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Zusammenfassung

Die Variabilit&t von Cylindrosporium concentrlcum-Iso—‘
laten verschiedener Herkiinfte wurde anhand blologlscher
Parameter und der Fungizidsensitivitédt untersucht.
Die Parameter Mycelwachstum, Konidienbildung, Konidien-
l&nge  und Kelmfahlgkelt wurden Uberprift und ‘Unter-
schiede, besonders zwischen stark und schwach aggressi-
ven Isolaten, beobachtet. Die Elgenschaften Konidien-
lange und Keimrate zeigten statistisch signifikante
- Korrelationen zur Aggre551v1tat Welterhln korrelierte
die Konidienldnge mit der Konldlenblldung und der Keim-
und Wachstumsrate sowie dle Kelmrate m1t der Wachstums—_" '
- rate.

Die Uberprufung der Sensitivitat gegenuber subletalen
- Konzentrationen der Fungizidwirkstoffe Iprodion, Tebu- -
conazol, Carbendazim, Prochloraz und Prochlorazn+“car—*
bendazim zeigte eine grofe Variation zwischen den Iso-
laten. Es wurden Isolate nit starker, als auch schwa-= -
cher Sensitivitdt ermittelt. Es waren jedoch keine Iso-
late vorhanden, -die sehr empflndllch auf Carbendazim
reagierten. Weiterhin schienen einige Isolate ‘tolerant
gegeniiber Tebuconazol zu sein. Die Bedeutung dieser Er-

gebnlsse w1rd dlskutlert.« S S L

1. Einleitung

Die Cylindrosporiose, hervorgerufen durch das Pathogen
Cylindrosporium concentricum. (Téleomorph: Pyrenopeziza brassi-
cae SUTTON & RAWLINSON) ist seit Ende der acht21ger Jahre im
deutschen Winterrapsanbau eine Krankheit mit steigender Bedeu-
tung (Amelung' & Daebeler, 1991; Paul et al., 1990), jedoch
sind einige Aspekte der Biologie dleses Pllzes noch nlcht
geklart.

Der Einsatz von . Funglzlden zur Bekampfung der Cyllndrospo—
riose ist bereits erfolgt. AuBerdem ist in verschiedenen Regi- .
onen Deutschlands der Einsatz von Fungiziden 2zur Bekdmpfung
anderer Rapspathogene, besonders Phoma lingam, Sclerotinia
sclerotiorum und Alternaria brassicae 1{iblich (Ahlers, 1989;
Paul, 1991). Es ist daher mdglich,. daB Fungizidwirkstoffe
berelts die Sensitivitat von C. concentrlcum beeinfluBt haben.

C.concentricum-Isolate verschiedener Herkiinfte wurden an-
hand der biologischen Parameter Mycelwachstum, Konidienbil-

9T



dung, Konidienldnge, Keimfidhigkeit sowie der Fungizidsensiti-
vitdt auf ihre Variabilitdt untersucht. Zus&dtzlich wurde die
Beziehung dieser biologischen Eigenschaften zur Aggressivitat
uberprift.

2. Materialien und Methoden

In den Jahren 1991-92 wurden Einsporisolate von infizierten
Rapsproben aus verschiedenen deutschen und englischen Anbauge-
bieten hergestellt. Fir die Untersuchungen der biologischen
Parameter wurden 9 Isolate mit unterschiedlicher Aggressivitéat
verwendet: schwache (Isolate TH4, SG3, BI5), mittlere (Isolate
BW5, BW3, NGl) und starke (Isolate BR5, BR6, HE3) Aggressivi-
tdt. Die Aggressivitidt wurde 1in vorangegangenen Versuchen
durch kilinstliche Infizierung von Rapspflanzen unter Xkontrol-
lierten Bedingungen bestimmt. Fir die Uberpriifung der Fungi-
zidsensitivitdt wurden 68 Einsporisolate verwendet.

Alle Versuche wurden auf PDA (Kartoffel-Dextrose-Agar, pH6)
in zweifacher Wiederholung unter kontrollierten Bedingungen
bei 15°C konstant und Dunkelheit durchgefihrt.

Das Mycelwachstum in vitro wurde an neun Agar-Kulturen pro
Isolat 7, 14, 21 und 28 Tage nach dem Beimpfen radial gemes-
sen. :
Die Konidienbildung wurde an 28 Tage alten Kulturen jeweils
dreimal pro Isolat ermittelt. Hierfiir wurde demineralisiertes
Wasser auf die Kulturen geschichtet, die Konidien mnit einem
Gummispatel abgeschabt und die Anzahl der Konidien in der so
gewonnenen Suspension mit der Fuchs-Rosenthal Z&hlkammer be-
stimmt.

Die Konidienlénge wurde lichtmikroskopisch mit Abstrichen

von 28 Tage alten Kulturen bestimmt. Pro Isolat erfolgte die
Messung an dreil Proben mit jeweils 100 Konidien.
' Die Keimfadhigkeit der Konidien wurde auf Wasseragar (12 g
Agar/l demln. Wasser) Uberpriift. Hierfir wurde ein ml Suspen-
sion mit 10° Konidien von 28 Tage alten Kulturen auf eine Agar-
schale aufgetragen und die Keimrate nach 24, 48 and 72 Stunden
bestimmt. Drei Proben wurden pro Isolat ausgewertet.

Fiir die Untersuchung der Fungizidsensitivitédt wurden alle
vorliegenden Einsporisolate auf dem Ndhrmedium PDA mit Zugabe
subletaler Konzentrationen von Iprodion (Verisan), Tebuconazol
(Folicur), Carbendazim (Custos), Prochloraz (Sportak) und
einer Kombination wvon Prochloraz und Carbendazim (Sportak
alpha) angezogen. Das Mycelwachstum wurde dann nach einer
vierwdchigen Wachstumsperiode an 6 Kulturen pro Isclat gemes-
sen. Die Wirkung der eingesetzten Fungizide war in vorangegan-
genen Konzentrationsversuchen exemplarisch mit einem Einspor-
isolat ermittelt worden. Anhand dieser Vorversuchsergebnisse
konnten die Fungizidkonzentrationen, die 350% des Mycelwachs-
tums hemmen, mittels Probit-Analyse berechnet werden (EDg—
Werte). Diese Konzentrationen wurden dann in den Sensitivi-
tdtsuntersuchungen zugesetzt (Tab. 1).




Tab. 1: EDg-Werte der untersuchten Fungizide

Fungizid Aktivsubstanz (9/1) EDgy (ug/ml)
Verisan Iprodion 260 2,8
Folicur Tebuconazol » - 250 ' 0,018
Sportak Prochloraz 400 0,029
Custos Carbendazim 450 0,010
Sportak alpha Prochloraz 300 0,012

'+car_bendazim ‘ 80 0,0032

3. Ergebnisse
3.1 Mycelwachstum

_ Die neun untersuchten Isolate wiesen unterschiedliche
Wachstumsraten auf (Abb.1l). An allen vier MeBterminen zeigten
die Isolate HE3 and BW3 das stérkste und die Isolate BW5 und
BI5 das schwidchste Mycelwachstum. Bei den dbrigen Isolaten
wurde mittleres Wachstum ermittelt.- ’

3.2 Konidienbildung

Die Konidienbildung der schwach aggressiven Isolate war
signifikant niedriger als die der stark aggressiven Isolate
(Abb.2). Die Isolate mit mittlerer Aggressivitdt zeigten un-
einheitliche Ergebnisse. NGl erreichte Werte, die denen der
stark aggressiven Isolate vergleichbar sind . BW5 dagegen wies
eine Konidienbildung wie die schwach aggressiven Isolate auf.
Die Konidienbildung von BW3 befand sich im mittleren Wertebe-
reich. o

3.3 Konidienlidnge

Die ldngsten Konidien konnten bei den Isolaten mit schwa-
cher Aggressivitdt beobachtet werden, die kiirzesten bei den
stark aggressiven Isolaten (Abb.3). Die Isolate BW3 und NG1
mit mittlerer Aggressivitdt bildeten kurze Konidien wie die
stark aggressiven Isolate. Im Gegensatz dazu produzierte das
mittel aggressive Isolat BWS Konidien mit der gleichen Lénge
wie die schwach aggressiven Isoclate.

3.4 Keimfdhigkeit

Deutliche Unterschiede 2zwischen der Keimfdhigkeit der
schwach und stark aggressiven Isolate wurden an allen vier
MeRterminen ermittelt (Abb.4). Die Isolate mittlerer Aggressi-
vitdt zeigten sowchl hohe (BW3) als auch geringe (BW5, NG1)
.Keimraten. Die Isolate mit hohen Keimraten erreichten diese
innerhalb der -ersten 24 Stunden; die Isolate mit niedrigen
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Durchmesser [em]

2,5 1
2 ! :
1,5 4
{4 nach 28 Tagen
. nach 21 Tagen
0.5 1 nach 14 Tagen »
Ve A—_A— rd —" nach 7 Tagen
BR5 BR6 HE3 BW5 BW3 NG! TH4 SG3 ‘BI5
starke mittliere _ schwache
Aggressivitat : .

Abb.1l: Durchschnittliches Mycelwachstum von neun ausgewéhlten‘
Einsporisolaten 7, 14, 21 und 28 Tage nach dem Beimp-
fen, Mittelwerte aus drei Versuchen mit n=9. :

Konidien [Mio./Kultur]

o

BR5 BR6 HE3 BWS BW3 NG1
stark aggressiv mittel aggressiv schwach aggressiv

Abb.2:  Durchschnittliche Konidienbildung 28 Tage alter, auf
PDA gewachsener Kulturen, Mittelwerte aus drei Versu-

.chen mit n=3.
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KonidiengréB8e [um]

'BRS BR6 HE3 BW5. BW3 NGI TH4 SG3 BIS
stark aggressiv . mxttel aggressw schwach aggressiv

Abb.3: Durchschniftliche GréBe von Konldlen 28 Tage alter, auf
PDA gewachsener Kulturen, Mlttelwerte aus. dre1 Versu-
chen mit n=3.

Keimfahigkeit [%]

100
80 . 5 ;{.j‘é )
: i
9
60 ;
40 = - Y nach 72h
20 - i | 97 nach 48h -
o E : - ! L . .
i ; ' : A '
//‘ // ‘ /V / / /’ / nach 24h

BRS BR6 HE3 BW3 BW5 NG1 TH4 SG3 BIS

starke .. mittlere . schwache
o Aggressthat )
Abb.4: Durchschnlttllche Kelmfahlgkelt nach 24 -48 und 72h wvon
Konidien 28 Tage alter, auf PDA gewachsener Rulturen,
Mittelwerte aus drei Versuchen mit n=3.
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Raten dagegen erst nach 48 Stunden.
zu 72 Stunden konnte nur noch ein geringer
Anstieqg der Keimraten festgestellt werden.

Versuches bis

In der letzten Phase des

3.5 Korrelationen zwischen den untersuchten Parametern

Die Korrelationsanalyse wurde fiir die ordinalskalierten Da-
ten (Aggressivitdt - Boniturnoten) mit Spearmans Test und fir
die intervalskalierten Daten mit Pearsons Test durchgefihrt.

Tab. 2: Korrelationen der untersuchten Parameter {(Pearsons und
Spearmans Test, zweiseitig)

Parameter I Parameter II Korrelations-
koeffizient
mit p<0,05

Konidienlédnge Konidienbildung -0,73

Konidienlénge Keimfadhigkeit nach 24h -0,83

Konidienlédnge Keimfdhigkeit nach 48h -0,75

Konidienlénge Keimfdhigkeit nach 72h -0,77

Konidienlénge Wachstum nach 21d -0,71

Konidienlénge '~ Wachstum nach 284 -0,71

Keimf&higkeit nach 24h Wachstum nach 14d 0,70

Keimfdhigkeit nach 24h Wachstum nach 21d 0,74

Keimfdhigkeit nach 24h Wachstum nach 28d 0,69

Keimfshigkeit nach 48h Wachstum nach 14d 0,74

Keimfdhigkeit nach 48h Wachstum nach 21d 0,73

Keimfdhigkeit nach 48h Wachstum nach 28d 0,70 -

Keimfdhigkeit nach 72h Wachstum nach 14d 0,80

Keimfdhigkeit nach 72h Wachstum nach 21d 0,80

Keimfdhigkeit nach 72h Wachstum nach 28d 0,76

Konidienlénge Aggressivitat -0,78

Keimféhigkeit nach 24h Aggressivitéat 0,92

Keimfdhigkeit nach 48h Aggressivitéat 0,76

Keimfdhigkeit nach 72h Aggressivitit 0,67

Wie aus Tab.2 ersichtlich ist, korreliert die Konidienlédnge

negativ mit der Konidienbildung, der Keimfdhigkeit und dem My-
celwachstum. Dies bedeutet, daf mit einer Zunahme der Koni-
dienldnge die Konidienbildung, die Keimfdhigkeit und das
Mycelwachstum abnimmt. Eine positive Korrelation konnte dage-
gen zwischen Keimfdhigkeit und Wachstum ermittelt werden. Wei-
terhin konnte eine negative Korrelation der Konidienldnge mit
der Aggressivitdt und eine positive Korrelation der Keim-
fidhigkeit, bescnders der Keimraten nach 24 3Stunden, mit der
Aggressivitdt festgestellt werden.
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3.6 Fungizidsensitivitit

Die Uberprifung der Fungizidsensitivitdt ergab signifikante
Sensitivitdtsunterschiede zwischen den Isolaten. Die gréBte
Schwankungsbreite der Wachstumsraten wurde unter EinfluB von
Folicur (Tebuconazol), die geringste unter EinfluB von Custos
(Carbendazim) ermittelt. Sportak (Prochloraz), Sportak alpha
(Prochloraz+Carbendazim) und Verisan (Iprodion) 2zeigten ver-
gleichbare Variationsbreiten (Tab.3).

Tab. 3: Mycelwachstum nach 30 Tagen Wachstum auf PDA mit Zu-
gabe von subletalen Funglzldkonzentratlonen
(siehe Tab.1l, EDsp-Werte)

Fungizid - Wachstumsraten in % durchschnittliche

: relativ zur Kontrolle Wachstumsrate in %

von = bis relativ zur Kontrolle

'Folicur , 8,34 - 97,48 V 46,40
Verisan -~ 5,98 - 73,71 _ 24,04
Custos S 35,13 - 87,43 62,44
Sportak 3,69 - 80,33 29,35
Sportak alpha 2,23 - 70,72 28,64

Isolate mit starker Sensitivitdt wurden bei allen Fungizi-
den, ausgenommen Custos, beobachtet. Isolate mit geringer Sen-
sitivitdt wurden dagegen bei allen Funglzlden festgestellt.
Unter Einfluf von Tebuconazol ' zeigte ein Isolat Wachstums-
raten, die denen der Kontrolle vergleichbar sind, was auf eine
Toleranz dieses Isolates gegeniiber diesem Wirkstoff hinweist.
Weiterhin wurden ' einige Isolate beobachtet, die eine sehr
geringe Sensitivitdt gegeniiber Tebuconazol be51tzen.

Deutsche und engllsche Isolate er21e1ten vergleichbare Er-
gebnisse. S

4. Diskussion

Die Untersuchung der biologischen Parameter ergab in den
meisten F&4llen eine beachtliche Variabilitdt der Isolate, die
besonders stark zwischen den stark und schwach aggressiven
Isclaten -ausgepridgt war. Es konnte eine deutliche Beziehung
der Parameter Konidienbildung, Konidienl&nge und Keimfahigkeit
zur Aggressivitdt beobachtet werden. Es konnte jedoch nur die
negative Korrelation der Konidienldnge mit der Aggressivitat
und die positive Korrelation der KeimfZhigkeit, besonders nach
24 Stunden, mit der Aggressivitat statistisch abgesichert wer-
den. Weiterhin statistisch abgesichert  korrelierte die
Konidienldnge negativ mit der Konidienbildung, der Keimfahig-
Xeit und dem Mycelwachstum. Eine positive Korrelation bestand
dagegen zwischen der Keimf&higkeit und dem Wachstum. :
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Die Betrachtung dieser Ergebnisse kann zu der Annahme fih-
ren, daPR die Isolate, die wenige, groBe Konidien bilden, nur
deshalb eine schwdchere Aggressivitdt besitzen, weil die Wahr-
scheinlichkeit von Infektionen bei vielen Pathogenen mit der
Inokulumdichte zusammenhdngt (G&umann, 1951). Bei einer hohen
Inokulumdichte sind die Méglichkeiten von erfolgreichen Infek-
tionen gr&Rer als bei einer niedrigen. Dieser Aspekt kann Jje-
doch ausgeschlosen werden, da in allen Versuchen die Inokulum-
dichte auf 10% Konidien pro ml eingestellt wurde.

Wahrscheinlich ist die Geschwindigkeit, mit der die Koni-
dien keimen, fiir den Erfolg von Infektionen und damit dem Grad
der Aggressivitdt von besonderer Bedeutung. Pflanzen versuchen
hdufig den Befall von Pathogenen durch Abwehrmechanismen, die
entweder bereits in der Pflanze vorhanden sind oder deren Bil-
dung durch den -Infektionsprozef induziert wird, abzuwehren
(HeitefuB, 1987; Hoffmann et al., 1985; Isaac, 1992; Schlés-
ser, 1983). Der zuerst genannte Mechanismus ist von der zeit-
lichen Abfolge des Infektlonsprozesses unbeeinfluBt, da dieser
bersits vollstdndig ausgeprdgt in der Pflanze- vorllegt.‘ Im
Gegensatz dazu ist der 2zweite beschriebene Mechanismus stark
vom' Zeitfaktor abhdngig, da dieser erst durch den Angriff des
Pathogens aktiviert wird. Die Effektivitdt der Abwehr. wird
daher einerseits von der Schnelligkeit der Penetration durch
den Pathogen und andererseits von der Geschwindigkeit der Bil-
dung der - Abwehrmechanismen durch die Pflanze bestimmt
(Schlésser, 1983). Es existieren viele Beispiele filir die
Abhédngigkeit der Qualitd&t und Quantitdt dieser Mechanismen
durch den Zeitfaktor (Mansfield, 1982; Beineke & Schlésser,
1990; Zeyen & Bushnell, 1979). Dieser Zusammenhang zeigt die
Bedeutung der Keimgeschwindigkeit fir den Infektionsprozes, da
Konidien mit schneller Keimung weniger durch die Abwehrmecha-
nismen der Pflanze beeinfluBt werden. :

Die Variabilit&t von Cylindrosporiﬁm—Isolaten wurde auch
von Rawlinson et al. (1978) beobachtet. Sie stellten ver-
gleichbare Unterschiede der Wachstumsraten fest. ’

Die Untersuchung der Fungizidsensitivitat zeigte ebenfalls
eine beachtliche Variabilitat zwischen den Isclaten. Unter dem
EinfluBR der untersuchten Fungizide konnten sowohl Isclate mit
starker als auch schwacher Sensitivitdt beobachtet werden. Un-
ter EinfluB von Carbendazim konnten Jjedoch keine hoch empfind-
lichen Isolate festgestellt werden. Ein nicht sensitives Iso-
lat und mehrere Isolate mit sehr schwacher Sen51t1v1tat wurden
gegeniiber Tebuconazol ermittelt.

Die Entwicklung von Fungizidresistenzen ist heute ein wich-
tiges Problem in der Bekd@mpfung von Xrankheiten. Seit der Ein-
fihrung systemischer Fungizide traten verschiedentlich Resis-
tenzprcbleme auf (Dekker, 1987; Georgopoulos, 1982). Gewdhn-
lich ist es nicht méglich, Vorhersagen iber die Bildung von
Resistenzen 1im Feld =zu treffen, die auf Ergebnissen - von
Gewdchshaus- und Laborversuchen Dbasieren {Dekker, 1982a,
1987), Jjedoch Kkénnen diese eine Mdglichkeit oder Tendenz im
Verhalten des Pathogens unter EinfluB wvon Fungiziden aufzei-
gen. Das Risiko der Entwicklung einer Fungizidresistenz bei
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Einsatz von Carbendazim, . einem Benzimidazol, wird als sehr
hoch eingestuft und konnte bei verschiedenen Pathogenen beob-
achtet werden (Dekker, 1982b; Georgopoulos, 1987). C.concen-
tricum soll die Fahigkeit der Resistenzentwicklung im Feld be-
sitzen (Ilott et al., 1987). Benzimidazole sind one-site~-Inhi-
bitoren, bei denen Resistenz durch nur eine Mutation gebildet
werden kann (Georgopoulos, 1987). - o

Tebuconazol, ein Ergosterclbiosynthese-Hemmer, gehért zur
Gruppe der Triazole und ist ebenfalls ein one~site-Inhibitor.
Resistenz und verminderte Sensitivitdt konnten bereits bei der
Bekadmpfung von Echten Mehltaupilzen seit Bedinn der  achtziger
Jahre beobachtet werden (Buchenauer, 1987; Scheinpflug & Kuck,
1987) . N V T i : ‘ o

Die hier beschriebenen Fungizidversuche zeigen eine groBe,
natiirliche Variation der iberpriften Isolate. AuBerdem zeigte
sich die Méglichkeit der Entwicklung  einer Fungizidresistenz,
die auftreten konnte, wenn chemische ‘Bekdmpfungen h&ufiger er-
folgen. Dies trifft vor allem fir Tebuconazol oder Triazole im
Allgemeinen zu. <
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