lésionen und Sporen. Es wurde ein in vitro Testsystem auf der
Basis isolierter Kutikularmembranen (CM) verwendet. Dieses Testsystem ermoglicht die
Evaluierung sowohl protektiver als auch postinfektioneller Wirkungen auf Konidien von V.
inaequalis. Mit Hilfe von Vitalfarbstoffen sollten dariiber hinaus auch Aussagen iiber
physiologische =~ Reaktionen  der  Sporen,  Keimhyphen,  Appressorien  sowie
Penetrationsstrukturen getroffen werden. Im Mittelpunkt der Untersuchungen standen
Kupferverbindungen mit unterschiedlichen Wasserloslichkeiten sowie Calciumhydroxid,

Kaliumcarbonat und das Tensid Glucopon 215 CSUP.
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2 Biologie des Erregers
2.1 Klassifizierung

Nach der von AINSWORTH (1971) vorgeschlagenen Klassifizierung gehort Venturia inaequalis
(Cooke) Winter in die Abteilung der Ascomycotina, Klasse Loculoascomycetes, Ordnung
Pleosporales und Familie Venturiaceae. Die parasitische Nebenfruchtform wird auch als
Spilocaea pomi Fries bezeichnet. V. inaequlis befillt in erster Linie Pflanzen der Gattung
Malus. Von wirtschaftlicher Bedeutung ist V. inaequalis besonders auf Malus x domestica

Borkh., dem Kulturapfel (MACHARDY 1996).

2.2 Lebenszyklus

Die saprophytische Hauptfruchtform (perfektes Stadium) findet sich vom Herbst bis zum
Frithjahr auf den abgefallenen toten Blattern des Wirtes. Da V. inaequalis zur Klasse der
Loculoascomycetes gehort, wird sein Ascokarp als Pseudothecium bezeichnet. Das
Pseudothecium stellt die Uberwinterungsform des Pilzes dar. Gegen Ende der Vegetationszeit
bilden sich im abgefallenen Laub geschlechtlich determinierte Antheridien (ménnlich) und
Ascogonien (weiblich). Beide finden ihren Ursprung in der Spitze von Hyphen, welche von
vegetativen nicht zu unterscheiden sind. Die sich zum Ascogonium entwickelnde Hyphe ist
von einer pseudothecischen Zellwand umgeben. Aus dem Pseudothecium heraus wéchst eine
Trichogyne. Geridt die Trichogyne in Kontakt mit einem vielkernigen Antheridium, so bildet
sich in den Zellwidnden eine Pore aus, iiber die méinnliche Zellkerne vom Antheridium tber
die Trichogyne in das Ascogon wandern. Aus dem Ascogon entwickeln sich die sogenannten
ascogenen Hyphen, die einen weiblichen und einen minnlichen Kern enthalten
(Dikaryophase). Aus den Endzellen dieser Hyphen entwickeln sich die Asci, in denen die
Karyogamie mit anschlieBender Meiose stattfindet. Es schlieBen sich zwei mitotische
Teilungen an, so dass im Ascus acht haploide Ascosporen entstehen. Die Ascsosporen
bestehen aus zwei unterschiedlich groBen Zellen, auf die sich der Terminus

»inaequalis“ bezieht (MACHARDY 1996).

Die Ascosporen stellen das primire Inokulum des Pathogens dar. Obwohl der Zeitraum vom
Blattfall bis zur Bliite von Jahr zu Jahr stark variiert, sind die ersten Ascosporen immer ein
paar Tage nach dem Aufbrechen der Bliitenknospen reif (FALK ET AL. 1995, MACHARDY ET
AL. 2001). Durch Feuchtigkeit baut sich in den Pseudothecien ein hydrostatischer Druck auf.
Wenn es regnet, werden so die Ascosporen aus den negativ geotropen Pseudothecien iiber die

iiberwinterte Blattoberflache ausgeschleudert (GADOURY UND MACHARDY 1985; AYLOR UND

3
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ANAGNOSTAKIS 1991, AYLOR 1998). Durch Wind und Thermik werden sie in die Baumkronen
getragen und breiten sich horizontal in der Anlage aus, bis sie entweder wieder zu Boden
sinken, auf den jungen Bléttern haften bleiben oder die Anlage verlassen (GADOURY ET AL.
1994). Die Masse der Sporen wird exakt zu dem Zeitpunkt ausgeschleudert, an dem die
Wahrscheinlichkeit fiir eine Infektion aufgrund des phéanologischen Stadiums des Wirtes am
groBten ist. Dunkelheit, speziell das Fehlen von rotem Licht im Bereich von 710 bis 730 nm,
unterdriickt das Ausschleudern der Ascosporen (BROOK 1969, GADOURY ET AL. 1998). Es
wird vermutet, dass dieser Rotlichteffekt das Ausschleudern von Ascosporen bei ungiinstigen
Infektionsbedingungen, wie bei néchtlicher Taubildung, verhindern soll (MACHARDY ET AL.
2001).

Mit dem Auftreffen der Ascospore auf empfanglichem Wirtsgewebe beginnt die parasitische
Phase im Zyklus von V. inaequalis, die bis zum Ende der Vegetationsperiode andauert. Durch
die Ausbildung einer Schleimhiille haften die Sporen schnell auf der feuchten aber
hydrophoben Wachsschicht des Apfelblattes (KEITT UND JONES 1926, SMEREKA ET AL. 1987,
YEPES UND ALDWINCKLE 1993). Solange tropfbares Wasser zur Verfiigung steht, kann die
Spore auf der Wirtsoberfliche keimen (KEITT UND JONES 1926, MAC HARDY 1996). Kurz
nach erfolgter Keimung entwickelt sich ein Appressorium. Ausgehend davon wird die
Kutikula penetriert (KEITT UND JONES 1926, TURNER ET AL. 1986, SMEREKA ET AL. 1987). In
seiner saprophytischen Phase bleibt der Pilz allein auf den subkutikularen Raum beschrinkt
und somit vollstindig auBBerhalb der Epidermiszellen des Wirtes. Wie der Parasit die fiir ihn
notwendigen Néhrstoffe vom Wirt bezieht, ist weitestgehend ungeklirt. Das septierte Myzel
breitet sich strahlenformig aus und bildet Konidiophoren, die die Kutikula durchbrechen. Die
Konidiophoren werden in Form von kleinen, oliv gefirbten, samtartigen Flecken als erste
Symptome an den Unter- und Oberseiten der Blétter sichtbar (Abbildung 3-1 A) (MACHARDY
1996).

An der Spitze jeder Konidiophore entwickelt sich eine Konidie (asexueller Entwicklungsgang,
perfektes Stadium). Werden die Konidientrdger von einem Wasserfilm bedeckt, kommt es
zum Abldsen der Konidien. Bei einem Taufilm verteilen sich die einzelligen, birnenférmigen
Konidien auf demselben Blatt und verstirken die Infektion auf diesem. Bei Regen werden die
Konidien durch Tropf- und Spritzwasser innerhalb der Baumkrone von oben nach unten
verbreitet. Konidien erfiillen hauptsdchlich die Funktion, die Menge an mit Myzel
kolonisierter Blattmasse zu vergroBBern, um die Wahrscheinlichkeit fiir das Aufeinandertreffen

kompatibler Paarungstypen in einem Blatt zu erhéhen. Die durch Konidien verursachten
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Sekundérinfektionen dienen somit dem Aufbau erfolgreicher Genotypen. Wihrend der
saprophytischen Phase sorgt der sexuelle Entwicklungsgang fiir die Neukombination dieser

Genotypen (MACHARDY 1996, MACHARDY ET AL. 2001).
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3 Bekampfungsstrategien

Der Lebenszyklus von V. inaequalis zeigt eine sehr gute Anpassung an seinen Wirt. Die
modernen Produktionsmethoden des Apfelanbaus bieten giinstige Bedingungen fiir die
Entwicklung des Pathogens und fordern in weiten Teilen seine biologische Fitness. So werden
die Apfelsorten ausschlieBlich vegetativ vermehrt, wodurch eine Neukombination von
Resistenzgenen des Wirtes ausbleibt. Demgegeniiber steht die jéhrliche sexuelle
Reproduktion des Pathogens, das auf diese Weise denselben Wirt mit immer neuen
Genotypen und verbesserter parasitischer Fitness reinfizieren kann. Eine Folge davon ist, dass
Isolate die Sorte, von der sie gewonnen wurden, erfolgreicher infizieren als andere Sorten
(KELLERHAS ET AL. 1993, SIEROTZKI ET AL. 1994). Kulturtechnische MaBBnahmen wie der
gemidhte, unkrautfreie Baumstreifen unter den Bidumen erleichtern es den ausgestoenen
Ascosporen die Baumkrone zu erreichen. Schwachwachsende Unterlagen verringern zudem
den Abstand zwischen empfianglichem Wirtsgewebe und der Inokulumquelle (MACHARDY ET
AL.2001).

Der Fortpflanzungserfolg ist ein MaB fiir die biologische Fitness eines Parasiten (NELSON
1979). V. inaequalis verfiigt iiber drei Reproduktionsstrategien, die einen erfolgreichen
Fortbestand sichern sollen (Abschnitt 2.2). Die verschiedenen Bekdmpfungsmethoden
versuchen diese Strategien zu unterbinden (Abbildung 3-2) (MACHARDY ET AL. 2001). Es

wird dabei zwischen defensiven und offensiven Bekdmpfungsstrategien unterschieden.
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Abbildung 3-1. Schorflasion und CM-Testsystem.

(A) Junge Liasion von V. inaequalis auf der Oberseite eines Blattes der Sorte ,Gloster’. (B) Pipettieren von
Konidiensuspension auf enzymatisch isolierte CM, die auf H,Ogen schwimmen. Zur besseren Visualisierung

wurden die CM und die Suspension eingefarbt.

Parasitische Phase

Etablierung von
Primarinfektionen

Aufbau erfolgreicher
Genotypen durch
Sekundarinfektionen

Fungizide Resistente
Sorten

Defensive Strategien

Offensive Strategien

,»HygienemalRnahmen*

Blattfall

Sexuelle Reproduktion
- Hervorbringen neuer Genotypen

Saprophytische Phase

Abbildung 3-2. Zusammenhang zwischen den Reproduktionsstrategien des Schorferregers V. inaequalis

und den Strategien zu seiner Bekampfung (veradndert nach MACHARDY ET AL. 2001).

(A) Ascospore und Asci in verschiedenen Reifestadien mit Ascosporen. (B) Gekeimte Konidie mit
ausgebildetem sekunddrem Stroma. (C) Altes Apfelblatt mit Schorfldsionen. (D) Pseudothecien von V.

inaequalis .
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3.1 Defensive Bekampfungsstrategien

Mit defensiven Bekdmpfungsstrategien wird wéhrend der parasitischen Phase des Erregers
versucht, zum Einen die Etablierung von Primirinfektionen und zum Anderen den Aufbau
erfolgreicher Genotypen durch Sekunddrinfektionen zu verhindern. Die Etablierung von
Primédrinfektionen soll durch das Ausbringen von Fungiziden (in der Regel protektive
Belagsfungizide) verhindert werden. Hierbei handelt es sich um die klassische und in der
Praxis am weitesten verbreitete Bekdmpfungsstrategie, auf die im Folgenden fiir die Situation

im 6kologischen Obstbau noch néher eingegangen wird (Abschnitt 3.3).

Der Aufbau erfolgreicher Genotypen durch Sekundirinfektionen soll durch die Pflanzung
resistenter Sorten verhindert werden. Durch die Resistenz werden Sekundérinfektionen durch
Konidien unterbunden. Eine Primirinfektion wird bei schorfresistenten Sorten nicht
verhindert (GESSLER UND STUMM 1984, VALSANGIACOMO UND GESSLER 1988, MACHARDY ET
AL. 2001). Die Ziichtung schorfresistenter Sorten wird bereits seit Beginn des 20.
Jahrhunderts durch die klassische Kreuzungsziichtung betrieben (WILLIAMS UND Kuc 1969,
KUMAR UND SHARMA 1999). Neue Perspektiven fiir die klassische Resistenzziichtung eréffnet
der Einsatz molekularbiologischer Methoden (MACHARDY ET AL. 2001; CARISSE UND
DEWDNEY 2002). Zurzeit sind sieben Resistenzgene bekannt, die aus Wildsorten in
Kultursorten eingekreuzt wurden (CARISSE UND DEWDNEY 2002). Die Resistenz der meisten
Sorten beruht auf dem aus Malus x floribunda stammenden V~Gen. Mittlerweile wurden aber
fiir jedes bekannte Resistenzgen resistenzbrechende Rassen von V. inaequalis entdeckt
(CARISSE UND DEWDNEY 2002). Um einer moglichen Anpassung des Pilzes vorzubeugen wird
daher auch bei Anlagen mit resistenten Sorten empfohlen, Fungizidbehandlungen zur Abwehr
von Primérinfektionen durchzufiihren (FISCHER 2000). Obwohl sich seit ldngerem einige
resistente Sorten mit sowohl guten Produktions- als auch Qualitétseigenschaften auf dem
Markt befinden, ist ihre Verbreitung sowohl im konventionellen als auch im 6kologischen
Anbau sehr gering. Hauptursache der geringen Verbreitung ist dabei die Schwierigkeit, neue
Sorten am Markt zu etablieren (DIEREND UND TENHUMBERG 2000). Verschiedene Sorten die
durch Transformation fremder Gene eine erhohte Widerstandfdhigkeit gegen Schorf haben
gibt es zwar bereits (BOLAR ET AL. 2000; SZANKOWSKI ET AL. 2003), diese sind aber aufgrund
der geringen Akzeptanz durch Verbraucher und Politik noch weit von einer Zulassung bzw.
einer Markteinfithrung entfernt. Insbesondere fiir den 6kologischen Obstbau wiirden solche

Pflanzen keine Alternative darstellen.
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3.2 Offensive Bekdmpfungsstrategien

Die Idee offensiver Bekdmpfungsstrategien besteht in der Reduktion des priméren Inokulums
und greift somit bei der Bekdmpfung des Pilzes wihrend seiner saprophytischen Phase im
Falllaub an. Die offensiven Strategien lassen sich unter dem Begriff , Hygiene-
MafBnahmen* zusammenfassen. Dabei lassen sich zwei Methoden unterscheiden. Zum Einen
ist dies die Reduzierung beziehungsweise Beseitigung des Laubes selbst (indirekte

Bekdmpfung) und zum Anderen die direkte Bekdmpfung von V. inaequalis im Falllaub.

Die Reduzierung beziehungsweise Beseitigung des Laubes als Lebensraum und
Nihrstoffquelle fiir V. inaequalis kann durch das vollstindige Entfernen des Laubes aus der
Anlage geschehen oder durch Mallnahmen, die die Zersetzung des Laubes fordern. Zu nennen
sind hierbei das Héckseln des Falllaubes in der Anlage, die Forderung des Bodenlebens,
insbesondere das von Regenwiirmern, sowie die Applikation von Harnstoff vor dem Blattfall
(RAw 1962, MAC HARDY 1996, KRUGER ET. AL. 2000, SUTTON ET AL. 2000, MAC HARDY ET
AL. 2001). Bei der direkten Bekdmpfung von V. inaequalis wihrend seiner saprophytischen
Phase setzt man dagegen zum Einen auf den Einsatz von Fungiziden und Chemikalien und
zum Anderen auf den Einsatz pilzlicher Antagonisten (CARISSE ET AL. 2000). Die
wirkungsvollste und wirtschaftlichste Mafinahme zur Reduzierung des priméren Inokulums
ist das Ausbringen von Harnstoff (BURCHILL 1968, KRUGER ET AL. 2000, SUTTON ET AL. 2000,
MONDAL UND TIMMER 2003). Diese MaBnahme ist im 0kologischen Anbau jedoch nicht
zugelassen (KRUGER ET AL. 2000). Hier setzt man in erster Linie auf mechanische
MaBnahmen zum Zerkleinern oder Entfernen des Laubes, die allerdings mit
unverhiltnismifBig hohen Kosten verbunden sind (KRUGER ET AL. 2000, KELDERER ET AL.
2004, CURRY ET AL. 2005). Insgesamt wird der Bekdmpfung von V. inaequalis wahrend seiner
saprophytischen Phase in der obstbaulichen Praxis nur wenig Bedeutung beigemessen, da in
der Regel auch bei vermindertem Infektionspotential Spritzungen notwendig sind und der

Anbauer Primarinfektionen auf jeden Fall verhindern will.

3.3 Definition: Infektionsperiode

Die Ermittlung von Infektionsperioden fiir Ascosporen bzw. Konidien von V. inaequalis
beruht auf der Tatsache, dass beide Sporenformen nur dann auskeimen und eine Infektion
auslosen konnen, wenn tropfbares Wasser zur Verfiigung steht. Der Erfolg und die Stirke der
Infektion sind dabei von der Dauer der Benetzung und der Temperatur wihrend der

Benetzung abhingig. Eine wasserdampfgesittigte Atmosphdre reicht nicht aus, um eine
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Schorfspore zum Keimen zu bringen (KEIT UND JONES 1926, BECKER UND BURR 1994,
MACHARDY 1996).

Die Ermittlung der bis heute verwendeten Mills’schen Infektionsperioden, die 1944 in Form
von so genannten Infektionskurven (MILLS 1944) und 1951 in Form einer Tabelle (MILLS UND
LAPLANTE 1951) verdffentlicht wurden, geht auf Versuche zuriick, die Keitt und Jones in
Wisconsin bereits Anfang der 20er Jahre durchfithrten (KEITT UND JONES 1926). Seitdem sind
zahlreiche Feld- und Laborversuche durchgefiihrt worden, die die Mills’schen
Infektionskriterien bestétigen und solche, die Abweichungen festgestellt haben (MACHARDY
UND GADOURY 1989). Trotzdem werden die von Mills erstellten Infektionsperioden noch
heute in der Praxis angewendet und finden sich in fast jedem obstbaulichen und
phytomedizinischen Lehrbuch. Durch die Einbeziehung anderer biologischer Parameter kann
die Anwendung von Infektionsperioden weiter verbessert werden. Eine solche Verbesserung
stellt die Entwicklung von Simulationsprogrammen dar, die neben den rein meteorologischen
Bedingungen auch die Reife und den potentiellen Aussto3 von Ascosporen beriicksichtigen

(TRAPMAN 1995; HARZER UND ORTH 1997, 1999; SCHELL 1999; BATZER ET AL. 2000).

Alle Angaben iiber Infektionsperioden in der vorliegenden Arbeit beziehen sich auf die von
STENSVAND ET AL. (1997) ermittelten Infektionsperioden. Nach diesen benétigt eine Konidie
bei 20°C 8 Stunden und eine Ascospore 6 Stunden, um eine Infektion auszulésen (Abbildung

3-3).
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Abbildung 3-3. Minimale Blattfeuchtedauer fir Infektionen von Ascosporen und Konidien von
V. inaequalis in Abhangigkeit der Temperatur (verandert nach STENSVAND ET AL. 1997).
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3.4 Definition: Protektive und postinfektionelle Wirkung von Fungiziden
Der Zusammenhang zwischen der Wirkung eines Fungizids und der Entwicklung eines
pilzlichen Pathogens wurde von SZKOLNIK (1981) anhand des Erregers V. inaequalis wie folgt
definiert (Abbildung 3-4):

Die protektive Wirkung eines Fungizids bezeichnet die chemische Wirkung, die eine
Infektion verhindert. Der Pilz wird dabei gestoppt, bevor er die Kutikula penetrieren bzw.

bevor er Infektionsstrukturen unter der Kutikula ausbilden kann.

Die postinfektionelle (kurative) Wirkung eines Fungizids bezeichnet die chemische Wirkung,
die eine Weiterentwicklung des Pilzes nach erfolgter Infektion bzw. nach Abschluss einer

Infektionsperiode verhindert.

Venturia inaequalis
Fungus Activity — Fungicide Activity

|
1
1
FUNGICIDE !
Protection Protection After- /\/\fresymptomk:‘ Post-
Infection T symptom
1
1
. ; 1
CUNGUS Infektion Incubation Period K
Period 1
1
] >
‘ A Time
Wetting Start Infection Symptom

Abbildung 3-4. Zusammenhang zwischen der Wirkung von Fungiziden und der Entwicklung des
Schorferregers V. inaequalis (verandert nach SzKOLNIK 1981).
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3.5 Bekampfung von V. inaequalis mit Fungiziden im 0kologischen
Obstbau

Ein Grundgedanke des okologischen Pflanzenbaus ist der Verzicht auf den Einsatz von
Pestiziden. Daher sind auch moderne synthetische Fungizide im 6kologischen Obstbau nicht
zugelassen. Ein ginzlicher Verzicht auf Fungizide ist jedoch selbst bei Anlagen mit
resistenten Sorten und der Durchfiihrung von Hygiene-Maflinahmen nicht moglich (Abschnitt
3.1 und Abschnitt 3.2). Um Apfel zu produzieren, die den gestiegenen Qualititsanspriichen
der ,,Bio-Kunden* entsprechen, ist der Kostenaufwand fiir Fungizide sogar hoher als beim
Einsatz selektiver konventioneller Wirkstoffe (BELZ UND RUESS 2001). Als Schorffungizide,
die den grofiten Anteil der im Apfelanbau eingesetzten Fungizide ausmachen, stehen dem

okologischen Obstbau nur Kupfer- und Schwefelpréiparate zur Verfiigung.

3.5.1 Kupferfungizide

Zur Abwehr von Primédrinfektionen im Friithjahr werden insbesondere in Regionen mit feucht-
kaltem Klima, wie das beim Apfelanbau an der Niederelbe der Fall ist, protektive
Belagsfungizide auf Kupferbasis eingesetzt (PALM 1995, STENSVAND UND AMUNDSEN 2000,
PALM ET AL. 2002). Kupferfungizide konnen aber phytotoxisch sein und insbesondere bei
Applikationen zum Zeitpunkt der Bliite und der frithen Fruchtentwicklung zur Berostung der
Friichte fithren (COOLEY ET AL. 1991, KIENZLE ET AL. 1995, PALM 1995, KELDERER ET AL.
1997, STENSVAND UND AMUNDSEN 2000, PALM 2002). Zudem akkumuliert Kupfer im Boden
und wirkt toxisch auf Bodenmikroorganismen und Regenwiirmer (RAW 1962, VAN RHEE
1977, HOLMSTRUP ET AL. 1998, PAOLETTI ET AL. 1998, FRIIS ET AL. 2004). Dieses schlechte
okotoxikologische Profil hat zum Verbot von Kupfer in verschiedenen européischen Lindern
wie Didnemark und den Niederlanden gefiihrt (HOLB ET AL. 2003). In Deutschland finden sich
in den Richtlinien der 6kologischen Verbiande strenge Hochstmengenbegrenzungen (GOLBA
2002) und es wird nach Strategien gesucht, um die jéhrlich ausgebrachte Menge an Kupfer zu
minimieren (KIENZLE ET AL. 1995, PALM 1995, STEFFEK 1999, STENSVAND UND AMUNDSEN
2000, PALM ET AL. 2002).

Bei protektiven Spritzplinen wird hierbei versucht, die Aufwandmengen -einzelner
Applikationen zu reduzieren (PALM 1995, STENSVAND UND AMUNDSEN 2000, PALM ET AL.
2002). Mit dieser Strategie steigt allerdings die Anzahl der Applikationen, da zum Einen der
Neuzuwachs durch den Belag geschiitzt werden muss und zum Anderen die Haltbarkeit des

Belages abnimmt, die durch Niederschlag und kiinstliche Beregnung begrenzt ist.

12
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Eine andere Strategie setzt auf den ,,gezielten* Einsatz von Kupferfungiziden und somit auf
eine Reduzierung der Anzahl an Applikationen (KELDERER ET AL. 1997, 2000; STEFFEK 1999).
,»Gezielt” meint dabei, dass eine Applikation erst dann erfolgt, wenn (I) davon auszugehen ist,
dass es zu einer Infektion kommen kann (bei vorhergesagtem Regen) oder wenn (II) die
Bedingungen zum Zustandekommen einer Infektion bereits erfiillt sind (Regen hat bereits
eingesetzt und Inokulum wird freigesetzt). Der Erfolg der zweiten Methode setzt voraus, dass
Kupfer nicht nur protektiv sondern auch begrenzt postinfektionell wirksam ist. Der einzige
Hinweis auf eine postinfektionelle Wirkung eines Kupferfungizids findet sich in einer Studie
von HAMILTON (1931), in der er zu der Aussage kommt: ,, Bordeaux mixture, applied after
infection periods ..., gave more consistent and better control than certain sulphur dusts and
finely divided sulphur sprays.“ Eine rein protektive Wirksamkeit hitte zur Folge, dass
Kupferpraparate auf jeden Fall vor erfolgter Infektion und somit vor Abschluss einer
Infektionsperiode appliziert werden miissen. Dadurch wiirde das Zeitfenster, das einem
Anbauer zur Durchfiihrung einer gezielten Bekdmpfungsmafinahme zur Verfiigung steht, sehr

eng werden.

3.5.1.1 Wirkungsweise der Kupferfungizide

Kupfer ist fungizider Bestandteil der Bordeaux-Briihe (Kupferkalkbriihe) und somit einer der
dltesten fungiziden Wirkstoffe tiberhaupt. Ende des 19. Jahrhunderts wird die Bordeaux-
Brithe zur Bekdmpfung des Falschen Mehltaus der Weinrebe (Plasmopara viticola) in
Frankreich entdeckt und auch schnell fiir die Kontrolle des Apfelschorfs getestet. Der Erfolg
der Bordeaux-Briihe war mit ausschlaggebend fiir die Etablierung von Fungiziden als
wichtigste Bekdmpfungsstrategie fiir das 20. Jahrhundert und bis heute (MACHARDY 1996).
Uber den genauen Wirkungsmechanismus von Kupfer ist trotzdem immer noch wenig
bekannt. Seine Erforschung endete mit dem Aufkommen der organischen Fungizide zum
Ende der 40er Jahre (MACHARDY 1996). Im Okologischen Obstbau ist Kupfer heute wieder
von grofler Bedeutung und die mangelnde Kenntnis iiber die Wirkungsweise der
verschiedenen Kupferverbindungen behindert die Entwicklung der beschriebenen Strategien

zur Kupferminimierung (Abschnitt 3.5.1).

In den aktuelleren phytomedizinischen und themenverwandten Lehrbiichern beschrianken sich
Angaben zur Wirkung auf den Pilz meist auf wenige Sétze. Es wird davon ausgegangen, dass
Cu”**-Ionen in die pilzliche Spore aufgenommen werden und dort Proteine denaturieren und
verschiedene Enzymreaktionen blockieren (HOFFMANN ET AL. 1994, HOCK UND ELSTNER 1995,
BORNER 1997, HEITEFUSS 2000).
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Fiir Hefen liegen Untersuchungen dariiber vor, dass Cu®’- und andere Metallionen oxidativen
Stress in der Zelle auslosen (MORADES-FERREIRA ET AL. 1996; Fuis ET AL. 2005). Als
redoxaktives Metall katalysiert Kupfer die so genannte Fenton-Reaktion und beschleunigt
dadurch die Generierung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS = reactive oxygen species)
(HALLIWELL UND CUTTERIDGE 1998). Bei der Fenton-Reaktion dient Kupfer als
Ubergangsmetallion und wird durch ROS (vor allem das Superoxidanion und
Wasserstoffperoxyd) reduziert, die im normalen Zellstoffwechsel generiert werden (z. B. in
der Atmungskette der Mitochondrien). Im normalen Zellstoffwechsel befinden sich
Radikalbildung und Radikalentgiftung im Gleichgewicht. Oxidativer Stress bezeichnet das
zeitweilige Uberwiegen von ROS durch zunehmende Generierung. ROS schidigen die Zelle
durch die Oxidation von Lipiden, Proteinen und Nukleinsduren (HALLIWELL UND
CUTTERIDGE 1998). Zwar liegen keine Untersuchungen filir filamentose Pilze vor, aber es ist

. g 2+ . o q- . . . .
wahrscheinlich, dass Cu™ -lonen auch in pilzlichen Sporen oxidativen Stress induzieren.

Wenn, wie angenommen, Cu’’-Ionen die eigentliche fungizide Komponente der
verschiedenen Kupferverbindungen sind, so sollte die Wasserloslichkeit der Verbindungen
von entscheidender Bedeutung sein. Auf diesen Gedanken aufbauend entwickelte PICKERING
(1912) eine Theorie nach der die Spore solange kleinste Mengen von Kupfer akkumuliert bis
eine toxische Konzentration erreicht ist. Trotzdem ldsst sich die Wirksamkeit nicht allein
durch die Menge geldster Cu®*-Ionen erkliren, da u. a. auch schwer I6sliches Kupferhydroxid
und unlésliches Kupferoxid, das man bei der Herstellung von Bordeaux-Briihe erhilt,
wirksam sind (ROMPP 1995). Daher wurden drei Hypothesen entwickelt, die erkldren sollen
wie die Loslichkeit und die Verfiigbarkeit des Kupfers in der Bordeaux-Briihe erhoht werden
konnte. Die Bildung 16slichen Kupfers konnte demnach (I) durch in Regenwasser und Tau
gelostes CO, und Ammoniumsalze (PICKERING 1912, RECKENDORFER 1936), (II) durch
Exsudate der Wirtspflanze (DELONG ET AL. 1930) oder (III) durch die Ausscheidung von
Sduren und Komplexbildnern der Spore (ADERHOLD 1899, BARKER UND GIMINGHAM 1911,
MCCALLAN UND WILCOXON 1936, MARTIN ET AL. 1942, WAIN UND WILKINSON 1943) erhoht
werden. In einem Review schlussfolgerte MCCALLAN (1949), dass die Ausscheidung von
Exsudaten der Spore der entscheidende der drei genannten Faktoren sei. In Exsudaten von
Sporen von Neurospora sitophila wurden u.a. Aminosduren und Malat nachgewiesen
(McCALLAN UND WILCOXON 1936). Es konnte gezeigt werden, dass diese Substanzen in der
Lage waren Kupfer aus Bordeaux-Ablagerungen zu I6sen und toxische, ldsliche
Kupferkomplexe zu bilden (WAIN UND WILKINSON 1943). MARTIN ET AL. (1942) erstellten

eine Reihe von Dosis-Wirkungs-Kurven fiir verschiedene anorganische und organische
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Kupferverbindungen. Kupfermalat erwies sich dabei als der toxischste Kupferkomplex und

war sogar toxischer als das Cu®"-Ion selbst.

Andere Faktoren kdnnten aber ebenso zur Wirkung unléslicher Kupferverbindungen beitragen.
So wurde jiingst die Generierung von ROS an den Oberflidchen verschiedener Metallsalze in
wissrigen Suspensionen festgestellt (SAWAI ET AL. 1998, SAwAI 2003, SAWAI UND
YOSHIKAWA 2004). Dabei stellten sich aktiver Sauerstoff und Wasserstoffperoxyd als die
primdren Faktoren der antifungalen und antibakteriellen Wirkung von Magnesiumoxid und
Zinkoxid heraus. Ein dhnlicher Prozess konnte auch in Suspensionen unlslicher

Kupferverbindungen vorliegen.

3.5.2 Schwefelfungizide

Bei der Kontrolle des Apfelschorfes im 6kologischen Obstbau ist Schwefel zurzeit die einzige
Alternative zu Kupfer. Elementarer Schwefel hat dabei nur eine schwache protektive Wirkung
und ermdglicht nur eine unbefriedigende Kontrolle wéhrend der primdren Infektionsphase
(HAMILTON 1931, LEWIS UND HICKEY 1972, COOLEY ET AL. 1991, ELLIS ET AL. 1998, HOLB
UND HEUNE 2001, HOLB ET AL. 2003). Besonderes in Lindern in denen Kupfer verboten ist
besteht aus diesem Grund ein neuerliches, grofles Interesse an Schwefelkalk, der iiber eine
begrenzte postinfektionelle Wirksamkeit verfiigt (HAMILTON UND KEITT 1928, HAMILTON
1931, MILLS 1944, HoLB UND HEDUNE 2001, HOLB ET AL. 2003). Die postinfektionelle Wirkung
des Schwefelkalks ist bereits seit Ende der 20er Jahre bekannt (HAMILTON UND KEITT 1928,
HAMILTON 1931). Die Mills’schen Infektionsperioden wurden mit dem Ziel entwickelt u. a.
die Applikation von Schwefelkalk moglichst exakt zu terminieren, um deren Effektivitit zu

erhohen (MACHARDY 1996).

Schwefelkalk ist sehr phytotoxisch. Ungliicklicherweise erhoht sich seine Phytotoxizitét unter
feuchten Bedingungen (KELDERER ET AL. 1997, TATE ET AL. 2000, HOLB UND HEUNE 2001,
TRAPMAN 2002, ZIMMER 2002, HOLB ET AL 2003). Daher ist Schwefelkalk bei feucht-kaltem
Klima kein geeigneter Ersatz fiir Kupferfungizide. Ohne Kupfer wire eine ausreichende
Schorfbekdmpfung im 6kologischen Obstbau an der Niederelbe derzeit nicht moglich (PALM
2005).

3.5.3 Alternativen zu Kupfer- und Schwefelfungiziden
Seit ldngerem ist man im Okologischen Obstbau bemiiht Alternativen fiir die zuvor
beschriebenen Kupfer- und Schwefelfungizide zu finden. Auf die zahlreichen, in der Regel

erfolglos getesteten Substanzen (u.a. Gesteinsmehle, Tonerden, Algenpréparate,
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Pflanzenaufgiisse, -extrakte, -6le, Kompost- und Humuspriparate) wird in dieser Arbeit nicht

eingegangen. Einen Uberblick hierzu gibt ein Bericht der BBA (GOLBA 2002).

Aufgrund der Literaturhinweise sowie den am Institut geleisteten, viel versprechenden
Vorarbeiten (SCHULZE UND SCHONHERR 2003) wurden fiir die Untersuchungen in der
vorliegende Arbeit nur Calciumhydroxid, Kaliumcarbonat sowie das Tensid Glucopon 215
CSUP in Betracht gezogen. Alle drei Substanzen sind umweltfreundlich und somit fiir eine
mogliche Schorfkontrolle im 6kologischen Anbau geeignet. Calcium- und Kaliumsalze finden
im integrierten, aber auch im okologischen Anbau als Blatt- und Bodendiinger Verwendung.
Tenside wie das Alkylpolyglycosid Glucopon 215 CSUP werden bendtigt, um die Retentions-
und Spreitungseigenschaften von Spritzfliissigkeiten zu verbessern. Kommerzielle Kupfer-
und Schwefelpréaparate, wie sie im 6kologischen Obstbau verwendet werden, sind ebenfalls
formuliert und enthalten Tenside. Alkypolyclycoside sind Tenside auf Zuckerbasis, die u. a.
in Kosmetikprodukten enthalten sind und iiber sehr gute okotoxikologische Eigenschaften
verfiigen (STEBER ET AL. 1996, HILL UND RHODE 1999). Zudem sind Alkylpolyglycoside nicht
phytotoxisch (GARST 1996, STEBER ET AL. 1996).

3.5.3.1 Calciumhydroxid

Calciumhydroxid war bereits Bestandteil der umfangreichen Studie von HAMILTON (1931). Er
beobachtete, dass die Ausbringung von Calciumhydroxid vor erfolgter Inokulation nur wenig
effektiv. war. Bei Spriih-Applikationen 16 bzw. 90 Stunden nach Inokulation bei
Temperaturen von 12 bzw. 16°C konnte die Anzahl der Lésionen gegeniiber der Kontrolle auf
27 bzw. 58 % reduziert werden. Hamilton kommentierte die Ergebnisse folgendermaf3en:
»Hydrated or stone lime 3-50, applied as spray, ..., may exhibit some fungicidal properties of

their own under certain conditions.*

Erst knapp 70 Jahre spiter wurde in Australien wieder ein Versuch unternommen
Birnenschorf (Venturia pirinia Aderhold) mit Calciumhydroxid zu bekdmpfen (WASHINGTON
ET AL. 1998). Die protektiven Spritzungen konnten die Befallsrate zwar reduzieren, waren

jedoch sehr viel weniger effektiv als Spritzungen mit konventionellen Vergleichsfungiziden.

SCHULZE UND SCHONHERR (2003) beobachteten, dass eine Behandlung mit einer
Calciumhydroxid-Suspension 24 Stunden nach erfolgter Inokulation die Konidien und
Keimschldauche von V. inaequalis schnell abtotete und der weitere Keimverlauf dadurch
gestoppt wurde. Erfolgte die Behandlung jedoch vor erfolgter Inokulation hatte die
Suspension keinen Effekt. Die Unwirksamkeit der Behandlung vor Inokulation erklért sich

dadurch, dass Calciumhydroxid durch die Reaktion mit dem CO; der Luft sehr schnell in das
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unwirksame Calciumcarbonat (CaCO;3;) und Calciumbicarbonat (Ca(HCOs3);) umgewandelt
wird (ROMPP 1995). Die Autoren stellten daher die Hypothese auf, dass die Wirksamkeit von
Calciumhydroxid auf dem hohen pH-Wert von 12,4 beruht. Alle drei Studien stimmen

jedenfalls darin iiberein, dass Calciumhydroxid als protektives Fungizid ungeeignet ist.

3.5.3.2 Kaliumcarbonat und Glucopon 215 CSUP

SCHULZE UND SCHONHERR (2003) konnten zeigen, dass Kaliumcarbonat (K,CO3) sowie die
Alkylpolyglycoside Plantacare 1200 UP und Glucopon 215 CSUP (GP) die Sporenkeimung
von Konidien von V. inaequalis verhinderten und die Keimschlduche abtéteten. Bei
Behandlungen vor Inokulation verhinderte Kaliumcarbonat ab einer Konzentration von
43 g I'" die Keimung véllig. Die Tenside verringerten die Keimrate. Bei Behandlungen 24
Stunden nach Inokulation totete Kaliumcarbonat (> 35 g 1') alle Konidien und
Keimschlduche. GP hemmte das Keimschlauchwachstum bei Behandlungen 24 Stunden nach

Inokulation ab einer Konzentration von 1,0 g I"' vollstindig.

Fiir die Wirksamkeit von Kaliumcarbonat konnte nach Meinung der Autoren ebenfalls der
hohe pH-Wert der Losungen von 11,4 verantwortlich sein. Dem widerspricht, dass die

Wirkung eine deutliche Konzentrationsabhéngigkeit aufwies.

Fiir die Wirksamkeit der Tenside kommt der pH-Wert nicht in Betracht. Uber sie ist aber
bekannt, dass sie toxisch fiir Zellen und Gewebe sind (KRISTEN ET AL. 1993). Verantwortlich

hiefiir wird eine Schadigung der Zellmembran gemacht (MULLER ET AL. 1999).
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4 Das in vitro Testsystem

Das in der vorliegenden Arbeit verwendete in vitro Testsystem basiert auf enzymatisch
isolierten Kutikularmembranen (CM = cuticular membrane) von Blittern von Malus x
domestica (SCHULZE 2005). Die isolierten CM stellen eine natiirliche Oberfldche dar, die in
vivo Bedingungen simuliert. Die Konidien von V. inaequalis, die als Inokulum verwendet
werden, zeigen auf den CM, anders als auf anderen Oberfldchen, ein differenziertes Verhalten,
das dem von SMEREKA ET AL. (1987) beschriebenen auf Apfelblittern gleicht (SCHULZE 2005).
Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten CM stammten von voll entfalteten, dunkelgriin
gefdrbten Apfelblittern (Abschnitt 7.2.1). Die Kutikula hat bei Bléttern dieses Alters ihre
endgiiltige Dicke bereits erreicht (HELLMANN UND STOSSER 1992). Jiingere Blétter, mit
diinner Kutikula sind fiir die Isolation und anschlieBende Verwendung schlecht geeignet, weil
sie sehr leicht zerreiBen (SCHULZE 2005). Die Verwendung von voll entfalteten Blittern,
deren Kutikula bereits die volle Dicke erreicht hat, beinhaltet die Annahme, dass die Kutikula
nicht an der Ausprdgung der ontogenen Resistenz (Altersresistenz) oder anderen Formen der
Resistenz beteiligt ist, was durch verschiedene Studien belegt ist (GESSLER UND STUMM 1984,

VALSANGIACOMO UND GESSLER 1988, ORTEGA ET AL. 1998, SCHULZE 2005).

Das Testsystem ermoglicht eine direkte mikroskopische Untersuchung der fungiziden Effekte
auf Ebene der Spore (SCHULZE 2005). Die Entwicklung der Spore kann von der Auskeimung
iber die Penetration der CM bis hin zur Ausbildung primérer Infektionsstrukturen beobachtet
werden. Dabei sind die Lebendbetrachtung sowie der Einsatz von Vitalfarbstoffen zur
Beurteilung physiologischer Prozesse der Spore moglich. Somit kénnen noch vor einer teuren
und aufwendigen Testung im Freiland wichtige Erkenntnisse iiber die Wirkung einer

fungiziden Substanz schnell und unabhéngig von der Saison gewonnen werden.

Ein weiterer wichtiger Aspekt fiir den Einsatz des Testsystems liegt in der Beobachtung
begriindet, dass es sowohl in Versuchs- als auch in kommerziellen Anlagen im Herbst trotz
Fungizideinsatzes zum Auftreten von Lésionen kommt, auch wenn die Anlage iiber die
gesamte Vegetationsperiode als ,,schorffrei” bezeichnet werden konnte (MACHARDY 1996, L1
UND XU 2002). In einer neueren zu diesem Phinomen vorliegenden Studie wurde beobachtet,
dass Konidien die Unterseite von Apfelblittern jeden Alters infizieren konnten (LI UND XU
2002). Das Myzelwachstum war bei den jungen Bléttern deutlich schneller und auch
Symptome wurden frither sichtbar als bei alten. Auf sehr alten Bléttern wuchs das Myzel nur
langsam und fiihrte zu keinen sichtbaren Symptomen. Einige der symptomlosen Lésionen

produzierten aber trotzdem Konidien. Bei Fungizidtestungen an Apfelbdumen im Freiland
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oder Sdmlingen im Gewéchshaus wird die Effektivitdt des Fungizids anhand der sichtbaren
Symptome beurteilt. Da sich immer ein Grofiteil der Blitter in der Phase der ontogenen
Resistenz befindet, wihrend der es zur Ausbildung von Symptomen kommt, die allerdings mit
dem bloBen Augen nicht sichtbar sind, (L1 UND XU 2002), kann diese Beurteilungsmethode zu

einer falschen Einschitzung der Wirkung eines Fungizids fiihren.
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5 Fluoreszenzfarbstoffe zur Untersuchung physiologischer
Prozesse in pilzlichen Sporen

In der vorliegenden Arbeit wurden die Fluoreszenzfarbstoffe Fluoresceindiacetat (FDA) und
5-Cyano-2,3-Ditolyltetrazoliumchlorid (CTC) zur Untersuchung physiologischer Prozesse

bzw. zur Bestimmung der Vitalitit von Konidien von V. inaequalis eingesetzt.

FDA ist ein Indikator der Intaktheit der Zellmembran sowie der Esteraseaktivitdt (BREEUWER
ET AL. 1995). Dabei kann das unpolare, farblose und nicht fluoreszierende FDA frei in die
intakte Zelle eindringen, wo es von zelleigenen, unspezifischen Esterasen zu Fluorescein
hydrolisiert wird. Fluorescein ist polar und akkumuliert somit in Zellen mit intakter Membran.
Unter UV-Anregung, bei einem Exzitationsmaximum von 494 nm, fluoresziert es, mit einem
Emissionsmaximum von 520 nm griin. Die erste Anwendung von FDA fiir Konidien von V.

inaequalis wurde bereits 1987 von BECKER UND BURR in Form eines Abstracts publiziert.

CTC gehort zur Gruppe der Tetrazoliumsalze und ist ein Indikator fiir die Atmungsaktivitit.
Tetrazoliumsalze fungieren dabei als Elektronenakzeptoren und werden auf Ebene der
Atmungskette durch Dehydrogenasen reduziert (WALLEY UND GERMIDA 1995). Die
Umwandlung in die Farbstoffprodukte, die so genannten Formazane, geschieht nur in vitalen
Zellen mit aktiven Mitochondrien. CTC bildet als einziges bisher bekanntes Tetrazoliumsalz
ein rot fluoreszierendes Formazan (Exzitationsbereich 400 - 450 nm, Emissionsmaximum 602
nm) und wird zur Kontrolle des Trinkwassers auf Verunreinigungen mit Bakterien eingesetzt
(RODRIGUEZ ET AL. 1992, SCHAULE ET AL. 1993). Zur Vitalititsbestimmung pilzlicher Sporen
wurden bislang nur Tetrazoliumsalze verwendet, deren Formazane nicht fluoreszieren.
Eingesetzt wurde vor allem Tetrazoliumbromid (MTT) (AN UND HENDRIX 1988, JIANG UND
ERWIN 1990, MILLER ET AL. 1993, WALLEY UND GERMIDA 1995). MTT wurde auch zur
Testung der Sensitivitdt verschiedener Isolate von V. inaequalis gegeniiber Fungiziden der
Wirkstoftklasse der Strobilurine eingesetzt (STEINFELD ET AL. 2001). Strobilurine, zu denen
auch der Wirkstoff Kresoxim-methyl gehdrt, hemmen die Atmung durch Bindung an das Q.-

Zentrum (Ubiquinonoxidationszentrum) des mitochondrialen Cytochrom b.
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6 Zielsetzungen der Arbeit

Grundlegendes Ziel der Arbeit war es, ndhere Erkenntnisse iiber die Wirkungsweisen und
-mechanismen einiger ausgewdhlter fungizider Substanzen zu gewinnen. Neben
verschiedenen Kupferverbindungen waren dies Substanzen, die fiir die biologische
Bekdmpfung geeignet erscheinen und potentielle Alternativen zu Kupfer- und
Schwefelfungiziden darstellen (Abschnitt 3.5.3). Die Erkenntnisse sollten mit Hilfe des in
vitro Testsystems (Abschnitt 4) sowie begleitender Untersuchungen auf Ebene der Spore
gewonnen werden. Dabei sollten die im Folgenden aufgefiihrten Aspekte, die sich aus dem

oben beschriebenen Kenntnisstand der Literatur ergaben, ndher untersucht werden.

6.1 Wirkungsweise von Kupferverbindungen
Die Wirkungsweise verschiedener Kupferverbindungen sollte mit dem Ziel untersucht werden,
die im Abschnitt 3.5.1 beschriebenen Strategien zur Minimierung der ausgebrachten

Kupfermengen zu optimieren.

Ausgehend vom bisherigen Wissensstand (Abschnitt 3.5.1.1) sollte dabei zundchst die Rolle
der Cu*"-Tonen bei der Wirkung der Kupferverbindungen untersucht werden. Dazu wurden
Kupferverbindungen mit unterschiedlichen Wasserloslichkeiten sowie deren Filtrate auf ihre
protektive Wirkung gegen Konidien von V. inaequalis getestet. Verwendet wurden das
leichtlosliche Kupfersulfat, das schwerlosliche Kupferhydroxid und das unlosliche
Kupferoxid sowie die Filtrate der beiden letztgenannten Substanzen. Neben der Aussage, ob
eine Keimhemmung vorliegt oder nicht, sollten mit Hilfe der unter Abschnitt 5 genannten
Fluoreszenzfarbstoffe mdglichst auch Kenntnisse dariiber gewonnen werden, welche
physiologischen Prozesse in der Spore gestort werden, die schlieBlich das Auskeimen

verhindern.

Danach sollte untersucht werden, ob Kupfersulfat und Kupferhydroxid eine postinfektionelle
Wirkung besitzen und welches Zeitfenster zur Verfligung steht, um primdre Stromata
abzutéten. In diesem Zusammenhang sollte auch geklart werden, welchen Einfluss Nésse fiir
die Wirkung der beiden Kupfersalze hat. Die postinfektionelle Wirkung wurde dabei mit Hilfe
des Fluoreszenzfarbstoffes FDA (Abschnitt 5) anhand der Anzahl vitaler primérer Stromata

bonitiert.

Neben dem CM basierten Testsystem, das eher qualitative Aussagen liefert, sollte unter

Verwendung von FDA und eines Spektralfotometers ein zusdtzliches System entwickelt
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werden, dass eher quantitative Aussagen iiber die Wirkung der Kupferverbindungen auf

Konidien von V. inaequalis liefert.

SchlieBlich sollte noch untersucht werden, ob ROS, wie sie in Suspensionen von Zink- und
Magnesiumoxid generiert werden (Abschnitt 3.5.1.1), fiir die Wirkung von Suspensionen
schwer- bzw. unloslicher Kupferverbindungen in Betracht kommen. Die Menge an
generierten ROS wurde dabei mittels Chemilumineszenz unter Verwendung eines

Acridiniumesters gemessen (Takahashi et al. 1993).

6.2 Wirkungsweise von Calciumhydroxid

Da Calciumhydroxid iiber keine protektive Wirkung verfligt, ist eine erfolgreiche
Schorfbekdmpfung nur mit einer gezielten Behandlungsstrategie denkbar (Abschnitt 3.5.1).

Fiir eine solche gezielte Strategie wire eine postinfektionelle Wirkung von groem Vorteil.

Ziel der Untersuchungen mit Calciumhydroxid war es daher, zu ermitteln, ob
Calciumhydroxid eine postinfektionelle Wirkung besitzt und welches Zeitfenster flir die
Applikation postinfektioneller Behandlungen zur Verfiigung steht. Als Positivkontrolle wurde
Schwefelkalk eingesetzt, dessen postinfektionelle Wirkung bekannt ist (Abschnitt 3.5.2).

Neben der Untersuchung der postinfektionellen Wirkung sollte gekliart werden, welcher
Mechanismus der Wirkung von Calciumhydroxid zu Grunde liegt. Aufgrund des vorhandenen
Wissensstandes sollte dabei vor allem die Rolle des pH-Wertes untersucht werden (Abschnitt
3.5.3.1). Dazu wurden vergleichend Untersuchungen mit KOH-Losungen verschiedener pH-

Werte durchgefiihrt.

6.3 Wirkungsweise von Kaliumcarbonat und Glucopon 215 CSUP

Aufgrund der viel versprechenden Voruntersuchungen (Abschnitt 3.5.3.2) sollten auch
Kaliumcarbonat und GP hinsichtlich ihrer postinfektionellen Wirkung getestet werden.
Untersucht werden sollten vor allem der Einfluss der Konzentration, der Inkubationsdauer der
Behandlung sowie des Behandlungszeitpunktes. Dabei wurde mittels FDA zum Einen der
Effekt auf die Vitalitit der Spore untersucht und zum Anderen der Effekt auf die Anzahl

vitaler primérer Stromata.
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7 Material und Methoden
7.1 Material

7.1.1 Gerate
Autoklav, Varioklav

Digitalkamera, AxioCam

Fluoreszenzfiltersatz fur FDA und CTC,
Zeiss Filtersatz No. 09 (Exzitation: BP 450 - 490 nm,
Emission: LP 515 nm)

Fluoreszenzfiltersatz fir KOH-Anilinblau,

Zeiss Filtersatz No. 02 (Exzitation: G 365 nm, Emission:

LP 420 nm)

Fluoreszenz-Glasstandard fiir Specord M500,
GG 17 (238 - 526 nm)

Fluoreszenzmesseinsatz fiir Specord M500
Glasfiltrationsapparat, GV 050/3

Inkubator, Incubator MIR 153

Klimaschrank

Kolkwitz-Planktonzytometer
Lichtmikroskop, AxioPlan 2

Lumineszenzmessgerat, Luminometer ,junior’

pH-Meter, pH-/lonometer 692
Spektralfotometer, Specord M500

Sterilwerkbank, Kojair

H+P Labortechnik GmbH,
Oberschleilfheim

Carl Zeiss, Gottingen

Carl Zeiss, Gottingen

Carl Zeiss, Gottingen

Carl Zeiss Jena, Jena

Carl Zeiss Jena, Jena
Schleicher&Schuell, Dassel

Sanyo Electric Co., Ltd.,

Gunma, Japan

Rumed - Rubarth Apparate
GmbH, Laatzen

Hydro-Bios, Kiel
Carl Zeiss, Gottingen

Berthold Technologies GmbH
& Co. KG, Bad Wildbad

Metrohm AG, Herisau, Schweiz
Carl Zeiss Jena, Jena

Kojair Tech Qy, Vilppula,
Finnland
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Ultra-Turaxx

Vakuumpumpe, Vacuum System B-172 und
Vacuum/Distillation Controler B-168

7.1.2 Materialien
6-Well-Macroplatten

Cellophanmembranen, Cellophan 235 P

Membranfilter, RC-L55, Porendurchmesser 0,45 pm

Miracloth, Filtergewebe

Parafilm

Petrischalen, Durchmesser 8 cm

7.1.3 Chemikalien
Agar-Agar, hochreine Qualitat

Anilinblau WS (C. I. Nr. 42755)

Borax (di-Natriumtetraborat-Decahydrat), > 99,5 %, p. a.

Calciumcarbonat (CaCOs), > 99,0 %, p. a.
Calciumhydroxid (Ca(OH),), > 96 %
Citronenséure Trinatriumsalz Dihydrat, > 99 %, p. a.

CTC (5-Cyano-2,3-Ditolyltetrazoliumchlorid)

Janke+Kunkel, Staufen

Buchi, Flawil, Schweiz

Greiner Bio-One GmbH,

Frickenhausen

Putz GmbH und Co. Folien KG,

Taunusstein
Schleicher&Schuell, Dassel

CN Biosciences Inc. La Jolla,
CA, USA

American National Can,
Chicago, IL, USA

Greiner Bio-One GmbH,

Frickenhausen

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
E. Merck, Darmstadt

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Polysciences Europe GmbH,

Eppelheim
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Discus, Fungizid mit dem Wirkstoff Kresoxim-methyl,
Wirkstoffgehalt 50 %

FDA (Fluoresceindiacetat)

Fluorescein (freie Sdure), Farbstoffgehalt 95 %

Glucopon 215 CSUP

Glycerin, fir die Fluoreszenzmikroskopie
Immersionsol (Immersol ™ 518F)
Kaliumcarbonat (KCOg3), > 99 % p. a.
Kaliumhydroxid (KOH), p. a., in Platzchen

Kaliumphosphat (K;HPO,), dibasisch, wasserfrei,
>99,0% (T)

Katalase aus Rinderleber, Pulver, Zellkultur getestet,
2000-5000 Einheiten mg™

Kupfer(I1)hydroxid (Cu(OH),), technisch

Kupfer(Il)oxid (CuO), rein
Kupfer(Il)sulfat (CuSQ,), wasserfrei, reinst

Natriumazid (NaN3), > 99,5 % (T)

Natriumhypochloritlésung 12 % CI
Pektinase, Fructozym P

PMAC (10-Methyl-9-Phenoxycarbonyl-Acridinium
Fluorosulfonat)

Potato Dextrose Agar (PDA), Difco PDA

Stahler Deutschland GmbH &
Co. KG, Stade

Riedel-de Haén, Seelze

Fluka Chemie GmbH, Buchs,

Schweiz

Fluka Chemie GmbH, Buchs,

Schweiz

E. Merck, Darmstadt

Carl Zeiss, Gottingen

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Fluka Chemie GmbH, Buchs,

Schweiz

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Riedel-de Haén, Seelze
Riedel-de Haén, Seelze

Fluka Chemie GmbH, Buchs,

Schweiz
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Erbsléh, Geisenheim

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Becton Dickinson GmbH,

Heidelberg
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Schwefelkalk

Tris(hydroxymethyl)aminomethan Hydrochlorid
(Trizma® hydrochloride), Zellkultur getestet, > 99,0 % (T)

Tween 20, nichtionisches Tensid

Zinkoxid (ZnQO), Nanopulver

OON, Oko-Obstbaugruppe
Norddeutschland, VVersuchs-

und Beratungsring e.V., Jork

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

7.1.4 pH-Werte verwendeter LOsungen und Suspensionen

Tabelle 7-1. pH-Werte verwendeter Lésungen und Suspensionen.

Losung/Suspension Konzentration pH-Wert
Calciumcarbonat 6,75g 1" 8,3
Calciumhydroxid 591t 12,45
gesattigte Losung 12,45
Kupferhydroxid 1 mmol I 6,6
10 mmol I"* 6,7
Kupferoxid 1 mmol I'* 6,6
10 mmol I'* 6,6
Kupfersulfat 1 mmol I 5,7
10 mmol I"* 4,9
Schwefelkalk 1,5% 11,2
Zinkoxid 1 mmol I 7,5
10 mmol I"* 7,5

26



Material und Methoden

7.2 Methoden

7.2.1 Isolation der Kutikularmembranen

Fir die Versuche wurden isolierte Kutikularmembranen (CM) von Malus x domestica
,Gloster’ und ,Elstar’ verwendet. Dazu wurden in den Jahren 2003 und 2004 Blatter (viertes
und funftes voll entfaltetes Blatt) von Neutrieben der genannten Sorten in einer Anlage des
Versuchsbetriebes der Universitdt Hannover in Ruthe gesammelt. Die Isolation erfolgte
enzymatisch nach der Methode von SCHONHERR UND RIEDERER (1986). Verwendet wurden
nur die adaxialen astomatdren CM. Dazu wurden die Blatter auf der Unterseite mit einem
wasserfesten Filzstift markiert. Aus den Blattern wurden dann Blattscheiben (BS) von 2 cm
Durchmesser ausgestanzt. Die BS wurden in eine 3%ige Pektinaselosung gegeben, die mit
Citratpuffer (2g 1™ und KOHges. auf einen pH-Wert von 3 eingestellt war. Anschliefend
wurden die BS vakuuminfiltriert. Um Mikroorganismenbefall zu verhindern, wurde der
Losung Natriumazid (1 mmol I') zugegeben. Die BS wurden bei 20°C inkubiert, bis sich die
Losung triib gefarbt und sich die CM abgel6st hatten. Danach wurden die CM mehrfach mit
H2Ogem. gespilt. Um phenolische Substanzen, die sich bei der Isolierung bilden kénnen,
heraus zu waschen, wurden die CM fiir 48 Stunden in 0,01 mol I"* Boraxpuffer aufbewahrt.
Nach erneutem Spulen mit HyOgem. Wurden die markierten abaxialen CM aussortiert und
verworfen. Die adaxialen CM wurden zum Trocknen auf Teflonpléattchen gezogen und mit
einem Luftstrahl geglattet. Nach 24 Stunden bei Raumtemperatur waren die CM trocken. In
einer verschlossenen Plastikdose konnten die CM bei 8°C bis zur Verwendung gelagert

werden.

7.2.2 Produktion der Venturia inaequalis Konidien

Als Inokulum wurden Konidien aus einer in vitro Kultur von V. inaequalis verwendet. Das
Isolat wurde im Jahr 2000 an der BBA in Dossenheim von Baumen der Sorte ,Elstar’ isoliert
und auf PDA (39 g I'") erhalten (ScHULzE 2005). Die Konidien des Isolats zeichneten sich
durch eine sehr hohe Keimrate aus. Die Infektitsitdt des Isolats wurde mehrfach auf

Apfelsdmlingen getestet.

Die Produktion der Konidien erfolgte auf Cellophanmembranen (PARKER ET AL. 1995,
SCHULZE 2005). Hierzu wurden zunéchst Petrischalen mit PDA (39 g 1) befiillt, worauf eine
Cellophanmembran mit einem Durchmesser von 8 cm gelegt wurde. Die

Cellophanmembranen waren zuvor in H,Ogem, eingelegt, in Aluminiumfolie eingewickelt und
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fur 20 Minuten bei 121°C autoklaviert worden. Unter der Sterilbank wurden die Petrischalen
mit 1 ml einer Myzelsuspension beimpft. Zur Herstellung der Suspension wurde Myzel der
Erhaltungskultur in HyOgem. gegeben und mit einem Ultra-Turaxx zerkleinert. Die
Myzelsuspension wurde in der Petrischale leicht geschwenkt, so dass sich die Suspension
gleichméRig auf der Cellophanmembran verteilte. AbschlieBend wurden die Petrischalen mit
Parafilm verschlossen und bei 20°C im Dunkeln inkubiert. Zur Herstellung der
Konidiensuspension wurde die mit dem Myzelrasen bewachsene Cellophanmembran nach
vier bis fiinf Tagen abgenommen und in ein mit H,Ogem. befllltes steriles Zentrifugenréhrchen
gegeben. Nach dreiminitigem Schitteln per Hand wurde die entstandene Sporensuspension
durch drei Lagen Miracloth in ein anderes GefaR tberfiihrt. Die Sporendichte der Suspension
wurde mittels eines Kolkwitz-Planktonzytometers unter dem Lichtmikroskop ermittelt
(KoLLAR 1998) und auf den gewiinschten Titer eingestellt. Bei den Versuchen auf CM und
auf BS wurde mit einem Sporentiter von ca. 1 x 10* und bei den spektralfotometrischen
Versuchen mit einem Titer von 1,25 x 10° Konidien ml™ gearbeitet. Die Suspension wurde
abschlielend auf Eppendorfgeféalie verteilt (1 ml pro GefaR) und sofort bei -20°C eingefroren.
Die Suspension konnte so drei bis vier Wochen ohne Abnahme der Keimrate gelagert und

nach dem Auftauen zur Inokulation verwendet werden.

7.2.3 Inokulation der Kutikularmembranen

Fur die verschiedenen Versuche mit CM wurden zunéchst Petrischalen mit 40 ml HyOgem,
befullt. Wenn nicht anders angegeben, wurden fir die Versuche CM der Sorte ,Gloster’
verwendet. Die CM wurden mit einer Pinzette auf die Wasseroberflache gegeben. Die
morphologische AuRenseite musste dabei nach oben zeigen (ScHuLze 2005). Je nach
Experiment erfolgte die Inokulation vor oder nach der entsprechenden Behandlung mit der zu
testenden Substanz. Zur Inokulation wurde ein 5 pl Tropfen Konidiensuspension (= 50
Konidien 5 pl™) in die Mitte der CM pipettiert (Abbildung 3-1 B). Nach erfolgter Inokulation
wurden die Petrischalen, falls nicht anders beschrieben, mit ihrem Deckel und mit Parafilm
verschlossen. Durch das Verschliel3en entstand in der Petrischale eine wasserdampfgesattigte
Atmosphére, die das Eintrocknen des Tropfens verhinderte. Die Inkubation erfolgte flr die

jeweils angegebene Zeit immer bei 20°C und im Dunkeln.

7.2.4 Inokulation der Blattscheiben
Fur die Versuche mit BS wurden die zweiten voll entfalteten Blatter von Neutrieben der Sorte

,Elstar’ gesammelt. Die Pflanzen wurden im Gewadchshaus kultiviert und waren auf der
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Unterlage M9 veredelt. Die Oberflachen der Blatter wurden durch 90sekiindiges Schitteln in
einer Natriumhypochloritlosung (0,75 %) sterilisiert. Nach zweimaligem Spilen in
sterilisiertem H,Ogem. Wurden die Blatter zum Trocknen auf Krepppapier gelegt. Mit einem
Korkbohrer wurden dann BS mit einem Durchmesser von 0,8 cm ausgestanzt. Diese wurden
mit der abaxialen Seite in mit Wasseragar (1 %) beftllte Petrischalen gelegt. Die BS wurden
schlieRlich mit einem 10 pl Tropfen Konidiensuspension (= 100 Konidien 10 pl™), der in die
Mitte der BS pipettiert wurde, inokuliert. Die Petrischalen wurden analog der Inokulation von
CM mit ihrem Deckel und mit Parafilm verschlossen. Alle Arbeitsschritte, von der
Sterilisation der Blattscheiben bis zum VerschlieBen der Petrischalen, erfolgten unter sterilen
Bedingungen. Die Inkubation erfolgte bei 20°C in einem Klimaschrank, der fir 16 Stunden

pro Tag mit 40 pmol m? s PAR beleuchtet wurde.

7.2.5 Experimentelles Design der Versuche auf Kutikularmembranen und
Blattscheiben

Das verwendete in vitro Testsystem ist in hohem MaRe standardisiert (SCHuULzE 2005). Die
Bedingungen fir jede Petrischale innerhalb des Klimaschrankes bzw. fur jede CM oder BS
innerhalb einer Petrischale waren identisch und es gab keine unkontrollierten Variablen, die
die Ergebnisse hatten beeinflussen konnen. Daher konnte jede CM bzw. BS in einer
Petrischale als wirkliche Wiederholung betrachtet werden, und ein spezifisches

experimentelles Design zur Abschatzung zufalliger Effekte war nicht erforderlich.

Fur jede Behandlung eines Experiments wurden jeweils zehn CM bzw. BS in eine Petrischale
gegeben, und es wurden zwei unabhangige Experimente durchgefuhrt. Jedes Experiment

bestand somit aus 20 Beobachtungen je Behandlung.

Zu jedem Experiment wurde die Keimrate der verwendeten Sporensuspension auf sechs CM
in einer Petrischale ermittelt. Lag die ermittelte Keimrate in einem Experiment unter 80 %, so
wurde dieses verworfen und das Experiment wiederholt. Bei den Experimenten mit BS wurde

die Keimrate ebenfalls auf CM ermittelt.

7.2.6 Mikroskopische Auswertung der Versuche auf Kutikularmembranen

7.2.6.1 Herstellung der FDA- und CTC-L6sungen zur Vitalfarbung

Die FDA-L6sung wurde nach der Methode von HAMEL ET AL. (1990) hergestellt. Nach dieser
wurden zundchst 5 mg FDA in 1 ml Aceton gel6st. Diese Losung war bei 8°C im Dunkeln
mehrere Monate haltbar. Kurz vor Verwendung wurden 20 pl dieser Losung in 500 pl eines
Tris-Puffers (0,1 mol I, pH 7,4) pipettiert. Diese gepufferte FDA-Ldsung musste immer
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wieder frisch hergestellt werden und konnte maximal 30 Minuten verwendet werden, da sich
im Laufe der Zeit kristalline Ausféallungen bildeten. Mit der FDA-L&sung inkubierte pilzliche
Strukturen mit intakter Membran und Esteraseaktivitat fluoreszierten unter Anregungslicht
und Verwendung des Zeiss Filtersatzes No. 9 grin.

CTC wurde nach der fiir Bakterien beschriebenen Methode von SCHAULE ET AL. (1993)
verwendet. Nach dieser wurde eine 10 mmol I™* Lésung durch Auflésen von CTC in HyOgen.
hergestellt. Die CTC-L6ésung war sehr lichtempfindlich und musste zur Auswertung jedes
Experiments frisch hergestellt werden. Bei mit CTC-L06sung inkubierten pilzlichen Strukturen
fluoreszierten die Mitochondrien unter Anregungslicht und bei Verwendung des Zeiss

Filtersatzes No. 9 rot, wenn die Elektronentransportkette intakt war.

7.2.6.2 Ermittlung der Keimrate

Die Keimrate der verwendeten Konidiensuspension eines jeden Experiments wurde im
Hellfeld und fluoreszenzmikroskopisch ermittelt. Dazu wurde das Inokulum 24 Stunden nach
Inokulation mit einer FDA-L6sung gefarbt (Abschnitt 7.2.6.3). Anschliefend wurden die
Anzahl der gekeimten Konidien jeder CM mittels Epifluoreszenz sowie die Anzahl der
ungekeimten Konidien im Hellfeld gezéhlt. Die Keimrate ergab sich aus dem Verhaltnis der
Anzahl der gekeimten Konidien zur Gesamtanzahl der Konidien (ungekeimt + gekeimt). Als
gekeimt wurden nur Konidien gewertet, die bei Anregungslicht grin fluoreszierten und

mindestens einen Keimschlauch sowie ein Appressorium ausgebildet hatten.

7.2.6.3 Auswertung der Effekte von Behandlungen auf die Keimung von Konidien
und andere physiologische Prozesse.

Die Effekte von Behandlungen auf physiologische Prozesse und die Keimung von Konidien
von V. inaequalis wurden unter Verwendung der Vitalfarbstoffe FDA und CTC

fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet.

Zur Anfarbung mit FDA wurde ein Objekttrdger in die mit Wasser befillte Petrischale
getaucht und unter die auszuzdhlende CM gebracht. Mit einer Pinzette wurde diese dann auf
den Objekttrager gezogen. Das Uberschiissige Wasser auf dem Objekttrdger wurde mit einem
Stlick Krepppapier abgesaugt. Auf den Inokulum-Tropfen wurden anschliefend 20 ul der
FDA-L6sung pipettiert. Abschlielend wurde auf die CM vorsichtig und ohne dass sich
Luftblaschen bildeten ein Deckglas gelegt. Die so préaparierten CM konnten sofort im Hellfeld
oder mittels Epifluoreszenz betrachtet werden. Die Anzahl griin oder nicht fluoreszierender

ungekeimter Konidien, Konidien mit Keimschlauch sowie Konidien mit Keimschlauch und
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Appressorium konnte ausgezahlt werden. Bei gekeimten Konidien konnte zudem ermittelt

werden, ob alle oder nur bestimmte Bereiche fluoreszierten.

Bei der Anfarbung mit CTC wurden jeweils 5 pl der CTC-L6sung auf den Inokulum-Tropfen
jeder CM pipettiert, so dass sich eine CTC-Endkonzentration von 5 mmol I* ergab. Nach
30mindtiger Inkubationszeit unter Lichtausschluss wurde die (iberschiissige CTC-L6sung von
der CM entfernt. Dazu wurde die Flussigkeit tUber dem Inokulum mit einem Stick
Krepppapier zunéachst abgesaugt. Anschliefend wurden wieder 10 pl HyOgem, auf dieselbe
Stelle pipettiert und wieder abgesaugt. Dieser ,,Spllvorgang® wurde dreimal wiederholt. Zur
mikroskopischen Auswertung wurden weitere 10 pl H2Ogem, auf die CM pipettiert. Die CM
wurde dann wie zuvor beschrieben auf einen Objekttrager gezogen und mit einem Deckglas
bedeckt. Mittels Epifluoreszenz konnte schliellich die Anzahl gekeimter Konidien, die in

atmungsaktiven Regionen rot fluoreszierten, ermittelt werden.

7.2.6.4 Auswertung der Effekte postinfektioneller Behandlungen auf Vitalitat und
Anzahl primarer Stromata

Die Effekte postinfektioneller Behandlungen auf die Anzahl und die Vitalitdt priméarer
Stromata wurden unter Verwendung des Vitalfarbstoffes FDA fluoreszenzmikroskopisch
ausgewertet. Hierzu war es erforderlich die morphologischen Innenseiten, auf denen sich die
Stromata ausbildeten, zu betrachten. Daher wurde ein Deckglas mit einer Pinzette unter die
CM gebracht, die mit einer zweiten Pinzette auf das Deckglas gezogen wurde. Das Deckglas
mit der oben schwimmenden CM wurde auf ein Blatt Krepppapier gelegt und tiberschissiges
Wasser auf beiden Seiten des Deckglases abgesaugt. Zwischen die Unterseite der CM und das
Deckglas wurden 20 pl der FDA-L6sung pipettiert. Dabei wurde darauf geachtet, dass die
FDA-L6sung nicht auf die Oberseite der CM gelangte. Um zu verhindern, dass beim
anschlieBenden Auflegen des Deckglases auf den Objekttrager Farbstoff auf die Oberseite der
CM gelangte, wurde auf die Stelle des zuvor abgesaugten Inokulum-Tropfens ein Tropfen
Immersionsol gegeben, das sich beim Auflegen des Deckglases verteilte. Nach 10mindtiger
Inkubationszeit unter Lichtausschluss konnte die Anzahl vitaler, grin fluoreszierender
Stromata mittels Epifluoreszenz ausgezahlt werden. Hatte eine Konidie mehr als ein
Appressorium ausgebildet und die CM mehr als einmal penetriert, so wurde dies als ein

Penetrationsereignis bzw. als ein Stroma gezahlt.
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7.2.7 Mikroskopische Auswertung der Versuche mit Blattscheiben

Pilzliche Strukturen in/auf BS wurden mittels der von HooD UND SHEW (1996) beschriebenen
und von ORTEGA ET AL. (1998) fur V. inaequalis modifizierten KOH-Anilinblau-Fluoreszenz-
Farbemethode sichtbar gemacht. GemaR dieser Methode wurden die BS einer Petrischale (10
Stiick) in 50 ml einer KOH-Ldsung (1 mol I*) gegeben. Nach kurzem Aufkochen (solange,
bis sich die adaxiale Epidermis der BS abgeldst hatte) wurden die BS einmal in H,Ogem. und
zweimal in einem Kaliumphosphat-Puffer (0,067 mol I*, pH 9,0) gespiilt. AnschlieBend
wurden die adaxialen Epidermen fur 10 Minuten in einer 0,05%igen Ldsung aus Anilinblau
und dem Kaliumphosphat-Puffer gefarbt. Nach einmaligem Spilen mit Puffer wurden die
Epidermen auf Objekttrager gelegt und in einer Lésung aus Glycerin und Kaliumphosphat-
Puffer (1:1) fixiert. Nach dem Auflegen eines Deckglases konnten die Préparate mittels
Epifluoreszenz betrachtet werden. Bei Verwendung des Zeiss Filtersatzes No. 2 fluoreszierten
die pilzlichen Strukturen blau. Die Anzahl der Stromata konnte so fir jede BS ausgezahlt
werden. Zur Darstellung der Ergebnisse wurde die Anzahl der Stromata ins Verhaltnis zur
Anzahl der gekeimten Konidien der entsprechenden Keimratenkontrolle gesetzt. Da fir die
Versuche auf BS Blatter der Sorte ,Elstar’ verwendet wurden, wurden die

Keimratenkontrollen auf CM der Sorte ,Elstar’ durchgefihrt.

7.2.8 Fotografie
Aufnahmen von den entsprechend préparierten CM und BS wurden mit einer Digitalkamera
(Zeiss AxioCam) gemacht. Die Bilder wurden mit der Software AxioVision 3.1 (Carl Zeiss,

Gottingen, Germany) bearbeitet.

7.2.9 Quantifizierung der Fluorescein-Fluoreszenz mittels Spektralfotometrie
Da sich Intensitatsunterschiede in der Fluorescein-Fluoreszenz unter dem Lichtmikroskop
quantitativ nicht auswerten lieBen, wurde zu diesem Zwecke eine spektralfotometrische
Methode entwickelt.

Hierzu stand ein Spektralfotometer mit einem Fluoreszenz-Messeinsatz zur Verfligung. Im
Probenraum des Messeinsatzes befinden sich ein Messplatz sowie ein Vergleichsmessplatz.
Das Spektralfotometer misst und vergleicht bei der jeweils eingestellten Anregungs-
wellenldnge die emittierte Fluoreszenzstrahlung der Probe und des Standards. Die

Fluoreszenzstrahlung der Probe wird in % Transmission zum Standard angegeben.
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In den Vergleichsmessplatz wurde ein gelbgriiner Fluoreszenz-Glasstandard fiir den
Spektralbereich von 238 bis 526 nm eingefligt. Als effektivste Anregungswellenlange fir

Fluorescein wurde 494 nm ermittelt.

Um den Farbstoffumsatz von FDA zu Fluorescein durch die Esterasen der Konidien von
V. inaequalis zu messen, musste ein System gefunden werden, bei dem die Sporen keimen
kdénnen und anschlieBend in Form einer Suspension in die Glaskivette des Messplatzes
uberfuhrt werden konnten. Hierzu wurden die mit Wasseragar befillten Wells von 6-Well-
Macroplatten verwendet. Zunédchst wurde die Oberfliche der Wells mit einer 0,1%igen
Losung aus Tween 20 behandelt, damit der Wasseragar vollstandig verlaufen und sich eine
plane Oberflache bilden konnte. AnschlieBend wurden die Wells mit 0,5 ml Wasseragar
(0,25 %) beflllt. Auf der planen Oberflache des Wasseragars wurde das Zusammenklumpen
der Sporen verhindert. Zudem war die Konzentration des Wasseragars so gewéhlt, dass zum
Einen das Absinken der Sporen auf den Grund der Wells verhindert wurde und zum Anderen
der Wasseragar noch flussig genug war, um mit einer Pipette aufgesogen zu werden. Mit dem
System konnten sowohl Behandlungen vor erfolgter Inokulation als auch Behandlungen nach
erfolgter Inokulation vorgenommen werden. Je Behandlung wurde eine 6-Well-Macroplatte
verwendet, so dass sechs Messungen pro Behandlung vorgenommen wurden. Jedes
Experiment wurde zweimal wiederholt. Bei allen Messungen mit Sporen wurde der oben
genannte Fluoreszenz-Glasstandard und eine FDA-L6sung (1 mmol I™) verwendet, die analog
der im Abschnitt 7.2.6.1 beschriebenen Methode flr jede Messung frisch hergestellt wurde.
Die Messungen erfolgten bei einer Anregungswellelange von 494 nm.

7.2.9.1 Messungen bei Behandlungen vor Inokulation

Bei Behandlungen vor Inokulation, wurde in jedes Well je 1 ml der entsprechenden
Behandlungslosung pipettiert. AnschlieBend wurden die Macroplatten offen in den Inkubator
gestellt (20°C, Dunkelheit). 24 Stunden spater, wenn die Behandlungslosung auf der
Oberflache des Wasseragars eingetrocknet war, erfolgte die Inokulation. Hierzu wurde in
jedes Well 1 ml einer Sporensuspension (1,25 x 10° Konidien ml™) pipettiert. AnschlieRend
wurden die Macroplatten mit ihrem Deckel und mit Parafilm verschlossen und zuriick in den
Inkubator gestellt. Nach 24 Stunden wurde die Uberschissige Flissigkeit jedes Wells
abgegossen und in jedes Well 1 ml einer frisch hergestellten FDA-Lésung (1 mmol I™)
pipettiert. Nach einer Inkubationszeit von 15 Minuten wurde die Lésung wieder abgegossen
und jedes Well mit 1 ml einer Tris-Pufferlésung (pH 8,0) wieder aufgefillt. Dieser VVorgang
wurde noch einmal wiederholt. Der Inhalt jedes Wells wurde schlie3lich mit der Pipette
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mehrfach vorsichtig aufgesaugt und wieder abgelassen, bis sich aus Wasseragar, gekeimten
Sporen und Tris-Puffer eine gleichméaBige Suspension gebildet hatte. Die Suspension wurde

in ein Eppendorfgefal’ tberfihrt und darin bis zur Messung aufbewahrt.

7.2.9.2 Messungen bei Behandlungen nach Inokulation

Bei Behandlungen nach Inokulation wurde zunéchst 1 ml einer Sporensuspension (1,25 x 10°
Konidien ml™) in jedes Well pipettiert. Die Macroplatten wurden dann mit einem Deckel und
mit Parafilm verschlossen und bei 20°C im Dunkeln inkubiert. Nach 22 Stunden erfolgten die
Behandlungen. Dazu wurde zun&chst die Uberschissige Flissigkeit in den Wells jeder
Macroplatte abgegossen. In jedes Well wurde 1 ml der entsprechenden Behandlungslésung
pipettiert und die Macroplatten anschlielend wieder verschlossen. Zwei Stunden spéater (24
Stunden nach Inokulation) wurden die Behandlungslésungen abgegossen und in jedes Well
1 ml einer FDA-Ldsung (1 mmol I™Y) pipettiert. Danach wurde entsprechend der im Abschnitt

7.2.9.1 beschriebenen Methode verfahren.

7.2.10 Detektierung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) mittels
Chemilumineszenz

Die Generierung von ROS in wassrigen Suspensionen verschiedener Metallsalze wurde
mittels Chemilumineszenz unter Verwendung eines Acridiniumesters gemessen (TAKAHASHI
ET AL. 1993). Durch die Reaktion der ROS mit dem verwendeten Acridiniumester PMAC (10-
Methyl-9-Phenoxycarbonyl-Acridinium Fluorosulfonat) wird Energie in Form von
Lumineszenz freigesetzt. Die durch ROS induzierte Chemilumineszenz wurde mit einem
Luminometer detektiert und als RLU (relative light units) angegeben. Fir die Messungen
wurden 250 pl der zu testenden Suspension in ein fir den Messplatz vorgesehenes
Glasrohrchen pipettiert. Die Chemilumineszenzreaktion wurde durch die Zugabe von 50 pl
einer PMAC-L6sung (1%) initiiert und die emittierte Lumineszenz fur 10 Sekunden gemessen.
Eine Katalase-Ldsung wurde verwendet, um den Anteil der Lumineszenz zu bestimmen, der
durch Wasserstoffperoxyd induziert wurde. Hierzu wurden 10 pl der Katalase-Losung (0,1
mg ml?) vor der Zugabe der zu testenden Suspension und der PMAC-Lésung in das

Glasrohrchen pipettiert. Jede Messung wurde flinfmal wiederholt.

7.2.11 Statistische Auswertung und graphische Darstellung der Daten
Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe der Software SAS 8.1 (Statistical

Analysis System, SAS Institute Inc. Cary, NC, USA). Da die auszuwertenden Daten nicht in

stetiger Form vorlagen, sondern in %, wurde zur Auswertung das nichtparametrische
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Rangsummenverfahren nach Wilcoxon verwendet. Bei diesem Verfahren handelt es sich um
einen Zweistichprobentest, der mit der Prozedur ,,proc nparlway“ durchgefuhrt wurde. Um
bei multiplen Vergleichen das Niveau a. einzuhalten wurde eine Adjustierung mit der step-up-
Methode nach HoOCHBERG (1988) vorgenommen. Hierzu wurde die Prozedur ,proc
multtest verwendet. Getestet wurde zu einem globalen zweiseitigen o = 0,05. Signifikante
Unterschiede werden entweder in Form von p-Werten dargestellt, wobei eine Signifikanz
vorliegt, wenn p < 0,05, oder in Form von Buchstaben, wobei sich Gruppen mit gleichen

Buchstaben nicht signifikant voneinander unterscheiden.

Zur graphischen Aufarbeitung der Daten wurde das Programm SigmaPlot 8.02 (SPSS Inc.
Chicago, IL, USA) verwendet. Die Daten sind in der Regel in Form von Boxplots dargestellt
(Abbildung 7-1). Sind die Ergebnisse ausschlieRlich in tabellarischer Form dargestellt, so sind
arithmetisches Mittel (Mw.) und Standardabweichung (Stabw.) angegeben.

[ ] «—— AusreilRer

90. Percentil —»T

75. Percentil

Mittelwert
[ Interquartilbereich

50% aller Daten
Median /

< 25. Percentil

10. Percentil —>J~
() «—— AusreilRer

Abbildung 7-1. Erlduterung eines Boxplots.

Innerhalb der Box, zwischen 25. und 75. Percentil, befinden sich 50 % der Daten aller Beobachtungen. Der
Median ist zugleich das 50. Percentil. Das heif3t, dass 50 % aller Daten oberhalb des Medians bzw. unterhalb des

Medians liegen. Werte, die unterhalb des 10. bzw. oberhalb des 90. Percentils liegen sind als AusreilRer definiert.
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7.3 Versuchsbeschreibungen

7.3.1 Abschnitt A: Versuche zur Wirkungsweise von Kupferverbindungen

Alle verwendeten Losungen und Suspensionen wurden mit H,Ogem. hergestellt. Kupfersulfat
hat eine Wasserléslichkeit von 1,44 mol I"* bei 25°C und Kupferhydroxid von 3,0 x 10” mol
I bei 20°C (ToMLIN 1997). Kupferoxid ist wasserunléslich (Rompp 1995).

7.3.1.1 Protektive Wirkung von Kupfersulfat, Kupferhydroxid und Kupferoxid sowie
der Filtrate von Kupferhydroxid und Kupferoxid

Getestet wurden die protektiven Wirkungen von Kupfersulfat, Kupferhydroxid und
Kupferoxid in den Konzentrationen 1, 10 und 25 mmol I™. Filtrate der Suspensionen des
schwerléslichen Kupferhydroxids und des unléslichen Kupferoxids wurden mittels
Vakuumfiltration hergestellt. VVor der Filtration wurden die Suspensionen fir 24 Stunden bei
22°C kraftig geruihrt. Uber einen Glasfiltrationsapparat, ausgestattet mit einem Membranfilter
(Porendurchmesser 0,45 um), wurden die Suspensionen filtriert. Als Positivkontrolle fiir die
CTC-Farbung wurde das Fungizid Discus (0,0125 %) verwendet (Abschnitt 5).

Alle Behandlungen erfolgten 24 Stunden vor Inokulation. Dabei wurden 5 pl der
entsprechenden Behandlungslésung oder -suspension in die Mitte der CM pipettiert. Danach
wurden die Petrischalen offen in den Inkubator gestellt (20°C, dunkel) und die
Behandlungsldsung trocknete ein. SchlieBlich wurden 5 pl einer Konidiensuspension (1 x 10*
Konidien ml™) auf die Stelle der noch sichtbaren Behandlungsriickstande pipettiert. Die
Petrischalen wurden nun mit ihrem Deckel und mit Parafilm verschlossen und fir weitere 24
Stunden bei 20°C im Dunkeln inkubiert. Die Effekte der protektiven Behandlungen wurden
mittels der im Abschnitt 7.2.6.3 beschriebenen Fluoreszenzfarbungen ausgewertet. Bei der

Testung der Filtrate wurde keine CTC-Farbung vorgenommen.

7.3.1.2 Postinfektionelle Wirkung von Kupfersulfat und Kupferhydroxid

Bei den Versuchen zur postinfektionellen Wirkung von Kupfersulfat und Kupferhydroxid
wurden zwei Arten von Experimenten durchgefihrt. In einem Fall wurde das Inokulum nach
erfolgter Behandlung nass inkubiert und im anderen trocken. Die Experimente bei nasser
Inkubation wurden sowohl auf CM als auch auf BS durchgefihrt. Zur Darstellung der
Ergebnisse wurde die Anzahl der fluoreszierenden primdren Stromata ins Verhaltnis zur

Anzahl der gekeimten Konidien der jeweiligen Keimratenkontrolle gesetzt (Abschnitt 7.2.6.2).
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7.3.1.2.1 Behandlungen auf Kutikularmembranen und Blattscheiben bei Inkubation in
Wassertropfen

Auf CM wurden die postinfektionellen Wirkungen von Kupfersulfat-Losungen in den
Konzentrationen 29, 58, 116 und 348 mg I und von Kupferhydroxid-Suspensionen in den
Konzentrationen 29, 58, 116 und 231 mg I getestet. Bei einem Kupfergehalt von 65 %
entsprechen 231 mg Kupferhydroxid I™* einer Menge von 150 g Kupfer 1000 I* ha™. Die
Behandlungen erfolgten 24 bzw. 48 Stunden nach Inokulation. Zu jedem
Behandlungszeitpunkt gab es eine Kontrolle, bei der die Anzahl vitaler primdrer Stromata
bereits nach 24 bzw. 48 Stunden wie unter Abschnitt 7.2.6.4 beschrieben ermittelt wurde.
Zudem wurde bei zusétzlichen Kupfersulfat-Behandlungen (58 und 348 mg 1) die
Inkubationszeit der Behandlungen von 15 Minuten auf 24 Stunden verlangert. Die
Auswertung der postinfektionellen Effekte der Behandlungen und der Kontrollen erfolgte 72
Stunden nach Inokulation gemalR der im Abschnitt 7.2.6.4 beschriebenen Methode.

Auf BS wurde Kupferhydroxid nur in einer Konzentration (116 mg I'") und zu einem
Behandlungszeitpunkt (24 Stunden nach Inokulation) getestet. Zum Zeitpunkt der
Behandlung wurde eine unbehandelte Kontrolle wie im Abschnitt 7.2.6.4 beschrieben
ausgezahlt. Die Auswertung der Behandlungen und einer weiteren Kontrolle erfolgte 72

Stunden nach Inokulation gemaf der im Abschnitt 7.2.6.4 beschriebenen Methode.

Der im Folgenden beschriebene Ablauf zur Durchfiihrung der Behandlungen war auf CM und
BS identisch. Zun&chst wurde die uberschussige Flissigkeit des Inokulum-Tropfens mit
einem Stlick Krepppapier aufgesaugt. Danach wurden auf dieselbe Stelle 5 pl der jeweiligen
Behandlungslosung pipettiert. Nach einer Inkubationszeit von 15 Minuten bzw. 24 Stunden
wurde Uberschiissiges Wasser und die darin geldsten Behandlungsriickstande mit einem Stiick
Krepppapier aufgesaugt. Auf dieselbe Stelle wurden wieder 5 pl HyOgem. pipettiert. Dieser
Spulvorgang wurde dreimal wiederholt. Nach so erfolgter Behandlung wurden die
Petrischalen verschlossen und fiir den Rest der Inkubationszeit in den Inkubator verbracht.
Wahrend der 24stindigen Inkubationszeit der Behandlungen wurden die Petrischalen

ebenfalls verschlossen und zuriick in den Inkubator gestellt.

7.3.1.2.2 Behandlungen auf Kutikularmembranen bei trockener Inkubation

Bei diesen Experimenten erfolgte eine Behandlung mit Kupferhydroxid (116 mg I™') 48
Stunden nach Inokulation. Die Behandlung wurde wie im Abschnitt 7.3.1.2.1 beschrieben
appliziert, wobei die Behandlung nicht gespult wurde, sondern die Oberflachen der CM

innerhalb einer Stunde im Luftstrom eines Ventilators getrocknet wurden. Nach der
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Trocknung wurden die Petrischalen wieder verschlossen und in den Inkubator gestellt. Die
Auswertung der Behandlungen sowie einer Kontrolle erfolgte 72 Stunden nach Inokulation
mittels der im Abschnitt 7.2.6.4 beschriebenen Methode. Vergleichend wurden eine
Behandlung mit Kupferhydroxid unter nassen Inkubationsbedingungen (Abschnitt 7.3.1.2.1)

sowie eine entsprechende 72-Stunden-Kontrolle durchgefihrt.

7.3.1.3 Versuche zur Wirkung von Kupfersulfat und Kupferoxid bei Behandlungen
auf Wasseragar

Die Effekte von Behandlungen mit Kupfersulfat und Kupferoxid vor und nach erfolgter
Inokulation auf die Umsetzung von FDA zu Fluorescein wurden wie im Abschnitt 7.2.9
beschrieben spektralfotometrisch gemessen. Kupfersulfat und Kupferoxid wurden in den
Konzentrationen 1, 10 und 25 mmol I™* getestet.

7.3.1.4 Generierung von ROS in Suspensionen von Kupferhydroxid und Kupferoxid

Die Generierung von ROS in Suspensionen von Kupferhydroxid und Kupferoxid wurde nach
der unter Abschnitt 7.2.10 beschriebenen Methode gemessen. Vergleichend wurde zur
Kontrolle die Generierung von ROS in einer Zinkoxid-Suspension gemessen. Alle

Suspensionen wurden in den Konzentrationen 0,5, 1, 10 und 100 mmol I verwendet.
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7.3.2 Abschnitt B: Versuche zur Wirkungsweise von Calciumhydroxid

Bei diesen Versuchen sollte zum Einen die postinfektionelle Wirkung von Calciumhydroxid
und zum Anderen der zu Grunde liegende Wirkungsmechanismus untersucht werden. In den
Experimenten zur postinfektionellen Wirkung von Calciumhydroxid wurde Schwefelkalk als
Positivkontrolle verwendet. Um Informationen Uber den Wirkungsmechanismus zu erhalten

wurden vergleichend Calciumcarbonat und KOH-L3sungen verschiedener pH-Werte getestet.

7.3.2.1 Postinfektionelle Wirkung von Calciumhydroxid

Zur Ermittlung der postinfektionellen Wirkung von Calciumhydroxid wurden eine
Suspension (5 g I™*) sowie eine gesattigte Losung getestet. Die Wasserloslichkeit von
Calciumhydroxid betragt 1,6 g I (JOHANNSEN UND RADEMACHER 1999). Die gesttigte
Losung wurde mittels Filtration einer Suspension (5 g I™") analog der im Abschnitt 7.3.1.1
beschriebenen Methode hergestellt. Vergleichend wurden die Effekte einer Calciumcarbonat-
Suspension (6,75 g 1) und von KOH-L&sungen mit den pH-Werten 11, 12, 12,4 und 12,6
getestet. Als Positivkontrolle wurde eine Schwefelkalklosung (1,5 %) verwendet. Die
Applikation der Behandlungen erfolgte 24 bzw. 48 Stunden nach Inokulation gemaf der im
Abschnitt 7.3.1.2.1 beschriebenen Methode mit einer Inkubationszeit der Behandlung von 15
Minuten. 72 Stunden nach Inokulation wurde die Anzahl der vitalen priméren Stromata nach
der im Abschnitt 7.2.6.4 beschriebenen Methode ausgezéhlt. Zur Darstellung der Ergebnisse
wurde die Anzahl der priméren Stromata ins Verhdaltnis zur durchschnittlichen Anzahl

primérer Stromata einer unbehandelten 72-Stunden-Kontrolle gesetzt.

7.3.2.2 Effekt des pH-Wertes auf die Vitalitdt gekeimter Konidien
Bei diesen Experimenten wurden zum Einen die Effekte steigender pH-Werte und zum
Anderen die Effekte der Inkubationsdauer eines bestimmten pH-Wertes auf die Vitalitat

gekeimter Konidien von V. inaequalis untersucht.

Im ersten Experiment wurden KOH-L6sungen mit den pH-Werten 11, 12, 12,4 und 12,6 24
Stunden nach erfolgter Inokulation wie unter Abschnitt 7.3.1.2.1 beschrieben appliziert und
nach 15 Minuten gespilt. Im zweiten Experiment wurden KOH-L6sungen mit pH 12,4
appliziert, wobei die Inkubationszeiten der Behandlungslosungen 15, 30 und 60 Minuten
betrugen. Die Vitalitat der Konidien, Keimschlduche und Appressorien wurde mittels FDA
geméal der im Abschnitt 7.2.6.3 beschriebenen Methode untersucht. Bei der Auszahlung

wurden die drei Kategorien nicht, teilweise sowie vollstandig fluoreszierend unterschieden.
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Zur Darstellung der Ergebnisse wurde die Anzahl einer Kategorie ins Verhaltnis zur Anzahl

gekeimter Konidien der entsprechenden Keimratenkontrolle gesetzt (Abschnitt 7.2.6.2).
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7.3.3 Abschnitt C: Versuche zur Wirkungsweise von Kaliumcarbonat und
Glucopon 215 CSUP

Bei diesen Versuchen sollte zum Einen untersucht werden, ob Kaliumcarbonat und GP eine
postinfektionelle Wirkung haben und zum Anderen, welchen Einfluss die Konzentration, die
Inkubationsdauer der Behandlungen sowie der Behandlungszeitpunkt auf die Wirkung der
beiden Substanzen haben. Diese Untersuchungen wurden auch fur eine Kombination der

beiden Einzelsubstanzen vorgenommen.

7.3.3.1 Wirkungen auf die Vitalitat gekeimter Konidien

Bei dieser Art der Experimente ging es darum herauszufinden welche Wirkungen die zu
testenden Substanzen auf die Vitalitdt gekeimter Konidien haben und welchen Einfluss die
Konzentration, die Inkubationszeit der Behandlung sowie der Behandlungszeitpunkt haben.
Die Vitalitdt der Konidien, Keimschlauche und Appressorien wurde mit Hilfe von FDA
gemal der im Abschnitt 7.2.6.3 beschriebenen Methode untersucht. Bei der Auszahlung
wurden die drei Kategorien nicht, teilweise sowie vollstandig fluoreszierend unterschieden.
Zur Darstellung der Ergebnisse wurde die Anzahl einer Kategorie ins Verhaltnis zur Anzahl
gekeimter Konidien der entsprechenden Keimratenkontrolle (Abschnitt 7.2.6.2) gesetzt. Die
Behandlungslosungen wurden zu den angegebenen Zeitpunkten wie im Abschnitt 7.3.1.2.1
beschriebenen appliziert und nach der angegebnen Inkubationszeit wieder abgespilt. Die zu

den einzelnen Substanzen durchgefiihrten Experimente sind im Folgenden aufgefihrt.

7.3.3.1.1 Kaliumcarbonat

Um den Einfluss der Inkubationszeit bei gegebener Konzentration von Kaliumcarbonat zu
ermitteln wurden bei den Konzentrationen 5, 15, 35 und 80 g I Inkubationszeiten von 15 bis
240 Minuten getestet. Der Einfluss des Behandlungszeitpunktes wurde bei einer
Konzentration von 5 g I"* 6, 12 und 24 Stunden nach Inokulation getestet.

7.3.3.1.2 Glucopon 215 CSUP
Um den Einfluss der Inkubationszeit bei gegebener Konzentration von GP zu ermitteln

wurden bei den Konzentrationen 2 und 5 g I Inkubationszeiten von 15 bis 240 Minuten
getestet. Der Einfluss des Behandlungszeitpunktes wurde bei 5 g I'* 6, 12 und 24 Stunden
nach Inokulation getestet.
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7.3.3.1.3 Kaliumcarbonat + Glucopon 215 CSUP

Der Einfluss der Inkubationsdauer der Behandlung sowie des Behandlungszeitpunktes wurde
bei einer Mischung aus Kaliumcarbonat (5 g I'*) und GP (0,5 g I'") getestet. Bei dieser
Mischung wurden die Inkubationszeiten 15 und 30 Minuten sowie 24 Stunden getestet. Die
Behandlungen bei 15 und 30mindtiger Inkubation erfolgten 24 Stunden nach Inokulation. Die

Behandlungen mit 24stundiger Inkubation erfolgten 8 bzw. 24 Stunden nach Inokulation.

7.3.3.2 Postinfektionelle Wirkung

Bei dieser Art der Experimente ging es darum herauszufinden ob die zu testenden Substanzen
eine postinfektionelle Wirkung haben und in welcher Weise die Konzentration, die
Inkubationszeit der Behandlung sowie der Behandlungszeitpunkt diese Wirkung beeinflussen.
Die Effekte wurden anhand der Anzahl vitaler primarer Stromata wie im Abschnitt 7.2.6.4
beschrieben 48 bzw. 72 Stunden nach Inokulation ermittelt. Zu jeder Behandlung gab es eine
unbehandelte Kontrolle. Zur Darstellung der Ergebnisse wurde die Anzahl der vitalen
priméren Stromata ins Verhaltnis zur Anzahl der gekeimten Konidien der entsprechenden
Keimratenkontrolle gesetzt (Abschnitt 7.2.6.2). Die Behandlungen wurden zu den
angegebenen Zeitpunkten wie im Abschnitt 7.3.1.2.1 beschriebenen appliziert und nach der
angegebnen Inkubationszeit gespullt. Die zu den einzelnen Substanzen durchgefiihrten
Experimente sind im Folgenden aufgefiihrt.

7.3.3.2.1 Kaliumcarbonat
Um den Einfluss der Konzentration auf die Anzahl vitaler primarer Stromata zu testen wurde
Kaliumcarbonat in den Konzentrationen 5, 15 und 35 g I 24 Stunden nach Inokulation

appliziert, wobei die Behandlungen nach 15 Minuten gespult wurden.

Der Einfluss des Behandlungszeitpunktes wurde bei einer Konzentration von 5 g I zu den
Applikationszeitpunkten 6, 12 und 24 Stunden ermittelt. Die Behandlungen wurden nach 15
Minuten gespuilt.

7.3.3.2.2 Glucopon 215 CSUP
Um den Einfluss der Konzentration und der Inkubationszeit auf die Anzahl vitaler primarer

Stromata zu testen wurde GP in den Konzentrationen 2 und 5 g I 24 Stunden nach

Inokulation appliziert. Die Behandlungen wurden nach 15 bzw. 30 Minuten gespuilt.
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Der Einfluss des Behandlungszeitpunktes wurde bei einer Konzentration von 5 g I zu den
Applikationszeitpunkten 6, 12 und 24 Stunden ermittelt. Die Behandlungen wurden nach 15

Minuten gespuilt.

7.3.3.2.3 Kaliumcarbonat + Glucopon 215 CSUP

Der Einfluss des Behandlungszeitpunktes auf die Anzahl vitaler primérer Stromata wurde bei
einer Mischung aus Kaliumcarbonat (5 g 1) und GP (0,5 g I™) getestet. Die Behandlungen
erfolgten 24 bzw. 48 Stunden nach Inokulation. Dabei wurde im ersten Experiment die
Behandlung nach 15 Minuten gespilt. Im zweiten Experiment trocknete die Behandlung
gemal der im Abschnitt 7.3.1.2.2 beschrieben Methode an.

43



Ergebnisse

8 Ergebnisse
8.1 Abschnitt A: Wirkungsweise von Kupferverbindungen

8.1.1 Protektive Wirkung von Kupfersulfat, Kupferhydroxid und Kupferoxid
sowie den Filtraten von Kupferhydroxid und Kupferoxid

Bei 20°C waren 24 Stunden nach Inokulation 89 % der Konidien der unbehandelten
Kontrollen ausgekeimt und hatten Appressorien gebildet (Tabelle 8-1 und Abbildung 8-1 A).
Bei einer Vitalfarbung mit FDA fluoreszierten alle gekeimten Konidien der Kontrolle
vollstdndig griin (Abbildung 8-1 B-D). Bei einer Farbung mit CTC fluoreszierten bei 86,3 %
der Konidien Teile der ausgekeimten Spore rot (Tabelle 8-1 und Abbildung 8-2 A-C). Die

Fluoreszenz war dabei auf Appressorien und Spitzen der Keimschladuche konzentriert.

Protektive Behandlungen mit dem Fungizid Discus (0,0125 %) hemmten die
Konidienkeimung vollstdndig (Tabelle 8-1). Knapp 90 % der Sporen fluoreszierten nach einer

FDA-Farbung. Bei einer CTC-Farbung hingegen fluoreszierte keine der ungekeimten Sporen.

Protektive Behandlungen mit Kupfersulfat, Kupferhydroxid und Kupferoxid fiihrten bei allen
getesteten Konzentrationen zu einer vollstdndigen Keimhemmung (Tabelle 8-1). Zudem
wiesen die ungekeimten Sporen bei einer CTC-Farbung keine Fluoreszenz auf. Bei
Behandlungen mit Kupfersulfat trat in allen getesteten Konzentrationen auch bei FDA-
Farbung keine Fluoreszenz auf. Bei Behandlungen mit Kupferhydroxid und Kupferoxid
hingegen fluoreszierten einige ungekeimte Konidien bei FDA-Farbung, wobei der prozentuale
Anteil fluoreszierender Konidien mit steigender Konzentration der Behandlung abnahm
(Abbildung 8-2 D+E). In den Kontrollen (Abbildung 8-1 A+C) und bei Behandlungen mit
Kupfersulfat erschienen die Oberflichen der CM sauber. Bei Behandlungen mit
Kupferhydroxid und Kupferoxid hingegen waren Ruckstdnde der Kupferverbindungen
deutlich sichtbar, wobei die Dichte der Partikel mit steigender Konzentration zunahm
(Abbildung 8-2 D+E).

Die protektive Behandlung mit dem Filtrat der Suspension von Kupferhydroxid fiihrte zu
einer leichten Keimhemmung. Dabei waren 86 % der Konidien 24 Stunden nach Inokulation
zwar ausgekeimt, sie hatten aber keine Appressorien ausgebildet (Tabelle 8-2 und Abbildung
8-2 F). Bei FDA-Farbung fluoreszierten die Konidien. Das Filtrat der Kupferoxid-Suspension
konnte weder die Keimung noch die Ausbildung von Appressorien verhindern, und alle

gekeimten Konidien fluoreszierten nach FDA-Farbung (Tabelle 8-2).
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Tabelle 8-1. Protektive Wirkung von Discus sowie Kupfersulfat, Kupferhydroxid und Kupferoxid auf die

Keimung und Vitalitat von Konidien.

Die Kupferbehandlungen wurden 24 h vor Inokulation appliziert und trockneten an. Die inokulierten CM wurden
fiir 24 h bei 20°C und im Dunkeln inkubiert. Die Auswertung erfolgte lichtmikroskopisch unter Verwendung der
Vitalfarbstoffe FDA und CTC. Die Ergebnisse werden als Mittelwert (Mw.) in % der Gesamtanzahl der

Konidien angegeben. Die Standardabweichung (Stabw.) ist in Klammern angegeben.

Behandlung Ungekeimte Konidien (%) FDA-Fluoreszenz: CTC-Fluoreszenz:
Konidien (%0) Konidien (%0)
Mw. (Stabw.) Mw. (Stabw.) Mw. (Stabw.)
Kontrolle 11 (2,6) 89,0 (2,6) 82,3 (5,6)
Discus
0,0125 % 100 (0) 87,6 (5,8) 0 (0)
CuSO,
1 mmol I'* 100 (0) 0 (0) 0 (0)
10 mmol I 100 (0) 0 (0) 0 (0)
25 mmol I* 100 (0) 0 (0) 0 (0)
Cu(OH),
1 mmol I"* 100 (0) 32,3 (4,9) 0 (0)
10 mmol I 100 (0) 10,4 (3,5) 0 (0)
25 mmol I 100 (0) 7.8 (3,0) 0 (0)
CuO
1 mmol I'* 100 (0) 29,8 (7,2) 0 (0)
10 mmol I'* 100 (0) 22,2 (5,3) 0 (0)
25 mmol I 100 (0) 19,1 (5,8) 0 (0)
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Tabelle 8-2. Protektive Wirkung der Filtrate von Kupferhydroxid und Kupferoxid auf die Keimung und
Vitalitat von Konidien.

Die Filtrate wurden 24 h vor Inokulation appliziert und trockneten an. Die inokulierten CM wurden flr 24 h bei
20°C und im Dunkeln inkubiert. Die Auswertung erfolgte lichtmikroskopisch unter Verwendung des
Vitalfarbstoffes FDA. Die Ergebnisse werden als Mittelwert (Mw.) in % der gekeimten Konidien der Kontrolle

angegeben. Die Standardabweichung (Stabw.) ist in Klammern angegeben.

Filtrate FDA-Fluoreszenz: Konidien (% der Kontrolle)
ungekeimt nur Keimschlauch Keimschlauch +
Appressorium
Mw (Stabw.) Mw (Stabw.) Mw (Stabw.)
Cu(OH), 12,4 (7,7) 86,8 (13,0 0 0)
CuO 0 0) 0 0) 99,5 (9,8)
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Abbildung 8-1. Gekeimte Konidien von V. inaequalis unbehandelter Kontrollen 24 Stunden nach

Inokulation von ,Gloster’-CM.

(A) Gekeimte Konidie (k.) mit Keimschlauch (ks.) und Appressorium im Hellfeld. (B-D) Mit FDA angeférbte

Konidien (k.), Keimschlduche (ks.) und Appressorien (a.) fluoreszieren unter UV-Anregung.
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Abbildung 8-2. Gekeimte Konidien unbehandelter Kontrollen nach Anfarbung mit CTC sowie gekeimte

und ungekeimte Konidien nach protektiven Behandlungen mit Kupferoxid oder dem Filtrat von
Kupferhydroxid.

(A-F) Konidien von V. inaequalis auf ,Gloster’-CM 24 h nach Inokulation. (A-C) Gekeimte Konidien (k.)
unbehandelter Kontrollen mit Keimschlduchen (ks.) und Appressorien (a.) angefarbt mit CTC. (B+D)

Formazane in den Mitochondrien fluoreszieren unter UV-Anregung rot. (C) Die Mitochondrien sind um die
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Penetrationspore (p.p). angeordnet. (D+E) Ungekeimte Konidien (k.) nach protektiven Behandlungen mit
Kupferoxid in den Konzentrationen 1 mmol I* (D) bzw. 10 mmol I* (E). (F) Gekeimte Konidie (k.) mit
Keimschlauch (ks.) nach protektiver Behandlung mit dem mit Filtrat einer Kupferhydroxid-Suspension. (D-F)
Konidien mit FDA angeférbt.
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8.1.2 Postinfektionelle Wirkung von Kupfersulfat und Kupferhydroxid

8.1.2.1 Inkubation in Wassertropfen auf Kutikularmembranen

Bei den Kontrollen, die zu den Zeitpunkten der Applikation der Behandlungen ausgewertet
wurden, hatten 24 Stunden nach Inokulation 7,9 % (Stabw. + 3,7 %) und 48 Stunden nach
Inokulation 33,2 % (Stabw. + 8,7 %) der gekeimten Konidien vitale primére Stromata
ausgebildet (Abbildung 8-3 und Abbildung 8-4). 72 Stunden nach Inokulation hatten 63,2 %
der Konidien die CM penetriert und primare Stromata ausgebildet (Abbildung 8-5 A-C und
Abbildung 8-9). Die primdren Stromata befanden sich an der Kontaktstelle zwischen HzOgem,

und der Innenseite der CM.

Behandlungen 24 Stunden nach Inokulation mit Kupferhydroxid (116 und 231 mg I™) und
einer 15mindtigen Inkubation téteten alle vorhandenen primaren Stromata und verhinderten
die Bildung neuer Stromata (Abbildung 8-3). Kupfersulfat war zum gleichen
Applikationszeitpunkt weniger effektiv. Selbst bei der héchsten Konzentration von 348 mg I
konnte die Entwicklung primérer Stromata nicht verhindert werden. Eine Verlangerung der
Inkubationszeit der Behandlung von 15 Minuten auf 24 Stunden fiihrte zwar zu einer weiteren
Reduzierung der Rate vitaler primérer Stromata, konnte diese aber ebenfalls nicht auf Null

senken.

Bei Behandlungen 48 Stunden nach Inokulation mit 15minutiger Inkubationszeit konnte
Kupferhydroxid in den Konzentrationen 58, 116 und 231 mg I die Rate vitaler primarer
Stromata gegentiber der 48 h-Kontrolle signifikant reduzieren (Abbildung 8-4). Bei
Kupfersulfat-Behandlungen mit 15mindtiger Inkubationszeit konnte der Prozentsatz vitaler
primarer Stromata nur in der héchsten Konzentration von 348 mg I"* gegeniiber der Kontrolle
signifikant reduziert werden. Eine Verlangerung der Inkubationszeit auf 24 Stunden fuhrte bei
den Konzentrationen von 58 und 348 mg I zu einer weiteren Reduzierung des Prozentsatzes
vitaler primdrer Stromata. Bei Behandlungen 48 Stunden nach Inokulation konnten allerdings
weder Kupferhydroxid noch Kupfersulfat die Anzahl vitaler primérer Stromata auf Null

reduzieren.

Durch das Spiilen der Riickstande auf den CM nach Ende der Inkubationszeit wurden bei den
Behandlungen mit Kupferhydroxid nicht alle Ruckstande entfernt. Die Partikel hafteten

vorzugsweise an den Sporen (Abbildung 8-5 D).
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Abbildung 8-3. Postinfektionelle Wirkung von Kupferhydroxid und Kupfersulfat auf die Anzahl vitaler
primarer Stromata bei Behandlungen 24 Stunden nach Inokulation.

Die Behandlungen wurden 24 h nach Inokulation appliziert und nach 15 min bzw. 24 h Inkubation wieder

abgespult. Die Anzahl vitaler priméarer Stromata wurde 72 bzw. bei der 24 h-Kontrolle 24 h nach Inokulation

unter Verwendung des Vitalfarbstoffes FDA ausgezéhlt. Die Ergebnisse zeigen die Prozentsétze vitaler primarer

Stromata bezogen auf die Anzahl gekeimter Konidien der Keimratenkontrolle. Die adjustierten p-Werte sind

kursiv gedruckt. Fett gedruckte p-Werte zeigen an, dass die Prozentsétze vitaler priméarer Stromata signifikant
unter dem Prozentsatz der 24 h-Kontrolle lagen (p < 0,05).
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Abbildung 8-4. Postinfektionelle Wirkung von Kupferhydroxid und Kupfersulfat auf die Anzahl vitaler
primarer Stromata bei Behandlungen 48 Stunden nach Inokulation.

Die Behandlungen wurden 48 h nach Inokulation appliziert und nach 15 min bzw. 24 h Inkubation wieder

abgespult. Die Anzahl vitaler priméarer Stromata wurde 72 bzw. bei der 48 h-Kontrolle 48 h nach Inokulation

unter Verwendung des Vitalfarbstoffes FDA ausgezahlt. Die Ergebnisse zeigen die Prozentsétze vitaler primérer

Stromata bezogen auf die Anzahl gekeimter Konidien der Keimratenkontrolle. Die adjustierten p-Werte sind

kursiv gedruckt. Fett gedruckte p-Werte zeigen an, dass die Prozentsétze vitaler primérer Stromata signifikant
unter dem Prozentsatz der 48 h-Kontrolle lagen (p < 0,05).
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Abbildung 8-5. Primére Stromata sowie gekeimte Konidien nach Behandlungen mit Kupferhydroxid,
KOH und Glucopon 215 CSUP.

(A+B) Priméres Stroma (p.s.) von V. inaequalis auf ,Gloster’-CM 72 h nach Inokulation. Das Stroma wurde mit
FDA angeféarbt. (A) Im Hellfeld mit differentiellem Interferenzkontrast ist die Penetrationspore (p.p.) sichtbar.
(B) Unter UV-Anregung fluoresziert das Stroma. (C-F) Gekeimte Konidien (k.) von V. inaequalis mit
Keimschlduchen (ks.) und Appressorien (a.) auf ,Gloster’-CM. (C) Primares Stroma (p.s.) 72 h nach Inokulation
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angefarbt mit FDA, unter UV-Anregung. (D) Gekeimte Konidie 48 h nach Inokulation. Eine Behandlung mit
Kupferhydroxid (116 mg I™*) wurde 24 h nach Inokulation appliziert und nach 15 min Inkubation wieder
abgespult. Kupferpartikel (k.p.) haften an der ausgekeimten Spore. (E) Gekeimte Konidie 24 h nach Inokulation.
Eine Behandlung mit KOH (pH 12,4) erfolgte 24 h nach Inokulation und wurde nach 30 min gespllt. Die
Appressorien lieBen sich nicht mehr mit FDA anfarben. (F) Gekeimte Konidie 24 h nach Inokulation. Eine
Behandlung mit GP (2 g I'™) erfolgte 24 h nach Inokulation und wurde nach 30 min Inkubation wieder abgespiilt.
Eine Konidie und zwei Appressorien lielen sich mit FDA anférben.
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8.1.2.2 Postinfektionelle Wirkung von Kupferhydroxid bei Inkubation in
Wassertropfen auf Blattscheiben

Da beim Kochen der ,Elstar’-BS in KOH die ungekeimten Konidien von der Oberflache

entfernt wurden, musste die Keimratenkontrolle auf ,Elstar’~-CM durchgefiihrt werden.

Auf BS hatten bereits 24 Stunden nach Inokulation 5,1 % (Stabw. + 2,5 %) der gekeimten
Konidien primére Stromata ausgebildet (Abbildung 8-6 und Abbildung 8-7 A+B). Bei einer
Konzentration von 116 mg It und 15miniitiger Inkubationszeit verhinderten Behandlungen
mit Kupferhydroxid die Entwicklung weiterer Stromata. Es konnte kein signifikanter
Unterschied zur 24 h-Kontrolle festgestellt werden. Bei der 72 h-Kontrolle hatten 42,1 %
(Stabw. + 17,1 %) der gekeimten Konidien Stromata ausgebildet (Abbildung 8-7 C+D und
Abbildung 8-8 A).

Die priméren Stromata, die in der Epidermisauenwand der BS gebildet wurden (Abbildung
8-7 A-C und Abbildung 8-8 A), dhneln denen an der Kontaktstelle zwischen Wasser und
Innenseite der CM (Abbildung 8-5 B+C). Erstere erscheinen allerdings etwas stéarker
strukturiert. Zudem kam es auf BS 72 Stunden nach Inokulation bereits zur Ausbildung
sekundarer Stromata und nach 96 Stunden zur Ausbildung von Laufhyphen (Abbildung 8-7 D
und Abbildung 8-8).
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Abbildung 8-6. Postinfektionelle Wirkung von Kupferhydroxid auf die Anzahl der Stromata bei einer
Behandlung 24 Stunden nach Inokulation von ,Elstar’- Blattscheiben.

Die Behandlung wurde 24 h nach Inokulation appliziert und nach 15 min Inkubation wieder abgespilt. Die
Anzahl der Stromata wurde 72 bzw. bei der 24 h-Kontrolle 24 h nach Inokulation mittels der KOH-Anilinblau-
Methode ausgezéhlt. Die Ergebnisse zeigen die Prozentsatze der Stromata bezogen auf die Anzahl gekeimter
Konidien der Keimratenkontrolle auf ,Elstar’-CM. Gruppen, die mit demselben Buchstaben gekennzeichnet sind,
unterscheiden sich nicht signifikant voneinander (p < 0,05).
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Abbildung 8-7. Stromata 24 und 72 Stunden nach Inokulation von ,Elstar’-Blattscheiben.

(A-D) Gekeimte Konidien (k.) von V. inaequalis unbehandelter Kontrollen mit Keimschlduchen (ks.) und
Appressorien (a.) auf ,Elstar’-BS. (A+B) 24 h nach Inokulation wurde die Kutikula penetriert und primare
Stromata (p.s.) beginnen sich auszubilden. (C+D) 72 h nach Inokulation haben die Stromata deutlich an GroRe
zugenommen und das sekundére Stroma (s.s.) beginnt sich auszubilden. (A-D) Die gekeimten Konidien und die
Stromata wurden mit der KOH-Anilinblau-Methode geféarbt und fluoreszieren unter UV-Anregung.

56



Ergebnisse

Abbildung 8-8. Stromata und Laufhyphen 72 und 96 Stunden nach Inokulation von ,Elstar’-Blattscheiben.

(A+B) Gekeimte Konidien (k.) von V. inaequalis unbehandelter Kontrollen mit Keimschladuchen (ks.) und

Appressorien (a.) auf ,Elstar’-BS. (A) 72 h nach Inokulation haben sich deutlich strukturierte primére Stromata

(p.s.) ausgebildet. (B) Ausgehend vom priméren Stroma haben sich 92 h nach Inokulation Laufhyphen (I.h.)

gebildet. (A+D) Die gekeimten Konidien und die Stromata wurden mit der KOH-Anilinblau-Methode geférbt
und fluoreszieren unter UV-Anregung.
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8.1.2.3 Postinfektionelle Wirkung von Kupferhydroxid bei trockener Inkubation auf
Kutikularmembranen

Trockneten die CM 48 Stunden nach Inokulation bzw. nach erfolgter Behandlung ab, so
reduzierte sich die Rate vitaler primérer Stromata in der 72 h-Kontrolle auf 38,7 % (Stabw. +
10,5 %) (Abbildung 8-9). Bei einer Kupferhydroxid-Behandlung (116 mg I™) und trockenen
Inkubationsbedingungen lag die Rate vitaler primérer Stromata bei 38,0 % (Stabw. + 9,3 %)

und unterschied sich nicht signifikant von der entsprechenden Kontrolle.
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Abbildung 8-9. Vergleich der postinfektionellen Wirkung von Kupferhydroxid auf die Anzahl vitaler

primérer Stromata bei Behandlungen 48 Stunden nach Inokulation unter trockenen bzw. nassen
Inkubationsbedingungen.

Die Behandlungen wurden 48 h nach Inokulation appliziert und nach 15 min Inkubation wieder abgespdlt bzw.
trockneten ein. Die Anzahl vitaler primérer Stromata wurde 72 h nach Inokulation unter Verwendung des
Vitalfarbstoffes FDA ausgezahlt. Die Ergebnisse zeigen die Prozentsétze vitaler primérer Stromata bezogen auf
die Anzahl gekeimter Konidien der Keimratenkontrolle. Gruppen, die mit demselben Buchstaben
gekennzeichnet sind, unterscheiden sich nicht signifikant voneinander (p < 0,05).
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8.1.3 Wirkung von Kupfersulfat und Kupferoxid bei Behandlungen auf
Wasseragar

Auf der Oberflache des Wasseragars keimten die Konidien 24 Stunden nach Inokulation mit
vergleichsweise langen Keimschlauchen aus, bildeten aber keine Appressorien. Die Konidien

und Keimschlduche fluoreszierten nach FDA-Férbung stark griin (Abbildung 8-10 A+B).

8.1.3.1 Wirkung bei Behandlungen vor Inokulation

Kupfersulfat-Behandlungen (1, 10, 25 mmol I™), die 24 Stunden vor Inokulation auf die
Oberflache des Wasseragars appliziert wurden, verhinderten die Keimung der Konidien bei
allen getesteten Konzentrationen (Abbildung 8-10 C). Die ungekeimten Konidien wiesen
unter dem Mikroskop keine Fluoreszenz auf. Die mittels des Spektralfotometers gemessene
Fluorescein-Fluoreszenz lag bei nur rund 5 % der Kontrolle (Abbildung 8-11). Bei
protektiven Behandlungen mit Kupferoxid war eine deutliche Konzentrationsabhangigkeit der
Effekte zu beobachten. In der niedrigsten Konzentration (1 mmol I'*) wurde die Fluoreszenz
lediglich auf 82,6 % der Kontrolle (Stabw. + 5,0 %) reduziert. Unter dem Mikroskop war
optisch kein eindeutiger Unterschied im Keimverhalten gegentiber der Kontrolle feststellbar
(Abbildung 8-10 A, B, D). Bei einer Konzentration von 10 mmol I wurde die Fluorescein-
Fluoreszenz auf 65,9 (Stabw. + 3,6 %) und bei 25 mmol I'* auf 41,1 % der Kontrolle (Stabw.
+ 3,8 %) reduziert. Dieser Effekt konnte anhand der Keimschlauchldangen unter dem
Mikroskop nachvollzogen werden (Abbildung 8-10 A, E+F). Unter dem Mikroskop waren
Partikel der Kupferoxid-Behandlungen zu sehen, deren Dichte mit steigender Konzentration
zunahm (Abbildung 8-10 D-F). Die meisten dieser Partikel befanden sich in einer anderen
optischen Ebene als die Sporen.
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Abbildung 8-10. Konidien unbehandelter Kontrollen auf Wasseragar sowie Konidien nach Behandlungen
mit Kupfersulfat und Kupferoxid 24 Stunden vor Inokulation auf Wasseragar.

(A+B) Gekeimte Konidien unbehandelter Kontrollen mit langen Keimschlduchen 24 h nach Inokulation. (C)

Ungekeimte Konidien bei einer protektiven Behandlung mit Kupfersulfat (1 mmol I'Y). (D-F) gekeimte Konidien

mit Keimschlduchen bei protektiven Behandlungen mit Kupferoxid in den Konzentrationen 1 (D), 10 (E) und 25
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mmol I* (F). (A-F) Die Konidien wurden 24 h nach Inokulation mit FDA gefarbt. (C) Die ungekeimten

Konidien fluoreszieren trotz UV-Anregung nicht.
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Abbildung 8-11. Wirkung von Behandlungen mit Kupfersulfat und Kupferoxid 24 Stunden vor

Inokulation auf die Fluorescein-Fluoreszenz von Konidien auf Wasseragar.

Die gekeimten Konidien wurden 24 h nach Inokulation mit FDA geférbt. Die FDA-L&sung wurde nach 15 min
abgegossen. Die Fluorescein-Fluoreszenz wurde mit einem Spektralfotometer bei einer Exzitationswellenlédnge
von 494 nm gemessen. Die Sdulen geben den Mittelwert aus 12 Messungen in % der unbehandelten Kontrolle an.

Die Balken geben die Standardabweichung an.
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8.1.3.2 Wirkung bei Behandlungen nach Inokulation

Bei Behandlungen, die 22 Stunden nach Inokulation auf die Oberflache des Wasseragars
appliziert wurden, waren unter dem Mikroskop keine Unterschiede in den
Keimschlauchlangen gegeniiber der Kontrolle feststellbar (Abbildung 8-10 A+B und
Abbildung 8-12). Mit steigenden Konzentrationen der Behandlungen (insbesondere bei
Kupfersulfat) nahm jedoch die Fluoreszenz in den Keimschlauchen ab, wobei die Fluoreszenz
in der Regel von der Keimschlauchspitze her abnahm. Bei Behandlungen mit Kupferoxid
waren zudem Partikel der Verbindung zu sehen, die durch den Spulvorgang nicht
abgewaschen wurden und vorrangig an den Sporen anhafteten (Abbildung 8-12 D-F). Die

Dichte der Partikel nahm mit steigender Kupferoxid-Konzentration zu.

Auf die Fluorescein-Fluoreszenz zeigten Behandlungen mit Kupfersulfat einen deutlich
starkeren Effekt als Behandlungen mit Kupferoxid (Abbildung 8-13). Bei beiden
Kupferverbindungen war der Effekt konzentrationsabhangig. In den Konzentrationen 10 und
25 mmol 1" konnte Kupfersulfat die Fluoreszenz auf 18,2 % (Stabw. + 3,9 %) bzw. 24,0 %
der Kontrolle (Stabw. + 8,8 %) reduzieren. Somit lag die Fluorescein-Fluoreszenz bei diesen
beiden Behandlungen auch unter der 22 h-Kontrolle (Auswertung zum Zeitpunkt der
Behandlungen), bei der eine Fluoreszenz von 27,8 % der Kontrolle (Stabw. + 10,6%)
gemessen wurde. Die Fluoreszenz der niedrigsten Kupfersulfat-Konzentration lag mit 32,2 %
(Stabw. + 12,8 %) leicht Uber diesem Wert. Bei Kupferoxid-Behandlungen war die gemessene
Fluorescein-Fluoreszenz bei allen getesteten Konzentrationen (1, 10, 25 mmol I') héher als
bei der 22 h-Kontrolle. Gegenuber der 24 h-Kontrolle konnte sie aber auf 66,7 % (Stabw. +
7,9 %) bei der niedrigsten, Uber 52,0 % (Stabw. + 5,5 %), bis hin zu 31,7 % (Stabw. + 4,5 %)

bei der hochsten Konzentration reduziert werden.
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Abbildung 8-12. Gekeimte Konidien nach Behandlungen mit Kupfersulfat und Kupferoxid 22 Stunden
nach Inokulation auf Wasseragar.

(A-C) Gekeimte Konidien mit Keimschlduchen nach Behandlungen mit Kupfersulfat in den Konzentrationen 1
(A), 10 (B) und 25 mmol I (C). (D-F) Gekeimte Konidien mit Keimschlauchen nach Behandlungen mit
Kupferoxid in den Konzentrationen 1 (D), 10 (E) und 25 mmol I"* (F). (A-F) Die Konidien und Keimschlauche
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wurden 24 h nach Inokulation mit FDA gefarbt. Je nach Effekt der Behandlung fluoreszieren mehr oder weniger

Teile der Sporen und Keimhyphen.
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Abbildung 8-13. Wirkung von Behandlungen mit Kupfersulfat und Kupferoxid 22 Stunden nach

Inokulation auf die Fluorescein-Fluoreszenz von Konidien auf Wasseragar.

Die gekeimten Konidien wurden 24 h nach Inokulation mit FDA geférbt. Die FDA-L&sung wurde nach 15 min
abgegossen. Die Fluorescein-Fluoreszenz wurde mit einem Spektralfotometer bei einer Exzitationswellenlédnge
von 494 nm gemessen. Die Sdulen geben den Mittelwert aus 12 Messungen in % der unbehandelten Kontrolle an.

Die Balken geben die Standardabweichung an.
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8.1.4 Generierung von ROS in Suspensionen von Kupferhydroxid und
Kupferoxid

Wurde die durch ROS induzierte Chemilumineszenz in H;Ogem und der PMAC-L6sung
separat gemessen, so wurden 49 RLU (Stabw. + 3 RLU) bzw. 51 RLU (Stabw. + 4 RLU)
detektiert. Wurde die PMAC-L6sung in HyOgem. pipettiert, so wurden 226 RLU (Stabw. + 21
RLU) gemessen (Abbildung 8-14). RLU-Werte in derselben GréRenordnung wurden
unabhéngig von der Konzentration in den Suspensionen von Kupferhydroxid und Kupferoxid
gemessen. In der Zinkoxid-Suspension, die als Positivkontrolle zur Detektion von ROS diente,
wurden Werte zwischen 28.162 RLU (Stabw. + 1.022 RLU) bei der niedrigsten Konzentration
(0,5 mmol I") und 156.035 RLU (Stabw. + 3.782 RLU) bei der hochsten Konzentration (100
mmol 1) gemessen. Durch die Zugabe der Katalase verringerten sich die RLU-Werte in den
Zinkoxid-Suspensionen in den Bereich von H;Ogem, bzw. der Kupfer-Suspensionen.

150000 + 1 Cu(OH),

CuO

B8 Zn0O

100000 A ZnO + Katalase

75000 +
50000 -
25000 -

500

125000 -

400 -

300 -

RLU (relative light units)
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Abbildung 8-14. Durch ROS induzierte Chemilumineszenz in Suspensionen von Kupferhydroxid,

Kupferoxid sowie Zinkoxid.

Die durch ROS induzierte Chemilumineszenz wurde nach Zugabe von PMAC gemessen. Katalase wurde
verwendet, um den Anteil der Chemilumineszenz zu bestimmen, der durch Wasserstoffperoxyd induziert wurde.
Die Séaulen geben den Mittelwert aus fiinf Messungen an. Die Balken zeigen die Standardabweichungen.
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8.2 Abschnitt B: Wirkungsweise von Calciumhydroxid

8.2.1 Postinfektionelle Wirkung von Calciumhydroxid

In den Kontrollen hatten etwa 60 % der gekeimten Konidien 72 Stunden nach Inokulation die
CM penetriert und vitale primére Stromata ausgebildet (Abbildung 8-5 A-C). Die ersten
Stromata waren 24 Stunden und Penetrationsporen bereits 12 Stunden nach Inokulation

sichtbar.

Bei Behandlungen 24 Stunden nach Inokulation toteten Schwefelkalk (1,5 %) und
Calciumhydroxid (5 g I™%) alle priméaren Stromata ab und verhinderten die Entwicklung neuer
Stromata, so dass der Prozentsatz vitaler priméarer Stromata 72 Stunden nach Inokulation bei
Null lag (Abbildung 8-15). Die gesattigte Calciumhydroxid-Losung reduzierte den
Prozentsatz vitaler primérer Stromata auf 27,7 % (Stabw. + 15,8 %) der 72 h-Kontrolle. Die
Calciumcarbonat-Suspension (6,75 g I™*) hingegen zeigte keinen Effekt. KOH-L6ésungen mit
pH 11 und pH 12 waren ebenso wirkungslos. Bei pH 12,4 reduzierte die KOH-L6sung den
Prozentsatz vitaler primarer Stromata auf 22,9 % (Stabw. = 17,3 %). Der Effekt war somit
vergleichbar mit dem der gesattigten Calciumhydroxid-L6sung. Bei pH 12,6 wurde die Rate

vitaler priméarer Stromata auf Null reduziert.

Bei Behandlungen 48 Stunden nach Inokulation konnte nur die KOH-L&sung mit pH 12,6 den
Prozentsatz vitaler primdrer Stromata auf Null reduzieren (Abbildung 8-16). Schwefelkalk
konnte den Prozentsatz auf 6,6 % (Stabw. + 5,8 %) der 72 h-Kontrolle reduzieren. Der Effekt
der Calciumhydroxid-Suspension (5 g I™) verringerte sich im Vergleich zur Behandlung 24
Stunden nach Inokulation deutlich, und der Prozentsatz vitaler primarer Stromata lag bei 64,1
% (Stabw. + 15,0 %). Die geséttigte Calciumhydroxid-L6sung zeigte keinen Effekt, ebenso
wie die Calciumcarbonat-Suspension (6,75 g I und die KOH-L&sungen mit pH 11 und pH
12. Der Effekt der KOH-L6sung mit pH 12,4 hingegen war mit 27,1 % (Stabw. + 15,4 %)

vergleichbar dem Effekt bei einer Behandlung 24 Stunden nach Inokulation.
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Abbildung 8-15. Postinfektionelle Wirkung von Calciumhydroxid, Calciumcarbonat, KOH-L&sungen
verschiedener pH-Werte sowie Schwefelkalk auf die Anzahl vitaler primarer Stromata bei Behandlungen
24 Stunden nach Inokulation.

Die Behandlungen wurden 24 h nach Inokulation appliziert und nach 15 min Inkubation wieder abgespult. Die
Anzahl vitaler primérer Stromata wurde 72 h nach Inokulation unter Verwendung des Vitalfarbstoffes FDA
ausgezahlt. Die Ergebnisse zeigen die Prozentsatze vitaler priméarer Stromata bezogen auf den Prozentsatz der
72 h-Kontrolle. Gruppen, die mit demselben Buchstaben gekennzeichnet sind, unterscheiden sich nicht
signifikant voneinander (p < 0,05).
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Abbildung 8-16. Postinfektionelle Wirkung von Calciumhydroxid, Calciumcarbonat, KOH-L&sungen
verschiedener pH-Werte sowie Schwefelkalk auf die Anzahl vitaler primarer Stromata bei Behandlungen
48 Stunden nach Inokulation.

Die Behandlungen wurden 48 h nach Inokulation appliziert und nach 15 min Inkubation wieder abgespult. Die

Anzahl vitaler primérer Stromata wurde 72 h nach Inokulation unter Verwendung des Vitalfarbstoffes FDA
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ausgezahlt. Die Ergebnisse zeigen die Prozentsatze vitaler priméarer Stromata bezogen auf den Prozentsatz der
72 h-Kontrolle. Gruppen, die mit demselben Buchstaben gekennzeichnet sind, unterscheiden sich nicht
signifikant voneinander (p < 0,05).

8.2.2 Effekte des pH-Wertes auf die Vitalitat gekeimter Konidien

Die Vitalitdt der gekeimten Konidien, die 24 Stunden nach Inokulation mittels FDA-
Vitalfarbung ermittelt wurde, zeigte eine starke Abhangigkeit vom pH-Wert der applizierten
KOH-Lo6sungen. Bei pH 11 und pH 12 waren die Effekte nur schwach, wobei die meisten der
gekeimten Konidien vollstandig fluoreszierten (Abbildung 8-17). Ein sehr starker Effekt trat
bei pH 12,4 auf, wobei nur noch 4,5 % (Stabw. + 5,4) vollstandig und 10,6 % (Stabw. + 6,7 %)
der gekeimten Konidien teilweise fluoreszierten (Abbildung 8-5 E). Bei pH 12,6 reduzierte

sich der Anteil vollstdndig oder teilweise fluoreszierender Konidien auf Null.

Die Inkubationszeit des pH-Wertes hatte keinen Einfluss auf die Wirksamkeit. Bei KOH-
Behandlungen mit pH 12,4 verringerte sich allerdings die Variabilitdt bei 60minutiger
Inkubationszeit deutlich (Abbildung 8-5 E und Abbildung 8-18).
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Abbildung 8-17. Einfluss des pH-Wertes auf die Wirkung von KOH-L&sungen auf die Vitalitat gekeimter
Konidien.

Die Behandlungen wurden 24 h nach Inokulation appliziert und nach 15 min Inkubation wieder abgespult. Die
Prozentsdtze nicht, teilweise bzw. vollstandig fluoreszierender Stromata wurden unter Verwendung des
Vitalfarbstoffes FDA ermittelt. Die Ergebnisse zeigen den Prozentsatz der jeweiligen Kategorie bezogen auf die

Anzahl gekeimter Konidien der unbehandelten Kontrolle.
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Abbildung 8-18. Einfluss der Inkubationszeit der Behandlung auf die Wirkung von KOH-L&sungen mit
pH 12,4 auf die Vitalitat gekeimter Konidien.

Die Behandlungen wurden 24 h nach Inokulation appliziert und nach angegebener Inkubationszeit wieder
abgespult. Die Prozentsitze nicht, teilweise bzw. vollstandig fluoreszierender Stromata wurden unter
Verwendung des Vitalfarbstoffes FDA ermittelt. Die Ergebnisse zeigen den Prozentsatz der jeweiligen Kategorie

bezogen auf die Anzahl gekeimter Konidien der unbehandelten Kontrolle.
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8.3 Abschnitt C: Wirkungsweise von Kaliumcarbonat und Glucopon
215 CSUP

8.3.1 Effekte auf die Vitalitat gekeimter Konidien

8.3.1.1 Kaliumcarbonat

Die Vitalitdt der gekeimten Konidien, die 24 Stunden nach Inokulation mittels FDA-
Vitalfarbung ermittelt wurde, zeigte sowohl eine Abhangigkeit von der Konzentration der
applizierten Kaliumcarbonat-Lésungen als auch von der Inkubationszeit der Behandlungen
(Abbildung 8-19, Abbildung 8-20 und Abbildung 8-21). Die starksten Effekte wurden jeweils
fir eine Konzentration von 5 g I™* und eine Inkubationszeit von 240 Minuten, fir 15 g I und
120 Minuten, fir 35 g I'* und 60 Minuten sowie fiir 80 g I'* und 15 Minuten ermittelt. 100%ig
reduziert werden konnte der Prozentsatz Rate teilweise und vollstandig fluoreszierender
Konidien allerdings nur bei 35 g I und 60miniitiger Inkubation sowie bei 80 g I und
15minatiger Inkubation (Abbildung 8-21).

Neben der Konzentration und der Inkubationszeit hatte auch der Zeitpunkt der Behandlung
einen Einfluss auf die Vitalitat der gekeimten Konidien. Der starkste Effekt wurde flr eine
Konzentration von 5 g I* mit 15miniitiger Inkubationszeit bei einer Behandlung 6 Stunden
nach Inokulation erzielt (Abbildung 8-22), wobei die Prozentsétze teilweise und vollstandig
fluoreszierender Konidien auf 15,1 % (Stabw. + 11,8 %) bzw. 51,2 % (Stabw. £ 9,9 %)

reduziert wurden.
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Abbildung 8-19. Einfluss der Inkubationszeit der Behandlung auf die Wirkung von Kaliumcarbonat

(5 g I'"y auf die Vitalitat gekeimter Konidien.

Die Behandlungen wurden 24 h nach Inokulation appliziert und nach angegebener Inkubationszeit wieder
abgespllt. Die Prozentsétze nicht, teilweise bzw. vollstandig fluoreszierender, gekeimter Konidien wurden unter
Verwendung des Vitalfarbstoffes FDA ermittelt. Die Ergebnisse zeigen den Prozentsatz der jeweiligen Kategorie

bezogen auf die Anzahl der gekeimten Konidien der unbehandelten Kontrolle.
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Abbildung 8-20. Einfluss der Inkubationszeit der Behandlung auf die Wirkung von Kaliumcarbonat
(15 g I'") auf die Vitalitat gekeimter Konidien.

Die Behandlungen wurden 24 h nach Inokulation appliziert und nach angegebener Inkubationszeit wieder
abgespult. Die Prozentsatze nicht, teilweise bzw. vollstandig fluoreszierender, gekeimter Konidien wurden unter
Verwendung des Vitalfarbstoffes FDA ermittelt. Die Ergebnisse zeigen den Prozentsatz der jeweiligen Kategorie

bezogen auf die Anzahl der gekeimten Konidien der unbehandelten Kontrolle.
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Abbildung 8-21. Einfluss der Inkubationszeit der Behandlung auf die Wirkung von Kaliumcarbonat (35
bzw. 80 g I'") auf die Vitalitat gekeimter Konidien.

Die Behandlungen wurden 24 h nach Inokulation appliziert und nach angegebener Inkubationszeit wieder
abgespllt. Die Prozentsétze nicht, teilweise bzw. vollstandig fluoreszierender, gekeimter Konidien wurden unter
Verwendung des Vitalfarbstoffes FDA ermittelt. Die Ergebnisse zeigen den Prozentsatz der jeweiligen Kategorie

bezogen auf die Anzahl der gekeimten Konidien der unbehandelten Kontrolle.
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Abbildung 8-22. Einfluss des Behandlungszeitpunktes nach Inokulation auf die Wirkung von
Kaliumcarbonat (5 g I™") auf die Vitalitat gekeimter Konidien.

Die Behandlungen wurden 6, 12 bzw. 24 h nach Inokulation appliziert und nach 15 min Inkubation wieder
abgespult. Die Prozentsatze nicht, teilweise bzw. vollstandig fluoreszierender, gekeimter Konidien wurden unter
Verwendung des Vitalfarbstoffes FDA ermittelt. Die Ergebnisse zeigen den Prozentsatz der jeweiligen Kategorie

bezogen auf die Anzahl der gekeimten Konidien der unbehandelten Kontrolle.
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8.3.1.2 Glucopon 215 CSUP

Analog den Ergebnissen fir Kaliumcarbonat hatten auch bei GP-Behandlungen die
Konzentration, die Inkubationszeit sowie der Behandlungszeitpunkt einen Einfluss auf die
Wirkung bzw. auf die Vitalitdt gekeimter Konidien (Abbildung 8-23, Abbildung 8-24 und
Abbildung 8-25). Den starksten Effekt zeigte die GP-Behandlung 24 Stunden nach
Inokulation bei einer Konzentration von 5 g I und 120miniitiger Inkubationszeit (Abbildung
8-24) bzw. die Behandlung 6 Stunden nach Inokulation bei gleicher Konzentration und
15mindtiger Inkubationszeit (Abbildung 8-25).

Die Appressorien zeigten sich gegeniber den GP-Behandlungen besonders widerstandsfahig.
Bei teilweise fluoreszierenden Keimhyphen waren es in der Regel Appressorien, die noch
fluoreszierten (Abbildung 8-5 F).
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Abbildung 8-23. Einfluss der Inkubationszeit der Behandlung auf die Wirkung von GP (2 g 1) auf die

Vitalitat gekeimter Konidien.

Die Behandlungen wurden 24 h nach Inokulation appliziert und nach angegebener Inkubationszeit wieder
abgespllt. Die Prozentsétze nicht, teilweise bzw. vollstandig fluoreszierender, gekeimter Konidien wurden unter
Verwendung des Vitalfarbstoffes FDA ermittelt. Die Ergebnisse zeigen den Prozentsatz der jeweiligen Kategorie

bezogen auf die Anzahl der gekeimten Konidien der unbehandelten Kontrolle.
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Abbildung 8-24. Einfluss der Inkubationszeit der Behandlung auf die Wirkung von GP (5 g 1) auf die

Vitalitat gekeimter Konidien.

Die Behandlungen wurden 24 h nach Inokulation appliziert und nach angegebener Inkubationszeit wieder
abgespllt. Die Prozentsétze nicht, teilweise bzw. vollstandig fluoreszierender, gekeimter Konidien wurden unter
Verwendung des Vitalfarbstoffes FDA ermittelt. Die Ergebnisse zeigen den Prozentsatz der jeweiligen Kategorie

bezogen auf die Anzahl der gekeimten Konidien der unbehandelten Kontrolle.
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Abbildung 8-25. Einfluss des Behandlungszeitpunktes nach Inokulation auf die Wirkung von GP (5 g I"%)
auf die Vitalitat gekeimter Konidien.

Die Behandlungen wurden 6, 12 bzw. 24 h nach Inokulation appliziert und nach 15 min Inkubation wieder
abgespult. Die Prozentsatze nicht, teilweise bzw. vollstandig fluoreszierender, gekeimter Konidien wurden unter
Verwendung des Vitalfarbstoffes FDA ermittelt. Die Ergebnisse zeigen den Prozentsatz der jeweiligen Kategorie

bezogen auf die Anzahl der gekeimten Konidien der unbehandelten Kontrolle.
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8.3.1.3 Kaliumcarbonat + Glucopon 215 CSUP

In Kombination zeigten Kaliumcarbonat und GP, trotz jeweils niedriger Konzentrationen,
eine deutlich bessere Wirkung als die jeweilige Substanz alleine (vergleiche Abschnitt 8.3.1.3
mit Abschnitt 8.3.1.1 und Abschnitt 8.3.1.2). Die Effekte der beiden Substanzen auf die
Vitalitdit gekeimter Konidien waren sowohl abhéngig von der Inkubationsdauer der
Behandlung, als auch vom Behandlungszeitpunkt (Abbildung 8-26 und Abbildung 8-27). Im
Vergleich war die Wirkung der Kombination aus Kaliumcarbonat (5 g I') und GP (0,5 g I'%)
immer besser als die Wirkung von Kaliumcarbonat (5 g I™) alleine.
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Gekeimte Konidien (% der Kontrolle)

Abbildung 8-26. Einfluss der Inkubationszeit der Behandlung auf die Wirkung von Kaliumcarbonat

(59 1™+ GP (0,5 g I'Y) auf die Vitalitat gekeimter Konidien im Vergleich zu Kaliumcarbonat (5 g I™).

Die Behandlungen wurden 24 h nach Inokulation appliziert und nach angegebener Inkubationszeit wieder
abgespult. Die Prozentsétze nicht, teilweise bzw. vollstandig fluoreszierender, gekeimter Konidien wurden unter
Verwendung des Vitalfarbstoffes FDA ermittelt. Die Ergebnisse zeigen den Prozentsatz der jeweiligen Kategorie

bezogen auf die Anzahl der gekeimten Konidien der unbehandelten Kontrolle.
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Abbildung 8-27.
Kaliumcarbonat (5 g IY) + GP (0,5 g I"') auf die Vitalitait gekeimter Konidien im Vergleich zu

Einfluss des Behandlungszeitpunktes nach Inokulation auf die Wirkung von

Kaliumcarbonat (5 g I') alleine.

Die Behandlungen wurden 8 bzw. 24 h nach Inokulation appliziert, nicht wieder abgespult und fur weitere 24 h
inkubiert. Die Prozentsatze nicht, teilweise bzw. vollstandig fluoreszierender, gekeimter Konidien wurden unter
Verwendung des Vitalfarbstoffes FDA ermittelt. Die Ergebnisse zeigen den Prozentsatz der jeweiligen Kategorie

bezogen auf die Anzahl der gekeimten Konidien der unbehandelten Kontrolle.
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8.3.2 Postinfektionelle Wirkung

8.3.2.1 Kaliumcarbonat

Auch bezlglich des Prozentsatzes vitaler primérer Stromata zeigten die Wirkungen der
Behandlungen mit Kaliumcarbonat eine Abhéngigkeit von der Konzentration und dem
Behandlungszeitpunkt (Abbildung 8-28 und Abbildung 8-29).

Bei Behandlungen 24 Stunden nach Inokulation und 15minatiger Inkubationszeit konnte eine
Konzentration von 5 g I den Prozentsatz vitaler primarer Stromata gegeniiber der 48 h-
Kontrolle nur unwesentlich reduzieren (20,0 % (Stabw. + 9,4 %) zu 13,2 % (Stabw. + 9,1 %))
(Abbildung 8-28). Bei einer Konzentration von 15 g I'* wurde der Prozentsatz vitaler priméarer
Stromata um etwa 50 % gegeniber der 48 h-Kontrolle reduziert (37,7 % (Stabw. + 13,0) zu
18,4 % (Stabw. + 5,2 %). In der hochsten getesteten Konzentration von 35 g I konnte der

Prozentsatz sogar auf Null reduziert werden.

Bei den verschiedenen Behandlungszeitpunkten, deren Einfluss bei einer Konzentration von
5 g I"* getestet wurde, war die Wirkung bei einer Applikation 6 Stunden nach Inokulation am
starksten (Abbildung 8-29). Der Prozentsatz vitaler primarer Stromata wurde um (ber 60 %
gegenber der 48 h-Kontrolle reduziert (39,4 % (Stabw. + 12,5) zu 14,7 % (Stabw. + 11,5 %).
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Abbildung 8-28. Einfluss der Konzentration auf die postinfektionelle Wirkung von Kaliumcarbonat
(5 g I'" auf die Anzahl vitaler priméarer Stromata bei Behandlungen 24 Stunden nach Inokulation.

Die Behandlungen wurden 24 h nach Inokulation appliziert und nach 15 min Inkubation wieder abgespult. Die
Anzahl vitaler primérer Stromata wurde 48 h nach Inokulation unter Verwendung des Vitalfarbstoffes FDA
ermittelt. Die Ergebnisse zeigen die Prozentsétze vitaler primérer Stromata bezogen auf die Anzahl gekeimter
Konidien der Keimratenkontrolle.
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Abbildung 8-29. Einfluss des Behandlungszeitpunktes auf die postinfektionelle Wirkung von
Kaliumcarbonat (5 g I™') auf die Anzahl vitaler primarer Stromata.

Die Behandlungen wurden 6, 12 bzw. 24 h nach Inokulation appliziert und nach 15 min Inkubation wieder
abgespult. Die Anzahl vitaler primérer Stromata wurde 48 h nach Inokulation unter Verwendung des
Vitalfarbstoffes FDA ermittelt. Die Ergebnisse zeigen die Prozentsétze vitaler priméarer Stromata bezogen auf die
Anzahl gekeimter Konidien der Keimratenkontrolle.
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8.3.2.2 Glucopon 215 CSUP

Die Wirkungen der Behandlungen mit GP zeigten auf den Prozentsatz vitaler primarer
Stromata eine Abhdngigkeit von der Konzentration aber insbesondere wvon der
Inkubationsdauer der Behandlung und zum Behandlungszeitpunkt (Abbildung 8-30 und
Abbildung 8-31).

Bei Behandlungen 24 Stunden nach Inokulation und 15minutiger Inkubationszeit konnte GP
in den Konzentrationen 2 und 5 g I"* den Prozentsatz vitaler priméarer Stromata gegeniiber der
48 h-Kontrolle kaum reduzieren (20,0 % (Stabw. + 9,4 %) zu 16,1 % (Stabw. + 9,6 %) und
zu 13,7 % (Stabw. £ 10,9 %)) (Abbildung 8-30). Bei 30minutiger Inkubationszeit waren die
Effekte deutlicher. Der Prozentsatz vitaler primdrer Stromata wurde bei einer Konzentration
von 2 g I um etwa 50 % und bei einer Konzentration von 5 g I um etwa 70 % gegentiber der
48 h-Kontrolle reduziert (37,7 % (Stabw. + 13,0) zu 18,8 % (Stabw. + 10,6 %) und zu 10,4 %
(Stabw. + 8,0 %).

Bei den verschiedenen Behandlungszeitpunkten, deren Einfluss bei einer Konzentration von
5 g I"* getestet wurde, war die Wirkung bei einer Applikation 6 Stunden nach Inokulation am
starksten (Abbildung 8-31). Der Prozentsatz vitaler primarer Stromata wurde um fast 100 %
gegeniber der 48 h-Kontrolle reduziert (39,4 % (Stabw. + 12,5) zu 0,6 % (Stabw. + 1,0 %)).
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Abbildung 8-30. Einfluss der Konzentration sowie der Inkubationszeit der Behandlung mit GP auf die

postinfektionelle Wirkung auf die Anzahl vitaler primérer Stromata bei Behandlungen 24 Stunden nach
Inokulation.

Die Behandlungen wurden 24 h nach Inokulation appliziert und nach angegebener Inkubationszeit wieder
abgespult. Die Anzahl vitaler primérer Stromata wurde 48 h nach Inokulation unter Verwendung des
Vitalfarbstoffes FDA ermittelt. Die Ergebnisse zeigen die Prozentsétze vitaler primérer Stromata bezogen auf die
Anzahl gekeimter Konidien der Keimratenkontrolle.
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Abbildung 8-31. Einfluss des Behandlungszeitpunktes auf die postinfektionelle Wirkung von GP (5 g I™%)
auf die Anzahl vitaler primarer Stromata.

Die Behandlungen wurden 6, 12 bzw. 24 h nach Inokulation appliziert und nach 15 min Inkubation wieder
abgespult. Die Anzahl vitaler primarer Stromata wurde 48 h nach Inokulation unter Verwendung des
Vitalfarbstoffes FDA ermittelt. Die Ergebnisse zeigen die Prozentsétze vitaler priméarer Stromata bezogen auf die
Anzahl gekeimter Konidien der Keimratenkontrolle.
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8.3.2.3 Kaliumcarbonat + Glucopon 215 CSUP

Die Effekte von Kaliumkarbonat (5 g I'Y) und GP (0,5 g I') in Kombination wurden bei
Behandlungen 24 und 48 Stunden nach Inokulation ermittelt, wobei in einem Fall die
Inkubation nach erfolgter Behandlung unter nassen und im anderen Fall unter trockenen
Bedingungen erfolgte (Abbildung 8-32 und Abbildung 8-33). Dabei zeigte sich, dass der
Effekt der Behandlung deutlich starker war, wenn die Behandlungslésung nach erfolgter
Applikation eintrocknete (Abbildung 8-32 und Abbildung 8-33). Wurde die Behandlung 24
Stunden nach Inokulation durchgefuhrt und trocknete an, so reduzierte sich der Prozentsatz

vitaler priméarer Stromata gegeniiber der 72 h-Kontrolle auf Null.
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72 h-K K,CO,+GP 72 h-K K,CO,+GP
Behandlungszeitpunkt nach Inokulation

(K,CO,5¢g I+ GP 0,5 g I'* nass inkubiert)
Abbildung 8-32. Einfluss des Behandlungszeitpunktes auf die postinfektionelle Wirkung von
Kaliumcarbonat (5 g I'") + GP (2 g I'") auf die Anzahl vitaler priméarer Stromata.

Die Behandlungen wurden 24 bzw. 48 h nach Inokulation appliziert und nach 15 Minuten Inkubation wieder
abgespult. Die Anzahl vitaler primérer Stromata wurde 72 h nach Inokulation unter Verwendung des
Vitalfarbstoffes FDA ermittelt. Die Ergebnisse zeigen die Prozentsétze vitaler primérer Stromata bezogen auf die
Anzahl gekeimter Konidien der Keimratenkontrolle.
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100 f——————mmmm e

Vitale primare Stromata (%)

72 h-K K,CO4+GP 72 h-K K,CO4;+GP
Behandlungszeitpunkt nach Inokulation
(K,CO;5 g 't + GP 0,5 g I'* trocken inkubiert)
Abbildung 8-33. Einfluss des Behandlungszeitpunktes auf die postinfektionelle Wirkung von

Kaliumcarbonat (5 g I") + GP (2 g I'") auf die Anzahl vitaler primarer Stromata bei trockenen
Inkubationsbedingungen.

Die Losungen wurden 24 bzw. 48 h nach Inokulation appliziert und trockneten im Luftstrom ein. Die Anzahl
vitaler primérer Stromata wurde 72 h nach Inokulation unter Verwendung des Vitalfarbstoffes FDA ermittelt.

Die Ergebnisse zeigen die Prozentsatze vitaler primérer Stromata bezogen auf die Anzahl gekeimter Konidien
der Keimratenkontrolle.
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9 Diskussion
9.1 Abschnitt A: Wirkungsweise von Kupferverbindungen

9.1.1 Protektive Wirkung von Kupfersulfat, Kupferhydroxid und Kupferoxid
sowie den Filtraten von Kupferhydroxid und Kupferoxid

Die Ergebnisse der Versuche zur protektiven Wirkung von Kupfersulfat, Kupferhydroxid und
Kupferoxid erscheinen zundchst eindeutig, da alle drei Verbindungen die Keimung sowie die
Atmung der Konidien ab einer Konzentration von 1 mmol I"* vollstandig hemmten (Tabelle
8-1). Trotzdem werfen die Ergebnisse einige Fragen auf. Zum Einen liegen die Ldslichkeiten
von Kupferhydroxid und Kupferoxid weit unter 1 mmol I*. Die Wasserldslichkeit von
Kupferhydroxid betragt 3 x 10 mol I und Kupferoxid ist wasserunléslich (ToMLIN 1997).
Daher befanden sich selbst bei Kupferhydroxid weniger als 1 mmol Cu®*-lonen I in Losung,
was nur 3 % entspricht. Der ungelGste Rest der Verbindungen lag in Form fester Partikel vor
(Abbildung 8-2 D+E). Diese Tatsache schlie3t vor allem fir Kupferoxid aus, dass die
geldsten Cu?*-lonen fiir die Wirkung verantwortlich sein kénnen. Es stellt sich somit die
Frage, wie die Wirkungen von Kupferhydroxid und Kupferoxid anders erkléart werden kénnen
(Abschnitt 3.5.1.1). Zum Anderen zeigte sich ein mdglicher Unterschied auch in den
Wirkungen von Kupfersulfat und den schwer- bzw. unléslichen Kupferverbindungen bei den
Ergebnissen der Vitalfarbung mit FDA (Tabelle 8-1).

Protektive Behandlungen mit Kupfersulfat verhinderten die Sporenkeimung und eliminierten
die Fluoreszenz der ungekeimten Sporen nach Anfarbung mit FDA bzw. CTC. Das bedeutet,
dass ab einer Konzentration von 1 mmol I keine Esteraseaktivitat mehr vorlag bzw. es zu
Beschadigungen des Plasmalemmas gekommen war und, dass die Atmung in den
Mitochondrien zum Erliegen gekommen war (Abschnitt 5). Bei Behandlungen mit
Kupferhydroxid und Kupferoxid missen in einigen Sporen zumindest die
Cytoplasmamembranen noch intakt gewesen sein und es muss es noch aktive Esterasen
gegeben haben, da bei der niedrigsten Konzentration jeweils rund 1/3 der ungekeimten
Konidien nach Anfarbung mit FDA noch fluoreszierten (Tabelle 8-1). Diese Ergebnisse
implizieren, dass Kupfersulfat zumindest auf Esterasen und Membranen toxischer wirkt als
Kupferhydroxid und Kupferoxid. Dieser Effekt ist vermutlich auf die hohere
Wasserldslichkeit von Kupfersulfat zuriickzufiihren, der eine héhere Konzentration von Cu®*-
lonen bedingt. Auch die Ergebnisse der Versuche mit den Filtraten deuten darauf hin, dass der
Effekt auf die Cytoplasmamembranen und Esterasen von der Konzentration der Cu?*-lonen

abhéngig ist (Tabelle 8-2). So verursachte das Filtrat von Kupferhydroxid eine leichte
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Keimhemmung und konnte die Bildung von Appressorien verhindern, wobei aber alle
gekeimten Konidien und deren Keimschlauche nach FDA-Farbung fluoreszierten (Abbildung
8-2 F). Die Konzentration an Cu®*-lonen im Uberstand bzw. im Filtrat der Kupferhydroxid-
Suspension betrug 3 x 10° mol I, wohingegen die geringste Konzentration in den
Kupfersulfat-Behandlung bei 1 mmol I lag, was um einen Faktor von 33 hoher ist.
Offensichtlich war die Konzentration der Cu?*-lonen im Filtrat von Kupferhydroxid zu gering,
um die Keimung und die Fluorescein-Fluoreszenz vollstandig zu hemmen. Allerdings reichte
die Konzentration aus, um die Bildung von Appressorien und somit den Beginn des
Infektionszyklusses zu verhindern. Das Filtrat der Kupferoxid-Suspension hatte keine
Wirkung (Tabelle 8-2), was besttigt, dass die Konzentration der Cu?*-lonen, wie es aus der

Literatur zu erwarten war (Rompp 1995), offensichtlich praktisch Null war.

Bei Behandlungen mit den Kupferhydroxid-Suspensionen wurde die Sporenkeimung
verhindert und die Fluorescein-Fluoreszenz nahm mit steigender Suspensionskonzentration ab
(Tabelle 1), obwohl die Konzentration geldster lonen konstant blieb. Dies ist ein weiteres
Indiz dafir, dass die Konzentration freier Cu®*-lonen nicht alleine fiir die Wirkung

verantwortlich sein kann.

Bei der Inokulation wurde die Sporensuspension auf die Stelle des eingetrockneten
Behandlungsriickstandes pipettiert (Abschnitt 7.3.1.1). Die ungekeimten Konidien waren
somit von Kupferhydroxid und Kupferoxid-Partikeln umgeben (Abbildung 8-2 D+E).
Kupferhydroxid Iste sich im Tropfen bis zur Sattigung der Losung. Wenn Cu?*-lonen durch
Aufnahme in die Spore aus der Lésung entfernt werden, werden neue Cu®*-lonen geldst, bis
die Sattigung wieder erreicht ist. Dieses Szenario, das der Hypothese von PICKERING (1912)
entspricht (Abschnitt 3.5.1.1), reicht allerdings alleine nicht aus, um die Daten zu erklaren, die
eine abnehmende Anzahl fluoreszierender Sporen bei steigender Kupferhydroxid-
Konzentration und keinen konstanten Effekt zeigen. Es bleiben zwei Mdglichkeiten, die
Daten zu erkléren: (1) Der fungizide Effekt ist diffusionsabhangig, so dass Partikel in der
Nahe der Spore Cu®*-lonen, die von der Spore aufgenommen wurden, schneller nachliefern.
(I1) Die Verflgbarkeit von Kupfer aus den Rickstdnden wird durch den direkten Kontakt

zwischen dem Rickstand und der Membran der Spore und deren Exsudaten erhoht.

Die erste der beiden Hypothesen kann ausgeschlossen werden, da Diffusionskoeffizienten in
Wasser sehr hoch sind und die Distanzen zwischen den Sporen und den Partikeln nur im
Mikrometerbereich liegen (Abbildung 8-6 D+E). Anhand der Zeit-Strecken-Abhéngigkeit des

Fick’schen Gesetzes lasst sich berechnen, dass die Zeit, die benétigt wird, ein neues

84



Diskussion

Gleichgewicht herzustellen weniger als eine Sekunde betragt (NoBEL 1983). Zudem wirde
Hypothese | auch als Erklarung fur die mit Kupferoxid erzielten Ergebnisse versagen. Da
Kupferoxid praktisch unléslich ist, kann Wasser nicht als Transportmedium fiir Cu?*-lonen
dienen, um die Strecke zwischen Spore und Kupferoxidriickstand zu tberbrticken.

Kupferoxid war aber sehr wirksam und so bleibt nur Hypothese 11, das heif3t, dass der Kontakt
zwischen Kupferpartikeln und Spore fir deren fungizide Wirkung essentiell ist und Exsudate
der Sporen Cu®*-lonen aus den schwer- bzw. unléslichen Kupferverbindungen l6sen. Auf die
mdogliche Bedeutung des Kontaktes zwischen Spore und Ruckstand, wie sie in der
vorliegenden Arbeit beobachtet wurde, wurde schon in der sehr friihen Literatur hingewiesen
(ADERHOLD 1899, BARKER UND GIMINGHAM 1911, GIMINGHAM 1911). Wie Abbildung 8-2
D+E zeigt, nimmt die Anzahl der Partikel, die an der Spore anhaften bzw. sich in deren Néhe
befinden mit steigender Konzentration zu. Die Erhohung der Wahrscheinlichkeit solcher
Kontakte (kleinere Partikel, bessere Verteilung) sollte daher auch das Ziel bei der
Formulierung schwer bzw. unldslicher Kupferfungizide sein. Welche Bedeutung den
Exsudaten pilzlicher Sporen zukommt, die die Verfligbarkeit des Kupfers und somit die
Toxizitdt der Kupferverbindungen erhéhen, wurde ebenfalls bereits in friheren Studien
untersucht (Abschnitt 3.5.1.1).

9.1.2 Postinfektionelle Wirkung von Kupfersulfat und Kupferhydroxid

9.1.2.1 Postinfektionelle Wirkung von Kupfersulfat und Kupferhydroxid bei Inkubation
in Wassertropfen auf Kutikularmembranen

Kupferhydroxid und Kupfersulfat zeigten unter den Bedingungen des in vitro Testsystems
eine postinfektionelle Wirkung gegen Konidien von V. inaequalis, sofern das Inokulum nach
der Behandlung mit Wasser bedeckt war. Sowohl Behandlungen mit Kupferhydroxid als auch
Behandlungen mit Kupfersulfat toteten bereits ausgebildete primadre Stromata und konnten
den Prozentsatz vitaler primdrer Stromata gegentiber der 24 bzw. 48 h-Kontrolle signifikant
reduzieren (Abbildung 8-3 und Abbildung 8-4)

Konidien bendtigen bei 20°C 8 Stunden, um eine Infektion hervorzurufen (STENSVAND ET AL.
1997). Dass heifdt, dass Kupferhydroxid in den Konzentrationen 116 und 231 mg I"* noch 16
Stunden nach Infektion (24 Stunden nach Inokulation) alle priméren Stromata abtétete
(Abbildung 8-3). Bei diesen Konzentrationen wurde auch noch 40 Stunden nach Infektion (48
Stunden nach Inokulation) eine sehr gute Wirkung bzw. hochsignifikante Reduzierung des

Prozentsatzes vitaler primarer Stromata gegeniber der Kontrolle erzielt (Abbildung 8-4).
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Behandlungen mit Kupfersulfat waren durchweg weniger effektiv als Behandlungen mit
Kupferhydroxid, vor allem, da sie nicht in der Lage waren, alle priméren Stromata abzuttten
(Abbildung 8-3 und Abbildung 8-4). Kupfersulfat ist sehr gut wasserléslich und das Kupfer
befand sich in den getesteten Konzentrationen immer vollstandig in Losung, wohingegen sich
bei Kupferhydroxid nur ein geringer Teil des Kupfers in Ldsung befand. Es ist daher davon
auszugehen, dass beim Spilen das gesamte geloste Kupfersulfat entfernt wurde. Allerdings
war die Wirkung von Kupfersulfat selbst dann schlechter, wenn die Behandlung erst nach 24

Stunden gespult wurde.

Kupferhydroxid hat eine Wasserloslichkeit von 2,9 mg I* (ToMLIN 1997). Bei einem
Kupfergehalt von 65 % befanden sich somit bei allen getesteten Konzentrationen rund 1,9 mg
Cu?*-lonen I'* in Lésung. Bei einer Wasserldslichkeit von 239,5 g I und einem Kupfergehalt
von 40 % (ToMmLIN 1997) reichten die Konzentrationen geldster Cu®*-lonen bei Kupfersulfat
von 12 mg I (29 mg Kupfersulfat I) bis maximal 139 mg I (348 mg I™"). Kupferhydroxid
tétete bei einer Konzentration von 116 mg I* 16 Stunden nach Infektion alle primaren
Stromata, wobei von den 75 mg Kupfer I, die dabei appliziert wurden, nur 1,9 mg I™* in Form
von Cu?*-lonen vorlagen (Abbildung 8-3). Da Kupfersulfat bei der héchsten Konzentration,
bei der 139 mg I'* in Form von Cu®*-lonen vorlagen, nicht den gleichen Effekt erzielte, kann
vermutet werden, dass die Wirkung von Kupferhydroxid nicht allein durch die Konzentration

freier Cu®*-lonen erklart werden kann.

Unter den Bedingungen des in vitro Testsystems auf CM kdnnen Exsudate der Wirtspflanze
oder CO, und Ammonium aus Regenwasser bzw. Tau als Lésungsvermittler ausgeschlossen
werden. Es bleiben daher nur die Exsudate der Spore als Ursache der besseren Wirkung von
Kupferhydroxid. Die Bedeutung des Kontaktes zwischen der Spore und den ungel6sten
Partikeln des applizierten Kupfersalzes wurde bereits diskutiert (Abschnitt 9.1.1). Auch bei
den postinfektionellen Behandlungen mit Kupferhydroxid war zu beobachten, dass die
Partikel vorzugsweise an der Spore anhafteten und durch den Spilvorgang nicht entfernt
wurden (Abbildung 8-5 D).

9.1.2.2 Postinfektionelle Wirkung von Kupferhydroxid bei Inkubation in
Wassertropfen auf Blattscheiben

Die kleinste effektive Kupferhydroxid-Konzentration von 116 mg I"* wurde auch auf BS
getestet. Da auf BS keine Vitalfarbung der Stromata mdglich war, konnte nur die
Gesamtanzahl der Stromata ermittelt werden. Diese unterschied sich 72 Stunden nach

Inokulation bei einer Kupferhydroxid-Behandlung 16 Stunden nach Infektion nicht
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signifikant von der Anzahl der Stromata einer Kontrolle, die bereits 24 Stunden nach
Inokulation ausgezahlt wurde (Abbildung 8-6). Das heiflt, dass die Kupferhydroxid-
Behandlung die Ausbildung neuer Stromata verhindern konnte. Vermutlich totete die
Behandlung die vorhandenen Stromata ab, so dass diese sich im Vergleich zur 72 h-Kontrolle
in ihrer GroRe nicht weiterentwickeln konnten (vergleiche Abbildung 8-7 A+B mit Abbildung
8-7 C+D und Abbildung 8-8 A).

9.1.2.3 Postinfektionelle Wirkung von Kupferhydroxid bei trockener Inkubation auf
Kutikularmembranen

Auch bei diesem Experiment wurde die kleinste effektive Kupferhydroxid-Konzentration von
116 mg I™* getestet. Die Behandlungen wurden erst 40 Stunden nach Infektion bzw. 48
Stunden nach Inokulation appliziert, da sich in dieser Zeit ausreichend Stromata gebildet

hatten, die eine gute Unterscheidung der Effekte ermdglichten.

Trockneten die Oberflachen der CM nach Applikation der Ldsungen ab und stand bis zum
Ende der Inkubationszeit kein tropfbares Wasser mehr zur Verfligung, so zeigte
Kupferhydroxid keine Wirkung und konnte die Anzahl vitaler primérer Stromata gegentber
der bei gleichen Bedingungen inkubierten Kontrolle nicht signifikant reduzieren (Abbildung
8-9). Die Anzahl vitaler primérer Stromata, der unter trockenen Bedingungen inkubierten
Behandlung sowie der entsprechenden Kontrolle, lagen signifikant unter dem Prozentsatz der
unter normalen Bedingungen (d. h. im Tropfen) inkubierten Kontrolle. Das Fehlen von
tropfbarem Wasser verhinderte weitere Penetrationsereignisse und somit die Ausbildung
weiterer Stromata. Es setzte aber auch die Wirkung von Kupferhydroxid herab, da diese bei

Nésse signifikant besser war.

Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass Kupferhydroxid nur dann toxisch ist, wenn die
Partikel, die in Kontakt mit der Spore stehen, von einem Wasserfilm bedeckt sind. Das heif3t,
dass die Spore anscheinend nur, wenn tropfbares Wasser zur Verfugung steht, in der Lage ist,
Exsudate auszuscheiden, die toxische Kupferkomplexe bilden. Die Wahrscheinlichkeit, dass
in der Spore eine toxische Konzentration von Kupfer erreicht wird, die das primare Stroma
abtotet, nimmt mit zunehmender Lange der N&sseperiode zu. Wie lang eine solche
Nésseperiode mindestens sein muss, wurde in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht. 24
Stunden waren ausreichend, aber es ist zu vermuten, dass die minimale Né&sseperiode, die
notig ist, um primdre Stromata zu t6ten, auch von der Menge der Kupferpartikel abhangig ist,

die an der Konidie, dem Keimschlauch bzw. dem Appressorium anhaften.
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Die primaren Stromata wurden getotet, obwohl sie keinen Kontakt mit diesen Partikeln hatten.
Die gebildeten Kupferkomplexe missen folglich von der Konidie bzw. dem Keimschlauch
und dem Appressorium durch die Infektionsspore in das primdre Stroma transloziert worden
sein. Eine solcher Transport erfordert, dass das Kupfer in der Spore mobil ist und nicht in
unléslicher Form ausgefallt wird. Die hohere Toxizitdt der Kupferkomplexe (Abschnitt
3.5.1.1, Abschnitt 9.1.1 und Abschnitt 9.1.2) kdnnte mit ihrer besseren Translozierbarkeit
zusammenhangen. Die schlechtere Wirksamkeit von Kupfersulfat kénnte dadurch bedingt
sein, dass durch die sehr hohen Konzentrationen von Cu®*-lonen die Bildung und
Ausscheidung von Exsudaten sehr schnell zum Erliegen kommt und weniger mobile
Kupferkomplexe gebildet werden. Diese Hypothese setzt voraus, dass freie Cu** lonen in

Sporen und Keimhyphen weniger mobil sind als die Kupferkomplexe.

9.1.3 Wirkung von Kupfersulfat und Kupferoxid bei Behandlungen auf
Wasseragar

Konidien bildeten auf Wasseragar keine Appressorien aus, sondern keimen lediglich mit sehr
langen Keimschl&uchen aus (Abbildung 8-10 und Abbildung 8-12). Ein Infektionszyklus wie
auf CM oder Blattscheiben kann mit diesem System folglich nicht simuliert werden. Aus
diesem Grunde wurde im Zusammenhang mit diesem System auch auf die Verwendung der

Begriffe ,,protektiv und ,,postinfektionell* verzichtet.

Insgesamt funktionierte die Methode in sofern gut, als dass sich die Sporen auf der planen
Oberflache gut verteilten und nicht verklumpten oder auf den Grund der Macroplatte
absanken. Ein Zusammenklumpen hétte die Keimung verhindert und ein Absinken auf den
Grund, das Uberfilhren in die Messkilvette, da die gekeimten Sporen auf
Kunststoffoberflachen fest anhaften. Grundsétzlich funktionierten auch das Anfarben mit
FDA und das Messen der Fluorescein-Fluoreszenz mit dem Spektralfotometer. Allerdings gab
es auch einige Probleme, die im Prinzip alle mit den Behandlungen im Zusammenhang stehen:
(I) Bei der Applikation von Ldsungen kommt es zu Verdinnungseffekten, da diese in den
Wasseragar hinein diffundieren. (1) Bei der Applikation von Suspensionen sinken feste
Partikel in den Wasseragar ein. (I11) Einige Substanzen fluoreszieren bei der verwendeten

Exzitationswellenldnge selbst oder es treten Loschungseffekte auf.

Ein Verdunnungseffekt (1) lag bei Kupfersulfat vor, wobei sich dieser bei den verwendeten
Konzentrationen nicht entscheidend auf den Effekt auswirkte. Bei Behandlungen vor
Inokulation wurde die Keimung der Sporen vollstdndig verhindert, was den Ergebnissen auf
CM entspricht (vergleiche Tabelle 8-1 mit Abschnitt 8.1.3.1 und Abbildung 8-10 C). Unter
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dem Mikroskop zeigte sich zudem, dass die ungekeimten Sporen nicht fluoreszierten. Die
dennoch gemessene Fluorescein-Fluoreszenz ist dabei auf die geringe Stabilitdt der FDA-
Lésung zuriickzufuhren (Abschnitt 7.2.6.1).

Ein Einsinken der Suspensionspartikel (I1) war bei den Behandlungen mit Kupferoxid vor
Inokulation zu erkennen (Abbildung 8-12 D-F), was gleichzeitig den schlechten Effekt der
Behandlung im Vergleich zu Behandlungen bei gleichen Konzentrationen auf CM erklart
(vergleiche Tabelle 8-1 mit Abbildung 8-10). Da durch das Absinken der Partikel kein guter
Kontakt zu den Sporen hergestellt werden konnte, zeigte die Konzentration von Kupferoxid
einen deutlichen Einfluss auf die Lange der Keimschlduche und somit auf die Fluorescein-
Fluoreszenz (Abschnitt 9.1.1, Abschnitt 9.1.2.1 und Abschnitt 9.1.2.3).

Das dritte Problem trat bei den verwendeten Substanzen nicht auf, flhrte aber zum
Ausschluss zahlreicher anderer Substanzen, die urspriinglich fir zusatzliche Messungen

vorgesehen waren.

Die Ergebnisse der Versuche, bei denen die Behandlungen 22 Stunden nach Inokulation
erfolgten, stimmen insofern mit den Ergebnissen der Versuche auf CM uberein, als dass
Kupfersulfat und somit die geldsten Cu®*-lonen sehr toxisch auf Esterasen bzw. die
Membranintegritat wirkten und sich fur Kupferoxid eine deutliche Konzentrations-

abhangigkeit der Fluorescein-Fluoreszenz zeigte (vergleiche Tabelle 8-1 und Abbildung 8-11).

9.1.4 Vergleich der Versuche auf Kutikularmembranen, Blattscheiben und
Wasseragar

Bei einem Vergleich der drei verwendeten Systeme erwies sich das auf CM basierende

Testsystem insgesamt als sehr vorteilhaft.

Die Experimente auf BS dienten als zusétzliche Kontrolle der auf CM erzielten Ergebnisse,
die eine postinfektionelle Wirkung von Kupferhydroxid und Kupfersulfat gezeigt hatten
(Abschnitt 9.1.2.1 und Abschnitt 9.1.2.2). Die Idee war, sich mit BS den in vivo Bedingungen
ein Stlckchen anzunghern, wobei die auf CM erzielten Ergebnisse letztendlich bestatigt
werden konnten. Neben der sehr viel aufwendigeren Methode, erwies sich bei den Versuchen
auf BS als Nachteil, dass keine Vitalfarbung angewendet und somit keinerlei Aussagen Uber
die Vitalitat der Stromata getroffen werden konnten. Die Versuche auf BS machten aber auch
deutlich, dass Untersuchungen postinfektioneller Wirkungen mit dem auf CM basierenden
Testsystem nur bis zu einem bestimmten Stadium den natirlichen Infektionsprozess
widerspiegeln. Bei Verwendung von CM ist die subkutikulare Entwicklung nach der

Ausbildung des primédren Stromas abgeschlossen bzw. entspricht dann nicht mehr der
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Entwicklung im Blatt (vergleiche Abbildung 8-7 A-C mit Abbildung 8-8 C+D und Abbildung
8-9). Das liegt vermutlich daran, dass dem Pathogen auf CM aufler Kutin keine weiteren
Substrate oder Nahrstoffe zur Verfligung stehen. Das auf CM basierende Testsystem war aber
sehr gut geeignet bis zur Ausbildung des primdren Stromas auch postinfektionelle Wirkungen

ZU untersuchen.

Die Ermittlung von Effekten der getesteten Kupferverbindungen mittels der Quantifizierung
der Fluorescein-Fluoreszenz war mit einigen bereits genannten Problemen verbunden
(Abschnitt 9.1.3). Das System kommt zwar ohne das zeitaufwéndige Zahlen der Sporen aus,
entfernt die Sporen aber zugleich sehr weit von ihrem natirlichen Lebensraum und dem
natlrlichen Infektionszyklus. Die Untersuchung der postinfektionellen Wirkungen einer
Substanz ware damit zum Beispiel nicht mdglich. Hinzu kommt, dass eine alleinige
Anwendung des Systems zu Fehlschlussen hatte fihren kdnnen, wie Vergleiche mit den auf
CM erzielten Ergebnissen gezeigt haben (Abschnitt 9.1.3). Insgesamt kann daher gesagt
werden, dass sich die Mihe des Zahlens auszahlt, da das auf CM basierende Testsystem die
natlrlichen Lebensbedingungen bzw. die natirliche Entwicklung des Pathogens sehr gut

widerspiegelt, was schlieBlich die Ergebnisse einfacher und besser interpretierbar macht.

9.1.5 Generierung von ROS in Suspensionen von Kupferhydroxid und
Kupferoxid

Die fungizide Wirkung von Zinkoxid ist in der Literatur belegt (SAWAI UND YOSHIKAWA 2004)
und konnte in eigenen Experimenten, bei denen Suspensionen protektiv appliziert wurden
bestatigt werden. In den Zinkoxid-Suspensionen, die als Positivkontrollen dienten, wurden
wie aus der Literatur zu erwarten war, hohe Lumineszenzwerte (RLU) und somit grol3e
Mengen an ROS gemessen (Abbildung 8-14). Bei Zugabe von Katalse reduzierten sich die
RLU-Werte in den Bereich der Negativkontrolle (H;Ogem. + PMAC). Daraus kann
geschlossen werden, dass die ROS in den Zinkoxid-Suspensionen hauptsachlich in Form von
Wasserstoffperoxyd (H,0,) vorlagen, da H,O, durch Katalase zu H,O und O, umgesetzt wird
(AEBI 1987).

In den Suspensionen von Kupferhydroxid und Kupferoxid waren hingegen nur zu
vernachlassigende Mengen an ROS nachweisbar (Abbildung 8-14), womit ausgeschlossen
werden kann, dass in den Suspensionen gebildete ROS an der Wirkung der beiden Substanzen
beteiligt sind. Das heiflt, dass Kupfer in Form von lonen oder Komplexen in die Spore

aufgenommen werden muss, um toxisch zu wirken.
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9.1.6 Zusammenfassende Diskussion von Abschnitt A: Auswirkungen auf die
Schorfkontrolle mit Kupfer unter Feldbedingungen

Die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Ergebnisse bieten wichtige Anhaltspunkte,
Strategien zur Kupferminimierung zu verbessern. In erster Linie zeigen sie auch die Grenzen

solcher Strategien und begrunden diese.

Die Ergebnisse zeigen, dass nur sehr geringe Mengen an Kupfer nétig sind, um die Spore am
Auskeimen zu hindern. Bei leichtléslichen Substanzen wie Kupfersulfat beruht die Wirkung
auf den freien Cu®*-lonen. Dabei war eine Konzentration von 3 x 10” mol I ausreichend, um
die Bildung von Appressorien zu verhindern (Abschnitt 9.1.1 und Tabelle 8-2). Eine
Konzentration von 1 x 10 mol I* war ausreichend, um die Atmung zum Erliegen zu bringen
(Abschnitt 9.1.1 und Tabelle 8-1). Nimmt man eine Konzentration von 1 x 10 mol I"* als
Grundlage, so wiirden bei einer Wasseraufwandmenge von 1000 | ha™ theoretisch lediglich
16 g Kupfersulfat bzw. 6,4 g Kupfer nétig sein, um alle Sporen am Keimen zu hindern.
Aufgrund seiner hohen Wasserloslichkeit ist Kupfersulfat als protektives Fungizid allerdings
ungeeignet, da es bei Regen sofort abgewaschen wiirde. Unklar ist dabei zudem, wie lange die
Inkubationszeit der Behandlung sein misste. Dass diese eine wichtige Rolle spielt, haben die
Ergebnisse der Versuche zur postinfektionellen Wirkung von Kupfersulfat gezeigt. Bei
Inkubationszeiten von 15 Minuten wurden wesentlich schlechtere Effekte erzielt, als bei
Inkubationszeiten von 24 Stunden (Abschnitt 9.1.2.1, Abbildung 8-3 und Abbildung 8-4).
Trocknete die CM sofort nach der Behandlung ab, so wurde mit Kupferhydroxid gar kein
Effekt erzielt (Abschnitt 9.1.2.3 und Abbildung 8-9). Die Effekte der protektiven
Behandlungen wurden erst 24 Stunden nach Inokulation ausgewertet. Die notige
Inkubationszeit flr protektive Behandlungen liegt bei den getesteten Konzentrationen folglich

bei maximal 24 Stunden.

Im Gegensatz zu Kupfersulfat sind Kupferhydroxid und Kupferoxid sowie andere schwer-
oder unl6sliche Kupferverbindungen fur eine protektive Strategie gut geeignet, da sie gut an
der Kutikula von Frichten und Blattern haften. Zudem kann die Regenfestigkeit der Partikel
durch die Formulierung verbessert werden. Wie die Ergebnisse gezeigt haben, ist der direkte
Kontakt zwischen den Sporen und den Kupferpartikeln essentiell (Abschnitt 9.1.1, Abschnitt
9.1.2.3 und Abschnitt 9.1.3). Die Kupferkonzentrationen, die benétigt werden, um in Form
von Kupferkomplexen fungizid wirksam zu sein, sind dabei sehr gering. Um die
ausgebrachten Kupfermengen in der Praxis zu reduzieren, sollte versucht werden maglichst
kleine Kupferpartikel so auf Blattern und Friichten zu verteilen, dass die Wahrscheinlichkeit

des Kontaktes zur Spore maximiert wird. Kolloidales Kupfer, dessen Partikelgrofle im
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Submikrometerbereich liegt, sollte ausreichende Mengen Kupfer zur Komplexbildung liefern.
Aber auch bei optimaler Verteilung wiirden wahrscheinlich mehr als 6,4 g Kupfer ha™* nétig
sein, da nicht alle Partikel Kontakt zu Sporen haben und immer nur ein Teil des Kupfers in
den Partikeln an der Toxizitat beteiligt ist. Der notige Kontakt zur Spore schrénkt die
Madglichkeiten zur Kupferminimierung mit schwer- und unléslichen Kupferverbindungen
allerdings auch ein. Daraus folgt ndmlich, dass der Neuzuwachs immer ungeschitzt ist bzw.,

dass das Kupfer sehr oft nachgelegt werden muss, um den Neuzuwachs zu schitzen.

An diesem Punkt, der in der Praxis bekannt ist (Abschnitt 3.5.1), setzen Strategien zur
gezielten Applikation von Kupfer an. Wird erst dann appliziert, wenn auch tatsdchlich mit
einer Infektion zu rechnen ist, kdnnen dadurch zahlreiche Applikationen und somit Kupfer
gespart werden. Aber auch dieser Strategie sind Grenzen gesetzt, vor allem, wenn davon
ausgegangen wird, dass Kupfer keine postinfektionelle Wirkung hat. Dies hatte zur Folge,
dass eine Applikation, wenn der Regen schon eingesetzt hat, vor Abschluss einer
Infektionsperiode abgeschlossen sein muss. Bei einer Durchschnittstemperatur von 10°C
stiinden einem Anbauer in der Ascosporensaison nach STENSVAND ET AL. (1997) lediglich 11
Stunden zur Verfigung, um all seine Anlagen zu behandeln. Mit der herkémmlichen
Applikationstechnik ist dies praktisch nicht moglich (STEFFEK 1999). Eine postinfektionelle
Wirkung, wie sie in der vorliegenden Arbeit fur Kupferhydroxid nachgewiesen wurde
(Abschnitt 9.1.2.1), wirde dieses Zeitfenster erheblich vergroBern. Mit Kupferhydroxid
konnte noch 16 Stunden nach Abschluss einer Infektionsperiode ein 100%iger Effekt erzielt
werden (Abbildung 8-3), was einer Verdreifachung der Infektionsperiode entspricht. Fur das
oben genannte Beispiel wiirde das bedeuten, dass dem Anbauer statt 11 Stunden 33 Stunden
zur Verfligung stlinden. Leider wird eine postinfektionelle Wirkung nur dann erzielt, wenn
Spore und Kupferpartikel moglichst lange von einem Wasserfilm bedeckt sind (Abschnitt
9.1.2.3 und Abbildung 8-9). Da die Bléatter im Freiland nach einem Regen erfahrungsgeman
sehr schnell abtrocknen, insbesondere, wéhrend des Tages, kann eine gezielte Strategie, bei
der die Spritzungen noch tber den Abschluss der Infektionsperiode hinaus erfolgen, nicht

empfohlen werden.

Auch HAMILTON (1931) konnte eine begrenzte postinfektionelle Wirkung der Bordeaux-
Brihe nachweisen. Das hangt vermutlich damit zusammen, dass die Versuche unter mehr
oder weniger kontrollierten Bedingungen in einer Klimakammer bzw. im Gewachshaus
durchgefihrt wurden (Abschnitt 3.5.1). Aufgrund der hohen relativen Luftfeuchten in der
Klimakammer und im Gewéchshaus sowie dem Fehlen von Wind, trockneten die die Bléatter

wahrscheinlich nur sehr langsam ab, was ursachlich fur die postinfektionelle Wirkung ware.
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Eine postinfektionelle Wirkung der Bordeaux-Briihe unter Freilandbedingungen wurde in
keiner publizierten Studie kritisch untersucht oder beobachtet. Der Grund hierflr liegt
wahrscheinlich darin begriindet, dass Schwefelkalk als begrenzt kurativ wirkendes Mittel zur
Verfiigung stand und in der Folge zahlreiche synthetische Fungizide mit guter Wirksamkeit

entwickelt wurden.
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9.2 Abschnitt B: Wirkungsweise von Calciumhydroxid

Als Suspension zeigte Calciumhydroxid eine deutliche postinfektionelle Wirkung. Bei
Behandlungen 16 Stunden nach Abschluss einer Infektionsperiode totete Calciumhydroxid (5
g I') alle vitalen primaren Stromata (Abbildung 8-15). Die Wirkung war allerdings deutlich
schlechter, wenn die Behandlung erst 40 Stunden nach Abschluss einer Infektionsperiode
erfolgte (Abbildung 8-16). Schwefelkalk (1,5 %), der als Positivkontrolle diente, zeigte auch
bei Applikationen 40 Stunden nach Abschluss einer Infektionsperiode eine sehr gute
postinfektionelle Wirkung (Abbildung 8-15 und Abbildung 8-16).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestatigen die Hypothese, dass die Wirkung von
Calciumhydroxid auf dem hohen pH-Wert der Suspension beruht (Abbildung 8-15,
Abbildung 8-16 und Abbildung 8-17). KOH-L6sungen bis pH 12 und eine Calciumcarbonat-
Suspension mit pH 8,3 zeigten keine Wirkung. Ein pH-Wert > 12,4 war nétig, um primare
Stromata zu téten bzw. um die Anzahl vitaler primarer Stromata gegenuber den unwirksamen
Behandlungen signifikant zu reduzieren (Abbildung 8-15 und Abbildung 8-1). Fir die
Schwefelkalk-L6sung, deren pH-Wert mit 11,2 ebenfalls sehr hoch war, wird ein Beitrag des

pH-Wertes zur Wirkung ausgeschlossen (GOLDSWORTHY 1928).

MENDOCA ET AL. (1994) untersuchten die Wirkungen hoher pH-Werte auf gram-negative
Bakterien und zeigten dass die Pathogene durch die alkalischen Bedingungen getotet wurden.
Sie vermuteten, dass eine Beschéadigung der Cytoplasmamembran ursdchlich fir den Tod der
Pathogene war und formulierten die Hypothese, dass die Beschadigung der Membran ein
alles-oder-nichts Ereignis sei. Das heif3t, dass die Zellen entweder zerstort oder nicht zerstort
werden und mit kleinen oder gar keinen Verletzungen weiterleben. Die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit deuten auf einen ahnlichen Mechanismus fur Konidien von V. inaequalis
hin. Alkalinitat bis zu pH 12 zeigte lediglich einen leichten Effekt auf die Vitalitit gekeimter
Konidien, die mittels FDA-Farbung bestimmt wurde (Abbildung 8-17). Bei pH 12,4 hingegen
fluoreszierten lediglich rund 15 % der Konidien teilweise oder vollstandig (Abbildung 8-5 E
und Abbildung 8-17). Dieser Prozentsatz lebender Konidien, Keimschlduche und
Appressorien korreliert gut mit einem Prozentsatz vitaler primérer Stromata von 20 % 72
Stunden nach Inokulation (Abbildung 8-15 und Abbildung 8-16). Das l&sst darauf schlieRen,
dass die fluoreszierenden Teile der gekeimten Konidien immer noch vollstandig vital waren
und somit den Infektionsprozess fortsetzen konnten. Die Hypothese eines alles-oder-nichts
Ereignisses wird zudem durch die Ergebnisse des Experiments unterstltzt, bei dem die

Inkubationszeit bei pH 12,4 auf bis zu 60 Minuten verlangert wurde. Die Verlangerung der
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Inkubationszeit flihrte zu keinem groReren Effekt, sondern lediglich zu einer Verringerung der

Varianz bei einer Inkubationszeit von 60 Minuten (Abbildung 8-18).

SCHULZE UND SCHONHERR (2003) zeigten, dass bei ausreichend hohem pH-Wert eine sehr
kurze Inkubationszeit nétig ist, um alle Konidien zu t6ten. In der vorliegenden Arbeit reichte
der Effekt der gesattigten Calciumhydroxid-Ldsung nicht aus, um bei einer postinfektionellen
Applikation alle priméren Stromata abzut6ten, obwohl der Ausgangs-pH-Wert bei 12,45 lag
(Abbildung 8-17). Die Suspension hingegen reduzierte die Rate vitaler primérer Stromata auf
Null. Anscheinend sank der pH-Wert der gesattigten Losung durch die Reaktion mit dem CO;
der Luft (Abschnitt 3.5.3.1) so schnell ab, dass einige der primdren Stromata uberleben
konnten. Die Suspension enthdlt einen Vorrat an ungeldsten Calciumhydroxid-Partikeln, der
den pH-Wert von 12,45 aufrechterhdlt, bis sich alle Partikel aufgeldst haben. Fur die
Bekampfung des Apfelschorfes mit Calciumhydroxid bedeutet dies, dass Suspensionen, die
einen Vorrat an Calciumhydroxid-Partikeln enthalten, verwendet werden mussen und
gesdttigte Losungen ungeeignet sind. Die Loslichkeit von Calciumhydroxid wird von
verschiedenen Faktoren beeinflusst, liegt aber fiir gewohnlich im Bereich von 1,6 g I*
(JOHANNSEN UND RADEMACHER 1999). Fir eine erfolgreiche Schorfkontrolle sollten daher

mindestens 2 bis 2,5 g I"* verwendet werden.

Bei der getesteten Konzentration kann ausgeschlossen werden, dass Ca®*-lonen oder
Calciumcarbonat-Partikel zur Wirkung von Calciumhydroxid beitrugen. Bei gleichem
Calciumgehalt wie die Calciumhydroxid-Suspension (5 g I'*), zeigte Calciumcarbonat (6,75
g I'") keinen Effekt auf die Anzahl vitaler primarer Stromata (Abbildung 8-15 und Abbildung
8-16). Dies bestatigt die Ergebnisse von SCHULZE UND SCHONHERR (2003), bei denen
ebenfalls keine Wirkung auf die Vitalitat gekeimter Konidien nach Applikationen von

Calciumchlorid und Calciumcarbonat festgestellt werden konnten.

KOH-L6sungen erwiesen sich als sehr wirksam. Fur einen Schorfbekdmpfung in der Praxis
sind sie aber nicht geeignet, da die erforderlichen Konzentrationen extrem hoch sind was sehr
hohe Kosten verursachen und auflerdem das Nahrstoffgleichgewicht der Baume zerstoren
wirde. Fur Calciumhydroxid wurden bislang keine phytotoxischen Reaktionen beobachtet.
Der Grund dafir ist, dass der pH-Wert sehr schnell absinkt und sich Calciumcarbonat und

Calciumbicarbonat bilden, die beide nicht phytotoxisch sind.
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9.2.1 Auswirkungen auf die Schorfkontrolle mit Calciumhydroxid unter
Feldbedingungen

Da Calciumhydroxid keine protektive Wirkung hat (Abschnitt 3.5.3.1), muss die Ausbringung
gezielt erfolgen. SCHULZE UND SCHONHERR (2003) konnten zeigen, dass eine Suspension
gekeimte Konidien bei Behandlungen nach Inokulation sehr schnell abtétete. Die Studie von
HAMILTON (1931) lieferte Hinweise, dass Calciumhydroxid auch uber eine postinfektionelle
Wirkung verfligt. In der vorliegenden Arbeit wurde die postinfektionelle Wirkung von
Calciumhydroxid né&her untersucht und ein Zeitfenster fur die postinfektionelle Wirkung
ermittelt (Abschnitt 9.2). Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass bei 20°C Behandlungen
mit einer Suspension noch 16 Stunden nach Infektion alle primaren Stromata abtdten. Das
entspricht einem Zeitfenster der dreifachen L&nge der Infektionsperiode. Da sich die
Infektionsperioden mit sinkender Temperatur verlangern (Abbildung 3-4), ist insbesondere im
Frahjahr, bei niedrigen Temperaturen, ein noch gréRReres Zeitfenster zu erwarten (MiLLS 1944,
STENSVAND ET AL. 1997). Die Wirkung von Calciumhydroxid beruht auf dem alkalischen pH-
Wert von 12,45. Dieser muss Uber eine gewisse Zeit aufrechterhalten werden, so dass die

Calciumhydroxid-Konzentration bei mindestens 2 bis 2,5 g I™* liegen sollte.

Auf der Grundlage dieser Ergebnisse wurden im Versuchsbetrieb der Universitat Hannover
bereits erfolgreiche Feldversuche zur Bekampfung des Apfelschorfes mit Calciumhydroxid
durchgefiihrt. Dabei hat sich herausgestellt, dass mit der herkémmlichen Applikationstechnik
keine befriedigende Schorfkontrolle mit Calciumhydroxid maoglich war. Die schlechte
Wirkung bei Applikation mit Sprihgerdten hat verschiedene Grinde. () Das Zeitfenster fur
die gezielten Applikationen kann nicht immer eingehalten werden. Dies kann zum Einen der
Fall sein, wenn das Ende des Zeitfensters in die Nacht fallt und zum Anderen, wenn die
Anlage bei langer anhaltendem Regen nicht mehr befahrbar ist bzw. wenn ein Befahren eine
Zerstorung der Bodenstruktur zur Folge hatte. (I1) Beim Sprihen entsteht ein sehr dunner
Benetzungsfilm. (111) Beim Sprihen entstehen durch die verwendeten Disen sehr kleine
Tropfen. Im Verhéltnis zum Volumen haben diese eine sehr groRe Oberflache. Durch die
groRe Kontaktflache zur Luft und die dadurch geférderte Reaktion mit CO,, sinkt der pH-
Wert maoglicherweise noch vor Erreichen der Blattoberflache unter den nétigen pH-Wert von
12,45,

Um diese Probleme zu umgehen, wurden die Suspensionen in den Freilandversuchen mit
einer Uberkronenberegnung ausgebracht. Diese Applikationstechnik bietet verschiedene
Vorteile: (1) Die Applikationen konnen bei Regen und wahrend langer anhaltender

Regenperioden durchgefiihrt werden. (I1) GroRe Flachen kdnnen binnen sehr kurzer Zeit
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behandelt werden. (I11) Die Applikation kann automatisiert werden und dadurch zu einem
exakt vorgegebenen Zeitpunkt erfolgen. (IVV) Die verwendeten Regner erzeugen ein sehr
grobes Tropfenspektrum. (V) Die Applikationen kdnnen Uber einen langeren Zeitraum von 15
Minuten erfolgen, fiir den die Benetzung und somit die nétige Inkubationszeit fur

Calciumhydroxid garantiert ist.

In einem Freilandversuch im Jahr 2004 erfolgten Behandlungen mit Calciumhydroxid (5 g 1)
mittels einer Uberkronenberegnung (A) bei 100 % einer Mills’schen Infektionsperiode sowie
(B) 6 Stunden nach Applikation von Variante A (GRIMM-WETZEL UND SCHONHERR 2005). In
der dritten Variante (C) wurde bis zur Mitte des Jahres Kaliumcarbonat (5 g I™) bei 100 %
einer Mills’schen Infektionsperiode ausgebracht und anschlieBend Calciumhydroxid, 20
Stunden nach Applikation von Variante A (Abschnitt 9.3.4). Die Friichte und Blatter der
behandelten Bdume, darunter die sehr schorfanfalligen Sorten ,Golden Delicious’, ,Jonagold’
und ,Elstar’, waren, bei hohem Befall der unbehandelten Kontrollen, zum Ende der Saison
praktisch schorffrei. Nur an den Blattunterseiten einiger Sorten fanden sich zum Teil
Schorfl&sionen, die aber erst zum Ende der Saison auftraten und nicht auf die Frichte
ubergingen. Ursache fir diese Infektionen konnte eine mangelnde Benetzung der

Blattunterseiten gewesen sein.

Als problematisch erwiesen sich in diesem sehr konservativ angelegten Versuch, die sehr
hohen Mengen an Calciumhydroxid, die Uber den Versuchszeitraum ausgebracht wurden.
Diese sollten sich aber durch verschiedene MalRnahmen in den Bereich des jahrlichen
Calciumentzuges einer Apfelanlage von 200 bis 250 kg ha™ reduzieren lassen (ANONYMUS
2004), was ein wichtiges Ziel weiterer Versuche darstellt. Die Calciummenge lieRe sich zum
Einen durch eine Verringerung der Calciumhydroxid-Konzentration (z. B. von 5 g I'* auf 2,5
g ™) mindestens halbieren und zum Anderen durch eine Verringerung der Anzahl an
Applikationen reduzieren. Die Anzahl an Applikationen kann durch die Anwendung
verbesserter Prognosemodelle sowie durch weniger konservativ gewéhlte Infektionsperioden
reduziert werden (Abschnitt 3.3).

Dass bei Calciumhydroxid keine Phytotoxizitat beobachtet wurde und auch nicht zu erwarten
ist, stellt einen groRen Vorteil gegeniiber Kupfer- und Schwefelfungiziden dar (Abschnitt
3.5.1 und Abschnitt 3.5.2). Wenn sich die guten Bekampfungserfolge in den kommenden
Versuchsjahren bestatigen, kénnte dies ein wichtiger Aspekt sein, der Calciumhydroxid die

Chance gibt, sich zu einer alternativen Bekd&mpfungsstrategie zu entwickeln.
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9.3 Abschnitt C: Wirkungsweise von Kaliumcarbonat und Glucopon 215
CSUP

9.3.1 Kaliumcarbonat

Bei Behandlungen mit Kaliumcarbonat konnten erst dann &hnlich gute Effekte wie mit
Calciumhydroxid bzw. einem pH-Wert > 12,45 erzielt werden, wenn entweder eine sehr hohe
Konzentration, eine sehr lange Inkubationszeit oder ein sehr friher Behandlungszeitpunkt
gewahlt wurden. Dies galt sowohl fiir die Wirkung auf die Vitalitat der Konidien als auch fir
die Wirkung auf die Anzahl vitaler primérer Stromata (Abschnitt 8.2.1 und Abschnitt 8.2.2).
Eine effektive postinfektionelle Wirkung war bei Kaliumcarbonat erst bei einer Konzentration
von 35 g I zu beobachten (Abbildung 8-28). Noch 16 Stunden nach Infektion konnten alle
vitalen primdren Stromata abgetttet werden. Fir die Schorfkontrolle in der Praxis ist diese
Konzentration allerdings zu hoch, da sie den Kaliumhaushalt der Pflanze stéren wurde. In der
niedrigsten gestesteten Konzentration von 5 g I konnte der Prozentsatz vitaler primarer
Stromata bei einer Behandlung 6 Stunden nach Inokulation zwar um tiber 60 % gegeniiber der
48 h-Kontrolle gesenkt werden (Abbildung 8-29), dieser Behandlungszeitpunkt liegt aber
noch vor Abschluss der Infektionsperiode. Das heif3t, dass zu diesem Zeitpunkt noch keine
Infektionen erfolgt waren und es sich somit nicht um einen postinfektionelle sondern um eine

protektive Wirkung handelte.

Die Ergebnisse bestatigen die Hypothese, dass der Effekt von Kaliumcarbonat konzentrations-
und nicht pH-Wert-abhéngig ist (Abschnitt 3.5.3.2). In einem Konzentrationsbereich von 4,4
g I bis 70 g I'* wurde fiir Kaliumcarbonat-Lésungen ein pH-Wert von 11,4 gemessen
(SCHULZE UND SCHONHERR 2003). Dieser liegt unter der in dieser Arbeit ermittelten
Wirkungsgrenze von pH 12,45 (Abschnitt 9.2). Die Konzentrationsabhangigkeit der Wirkung,
die sowohl in der vorliegenden Arbeit als auch in der Studie von SCHULZE UND SCHONHERR
(2003) beobachtet wurde, ist vermutlich auf einen osmotischen Effekt zurlickzufiihren. VVon
einer guten postinfektionellen Wirkung und einem guten Effekt auf die Vitalitat gekeimter
Konidien kann dabei erst ab einer Konzentration von 35 g I'* ausgegangen werden (Abbildung
8-21 und Abbildung 8-28) (SCHULZE UND SCHONHERR 2003).

9.3.2 Glucopon 215 CSUP
Mit GP wurden insgesamt schlechte Wirkungen erzielt. Erst bei einer Konzentration von 5
g I'* und einer Inkubationszeit von 120 Minuten wurden nahezu alle gekeimten Konidien

get6tet und fluoreszieren nicht mehr (Abbildung 8-24). Eine gute postinfektionelle Wirkung
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konnte in derselben Konzentration bei Behandlungen 4 bzw. 16 Stunden nach Abschluss einer
Infektionsperiode bei Inkubationszeiten von 30 bzw. 15 Minuten erzielt werden (Abbildung
8-30 und Abbildung 8-31). Die Anzahl vitaler primarer Stromata konnte dabei aber nicht auf

Null reduziert werden.

Dass sich die Appressorien als besonders widerstandsféhig gegeniiber den GP-Behandlungen
erwiesen war eine interessante Beobachtung (Abbildung 8-7 F). Bei Behandlungen mit einer
Konzentration von 5 g I"! und einer Inkubationszeit von 30 Minuten wurden 91,4 % (Stabw. +
6,7 %) aller gekeimten Konidien abgetdtet (Abbildung 8-24). Bei gleicher Behandlung hatten
48 Stunden nach Inokulation 10,4 % (Stabw. + 8,0 %) der gekeimten Konidien vitale primére
Stromata ausgebildet (Abbildung 8-30). Dass heiflt, dass vermutlich alle nicht abgettteten
Appressorien den Infektionsverlauf fortsetzen konnten.

Eine mdogliche Erklarung flr die Widerstandsfahigkeit der Appressorien konnte die sie
umgebende Schleimhiille sein (YEPES UND ALDWINCKLE 1993, SMEREKA ET AL. 1997). In der
frihen Literatur wurden die Appressorien mit dem deutschen Begriff ,,Haftorgan* oder der
englischen Entsprechung ,,hold fasts* bezeichnet (ADERHOLD 1899, KEITT UND JONES 1926).
Fur eben dieses Anhaften auf der Wirtsoberflache bzw. der Wachsschicht der Kutikula ist
eine Schleimhulle verantwortlich. Der Schleim, der aus Polysacchariden besteht, akkumuliert
und ersetzt dabei die sich zerstorenden duf3eren Zellwande des Appressoriums (SMEREKA ET
AL. 1997). MULLER ET AL. (1999) machen eine Schadigung der Zellmembran flr die toxische
Wirkung von Tensiden verantwortlich. Die Polysaccharidschicht schiitzt vermutlich das
Appressorium vor der Zerstérung der inneren Zellwand und der Cytoplasmamembran durch
die Polyglycoside des Tensids und erklart somit die beobachtete Widerstandsfahigkeit der
Appressorien.

9.3.3 Kaliumcarbonat + Glucopon 215 CSUP

In Kombination zeigten Kaliumcarbonat und GP sowohl auf die Vitalitat gekeimter Konidien
als auch auf den Prozentsatz vitaler primarer Stromata wesentlich bessere Wirkungen als
beide Substanzen alleine (Abschnitt 8.3.2.3). Dabei wurde die Mischung in Konzentrationen
getestet, die fur eine Schorfbekdmpfung in der Praxis sowohl unter phytotoxischen als auch
unter 6konomischen Gesichtspunkten vertretbar waren. Bei Behandlungen 16 Stunden nach
Abschluss einer Infektionsperiode, die 15 Minuten nach Applikation gespult wurden, war
immerhin eine 50 %ige Reduzierung vitaler primarer Stromata gegenuber der 48 h-Kontrolle
mdoglich (Abbildung 8-32). Trockneten die Lésungen nach der Applikation an, so konnte der

Prozentsatz vitaler primarer Stromata bei Behandlungen 16 bzw. 40 Stunden nach Infektion
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sogar auf Null bzw. um 90 % gegeniiber der 48 h-Kontrolle reduziert werden (Abbildung
8-33). Bei einem Antrocknen der Lésungen beruht ein Teil des Effektes auf der Trockenheit
bzw. dem Fehlen von tropfbarem Wasser, das die Sporen bendtigen, um sich weiter

entwickeln zu konnen.

9.3.4 Zusammenfassende Diskussion von Abschnitt C: Auswirkungen auf die
Schorfkontrolle mit Kaliumcarbonat und Glucopon 215 CSUP unter
Feldbedingungen

Aufgrund der im Vergleich zu Calciumhydroxid geringeren Effektivitat sowie mdglichen
Problemen mit der Phytotoxizitat, ist der Einsatz von Kaliumcarbonat und GP, auch in der
Kombination 5 g Kaliumcarbonat I* + 0,5 g GP I}, bei der Schorfbekampfung in der Praxis
kritisch zu betrachten. Dennoch wurde die Wirkung von Kaliumcarbonat (5 g I'*) in dem
bereits beschriebenen Freilandversuch getestet (Abschnitt 9.2.1, GRIMM-WETZEL UND
SCHONHERR 2005). Die Applikation wurde allerdings zur Mitte des Versuchszeitraumes
abgebrochen, da es aufgrund des sehr harten Wassers, das zur Ausbringung verwendet werden
musste, zu Ausféllungen kam, die wiederholt die Dulsen verstopften. Trotzdem konnten die
gezielten Behandlungen mit Kaliumcarbonat in diesem Zeitraum Primérinfektionen

erfolgreich verhindern.
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10 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden die Wirkungen verschiedener Kupferverbindungen sowie
von Calciumhydroxid, Kaliumcarbonat und dem Alkylpolyglycosid Glucopon 215 CSUP auf
Konidien und frihe Entwicklungsstadien des Apfelschorferregers Venturia inaequalis
untersucht. Mit Hilfe eines in vitro Testsystems auf der Basis isolierter Kutikularmembranen
(CM), Vitalfarbstoffen sowie begleitenden Untersuchungen, konnten wichtige Erkenntnisse
uber die Wirkungsmechanismen sowie die postinfektionellen Wirkungseigenschaften der
Substanzen gewonnen werden. Diese Erkenntnisse ermoglichen die Entwicklung und

Verbesserung von Bekdmpfungsstrategien im 6kologischen Obstbau.

Mit Hilfe eines Tetrazoliumsalzes wurde festgestellt, dass die Atmungskette der
Mitochondrien durch Kupferverbindungen zum erliegen kommt. Unterschiede konnten in der
Wirkung leichtloslicher sowie schwer- und unl6slicher Kupferverbindungen festgestellt
werden. Die Wirkung leichtloslicher Kupferverbindungen (Kupfersulfat) beruht demnach auf
der Konzentration der geldsten Cu®**-lonen, die besonders toxisch auf Esterasen und die
Membranintegritat wirken. Fur die Wirksamkeit schwer- und unldslicher Kupferverbindungen
(Kupferhydroxid und Kupferoxid) ist der Kontakt zwischen Spore und ungeldsten
Kupferriickstanden essentiell. Aufgrund des Kontaktes werden vermutlich toxisch wirkende

Kupferkomplexe durch Sporenexsudate verfligbar gemacht.

Kupferhydroxid zeigte ab einer Konzentration von 116 mg I eine postinfektionelle Wirkung
und konnte noch bei Behandlungen 16 Stunden nach Infektion (bei 20 °C) alle priméren
Stromata abtoten. Eine postinfektionelle Wirkung konnte aber nur dann erzielt werden, wenn
Inokulum und Behandlungsriickstande moglichst lange mit einem Wasserfilm bedeckt waren.
Da primdre Stromata, die nicht in direktem Kontakt zu den Kupferpartikeln stehen, getotet
wurden, ist vermutlich auf die hohe Mobilitat der Kupferkomplexe innerhalb der pilzlichen
Strukturen zuriickzufiihren. Wasser muss vorhanden sein, damit die Spore keimen und somit

die zur Bildung der Kupferkomplexe ndtigen Exsudate ausscheiden kann.

Calciumhydroxid zeigte als Suspension (5 g I™*) eine postinfektionelle Wirkung und konnte
noch bei Behandlungen 16 Stunden nach Infektion (bei 20 °C) alle priméaren Stromata abt6ten.
Als Wirkungsmechanismus wurde der hohe pH Wert von 12,45 ermittelt. Da dieser flr kurze
Zeit aufrechterhalten werden muss, ist eine gesattigte Losung ungeeignet und es sollte eine

Suspension mit einer Konzentration von 2 bis 2,5 g I'* verwendet werden.

Mit Kaliumcarbonat und GP konnten nur bei sehr hohen Konzentrationen bzw. langen

Inkubationszeiten ausreichende postinfektionelle Wirkungen erzielt werden. Die Wirkung von
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Kaliumcarbonat ist konzentrationsabhéngig und beruht vermutlich auf einem osmotischen
Effekt. Gegen GP zeigten sich besonders Appressorien sehr widerstandsfahig. Die Wirkung
von GP beruht vermutlich auf der Zerstorung der Cytoplasmamembran, wobei die
Appressorien durch ihre polysaccharidische Schleimhulle geschiitzt werden. Durch Mischen

von Kaliumcarbonat und GP wurde die Wirkung der beiden Substanzen verbessert.
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