oooooooooooooMitteilungen

1. Nachwuchswissenschaftler-Forum

- 24. bis 26. November 2008 in Quedlinburg -

Julius Kiihn-Institut
Bundesforschungsinstitut fir Kulturpflanzen




Julius Kiihn-Institut, Bundesforschungsinstitut fiir Kulturpflanzen (JKI)

Das Julius Kiihn-Institut ist eine Bundesoberbehérde und ein Bundesforschungsinstitut. Es um-
fasst 15 Institute zuzliglich gemeinschaftlicher Einrichtungen an zukiinftig sechs Standorten
(Quedlinburg, Braunschweig, Kleinmachnow, Dossenheim, Siebeldingen, Dresden-Pillnitz) und
eine Versuchsstation zur Kartoffelforschung in GroB Liisewitz. Quedlinburg ist der Hauptsitz des
Bundesforschungsinstituts.

Hauptaufgabe des JKI ist die Beratung der Bundesregierung bzw. des BMELV in allen Fragen mit
Bezug zur Kulturpflanze. Die vielfdltigen Aufgaben sind in wichtigen rechtlichen Regelwerken, wie
dem Pflanzenschutzgesetz, dem Gentechnikgesetz, dem Chemikaliengesetz und hierzu erlassenen
Rechtsverordnungen, niedergelegt und leiten sich im Ubrigen aus dem Forschungsplan des BMELV
ab. Die Zustandigkeit umfasst behordliche Aufgaben und die Forschung in den Bereichen Pflan-
zengenetik, Pflanzenbau, Pflanzenerndhrung und Bodenkunde sowie Pflanzenschutz und Pflan-
zengesundheit. Damit vernetzt das JKI alle wichtigen Ressortthemen um die Kulturpflanze - ob auf
dem Feld, im Gewdchshaus oder im urbanen Bereich — und entwickelt ganzheitliche Konzepte fiir
den gesamten Pflanzenbau, fiir die Pflanzenproduktion bis hin zur Pflanzenpflege und -verwen-
dung. Forschung und hoheitliche Aufgaben sind dabei eng miteinander verbunden.
Weiterfiihrende Informationen ber uns finden Sie auf der Homepage des Julius Kiihn-Instituts
unter http://www.jki.bund.de. Spezielle Anfragen wird Ihnen unsere Pressestelle
(pressestelle@jki.bund.de) gern beantworten.

Julius Kiihn-Institut, Federal Research Centre for cultivated plants (JKI)

The Julius Kiihn-Institute is both a research institution and a higher federal authority. It is struc-
tured into 15 institutes and several research service units on the sites of Quedlinburg, Braun-
schweig, Kleinmachnow, Siebeldingen, Dossenheim und Dresden-Pillnitz, complemented by

an experimental station for potato research at GroB Lisewitz. The head quarters are located in
Quedlinburg.

The Institute’s core activity is to advise the federal government and the Federal Ministry of Food,
Agriculture and Consumer Protection in particular on all issues relating to cultivated plants. Its
diverse tasks in this field are stipulated in important legal acts such as the Plant Protection Act, the
Genetic Engineering Act and the Chemicals Act and in corresponding legal regulations, furthermo-
re they arise from the new BMELV research plan.

The Institute’s competence comprises both the functions of a federal authority and the research in
the fields of plant genetics, agronomy, plant nutrition and soil science as well as plant protection
and plant health. On this basis, the JKI networks all important departmental tasks relating to culti-
vated plants — whether grown in fields and forests, in the glasshouse or in an urban environment

- and develops integrated concepts for plant cultivation as a whole, ranging from plant production
to plant care and plant usage. Research and sovereign functions are closely intertwined.

More information is available on the website of the Julius Kiihn-Institut under
http://www.jki.bund.de. For more specific enquiries, please contact our public relations office
(pressestelle@jki.bund.de).

Finanziert mit freundlicher Unterstiitzung der
Gemeinschaft der Férderer und Freunde
des Julius Kiihn-Instituts, Bundesforchungsinstitut fiir Kulturpflanzen e.V. (GFF)
Erwin-Baur-Str. 27, 06484 Quedlinburg,
Tel.: 03946 47-200, E-Mail: GFF@jki.bund.de
Internet: http://www.jki.bund.de/ Bereich “Uber uns”



oooooooooooooMitteilungen

1. Nachwuchswissenschaftler-Forum

- 24. bis 26. November 2008 in Quedlinburg -

Julius Kiihn-Institut
Bundesforschungsinstitut fur Kulturpflanzen




Julius Kiihn-Institut

Bundesforschungsinstitut flr Kulturpflanzen (JKI)
Erwin-Baur-Str. 27

06484 Quedlinburg

Bibliografische Information der Deutschen Nationalbibliothek
Die Deutsche Nationalbibliothek verzeichnet diese Publikation

In der Deutschen Nationalbibliografie: detaillierte bibliografische
Daten sind im Internet Uiber http://dnb.d-nb.de abrufbar.

ISSN 1867-1268
ISBN 978-3-930037-46-9

© Julius Kiihn-Institut, Bundesforschungsinstitut fiir Kulturpflanzen, Quedlinburg, 2008. Das Werk
ist urheberrechtlich geschiitzt. Die dadurch begriindeten Rechte, insbesondere die derUberset-
zung, des Nachdrucks, des Vortrages, der Entnahme von Abbildungen, der Funksendung, der
Wiedergabe auf photomechanischem oder ahlichem Wege und der Speicherung in Datenverar-
beitungsanlagen, bleiben bei auch nur auszugsweiser Verwertung vorbehalten. Eine Vervielfal-
tigung dieses Werkes oder von Teilen dieses Werkes ist auch im Einzelfall nur in den Grenzen der
gesetzlichen Bestimmungen des Urheberrechtsgesetzes der Bundesrepublik Deutschland vom 9.
September 1965. In der Fassung vom 24. Juni 1985 zuldssig. Sie ist grundsatzlich vergttungspflich-
tig. Zuwiderhandlungen unterliegen den Strafbestimmungen des Urheberrechtsgesetzes.

Printed in Germany by Arno Brynda GmbH, Berlin.






Nachwuchswissenschaftlerforum 2008

Mitt. Julius Kiihn-Inst. 419, 2008



Nachwuchswissenschaftlerforum 2008

Inhalt - Contents

Themen zur Zichtungsforschung/Ziichtung
Moderation Dir. und Prof. Dr. Giinter Schumann

Rode, Jeannette; Ahlemeyer, Jutta; Friedt, Wolfgang; Ordon, Frank

Nutzung der genetischen Diversitat flr Assoziationsstudien in Gerste
(Hordeum vulgare L.)

Utilization of Genetic Diversity for Association Studies in Barley (Hordeum vulgare L.)

Bergmann, Britta; Kopahnke, Doris; Ordon, Frank

Kartierung und zlchterische Nutzung neuer Resistenzquellen gegen die
Netzfleckenkrankheit (Pyrenophora teres f. teres) der Gerste -

erste Ergebnisse zur Phanotypisierung

Mapping and exploitation of new sources of resistance to net form of net blotch
(Pyrenophora teres f. teres) in barley - first results of phenotyping

Beckmann, Katrin; Lellbach, Hans; Wehling, Peter

Genetische Analyse und molekulare Charakterisierung von Schwarzrostresistenz
in Deutschem Weidelgras (Lolium perenne L.)

Genetic analysis and molecular characterisation of stem-rust resistance in perennial ryegrass
(Lolium perenne L.)

Engelmann, Uta; Kopahnke, Doris; Ordon, Frank

Kartierung und zuchterische Nutzung neuer Resistenzquellen gegen die
Weizenblattdirre (Pyrenophora tritici-repentis)

Mapping and exploitation of new sources of resistance to tan spot (Pyrenophora tritici-repentis)

Nehrlich, Stephanie

Resistenzevaluierung von Colletotrichum gloeosporioides an Gaultheria unter
In-vitro-Bedingungen

Evaluation of resistance of Gaultheria to Colletotrichum gloeosporioides under in vitro conditions

Bartelmann, Anne; Badani-Dehmer, Ana, Gloria; Balko, Christiane; Seddig, Silvia
Trockentoleranz bei Kartoffeln
Drought tolerance of potato

Struckmeyer, Tobias; Marthe, Frank

Zlchterische Nutzung von Resistenz gegen den Erreger der Septoria-Blattflecken
(Septoria petroselini) an Petersilie (Petroselinum crispum)

Utilization of resistance to septoria leaf spot caused by Septoria petroselini for parsley breeding
(Petroselinum crispum)

Herzog, Katja; Flachowsky, Henryk; Hanke, Magda-Viola

Erste Ergebnisse zur Etablierung eines Sicherheitsvektorsystems an Apfel

(Malus domestica BORKH.) zur Erzeugung markergenfreier gm-Pflanzen

Preliminary results to establish a recombinase vector system on apple (Malus domestica BORKH.)
to generate marker-free gm-plants

Hattasch, Conny; Flachowsky, Henryk; Hanke, Magda-Viola
Erste Ergebnisse zur Mobilitét von gusA-spezifischen Silencing-Signalen in Apfelpflanzen
Preliminary Results about the mobility of gusA-specific silencing signals in apple plants

Engel, Josefine; Weinzierl, Karina; Klocke, Evelyn

Pelargonium Suspensionskultur - Charakterisierung und Maglichkeiten der Verwendung
Pelargonium suspension culture - Characterization and prospects for utilization

Mitt. Julius Kiihn-Inst. 419, 2008

12

16

20

22

23

24

29

32



Nachwuchswissenschaftlerforum 2008

Weber, Maria; Ulrich, Detlef

Charakterisierung des Aromamusters der Wilderdbeere Fragaria nilgerrensis (Schlitdl.)
als Voraussetzung fur die Nutzung in der Erdbeerziichtung

Characterisation of the aroma pattern of the wild strawberry Fragaria nilgerrensis (Schltdl.)

as a precondition for the use in strawberry breeding

Themen zum Pflanzenschutz/Phytopathologie
Moderation Prof. Dr. Wilhelm Jelkmann

Njontie, Charles; Schiemann, Joachim; Hiisken, Alexandra
Forschungsprojekte zur Sicherung der Koexistenz bei Mais (Zea Mays L.)
Research Projects to Ensure the Coexistence by Maize (Zea Mays L.)

Priegnitz, U.; Kihne, S.; Ellmer, F.; Moll, E.; Kowalska, J.

Vergleichende Untersuchungen zur Wirkung von Spinosad-, Neem- und B.t.t.-Praparaten
auf die Regulierung des Kartoffelkéfers (Leptinotarsa decemlineata Say) im
Okologischen Landbau

Effect of Spinosad, Neem and B.t.t. on the control of the Colorado potato beetle

(Leptinotarsa decemlineata Say) in organic farming

Schuster, C.; Konstantinidou-Doltsinis, S.; Schmitt, A.

Untersuchung der Wirksamkeit eines Pflanzenextraktes gegen die Braunfaule an
Tomatenpflanzen (Phytophthora infestans)

Investigations on the effectiveness of a plant extract against infection of tomato plants with late blight
(Phytophthora infestans)

Krengel, Sandra

Effekte einer Temperaturerhdhung auf die natirliche Regulation durch die Marienkafer
Coccinella septempunctata und Harmonia axyridis bei Blattlausen in Weizen

The Impact of Increased Temperature on the Predatory Effect of Coccinella septempunctata and
Harmonia axyridis (Coccinellidae) on Aphids in Wheat

Arntjen, Anja; Jelkmann, Wilhelm

Herstellung eines infektidsen Voll-L&ngen cDNA Klons und Untersuchungen zur
Variabilitat des Apple stem pitting virus

Construction of an infectious full-length cDNA clone and investigations on variability of
Apple stem pitting virus

Gehring, Isabel; Rausch, Thomas; Geider, Klaus

Identifizierung und Differenzierung von Erwinia amylovora und epiphytischer Erwinien
mit PCR Methoden

Identification and differentiation of Erwinia amylovora and epiphytic bacteria by PCR methods

Muiller, Ina; Geider, Klaus; Jelkmann, Wilhelm
Biologische Kontrolle des Feuerbrands mittels Bakteriophagen und Bacteriocinen
Biological control of fire blight by bacteriophages and bacteriocins

Nowak, A.; Konstantinidou-Doltsinis, S.; Seddon, B.; Schmitt, A.

Alternative Préparate in der Bekdmpfung des Falschen Mehltaus an Gurke
(Pseudoperonospora cubensis)

Alternative agents for control of downy mildew (Pseudoperonospora cubensis) of cucumbers

36

41

42

43

47

52

56

60

64

4 Mitt. Julius Kiihn-Inst. 419, 2008



Nachwuchswissenschaftlerforum 2008

Fischer, D.; Pelz, H.-J.; Prokop, A.

Die Vergramung von Schermausen, Arvicola amphibius (friher Arvicola terrestris),
mit Hilfe von Geruchs- und Geschmacksrepellentien auf Basis von pflanzlichen
Sekundarmetaboliten

The effect of secondary plant compounds for repelling water voles, Arvicola amphibius
(previously Arvicola terrestris)

Jandewerth, Pia; Pelz, Hans-Joachim
Tierschutz und Fallenfang — Ertrankungsfallen auf dem Prifstand
Animal Welfare and Trapping — Testing Drowning Traps

Kluge, Alexander; Nordmeyer, Henning
Verfahren der Bildverarbeitung zur Unkrauterkennung
Weed recognition by image processing

Themen zum Pflanzenbau/Bodenkunde und weitere Themen
Moderation Dr. Ute Menge-Hartmann

Schick, Judith; Kratz, Sylvia; Adam, Christian; Schnug, Ewald

Zum Dungepotential thermochemisch behandelter Klarschlammaschen —

das EU-Projekt SUSAN

Fertilizing potential of thermochemically treated sewage sludge ashes — the EU-Project SUSAN

Al Hassoun, R.; Rogasik. J.; Stéven, K.; Schnug, E.

Soil infiltration as affected by the age and ecological groups of earthworm population
Die Einfliisse des Alters und der 6kologischen Gruppen von Regenwiirmern auf die Infiltrationrate
des Bodens

Hartmann, K.; Lilienthal, H.; Schnug, E:

Optimierung des Erntezeitpunktes von Erbsen durch ein kostengiinstiges Verfahren
der Fernerkundung

Optimizing the harvest date of fresh peas using low cost remote sensing.

Abu-Hashim, M.; Lilienthal, H.; Stéven, K.; Schnug, E.
Characteristics of soil infiltration capacity under different agricultural management
Eigenschaften der Infiltrationskapazitat von Boden bei unterschiedlicher Bewirtschaftungsweise

Autoren

Mitt. Julius Kiihn-Inst. 419, 2008

67

69

70

76

82

87

91

96



Nachwuchswissenschaftlerforum 2008

Themen zur Ziichtungsforschung/Ziichtung
Moderation Dir. und Prof. Dr. Glinter Schumann

Rode, Jeannette'; Ahlemeyer, Jutta?; Friedt, Wolfgang?; Ordon, Frank®
Julius Kiihn-Institut, Bundesforschungsinstitut fiir Kulturpflanzen (JKI), Institut fiir Resistenzforschung und
Stresstoleranz, Quedlinburg; 2Institut fiir Pflanzenziichtung, IFZ, Justus-Liebig Universitat Giessen, Giessen

Nutzung der genetischen Diversitat fur Assoziationsstudien in Gerste

(Hordeum vulgare L.)
Utilization of Genetic Diversity for Association Studies in Barley (Hordeum vulgare L.)

Zusammenfassung

Verschiedene Wintergerstesorten (64 mehr- und 49 zweizeilige), welche im Zeitraum 1959 bis 2003 in
Deutschland zugelassen waren, wurden tber 3 Jahre an jeweils 12 verschiedenen Standorten in Feldversuchen
untersucht. Dabei wurden agronomische Merkmale wie der Kornertrag, die Ertragsstrukturkomponenten, der
Proteingehalt und das Resistenzniveau gegen verschiedene Pathogene erfasst. Basierend auf der SNP (Single
Nucleotide Polymorphism)-Detektion mittels des Illumina GodenGate Assays, deren Ergebnisse gemeinsam
mit den phanotypischen Merkmalsdaten in Assoziationsstudien genutzt wurden, konnten zahlreiche
Einzelnukleotidunterschiede detektiert werden, die mit einer entsprechenden phénotypischen Merkmals-
auspragung korreliert sind. Basierend auf diesen Ergebnissen werden CAPS (Cleavead Amplified
Polymorphic Sequence)-Marker und Primer flir die Pyrosequenzierung entwickelt, die anschlieBend in der
praktischen Ziichtung eine Nutzung dieser Ergebnisse erlauben sowie eine Verifikation der entsprechenden
Assoziationen in spaltenden doppelhaploiden (DH)-Populationen.

Stichwaorter: Gerste, Assoziationsstudien, SNP, Illumina Golden Gate Assay, CAPS, Pyrosequenzierung, DH-
Populationen

Abstract

Several winter barley cultivars (64 six-rowed and 49 two-rowed) released in Germany in the period 1959-
2003 have been phenotyped in three years at 12 locations each, for yield, yield components, protein content,
lodging, and resistance to several pathogens. Furthermore, all these cultivars were analysed using the Illumina
Golden Gate assay for Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs). This provides detailed information on the
genome-wide genetic diversity present in cultivated barley. Based on statistical tools robust marker trait
associations based on broad phenotypic and genotypic data were identified. As Illumina markers are not
directly applicable in barley breeding programmes, they will be converted to easy to handle SNP-markers
(CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence), pyrosequencing) which facilitate a use of these results in
applied barley breeding and a verification of respective marker trait associations in doubled haploid lines
(DHs).

Keywords: Barley, association studies, SNPs, Illumina Golden Gate assay, CAPS, pyrosequencing, DHs
Einleitung

In den letzten Jahren haben Assoziationsstudien erhebliche Bedeutung in der Pflanzenziichtung gewonnen.
Der Vorteil von Assoziationsstudien liegt darin, dass keine biparentalen Kreuzungspopulationen mit einer
eingeschrénkten genetischen Aufldsung erstellt werden missen. Die innerhalb biparentaler Populationen
identifizierten Marker sind zudem héufig kreuzungsspezifisch und daher nicht universell in der praktischen
Ziichtung einsetzbar.

Im Rahmen von Assoziationsstudien werden zunehmend Hochdurchsatz-Markersysteme wie DArT (Diversity
Array Technology; Wenzl et al., 2004) und die BeadArray-Technologie (Oliphant et al., 2002) eingesetzt.
Diese Verfahren erlauben eine effiziente Erfassung von Einzelnukleotidunterschieden (SNPs) und somit eine
genomabdeckende Erfassung der genetischen Diversitét, die anschlieBend in assoziationsgenetischen Studien
in Beziehung zum Phénotyp gesetzt werden kann. Die SNPs sind zum groten Teil bereits kartiert, so dass
ihre Lage im Genom bekannt ist. Somit kénnen mit diesen Markersystemen im Rahmen von Assoziations-
studien Bereiche im Genom identifiziert werden, die mit der Merkmalsausprégung in Beziehung stehen. In
Gerste wurden bereits erste erfolgreiche Assoziationsstudien mit der DArT-Technologie durchgefiihrt
(Comadran et al., 2008; Pswarayi et al., 2008).
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Material und Methoden

Es wurden 64 mehr- sowie 49 zweizeilige Wintergerstesorten in den Jahren 2004, 2005 und 2006 an jeweils
12 Standorten in Deutschland phénotypisch charakterisiert. Diese Sorten waren in ihrem Zulassungszeitraum
(1959-2003) jeweils die bedeutendsten ihrer Dekade (vgl. Ordon et al., 2005). Es wurden agronomische
Merkmale wie der Kornertrag, verschiedene Ertragskomponenten, der Proteingehalt und das Resistenzniveau
in einer Boniturskala von 1 bis 9 erfasst (1 = resistent und 9 = anfallig). An der Universitit Giessen wurden
die 113 Gerstesorten mittels 70 Mikrosatelliten-Markern untersucht. Die gewonnenen Daten wurden mit dem
Programm  Structure 2.2 zur Ermittlung der Populationsstruktur verrechnet. Ein flr Gerste verfiigharer
Illumina Golden Gate Bead Array wurde fiir die Genotypisierung der Wintergerstesorten eingesetzt. Die aus
diesen Analysen gewonnenen Daten wurden mit den Informationen zum Phéanotyp unter Verwendung des
Softwareprogramms TASSEL Version 2.0.1 assoziiert. Das Signifikanzniveau wurde hierfur auf p < 0,01
gesetzt.

Ergebnisse

Die Ergebnisse der Feldversuche wurden bereits von Ahlemeyer et al. (2008) publiziert. Eine Zusammen-
fassung ist in Tabelle 1 dargestellt.

Tab.1 Zusammenfassung der Ergebnisse der Feldversuche der Jahre 2004, 2005 und 2006 fiir 64 mehr- und
49 zweizeilige Wintergerstesorten

64 mehrzeilige Wintergerstesorten 49 zweizeilige Wintergerstesorten

Min Max Mittel Min Max Mittel
Kornertrag (dt/ha) 62,80 89,75 80,60 67,12 81,45 76,58
Proteingehalt (%) 11,44 13,33 12,44 11,61 13,88 12,57
Tausendkornmasse (g) 31,74 50,28 43,38 44,13 61,22 52,11
Kornzahl/Ahre 28,68 44,62 36,56 17,15 23,30 19,61
Ahren/m2 480,22 703,47 548,53 662,57 918,88 786,92
Lager (Bonitur 1-9) 1,04 7,16 3,31 1,02 5,74 2,99
Mehltau (Bonitur 1-9) 1,84 4,79 3,40 1,52 4,27 2,98
Rynchosporium (Bonitur 1-9) 1,28 3,21 1,87 1,33 3,72 1,96
Netzflecken (Bonitur 1-9) 1,95 4,24 3,25 2,35 3,85 3,05
Halmknicken (Bonitur 1-9) 1,83 5,10 3,39 1,39 4,50 2,78
Ahrenknicken (Bonitur 1-9) 1,89 4,82 3,19 1,59 4,74 2,81

Beziiglich der Merkmalsausprdgung war eine hohe Variation innerhalb des Wintergerstesortimentes zu
beobachten. Der Kornertrag der mehr- und zweizeiligen Sorten lag im Mittel tber die 3 Versuchsjahre bei
80,60 bzw. 76,58 dt/ha. Es zeigte sich bei Betrachtung der Minimal- und Maximalwerte eine Spanne von
26,95 bzw. 14,33 dt/ha.

Tabelle 2 zeigt die Korrelationskoeffizienten zwischen den einzelnen Merkmalen der Jahre 2004, 2005 und
2006. Bis auf die Boniturwerte von Mehltau und Netzflecken korrelieren die Merkmale hoch signifikant
zwischen den 3 Jahren.

Tab. 2 Korrelation der Merkmale der 113 Wintergerstesorten zwischen den 3 Versuchsjahren

2004-2005 2004-2006 2005-2006
Kornertrag (dt/ha) 0,87*** 0,78*** 0,84***
Proteingehalt (%) 0,47%** 0,32*** 0,50***
Tausendkornmasse (g) 0,97*** 0,94*** 0,95***
Kornzahl/Ahre 0,97*** 0,96*** 0,96***
Ahren/m2 0,94%*** 0,95*** 0,95***
Lager (Bonitur 1-9) 0,80*** 0,65*** 0,71***
Mehltau (Bonitur 1-9) 0,01 -0,39*** 0,51***
Rynchosporium (Bonitur 1-9) 0,53*** 0,31*** 0,65***
Netzflecken (Bonitur 1-9) 0,12 0,29** 0,39%**
Halmknicken (Bonitur 1-9) 0,38*** 0,40*** 0,72%**
Ahrenknicken (Bonitur 1-9) 0,63*** 0,51*** 0,56***

*, ** *** signifikant bei p = 0,05; p = 0,01 und p = 0,001.
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Basierend auf den Daten der 70 Mikrosatelliten wurde die Populationsstruktur des Gerstenmaterials bestimmt.
Es erfolgte eine getrennte Analyse von mehr- und zweizeiligen Gerstesorten, wobei einer Gruppierung in
jeweils 4 verschiedene Gruppen beobachtet wurde. Die Ergebnisse wurden bei der Berechnung von
Assoziationen berlcksichtigt.

Die agronomischen Merkmale wurden Uber die verschiedenen Standorte und die 3 Jahre gemittelt. Es erfolgte
eine Verrechnung mit den SNP-Daten. In Tabelle 3 sind die Ergebnisse der Assoziationsstudie dargestellt. Es
konnten zahlreiche SNPs identifiziert werden, die mit den verschiedenen Merkmalen in Beziehung stehen.

Tab. 3 Ergebnisse der Assoziationsstudie fir die 113 Wintergerstesorten
Merkmal Anzahl SNPs (p <0,01)
Kornertrag (dt/ha) 34
Proteingehalt (%) 17
Tausendkornmasse (g) 22
Kornzahl/Ahre 2
Ahren/m2 32
Lager (Bonitur 1-9) 9
Mehltau (Bonitur 1-9) 13
Rynchosporium (Bonitur 1-9) 10
Netzflecken (Bonitur 1-9) 0
Halmknicken (Bonitur 1-9) 5
Ahrenknicken (Bonitur 1-9) 31

Diskussion

In den Jahren 2004, 2005 und 2006 wurden 113 Wintergerstesorten an 12 verschiedenen Standorten in
Deutschland angebaut. Die Ergebnisse zeigten, dass eine grofe Variation im Material vorhanden war und
damit gute Voraussetzungen fiir eine Assoziationsstudie geboten wurden.

Die einzelnen Merkmale Kkorrelierten sehr gut tUber die 3 Anbaujahre. Aus diesem Grunde wurden zunéchst
nur die Mittelwerte mit den Ergebnissen des Illumina Golden Gate Assays verrechnet. Dabei wurden
zahlreiche SNPs detektiert, die mit der Merkmalsausprégung in Beziehung stehen. Die Assoziationen miissen
nun zusétzlich mit den Einzelwerten der verschiedenen Standorte und Jahre gepriift werden. Verschiedene
Merkmale unterliegen starkeren Umwelt- und Jahreseinfliissen, so dass hier eine detaillierte Auswertung
notwendig ist. Von groBem Interesse sind Assoziationen, die Uber mehrere Standorte und Jahre mit einem
Merkmal in Beziehung stehen. Diese konnten fir eine Selektion im Zuchtungsprozess eingesetzt werden.

Illumina-Marker sind allerdings sehr kostenintensiv und es werden zahlreiche weitere SNPs mit den Arrays
untersucht, die keine Beziehung zur Merkmalsauspragung zeigen. Deshalb werden lediglich als assoziiert
detektierte SNPs anschliefend in CAPS (Cleavead Amplified Polymorphic Sequence)-Marker oder Marker
fiir die Pyrosequenzierung umgewandelt.

Auf Grund einer natiirlichen Wahrscheinlichkeitsverteilung kann es bei Assoziationsstudien zu zufélligen
Ergebnissen kommen. Man spricht dann von sogenannten falsch positiven Assoziationen. Aus diesem Grunde
sollen die konvertierten Marker in spaltenden doppelhabloiden Populationen geprift werden. Sie kénnen
daraufhin im Zuchtprozess als Selektionsmarker eingesetzt werden.

Danksagung
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Kartierung und ztchterische Nutzung neuer Resistenzquellen gegen die
Netzfleckenkrankheit (Pyrenophora teres f. teres) der Gerste -

erste Ergebnisse zur Phénotypisierung

Mapping and exploitation of new sources of resistance to net form of net blotch
(Pyrenophora teres f. teres) in barley — first results of phenotyping

Zusammenfassung

Die Netzfleckenkrankheit (Pyrenophora teres f. teres) ist eine der bedeutendsten Krankheiten der Gerste
(Hordeum vulgare). Die Entwicklung und Nutzung resistenter Sorten stellt eine effektive und ékologisch
sinnvolle Methode dar, Ertragsverluste durch diese Krankheit zu vermeiden. Zur Aufklérung der genetischen
Basis der Resistenz gegeniiber Pyrenophora teres f. teres wurden im Sommer 2008, d.h. Aussaat im August
und Bonitur bis Oktober, an drei Standorten Freilandresistenzpriifungen mit doppelhaploiden Populationen
(DHs) durchgefiihrt. Im Rahmen der Bonitur wurde quantitativ der prozentuale Befall der Blattflache sowie
qualitativ der Reaktionstyp bestimmt. Die ersten Ergebnisse des Sommerversuchs am Standort Quedlinburg
zeigen, dass in den Populationen eine hinreichende genetische Variation vorhanden ist, welche die Grundlage
fur die Entwicklung molekularer Marker bildet.

Stichwdrter: Gerste (Hordeum vulgare), Netzfleckenkrankheit (Pyrenophora teres f. teres), Resistenz, DH-
Linien.

Abstract

Net form of net blotch (Pyrenophora teres f. teres (Died.) Drechsler) is one of the most important foliar
diseases of barley (Hordeum vulgare) which causes large economic losses in some barley growing areas. The
use of cultivars with resistance to net blotch is the most effective and ecological sound method of controlling
this disease. To identify new sources of resistance to net blotch, doubled-haploid barley populations (DHs)
were evaluated for resistance in a so called ,,summer-trial” at three locations. The populations were evaluated
within an extraordinary growing season (August to October). The area under the disease- progress curve
(AUDPC) and the infection type were used to assess disease reaction. The first results of the test in
Quedlinburg give hint to a sufficient genetic variation which will be the basis for marker development.

Keywords: Barley (Hordeum vulgare), net form of net blotch (Pyrenophora teres f. teres), resistance,
doubled-haploids.

Einleitung

Die Netzfleckenkrankheit wird hervorgerufen durch den pilzlichen Erreger Pyrenophora teres f. teres (Died.)
Drechsler (anamorph Drechslera teres f. teres (Sacc.) Shoemaker). Ziel dieses Projektes ist die Verbesserung
der Widerstandsfahigkeit der Gerste gegen diesen pilzlichen Schaderreger. Zu diesem Zweck gilt es die
Genetik der Netzfleckenresistenz in verschiedenen Resistenzdonoren aufzukldren, die entsprechenden
Resistenzen im Gerstengenom zu kartieren sowie effiziente molekulare Marker zu entwickeln. Der Erreger
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Pyrenophora teres zéhlt zu den Ascomyceten und besitzt eine hohe physiologische Variabilitat, d.h. es
existiert eine Vielzahl von Pathotypen mit unterschiedlichen Virulenzen (Hartleb et al., 1990). Das
charakteristische Krankheitsbild zeigt sich Gberwiegend an Blattern, die netzartige bis streifenformige Flecke
aufweisen, welche meist von Chlorosen umgeben sind. Symptome konnen aber auch an Blattscheiden,
Spelzen, Grannen und Kérnern auftreten. Fir die Resistenzpriifung im Feld werden wéhrend des drei-jahrigen
Projektes ,,Sommerversuche* an drei Standorten (Quedlinburg, Leopoldshdhe und Thiile) durchgefiihrt, deren
vorlaufige Ergebnisse des Standortes Quedlinburg im Folgenden présentiert werden.

Material und Methoden

Pflanzenmaterial: Fir die Freilandresistenzprifung gegen Pyrenophora teres wurden im Sommerversuch
2008 zwei doppelhaploide (DH)- Populationen getestet (Tabelle 1).

Tab. 1 DH- Populationen zur Aufklarung der Genetik der Netzfleckenresistenz
DH-Population n Form
Uschi x HHOR 3073 131 Wintergerste
(Post x Viresa) x HHOR 9484 84 Wintergerste

Anbau der zu priifenden Genotypen: Die 215 Prifglieder wurden in einfaktorieller randomisierter
Blockanlage mit zwei Wiederholungen im ,,Sommerversuch® (nach Kopahnke, 1994) angebaut. Die
Prufglieder wurden in Hills (Horste) mit 50 cm Abstand ausgesét (jeweils 25 Korner/Hill). Als resistenter
Standard wurde die Wintergerste ,,HHOR 10860“ eingesetzt. Zudem wurden die anfélligen Standards
»Candesse* und der ,,Stamm 4046“ jeweils zu beiden Seiten der Hills als Infektionsstreifen angebaut. Vor der
Aussaat (6.8.2008) der zu prufenden Genotypen wurde infiziertes Stroh in die Versuchsflache eingemulcht,
um das Ausgangsinokulum mit Pyrenophora teres zu erhdhen. Die erste Bonitur wurde zu Beginn des
Erscheinens deutlicher Symptome an den anfélligen Standards durchgefiihrt. Die Resistenzbewertung erfolgte
an vier Boniturterminen wéhrend des Zeitraumes 17.9.-28.10.2008, indem der prozentuale Befall der
Blattflache und der Reaktionstyp nach Tekauz (1985) bestimmt wurden. Aus dem prozentualen Befall der
Blattflache wurde die Flache unter der Befallsverlaufskurve (AUDPC, d.h. area under disease-progress curve)
ermittelt, die dem mittleren Befall je Teilstiick entspricht (Walther et al., 2000). Die Klasseneinteilung fiir die
Darstellung des mittleren Befalls richtete sich nach der Faustregel von STURGES (Kdhler et al., 2002).

Ergebnisse und Diskussion
Die Ergebnisse der Auswertung des mittleren Befalls sind in den Abbildungen 1 und 2 dargestellt.
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Abb. 1 Haufigkeitsverteilung des mittleren Befalls mit P. teres der Population Uschi x HHOR 3073
(Sommerversuch 2008)
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Abb. 2 Haufigkeitsverteilung des mittleren Befalls mit P. teres der Population (Post x Viresa) x HHOR 9484
(Sommerversuch 2008)

Die errechneten mittleren Befallswerte der Eltern der DH-Populationen am Standort Quedlinburg sind in
Tabelle 2 zusammengefasst.

Tab. 2 Mittlerer Befall der Eltern der DH-Populationen des Sommerversuchs 2008

Population Elter Mittlerer Befall [%0]

Uschi x HHOR 3073 Uschi 23,2
HHOR 3073 3,11

(Post x Viresa) x HHOR 9484 (Post x Viresa) 9,93
HHOR 9484 17,37

Bei beiden Populationen zeigt sich eine kontinuierliche Verteilung, die jedoch nicht einer Normalverteilung
entspricht (KOLMOGOROV-SMIRNOV-Test, p < 0,01). Wie anhand der gepriiften Standards deutlich
wird, konnte mit der beschriebenen Versuchsanordnung eine erfolgreiche Infektion mit P.teres erzielt
werden. Eine ahnliche Versuchsanordnung fiir die Resistenzpriifung gegen die Netzfleckenkrankheit wird
auch von Sachs (2000) beschrieben. Die Ergebnisse zeigen weiterhin, dass bei den Populationen eine
Differenzierung der Eltern hinsichtlich des mittleren Befalls gegeben ist. Wahrend diese in der Population
Uschi x HHOR 3073 deutlich ist, handelt es sich bei der anderen Kombination um die Kreuzung zweier
Genotypen mit mittlerem Resistenzniveau. Entsprechend der Reaktion der Eltern sind in der Population (Post
x Viresa) x HHOR 9484 deutliche Transgressionen in Richtung resistenterer Genotypen zu erkennen, welche
auf das Vorhandensein positiver Allele in beiden Eltern schlieRen I&sst. Diese ist zwar in der Population Uschi
x HHOR 3073 nicht zu erkennen, jedoch zeigt sich auch hier keine Klasseneinteilung, so dass davon
auszugehen ist, dass auch die Resistenz von HHOR 3073 durch mehrere QTL (quantitative trait loci) bedingt
ist. Eine Transgression in Richtung resistenterer Genotypen zeigte sich auch bei Steffenson et al. (1996) bei
Freilandresistenzpriifungen der DH-Population ,,Streptoe x Morex®, anhand dieser sieben QTL fiir die
Netzfleckenresistenz identifiziert werden konnten.

Gemeinsam mit den diesjahrigen Ergebnissen von zwei weiteren Standorten sowie durch eine Wiederholung
dieser Versuche in 2008 werden sichere phanotypische Daten als Basis fiir eine QTL-Analyse gewonnen.
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Genetische Analyse und molekulare Charakterisierung von

Schwarzrostresistenz in Deutschem Weidelgras (Lolium perenne L.)
Genetic analysis and molecular characterisation of stem-rust resistance in perennial ryegrass
(Lolium perenne L.)

Zusammenfassung

Ein Blattsegment-Test auf Resistenz von Deutschem Weidelgras gegen den Erreger des Schwarzrostes
(Puccinia graminis ssp. graminicola) wurde entwickelt. Eine Kartierungspopulation mit 394 Individuen
wurde erzeugt, die in anfallige und resistente Individuen aufspaltet. Die Verteilung von stark befallenen und
wenig befallenen Individuen lasst auf einen einfachen, dominanten Vererbungsmodus der Resistenz schlieen.
Die Korrelation von Boniturdaten, die in unabhdngigen Resistenz-Testungen und an Pflanzen unterschied-
lichen Alters erhoben wurden, ldsst auf eine gute Robustheit des entwickelten Testverfahrens und eine
weitgehende Altersunabhéngigkeit der Resistenz schlieBen. Die Resistenz individueller Pflanzen war
gegentiber allen drei verwendeten Inokula unterschiedlicher Herkiinfte wirksam. Ziel des Projektes ist die
Entwicklung molekularer Marker fir die gefundene Schwarzrostresistenz.

Stichworter: Deutsches Weidelgras, Schwarzrost, Resistenz
Abstract

A detached-leaf test for resistance of perennial ryegrass to stem rust (Puccinia graminis ssp. graminicola) has
been developed. A L. perenne population consisting of 394 plants and segregating with susceptible and
resistant individuals was generated by crossing. The distribution of individuals displaying either severe or
zero to weak stem-rust infestation indicated a simple mode of inheritance. Correlation of infestation scores
obtained with independent testings and with plants of varying age indicated satisfactory robustness of the test
procedure and stage-independency of the resistance. Resistance of individual plants was found to be effective
towards all three inocula tested.

Key words: perennial ryegrass, stem rust, resistance
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Einleitung

Lolium-Arten gehdren zu den wirtschaftlich wichtigsten Grasern in Europa. Die europdische
Saatgutproduktion erfolgt in klimatisch besonders geeigneten Regionen. Auch in Deutschland wird Vorstufen-
und Basissaatgut produziert. Hohere Sommertemperaturen als Folge des Klimawandels haben die Ausbreitung
und Befallsstéarke von Schwarzrost in Vermehrungsbestanden in den letzten Jahren stark ansteigen lassen.
Daher sind Vermehrer gezwungen, prophylaktische Fungizidbehandlungen durchzufiihren, die zu einer
erheblichen Senkung der Deckungsbeitrdge in der Grassamenproduktion fiihren. Die Grassamenproduktion
verliert fir die Landwirtschaft an Attraktivitat gegentiber dem Anbau anderer Fruchtarten, so dass es immer
schwieriger wird, ausreichend Vermehrungsbetriebe zu finden.

Die einzige nachhaltige Lésung dieses Problems liegt im Anbau schwarzrostresistenter Sorten. Voraussetzung
fur die Selektion resistenter Sorten ist die Anwendung einer kontrollierbaren Resistenzpriifmethode, da der
natdrliche Befall im Feld sehr witterungsabhangig ist und nicht in jedem Jahr auftritt. Neben der Entwicklung
eines Resistenztests sollen genetische Ressourcen flir Schwarzrostresistenz ausfindig gemacht und hinsichtlich
der beteiligten Gene auf genetischer und molekularer Ebene analysiert werden. Im Folgenden werden erste
Ergebnisse dieses Forschungsvorhabens vorgestelt.

Material und Methoden

Zur Entwicklung des Resistenztests wurde die Kreuzungsfamilie LPSR2061 der Saatzucht Steinach GmbH
verwendet. Diese Familie stammt aus einer Paarkreuzung zwischen einer Pflanze der diploiden Sorte "Weigra'
und einer Pflanze, die auf offene Abbliite einer Einzelpflanze der Sorte 'Fennema’ zuriickgeht. Die Gameten,
die zu LPSR2061 gefiihrt haben, sind somit in ihrem Genotyp anonym. Schwarzrostresistente und —anféllige
Phanotypen, die in der Familie LPSR2061 herausspalteten, wurden als Eltern flr weitere Kreuzungen
ausgewahlt. Auswahlkriterien waren (a) nachgewiesene starke Selbstinkompatibilitdt des Samenelters
(Selbstungsansatz < 2 Samen/ 2 Ahren) zur Sicherstellung von legitimen Nachkommen aus Kreuzung und (b)
ein hoher Ansatz an Kreuzungssamen (n > 220). Zwei der Nachkommenschaften (LPSR1001 und LPSR1002)
entstammten jeweils aus Kreuzungen zwischen einem resistenten und einem anfélligen Elter; zwei weitere
Kreuzungen (LPSR1003 und LPSR1004) verwendeten jeweils anfallige Eltern.

In Anlehnung an Arbeiten zum Braunrost im Roggen (Wehling et al. 2003) wurde ein In-situ-Resistenztest
entwickelt; hierbei wurde besonders die Temperaturflihrung an die Bedurfnisse von Lolium-Rostpilzen
angepasst (Roderick und Thomas 1997). Als Inokulum dienten Gemische von Uredosporen, die aus Sporen-
sammlungen unterschiedlicher Herkiinfte und Jahre (Malchow 2003, Bornhof 2007, Steinach 2007) an isoliert
angezogenen Pflanzen vermehrt worden waren. Zudem wurde von allen drei Sporenherkinften je ein
Einzelpustelisolat erzeugt und zur Inokulation verwendet. Die Bonitur der Blattsegmente erfolgte 9 — 10 Tage
nach der Inokulation nach einer selbst entwickelten Skala von 1 -9 (Tabelle 1).

Tab. 1 Verwendete Boniturskala fur Schwarzrost an L. perenne

Bonitur  Anzahl Pusteln/Gesamteindruck Befallene Blattflache
1 0 0%
2 1-2 <1%
3 3-5 1-5%
4 > 5 Keine ausgepréagte Sporulation bis 10 %
5 Vereinzelte Sporulation mit mehr als 15 Pusteln bis 20 %
6 Diinne gleichméRige Sporulation bis 30 %
7 Diinne gleichméRige Sporulation mit teilweise stark befallenen Flachen bis 40 %
8 Blattsegmente gleichméaRig von Pusteln bedeckt bis 50 %
9 Blattsegmente vollstédndig von Pusteln bedeckt >60 %

Fir Nachkommenschaftstests von bonitierten Phanotypen wurden Pflanzen der Familie LPSR1001 bei 30 °C
unter Ausnutzung von Pseudokompatibilitat geselbstet und ihre Nachkommen dem Blattsegmenttest
unterzogen. Um die Eignung des Blattsegmenttests zur VVorhersage des Befalls im Feld zu tiberpriifen, wurde
die Familie LPSR1001 vernalisiert, im Friihjahr 2008 verklont und die Klonteile an drei Standorten mit
allgemein hohem Schwarzrostbefall (Steinach, Freising und Reckenholz (Schweiz)) als vollstandig
randomisierte Gitteranlage mit je 340 Prifgliedern in zwei Wiederholungen ins Feld gepflanzt. Bonituren
sollten sowohl im Sommer 2008 als auch im Sommer 2009 erfolgen. Korrelationen wurden mit PLABSTAT
Version 3A (Utz 2003) berechnet: die Ergebnisse der Signifikanztests werden durch Symbole angegeben: **
= signifikant bei o= 0,01.
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Ergebnisse

In Blattsegmenttests der Kreuzungsfamilien LPSR1003 und LPSR1004, die jeweils auf Kreuzungen zwischen
zwei anfélligen Eltern zurlickgehen, reagierten fast alle (369/383) Individuen anféllig. Hingegen spalteten die
Kreuzungsfamilien LPSR1001 und LPSR1002 in befallene und nicht befallene Individuen auf. Auf Grund des
groReren Populationsumfangs (n= 394) wurde fir alle weiteren Untersuchungen die Population LPSR1001
ausgewahlt.

Tab. 2 Korrelationskoeffizienten zwischen Blattsegmenttests zu funf Zeitpunkten und mit drei verschiedenen
Sporenherkiinften; 2 Wiederholungen je Inokulation; 394 Priifglieder/ Wiederholung (alle Werte
zeigen Signifikanz fur a= 0,01).

1 2 3 4 5 6 7 8 9
1 7. Woche Ma"03
2 7. Woche Ma'03 0.921
3 12. Woche Ma’03  0.864  0.869
4 12. Woche Ma’03  0.862 0.862  0.937
5 30. Woche Bo'07  0.856 0.846 0.903  0.906
6 30. Woche Bo'07 0.871 0.851 0.916 0.923 0.973
7 30. Woche St'07 0.861 0.848 0.897 0.911 0952 0.958
8 30. Woche St'07 0.853 0.858 0.918 0.924 0922 0.937 0.937
9 30. Woche Ma'03 0.846 0.853 0.909 0.917 0.908 0926 0.910 0.959
10 30.Woche Ma’03 0.849 0.852 0.907 0.917 0.917 0931 0918 0.960 0.970

Vernalisation erfolgte zwischen 12. und 30. Woche; Ma 03 = Sporengemisch Malchow 2003;
Bo’07 = Sporengemisch Bornhof 2007; St'07 = Sporengemisch Steinach 2007

Weitere Blattsegmenttests zu unterschiedlichen Pflanzenentwicklungsstadien mit Inokula aus drei Herk{inften
ergaben eng korrelierte Ergebnisse mit 0,846**< r < 0,960** (Tabelle 2). Inokulationen mit drei aus den
unterschiedlichen Sporenherkiinften entwickelten Einzelpustelisolaten ergaben ebenfalls enge Korrelationen
der Boniturnoten zu den Modalwerten tiber die Sporenherkiinfte (0,860** <r < 0,931**; nicht gezeigt).

Aufgrund der engen Korrelationen der Boniturwerte wurde fiir jedes der 394 Individuen von LPSR1001
jeweils der Modal-Boniturwert Uber alle fiinf Inokulationen mit je zwei Wiederholungen ermittelt. Die
resultierende Haufigkeitsverteilung dieser Modalwerte war zweigipflig (Abbildung 1). Die willkirliche
Zusammenfassung der Boniturgruppen 1-4 zu einer “resistenten” und der Boniturgruppen 5-9 zu einer
“anfélligen* Gruppe ergab eine Aufspaltung von 196 : 198, welche einem 1:1 Verhaltnis entspricht.
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Abb. 1 Haufigkeitsverteilung der Modalwerte der Boniturnoten fiir Population LPSR1001 (ber fiinf
Inokulationen mit drei unterschiedlichen Sporengemischen.
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Diskussion

Fir die Aussagekraft und Reproduzierbarkeit des vorliegenden In-situ-Tests sprechen folgende Befunde.
Erstens fihrte der Test in den Kreuzungsfamilien LPSR1003 und LPSR1004 zu dem erwarteten Ergebnis,
indem fast alle Individuen als anféllig erkannt wurden; die Rate an “escapes”, d.h. an genetisch anfalligen
Individuen, die einer erfolgreichen Inokulation entgehen, war somit gering. Zweitens waren die
Boniturergebnisse von separaten Inokulationen der aufspaltenden Familie LPSR1001 mit verschiedenen
Sporenherkiinften bzw. Einpustel-Isolaten sehr eng miteinander korreliert. Der entwickelte Test ist somit in
der Lage, innerhalb spaltender Populationen eine konsistente Klassifizierung in resistente und anfallige
Phanotypen vorzunehmen.

Die beobachtete zweigipflige Verteilung von Klassen niedriger bzw. hoher Befallsnoten liefert erste Hinweise
auf einen einfachen Vererbungsmodus der phanotypischen Variation in den Populationen LPSR2061 und
LPSR1001. Der Befund steht in Ubereinklang mit der Hypothese eines monogen-dominanten Erbgangs, wie
er bei Kreuzung eines heterozygot-resistenten Elters mit einem anfalligen Elter auftritt. Monogen-dominante
Vererbung wurde auch im Falle einer Kronenrost-Resistenz in Welschem Weidelgras (L. multiflorum Lam.)
beobachtet (Hackauf und Lellbach 2007). Nachkommenschaftstests von Individuen der Familie LPSR1001
werden weitere Informationen zur Vererbung der vorliegenden Resistenz und zur genetischen Relevanz der
gewahlten Grenze fur die Klassifizierung anfalliger und resistenter Phanotypen liefern und so eine Zuordnung
von phanotypischen Boniturnoten und Resistenzgenotypen erlauben. Die Feldprifungen werden zeigen,
inwieweit die Ergebnisse des Blattsegmenttests geeignet sind, die Befallssituation im Feld voraus zu sagen.

Die ermittelten engen Korrelationen zwischen den Ergebnissen der Blattsegmenttests zu unterschiedlichen
Entwicklungsstadien der Pflanzen weisen darauf hin, dass sich die Resistenz im Laufe der
Pflanzenentwicklung nicht verandert hat und es sich somit um eine stadienunspezifische Resistenz handelt,
wie sie beispielsweise auch fiir Braunrost-Resistenz im Roggen beobachtet wurde (Roux et al. 2004). Ebenso
lassen die hohen Korrelationen zwischen den Ergebnissen von Blattsegmenttests mit unterschiedlichen
Sporenherkiinften (Malchow, Bornhof, Steinach) vermuten, dass die in Familie LPSR1001 segregierende
Resistenz keine enge Rassenspezifitat aufweist und somit relativ dauerhaft sein konnte. Genauere Aussagen
zur Rassenspezifitdt der Schwarzrost-Resistenz erfordern allerdings die Untersuchung von mehr als drei
Einzelpustel-Isolaten des Erregers sowie eine Unterscheidung und Klassifizierung der Isolate nach Virulenz
mit Hilfe eines Differenzialsortiments von L.-perenne-Genotypen. Ein solches Differentialsortiment ist
gegenwartig jedoch nicht verflgbar.

Obwohl der entwickelte Resistenztest methodisch einfach anzuwenden ist, stellt die sehr arbeits- und
zeitintensive Vermehrung des Inokulums den limitierenden Faktor fir direkte Phéanotypisierungen in
Prebreeding- und Zuchtprogrammen dar. Deshalb sollen molekulare Marker fir die vorhandene Resistenz
entwickelt werden. Fir die Markeranalysen stehen Resistenzgen-Analoga und Microsatelliten aus
verschiedenen Quellen zur Verfiigung (Ikeda 2005), Li et al. 2006, Kubik et al. 1999, Jones et al. 2002, Hirata
et al. 2006).

Screenings der Eltern und von Bulks resistenter bzw. anfélliger Individuen der Familie LPSR1001 sind
angelaufen.
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Kartierung und ziichterische Nutzung neuer Resistenzquellen gegen die
Weizenblattdirre (Pyrenophora tritici-repentis)
Mapping and exploitation of new sources of resistance to tan spot (Pyrenophora tritici-repentis)

Zusammenfassung

Fir eine Kartierung und die anschlieBende ziichterische Nutzung von Resistenzen gegen die
Weizenblattdiirre, wurde die DH-Populationen ,Jenga’ x ,Tuareg’ in verschiedenen Versuchen im Hinblick
auf ihre Resistenz gegen Pyrenophora tritici-repentis analysiert. Dabei zeigte sich, dass das PTR-Isolat ASC1
im Gewéchshausversuch einen hohen mittleren Befall bei dieser Population verursacht und eine gute
Differenzierung der einzelnen DH-Linien ermdglicht. Die durchgefiihrten Freilandversuche an zwei
Standorten wiesen zwar deutliche Unterschiede im mittleren Befall auf, jedoch war die Reaktion der einzelnen
DH-Linien vergleichbar. Eine genotypische Untersuchung mittels Mikrosateliten- und AFLP-Analysen zur
Erstellung einer genetischen Karte als Grundlage fir eine QTL-Analyse wurde begonnen. Von bisher 267
getesteten SSRs waren 83 polymorph und von 256 getesteten AFLP Primerkombinationen 146.

Stichwdrter: Pyrenophora tritici-repentis, PTR, Weizen, Resistenz
Abstract

Tan spot, caused by the fungus Pyrenophora tritici-repentis Drechs. (anamorph Drechslera tritici-repentis
Shoem.), is one of the major foliar diseases of wheat in Germany which is of worldwide increasing
importance.. Therefore, the development of resistant wheat cultivars is essential. Marker based selection
procedures can be considered as an efficient tool to enhance breeding of resistant cultivars. Therefore, the
DH-population “Jenga’ x *Tuareg’ (110 DH-lines) was analysed in green house tests using the isolare ASC1
and in field tests at two locations for resistance to Pyrenophora tritici-repentis. Based on these data and a
genetic map QTL analysis will be performed. Up to now out of 267 SSRs tested, 83 turned out to be
polymorphic and out of 256 AFLP primer combinations polymorphisms were detected in 146 combinations.

Keywords: Tan spot, wheat, resistance
Einleitung

Die Weizenblattdirre, welche von dem pilzlichen Krankheitserreger Pyrenophora tritici-repentis Drechs.
(anamorph Drechslera tritici-repentis Shoem.) hervorgerufen wird, ist weltweit verbreitet und hat aufgrund
einer veranderten Produktionstechnik (enge Fruchtfolge, pfluglose Bodenbearbeitung, Verbleiben wvon
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Ernteriickstdanden und Ausfallgetreide auf dem Acker) sowie sich wandelnder klimatischer Bedingungen in
den letzten Jahren an Bedeutung in der Landwirtschaft gewonnen. Die durch Pyrenophora tritici-repentis
hervorgerufenen Schadsymptome betreffen vorwiegend den Blattapparat und sind gekennzeichnet durch das
Auftreten von Nekrosen umgeben von einem rombenférmigen chlorotischen Hof. Im fortschreitenden
Krankheitsverlauf kann es zu einer vollstdndigen Mazeration des Blattgewebes kommen. Bedingt durch eine
Reduktion der photosynthetisch aktiven Flache werden weniger Assimilate gebildet und es kommt zur
Ausbildung von Kiimmerkorn.

Abhéngig von der Anfélligkeit der Weizensorten sind Ernteverluste von bis zu 60% beschrieben. Eine
Vermeidung dieser Ertragsverluste durch eine Veranderung der Produktionstechnik ist aus wirtschaftlichen
Griinden schwer realisierbar. Auch die Behandlung mit strobilurin- und triazolhaltigen Fungiziden unter dem
Gesichtspunkt einer nachhaltigen, umweltschonenden Pflanzenproduktion ist langfristig nicht geeignet. Daher
ist die Identifikation von Resistenzen gegeniiber Pyrenophora tritici-repentis und deren ziichterische Nutzung
von besonderer Bedeutung. Ziel dieses Projektes ist es daher, die in Deutschland vorkommenden P. tritici-
repentis Isolate hinsichtlich ihrer Virulenz zu charakterisieren und basierend auf diesen Erkenntnissen die
Genetik der Resistenz in verschiedenen doppelhaploiden Populationen (DHs) aufzuklaren und molekulare
Marker zu entwickeln, welche eine beschleunigte Introgression in adaptiertes Zuchtmaterial ermdglichen
ebenso wie die Kombination entsprechender Resistenzen. Diese Arbeiten sollen langfristig dazu dienen, das
Resistenzniveau des Weizens gegeniber P. tritici-repentis zu verbessern.

Material und Methoden

Pflanzenmaterial: Neben anderen DH-Linien stand zur Bearbeitung obengenannter Fragestellungen eine DH-
Population (110 DH-Linien) aus der Kreuzung der resistenten Sorte “Jenga” mit der anfélligen Sorte “Tuareg”
zur Verflgung. Zur Phénotypisierung der DH-Linien wurden in der Vegetationsperoide 2007/08 an zwei
Standorten (Quedlinburg und Séllingen) Feldversuche in zwei Wiederholungen mit kiinstlicher Inokulation
mittels einer Kornerbrut durchgefiihrt. Zusétzlich erfolgten unter kontrolierten Bedingung Gewéchshaus-
versuche mit dieser DH-Population. Daflir wurden die Genotypen der Populationen ,Jenga’ x ,Tuareg’ in
13 cm@ Topfen in Fruhstdorfer N-Erde mit 3 Kornern/ Topf bei 18 °C und 60% Luftfeuchte flr ca. 4-5
Wochen angezogen. Im 4-5 Blattstadium erfolgte eine Spriinfektion mit einem Einzelsporisolat der
Konzentration von 3000 Konid/ ml.

Pyrenophora tritici-repentis: Zur Gewinnung von phéotypischen Daten standen 5 Pyrenophora tritici-repentis
Isolate (86-124, 90-2, Alg 3-24, ASC1, SC 29) zur Verfigung, welche 5 verschiedene PTR-Rassen
reprasentieren (Lamari et al. 2003). Zusatzlich wurde mit 10 weiteren PTR-Isolaten gearbeitet, die aus
Deutschland und Ungarn stammen. Die Kultivierung der Pilze erfolgte auf V8-Potato-Dextrose-Agar bei
22 °C und Dunkelheit (SINGH 2006).

Konidieninduktion und Inokulation: Die Infekion der DH-Linien im Gewéchshaus erfolgte mit einer
Konidiensuspension der Pilzisolate. Zur Erzeugung dieser Konidien wurde funf Tage nach Beimpfung und
Kultivierung des PTR-Pilzes das Luftmycel mit 100ul sterilem Wasser benetzt und angedriickt. Nach einer
12stlindigen Bestrahlung der Petrischalen mit UV-Licht wurden diese fiir 48h bei 8 °C und Dunkelheit
inkubiert. Die sich bildenden Konidien wurden mit sterilem Wasser abgeschwemmt.. Die Konidiensuspension
wurde auf eine Konzentration von 3000 Konidien/ml eingestellt. Zur Benetzung de Pflanzen wurde ein
Tropfen Triton zur Suspension gegeben. Die Infektion der Pflanzen im Gewaéchshaus erfolgte mittels
Spruhinokulation, wobei ca. 5 ml Konidiensuspension/Topf ausgebracht wurden. Die Pflanzen wurden 48h
bei 18 °C und 100%Luftfeuchte nach Infektion kultiviert. Die weitere Anzucht erfolgte bei 22 °C. Nach 14
Tagen wurde das Schadbild bonitiert. Es wurde eine zweimalige Infektion mit ca. 3wdchigem Abstand
durchgefiihrt.

Kornerbrut: Um einen ausreichenden Befallsdruck von PTR im Feldversuch zu erzeugen, wurde eine
kiinstliche Inokulation mit einer Hafer-Kérnerbrut durchgefiihrt. Dafiir wurde gequollener und autoklavierter
Hafer mit den verschiedenen PTR-Isolaten beimpft. Nachdem die K&rner ausreichend mit Mycel bewachsen
waren, wurde ein Gemisch hergestellt und im Januar 100g Kornerbrut/Genotyp auf das Versuchsfeld
ausgebracht.

Bonitur: Das von P. tiritici-repentis hervorgerufene Schadbild wurde durch den prozentualen Befall der
Blattflache anhand der Boniturhilfe von Moll et al. 2000 erfasst. Bei den Gewdachshausversuchen erfolgte eine
zweimalige Bonitur ca. 2 Wochen nach Sprihinokulation mit der Konidiensuspension. Der Feldversuch
wurde ab Mai in Quedlinburg dreimal und in Sollingen viermal bonitiert. Die Auswertung der
Boniturergebnisse erfolgte mittels Berechung der Flache unter der Befallsverlaufskurve (AUDPC) und der
Ermittlung des mittleren Befalls der einzelnen Priifglieder.
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Mirkosatellitenmarker-Analysen: Zur Erzeugung einer Skelettkarte, welche als Basis einer Kartierung und
damit einer QTL-Analyse dient, wurden die Eltern der DH-Populations Linien “Jenag’ und "Tuareg’ auf
Mikrosatelliten-Polymorphismen untersucht. Anschliefend wurden die DH-Populations Linien mit den
polymorphen Mirkosatellieten analysiert. Die PCR-Ansétze und PCR-Reaktionen erfolgten nach einem
modifizierten Protokoll von Roeder et al. 1995. Die elektrophoretischen Auftrennungen der PCR-Fragmente
wurden mit einem 3130xI Genetic Analyzer durchgefiihrt.

AFLP-Analyse: Zur ldentifikation polymorpher AFLPs wurden 256 AFLP-Primerkombinationen unter
Verwendung des AFLP Core Reagent Kit (Invitrogen) auf den Eltern hinsichtlich Polymorphismen untersucht
und polymorphe Kombinationen anschlieBend auf 94 Genotypen der DH-Population ‘Jenga’ x ‘Tuareg.
eingesetzt. Die Restriktion mit den Restriktionsenzymen EcoRI und Msel sowie die Adapterligation mit den
entsprechenden Adaptern erfolgte nach Herstellerangaben. Anschlieend wurde eine Praamplifikation mit den
1+Primer EO1 (+A) und M02 (+C) durchgefiihrt. Es folgte die Selektive Amplifikation mit 3+Primern (Vos et
al. 1995). Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte in einem 8%igem Polyacylamidgel in einem DNA
Analyser 4300 (Licor) nach Herstellerangaben.

Ergebnisse

Von den analysierten 15 PTR-Isolaten zeigte das Isolat ASC1 eine gute Differenzierung zwischen den Eltern
und eine stabile Konidienproduktion. Daher wurden mit diesem Isolat die Gewachshausversuche an der DH-
Population ,Jenga’ x ,Tuareg’ durchgeflihrt. Von der zweimaligen Versuchswiederholung wurde die Flache
unter der Befallsverlaufskurve berechnet und der mittlere Befall der einzelnen DH-Linien ermittelt. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 1 dargestellt.

30 28 n= 100

Anzahl der Genotypen

0-1 1-2 2-3 3-4 4-5 5-6 6-7 7-8
mitterer Befall

Abb. 1 Mittlerer PTR-Befall in der DH-Population ,Jenga’ x ,Tuareg’, Gewachshausversuche 2008

Von den Daten der beiden Feldversuche wurden ebenfalls der AUDPC-Wert und der mittlere Befall bestimmt.
Die Verteilung des mittleren Befalls ist in den Abbildungen 2 und 3 dargestellt.
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n=113

35—

Anzahl der Genotypen

0,3-0,8 0,8-1,3 13-18 1,8-2,3 2,3-28 2,8-3.3 3,3-43 4,3-4,8
mittlerer Befall

Abb. 2 Mittlerer PTR-Befall in der DH-Population ,Jenga’ x ,Tuareg’, Feldversuch 2007/08, Quedlinburg

30— n= 112

Anzahl der Genotypen

15-37 3,7-5,9 5,9-8,1 8,1-10,3 10,3-125 12,5-147 14,7-169 16,9-19,1 19,1-21,3 21,3-235 235-257
mittlerer Befall

Abb. 3 Mittlerer PTR-Befall in der DH-Population ,Jenga’ x ,Tuareg’, Feldversuch 2007/08, Séllingen

Wie den Abbildungen 1-3 zu entnehmen ist, zeigte sich in allen Versuchen eine quantitative Variation, die auf
die Beteiligung mehrerer Gene an der Pyrenophora tritici-repentis Resistenz hindeutet. Das AFLP-
Elternscreening der Populationseltern “Jenga’ , und “Tuareg’ mit 256 Primerkombinationen erbrachte 146
polymorphe AFLP-Primerkombinationen, wobei ein bis sieben polymorphe Fragmente pro Primer-
kombination identifiziert werden konnten.. 62 polymorphe Fragmente wurden inzwischen Kartiert. Bei der
Genotypisierung mittels Mikrosatellitenmarkern konnten 267 Marker getestet werden. Davon zeigten 83
Polymorphismen zwischen den Eltern ,Jenga’ und ,Tuareg’ und werden fir die Konstruktion einer
genetischen Karte genutzt.
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Diskussion

Vergleicht man die phéanotypischen Ergebnisse, welche mit der DH-Population ‘Jenga’ x ‘Tuareg’ im
Gewdéchshausversuch und den beiden Feldversuchen erzielt wurden, so ist festzustellen, dass bei allen drei
Versuchen die Populationseltern deutlich differenzieren und die Genotypen der DH-Linien aufspalten.
AuRerdem zeigen die Ergebnisse, dass es eine Abstufung des mittlere Befalls gibt. Bei dem Feldversuch in
Séllingen konnten deutlich hohere mittlere Befallswerte erzielt werden als in Quedlinburg. Die Daten des
Gewachshausversuches liegen zwischen den beiden anderen Versuchen. Daraus ist abzuleiten, dass der
Versuchsstandort Séllingen einen deutlich héheren PTR-Befallsdruck aufweist als Quedlinburg. Der
Vergleich des mittleren Befalls der Genotypen aus dem Gewéchshausversuch mit dem Feldversuch in
Quedlinburg deutet darauf hin, dass im Freiland ein geringerer Befallsdruck vorlag als der mit einer
Konidiensuspension von 3000Konidien/ml im Gewéchshaus erzeugte. Diese bisher vorliegenden
phanotypischen Daten zeigen eine quantitative Variation, so dass davon auszugehen ist, das an der DTR-
Resistenz mehrere Gene beteiligt sind.

Danksagung

Ich danke dem BMELYV fiir die Finanzierung des Projektes im Rahmen der Innovationsférderung. Der FR.
STRUBE Saatzucht GmbH und der Deutsche Saatveredlung AG fiir die Unterstiitzung bei den Feldversuchen,
sowie Frau Schroder, Frau Weillep und Frau Oettel fiir die technische Assistenz.

Literatur

Lamari, L., Strelkov, S.E., Yahyaoui, A., Orabi, J., Smith, R.B., 2003: The Identification of Two New Races of
Pyrenophora tritici-repentis from the Host Center of Diversity Confirms a One-to-One Relationship in Tan
Spot of Wheat. Phytophatology 93 (4), 391-396.

Moll, E., Flath, K., Piepho, H.-P.: Die Priifung von Pflanzen auf ihre Widerstandsfahigkeit gegen Schadorganismen
in der Biologischen Bundesanstalt Teil 3. Berlin, Parey Buchverlag, 2000, 25 S.

Roeder, M.S., Plaschke, J., Kénig, S.U., Bérner, A, Sorrells, M.E., Tanksley, S.D., Ganal, M.W., 1995: Abundance,
variability and chromosomal location of microsatellites in wheat. Molecular and General Genetics 246 (3),
327-333.

Singh, P.K., Mergoum, M., Ali, S., Adhikari, T. B., Elias, E.M., Hughes, G.R., 2006: Identification of New Sources
of Resistance to Tan Spot, Stagonospora Nodorum Blotch, and Septoria Tritici Blotch of Wheat. Crop
Science 46 (5), 2047-2053.

Vos, P., Hogers, R., Bleeker, M., Reijans, M., van de Lee, T., Hornes, M., Frijters, A., Pot, J., Peleman, J., Kuiper,
M., Zabeau, M., 1995: AFLP: a new technique for DNA fingerprinting. Nucleic Acids Research 23 (21),
4407-4414.

Kontakt: Uta Engelmann, Telefon 03946 47671

Nehrlich, Stephanie
Julius Kihn-Institut, Bundesforschungsinstitut fiir Kulturpflanzen (JKI), Institut fir Zuchtungsforschung an
gartenbaulichen Kulturen und Obst, Quedlinburg

Resistenzevaluierung von Colletotrichum gloeosporioides an Gaultheria unter
in vitro-Bedingungen

Evaluation of resistance of Gaultheria to Colletotrichum gloeosporioides under in vitro conditions
Zusammenfassung

Gaultheria procumbens L. verdankt ihren Namen dem kanadischen Arzt und Botaniker H. Gautier. Durch
Linné erhielt sie die heutige Bezeichnung Gaultheria sowie den Artnamen procumbens fiir niederliegend. Die
immergriine und winterharte Scheinbeere gehort zur Familie Ericaceae und zéhlt in Deutschland zu den 10
bedeutsamen Herbstpflanzen, Tendenz steigend.

In den letzten Jahren kam es insbesondere in Jungpflanzenbetrieben zu enormen Ausféllen bis hin zu
Zusammenbriichen ganzer Bestdnde. Die Pflanzen zeigten Symptome wie Blatt- und Sténgellasionen,
einzelne Triebe vertrockneten, die Pflanzen starben ab. Als Verursacher hierfiir konnte Colletotrichum
gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc. (teleomorph: Glomerella cingulata (Stonemann) Spauld. & H.
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Schrenk). benannt werden. Weltweit tritt der Pilz als phytopathogener Schaderreger an wirtschaftlich
wichtigen Kulturpflanzen wie Leguminosen, Erdbeere, Heidelbeere, Zitrusfrichten, Kaffee, Kakao und
Johanniskraut auf (Bailey & Jeger, 2004). Er ist sameniibertragbar und kann auf Pflanzenresten tiberdauern,
die somit als Inokulumquelle fiir Neuinfektionen dienen. Eine Vermeidung der Ausbreitung des Pathogens ist
haufig nur in der juvenilen Phase durch den Einsatz chemischer Pflanzenschutzmittel mdglich. In &lteren
Bestanden wirken diese MaRnahmen lediglich prophylaktisch, da der Pilz vor allem im unteren Stangelbereich
angesiedelt ist, wo Fungizide nur unzureichend hingelangen. Ferner muss davon ausgegangen werden, dass
der Erreger latent in der Pflanze vorhanden ist. Aufgrund des hohen Inokulumdrucks, der massiven
Ausbreitung des Pilzes sowie der unzureichenden chemischen Bekampfung ist die Evaluierung
pflanzengenetischen Ressourcen zur Entwicklung resistenter Kulturformen von besonderer Bedeutung.

Wegen der unzureichenden Literaturangaben in Hinblick auf die Resistenzevaluierung von C. gloeosporioides
an Gaultheria, der groRen Variabilitdt der Gaultheria-Arten bezliglich des Habitus, der Pflanzen- und
BlattgroRe, der Blitenbiologie, der Latenz des Erregers sowie der eingeschrankten Verfiigharkeit von
ausreichendem Pflanzenmaterial ist es schwierig geeignete Versuche zu etablieren. Fur die ErschlieBung
neuer Resistenzquellen sind praktikable und reproduzierbare Tests unerlasslich. Daher wurde ein Biotest zur
Resistenzevaluierung unter In-vitro-Bedingungen verwendet, der zum einen schnell und leicht durchzufiihren
ist, wenig Pflanzenmaterial erfordert und weitgehend zerstérungsfrei auszufilhren ist. Die Korrelation
zwischen den Ergebnissen des Biotests und einem Ganzpflanzentest muss noch gepriift werden.

Stichwéorter: Colletotrichum gloeosporioides, Gaultheria procumbens, in vitro, Biotest
Abstract

Gaultheria is named after the Canadian medical scientist and biologist H. Gautier. Gaultheria procumbens L.
is an ericaceous perennial and hardy shrub. In Germany it has become an important species which is
cultivated and used as an ornamental plant for autumn and winter (Geschaftsbericht Landgard, 2005). In the
last years, German plant growers have suffered from enormous losses up to collapses of the whole crop.
Lesions on stems and sometimes on leaves, shoot wilting and dieback were observed. The causal agent of this
disease is Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc. (teleomorph: Glomerella cingulata
(Stonemann) Spauld. & H. Schrenk). C. gloeosporioides is an economically important pathogen found
worldwide on legumes, strawberry, blueberry, citrus fruits, coffee, cocoa and Hypericum calycinum (St. John's
wort) (Bailey & Jeger, 2004). It is seed transferable and survives on plant residues which serve as a source of
inoculum. A prevention of the propagation of the pathogen is possible but only in the juvenile phase by
frequent application of chemical fungicides. In older plants the application of fungicides is only preventive,
since the fungus is colonizing the lower stem part, where fungicides do not arrive.

Because of the high inoculum pressure, the lack of effective fungicides and the massive dispersion, the
development of Gaultheria plants resistant to C. gloeosporioides is of high importance. To evaluate the
resistance we present practicable and reproducible pathogenicity tests. Due to the insufficient knowledge of
the evaluation of G. procumbens resistance to C. gloeosporioides, the huge variety of the species of
Gaultheria in habitus, plant and foliar size, biology of the blossoms, latency of the pathogen and limited
number of plants to be available, it is very difficult to establish useful tests.

Therefore we chose a bioassay for resistance evaluation under in vitro conditions, which is, on the one hand,
fast and easy and requires only a small amount of plant material and, on the other hand, it works to a large
extent without destruction of plants. The correlation between results of the bioassay and a whole-plant test
must still be examined.

Keywords: Colletotrichum gloeosporioides, Gaultheria procumbens, bioassay, in vitro
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Trockentoleranz bei Kartoffeln
Drought tolerance of potato

Zusammenfassung

Im Zuge des Klimawandels werden abiotische Stressfaktoren, wie z.B. Trockenheit, einen immer starkeren
Einfluss auf die Entwicklung von Nahrungspflanzen nehmen. Trockenstress induziert diverse
Stoffwechselveranderungen und Anderungen in der Genexpression, die sowohl vom physiologischen Zustand
der Pflanze selbst, als auch von der Dauer und Intensitat des Stresses abhéngig sind. Pflanzen reagieren auf
diesen Stress mit der Akkumulation von verschiedenen Metaboliten, wie z.B. Prolin, freien Aminosauren,
Abscisinsdure (ABA) oder loslichen Zuckern, die als Indikatoren fiir Trockentoleranz verwendet werden
konnen. Mithilfe von Arabidopsis thaliana (L.) als Modellpflanze konnten bereits Stoffwechselwege, die in
die Trockenstressreaktion und Trockentoleranz involviert sind, identifiziert und die entsprechenden Gene
charakterisiert werden.

Die Kartoffel (Solanum tuberosum L.), die zu den vier wichtigsten Nahrungspflanzen weltweit z&hlt, gilt als
sehr sensitiv gegeniiber Trockenstress, da sie (ber ein relativ schwaches Wurzelsystem verfiigt und fiir die
Ausbildung von Knollen einen sehr hohen Wasserbedarf hat. Eine gezielte ziichterische Verbesserung der
Kartoffel beziiglich Trockentoleranz kann einen nachhaltigen Beitrag zur Stabilisierung des Anbaus unter
ungunstigen klimatischen Bedingungen leisten.

In GefaR-Versuchen mit definierten Wassergaben unter einem Rain-out Shelter wurden verschiedenene S.
tuberosum-Genotypen in Bezug auf Trockenstress evaluiert. Dabei wurden die Entwicklung bonitiert,
Inhaltsstoffe in den Blattern (z.B. Prolin, Zucker und Protein) und Knollen (z.B. Stérke) bestimmt und
Ertragsparameter ermittelt. Auf Grundlage der aus diesen Experimenten gewonnenen Daten wurde ein kleines
Set von trockentoleranten und -anfélligen Genotypen fiir eine molekulare Charakterisierung ausgewéhlt. Zu
diesem Zweck wurden einige der in A. thaliana identifizierten Gene, die an der Trockentoleranz beteiligt sind,
wie z.B. Loci fiur die ABA-Synthese, Transkriptionsfaktoren, Dehydrine, Prolinoxidasen oder Late-
Embryogenese-Abundant (LEA) Proteine, verwendet, um nach homologen Sequenzen in der Kartoffel zu
suchen. Fir diese Kandidatengene wurden Primer abgeleitet und eine Polymerase-Kettenreaktion (PCR) mit
genomischer DNA der ausgewahlten Sorten durchgefiihrt. Fir einige dieser Gene wiesen die Fragmente nach
Sequenzierung Einzel-Nukleotid-Polymorphismen (SNPs) auf. Dariiber hinaus wurden quantitative Reverse
Transkriptase-PCRs (qRT-PCR) durchgefiihrt, um die Expressionsprofile von verschiedenen Kandidaten-
genen zu vergleichen.

Zielstellung ist es letztendlich, basierend auf der Phanotypisierung eines Kartoffelsortimentes hinsichtlich
ihrer Trockentoleranz, Gene zu identifizieren, die an der Trockentoleranz beteiligt sind und molekulare
Marker flr die schnellere Selektion von toleranten Genotypen zu entwickeln.

Abstract

In the course of climate change, abiotic stress factors such as drought will have an increasing influence on the
development of food crops. Drought stress induces several metabolic changes and changes in gene expression
which to some extent depend on the physiological condition of the plant itself and on the duration and severity
of the drought stress applied. Plants respond to this stress with the accumulation of various metabolites, such
as proline, free amino acids, abscisic acid (ABA) or soluble sugars, which may be used as indicators for
drought tolerance. Using Arabidopsis thaliana (L.) as a model, metabolic pathways functional in drought
response and drought tolerance have been identified and corresponding genes have already been
characterized.

Potato (Solanum tuberosum L.), one of the four major food plants worldwide, is considered to be very
sensitive to drought stress due to its relatively shallow root system and the very high water usage for tuber
formation. Breeding to improve drought tolerance of potatoes can make a sustainable contribution to stabilize
cultivation of potatoes under adverse climatic conditions, therefore.

In pot experiments using defined watering under a rain-out shelter various S. tuberosum genotypes were
evaluated for drought stress by comparing the development, determining components in leaves (like proline or
protein) and tubers (like starch) and estimating yield parameters.
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Based on the data obtained in these experiments a small set of drought-tolerant and susceptible genotypes was
selected for a molecular characterization. Fur this purpose, some of the A. thaliana genes operating in drought
tolerance, such as loci for ABA response, transcription factors, dehydrins, proline oxidases, or late
embryogenesis abundant (LEA) proteins, were used to search for homologous sequences in potato. For these
candidate genes primers were deduced and polymerase chain reactions (PCR) were performed on genomic
DNA of the selected varieties. For some of these genes the fragments showed single nucleotide
polymorphisms (SNPs). In addition, quantitative reverse transcriptase PCRs (QRT-PCRs) were carried out to
compare the expression profiles of various candidate genes.

Based on the phenotyping of diverse potato genotypes regarding their drought tolerance, the objective of these
studies is to identify genes which are involved in drought tolerance and to develop molecular markers for the
faster selection of tolerant genotypes.

Kontakt: Anne Bartelmann, E-Mail: anne.bartelmann@jki.bund.de
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Zichterische Nutzung von Resistenz gegen den Erreger der Septoria-

Blattflecken (Septoria petroselini) an Petersilie (Petroselinum crispum)
Utilization of resistance to septoria leaf spot caused by Septoria petroselini for parsley
breeding (Petroselinum crispum)

Petersilie (Petroselinum crispum (Mill.) Nym.) ist mit 1750 ha Flache die bedeutendste Gewirzpflanze im
deutschen Anbau. Hervorzuheben ist das hohe Wertschépfungspotenzial fiir die produzierenden Betriebe.

Zu den phytopathologisch bedeutenden Gefahrdungen des Anbaus von Petersilie gehort die Septoria-
Blattfleckenkrankheit. Der Pilz (Septoria petroselini (Lib) Desm.) ruft braune Lé&sionen auf Blattern und
Stangeln hervor. Befallsbeginn und -starke héngen wesentlich vom Witterungsverlauf ab und konnen in
Jahren mit hohem Befallsdruck zum Totalausfall des zweiten und dritten Schnittes der Petersilie fihren.

Ziele der Arbeiten sind die Uberfihrung von Resistenzen gegen S. petroselini in leistungsfihiges
Zuchtmaterial, die weitere Homozygotisierung resistenter, wie auch voll anfalliger Linien und Allelietests
unterschiedlicher, resistenter Linien.

In zwei unabhéngigen Klimakammervirulenztests wurden funf Einsporisolate von verschiedenen Standorten
mit dem bisher verwendeten Isolat ES14 vergleichend getestet. Das ES14 verursachte den hdchsten Befall der
getesteten Isolate und ist somit fiir weitere Resistenzpriifungen geeignet. Hinweise auf Rassenspezifitat der
Resistenz gab es hierbei nicht.

Durch mehrere Selbstbestdubungsschritte von Einzelpflanzen aus Genbankakzessionen von Petersilie wurden
Linien mit hoher Resistenz bzw. Anféalligkeit gegen S. petroselini entwickelt. Fiir 30 dieser Linien wurden
jeweils zwei unabhéngige Klimakammertests zur Charakterisierung der Resistenz bzw. Anfélligkeit
durchgefiihrt. Die beiden Wiederholungen des ersten Tests korrelieren mit r; = 0,87 (p < 0,01) sehr gut
miteinander. Der zweite Klimakammertest mit einer Wiederholung korreliert ebenso sehr gut (rs = 0,87, p <
0,01) mit dem ersten Test. Die Ergebnisse belegen die gute Reproduzierbarkeit des Tests und die genetische
Verankerung der Resistenz. Die anféalligen Standards unterscheiden sich signifikant von allen als resistent
gepruften Linien.

Zur Erarbeitung einer effektiven Kreuzungsmethodik wurden Testkreuzungen durchgefiihrt. Die
Hybridnachweise fur die entstandenen Nachkommen wurden mittels molekularer Marker erbracht. Als
geeignet hierfur erwiesen sich dpRAPD-Paare (Budahn et al. 2008: Euphytica 162:117-128). Alle 30
Nachkommen der reziproken Einzelpflanzenkreuzung waren Kreuzungsbastarde, die Selbstbestaubungsrate
lag somit bei 0 %.
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Zur Ubertragung der Resistenz in anfalliges Leistungsmaterial wurden 97 Kreuzungen zwischen zwei
Leistungseltern und 12 resistenten Linien durchgefiihrt. Der Samenansatz lag bei 8,4 %. Nach einer
anschlieBenden Resistenzpriifung werden geeignete F;-Nachkommen dieser Kombinationen mit den
jeweiligen Leistungseltern riickgekreuzt. Ebenfalls wurden 63 Kreuzungen zwischen 14 resistenten Linien
verschiedener Herkiinfte realisiert. Der Kornansatz betrug hier 8,0 %.

Diese Arbeiten werden zur Entwicklung der ersten Petersiliensorte mit Resistenz gegen S. petroselini fiihren
und die Voraussetzungen zur Analyse der genetischen Basis der Resistenz schaffen.

Kontakt: Tobias Struckmeyer, E-Mail: tobias.struckmeyer@jki.bund.de
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Erste Ergebnisse zur Etablierung eines Sicherheitsvektorsystems an Apfel

(Malus domestica BORKH) zur Erzeugung markergenfreier gm-Pflanzen
Preliminary results to establish a recombinase vector system on apple (Malus domestica BORKH)
to generate marker-free gm-plants

Zusammenfassung

Die Erzeugung gentechnisch modifizierter (gm)-Pflanzen, die kein Markergen mehr enthalten, stellt ein
zentrales Ziel gentechnischer Arbeiten an Apfel dar. Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der
Etablierung eines effektiven Transformationssystems zur Gewinnung markergenfreier gm-Apfelpflanzen.
Dieses System arbeitet auf der Basis einer sequenzspezifischen Rekombination selektierender
Antibiotikaresistenzgene. Die hierfiir erstellte Monitoringkassette kombiniert die sequenzspezifische
Rekombination mit einem gusA-Reportergen. Die Expression der Rekombinase wurde unter die Kontrolle
eines Hitzestress (HS)-induzierbaren Promotors gestellt. Nach der HS-Induktion konnten erste partiell
markergenfreie gm-Pflanzen detektiert und eine anschlieRende Regenerationsstrategie fir die Erzeugung
vollstandig markergenfreier gm-Apfelpflanzen erarbeitet werden.

Stichwdrter: Malus domestica, nptll, markergenfrei, sequenzspezifische Rekombination
Abstract

The production of genetically modified (gm)-plants without selectable marker genes is one of the most
important goals in the field of genetic engineering on apple. This work describes the development of an
effective transformation system to generate marker-free gm-apple plants. The system based on a site-specific
recombination of the selectable marker gene nptll controlled by a heatshock-inducible promoter. We tested
the system using a monitoring vector combines the inducible site-specific recombinase for the precise
elimination of nptll and a GUS encoding gene (gusA) to realize the histochemical monitoring of
recombination events. Partial marker-free gm-apple plants were obtained after heatshock and putative fully
marker-free gm-plants were generated following a second regeneration strategy.

Keywords: Malus domestica, nptll, marker-free, site-spezific recombinationystem
Einleitung

Die Selektion transgener Zellen bei Apfel (Malus domestica BORKH) erfolgt Uberwiegend mithilfe des
Neomycinphosphotransferase-11-Gens (nptll). Dieses Gen vermittelt transgenen Zellen eine Resistenz
gegentiber dem Antibiotikum Kanamycin. Das nptll/Kanamycin Selektionssystem steht seit einigen Jahren
kritisch in der Diskussion. Das hat letztendlich dazu gefiihrt, dass gentechnisch modifizierte (gm)-Pflanzen,
die das nptll Gen enthalten, ab dem Jahr 2008 in der EU nicht mehr freigesetzt werden dirfen. Die
Etablierung alternativer Markersysteme an Apfel beschrénkte sich bislang auf einige wenige Verfahren, wie
beispielsweise die Positivselektion mit dem Phosphomannoseisomerase-Gen aus Escherichia coli
(Degenhardt et al., 2006, Flachowsky et al. 2004). Im Gegensatz zu den Obstgehdlzen existieren fiir andere
Kulturpflanzen bereits gut etablierte Systeme zur markergenfreien Selektion. So konnen z.B. bei
Selbstbefruchtern markergenfreie gm-Pflanzen durch Co-Transformation von Selektionsmarker und Zielgen
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erzeugt werden. Dabei wird das Markergen nach erfolgter Selektion sexuell ausgekreuzt (Puchta, 2003). Bei
Fremdbefruchtern wie dem Apfel entsteht bei einer solchen Auskreuzung ein véllig neuer Genotyp, weshalb
dieses Verfahren fir den Apfel ungeeignet ist. Eine Selektion, welche auf der Basis sequenzspezifischer
Rekombination arbeitet, ist fur Fremdbefruchter besser geeignet. Eines dieser Systeme ist das frei verfligbare
FIp/FRT-Rekombinationssystem aus Saccharomyces cerevisiae. Die FIp-Rekombinase entfernt Abschnitte im
Genom, die zwischen zwei spezifischen FRT-Erkennungssequenzen liegen und benétigt dafiir keine
zusatzlichen Protein- oder Co-Faktoren. (Kilby et al., 1995)

Im Rahmen dieser Arbeit soll gepruft werden, ob das FIp/FRT-Rekombinationssystem ein geeignetes
Verfahren zu Herstellung markergenfreier gm-Apfelpflanzen darstellt. Dabei soll die Selektion von gm-Zellen
mithilfe des nptll Gens erfolgen, welches sich gemeinsam mit der Flp-Rekombinase zwischen zwei FRT-
Stellen befindet. Nach erfolgter Selektion sollen die Flp-Rekombinase und das nptll Gen wieder aus dem
Apfelgenom entfernt werden. Die Expression der Flp-Rekombinase wird dabei von einem Hitzestress (HS)-
induzierbaren Promotor gesteuert.

Material und Methoden

Fir die Erzeugung von gm-Apfelpflanzen wurden Blattstiickchen von In-vitro-Sprossspitzenkulturen eines
'Pinova’-Samlings verwendet. Das Pflanzenmaterial wurde mit dem Agrobacterium tumefaciens Stamm
GV3101pMP90RK-pB-Npt-Hsp-Fls-Gus transformiert (T-DNA in Abbildung 1). Die Transformation und die
selektive Regeneration erfolgten auf Medium mit Kanamycin wie bei Flachowsky et al. (2008) beschrieben.
Der Aufbau einer transgenen Linie (T-Linie) und deren Kulturhaltung wurde wie bei Flachowsky et al. (2008)
durchgefiihrt.

Die genomische DNA der selektierten gm-Pflanzen wurde mit dem Dneasy® Plant Mini- Kit (Qiagen)
isoliert. Der Nachweis einer erfolgreichen Integration von nptll- und gusA-Gen erfolgte mittels PCR mit den
Primern nptllIF 5-ACAAGATGGATTGCACGCAGG-3', nptlIR 5-AACTCGTCAAGAAGGCGATAG-3'
sowie GusF 5-GTTCTGCGACGCTCACACCGATACC-3, GusR 5-TCACCGAAGTTCATGCCAGTCC
AG-3.

Die PCR wurde in einem 25pl Ansatz bestehend aus 50ng genomischer DNA, 10xDreamTaq™Puffer, 2mM
dNTPs, 12,5 mM je Primer und 0,5U DreamTaq™ DNA Polymerase (Fermentas) durchgefihrt. Verwendet
wurde das PCR-Protokoll: Denaturierung bei 94 °C fur 5 Min., gefolgt von 29 (nptllF) bzw. 35 (GusF)
Zyklen: 0,5 Min. Denaturierung bei 94°C, 1 Min. Annealing bei 57°C (nptlIF) bzw. 65 °C (GusF) und die
Elongation fir 0,5 Min. bei 72 °C. Nach der abschlieBenden Elongation bei 72 °C fiir 5 Min. wurden die
amplifizierten Fragmente auf einem 1%igen Agarosegel aufgetrennt. Fiir die HS-induzierte Expression der
Flp-Rekombinase wurden junge gm-Sprosse der T-Linie T670 fiir 1-24 Stunden bei 37 °C und 42 °C
inkubiert. Der Erfolg der Rekombination des nptll-Gens wurde im Anschluss molekular und histologisch
untersucht.

Der molekulare Nachweis erfolgte dabei an DNA mit dem Long range PCR Mix (Fermentas) mit den Primern
P1 5-CCAGTGACCTGCAGGCATGC-3" und P2 5-CCCACCAACGCTGACCAATTCC-3" (Abbildung
1). Um Rickschlusse auf die vollstandige Rekombination des nptll-Gens ziehen zu kénnen, wurden die
erhaltenen Fragmente von HS-induzierten und unbehandelten Ausgangspflanzen sequenziert.

Zur Untersuchung der Genexpression vor und nach der HS-Induktion wurde RNA mit dem Invisorb® Spin
Plant RNA Mini Kit (Invitek) aus Blattern isoliert und mittels RevertAid™ First strand cDNA Synthesis Kit
(Fermentas) in cDNA umgeschrieben. Die Transkription der Transgene nptll und gusA erfolgte mit den
bereits beschriebenen spezifischen Primern.

Die histologische GUS Farbung wurde, wie von Jefferson et al. (1987) beschrieben, mit einem spezifischen
Féarbepuffer durchgefiihrt, welcher 1mM 5-bromo-4-choro-3-indolyl B-D-glucuronid (X-Gluc) enthielt. Als
positive Kontrolle diente dabei die gusA-transgene Linie T355 (Flachowsky et al. 2008). Untersucht wurden
gm-Sprosse der Linie T670 vor und nach der HS-Induktion bei unterschiedlichen Temperaturen.
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Abb. 1 T-DNA der Monitoringkassette pB-Npt-Hsp-Fls-Gus

Darstellung der gesamten T-DNA, so wie sie wahrend des Transformationsprozesses ins pflanzliche Genom
integriert wird (A) und wie sie nach der Eliminierung des nptll-Markergens durch eine HS-induzierte
Expression der FIp-Rekombinase aussieht (B). BL — linke T-DNA Border, 35S — CaMV 35S Promotor, FRT —
Flp Erkennungssequenzen, nptll - Neomycinphosphotransferase-1l Gen, HSP — Hitzestress-induzierbarer
Promotor Gmhsp 17.6L, Flp — Flp-Rekombinase Gen, gusA — R-glucuronidase Gen, BR — rechte T-DNA
Border, P1/P2 — Primer zur Isolierung 35S-gusA-Fragment.

Ergebnisse

Zur Untersuchung der Funktionsfahigkeit des Flp/FRT-Rekombinasesystems an Apfel wurden mehrere
Transformationen mit dem bindren Vektor pB-Npt-Hsp-Fls-Gus durchgefiihrt. So konnten bisher 3 transgene
Linien der Sorte 'Pinova'-Samling erzeugt werden. Die T-Linie T670 wurde flr die weiteren Untersuchungen
ausgewahlt. Die Integration und die Expression der (bertragenen Transgene nptll und gusA konnten
erfolgreich mittels PCR (Daten nicht gezeigt) und RT-PCR (Abbildung 2B/C) nachgewiesen werden.

Zur Untersuchung der Funktionsféhigkeit der FIp-Rekombinase unter Kontrolle des HS-Promotors wurden
gm-Sprosse fir 1-24 Stunden bei 37°C bis 42°C inkubiert. AnschlieBend wurde der Bereich zwischen 35S-
Promotor und gusA-Gen von unbehandelten und HS-induzierten Pflanzen isoliert. In den Kontrollpflanzen
und den HS-induzierten Pflanzen bei 37°C hatte das isolierte Fragment eine identische GrdRe von circa 4.500
Basenpaaren (bp). Nach der HS-Induktion fiir 2 bzw. 8 Stunden bei 42 °C betrug die Fragmentlange in den
meisten Fallen nur noch 1.200 bp (Abbildung 2A). Zur eindeutigen Uberpriifung des Rekombinationserfolges
wurden zwei der erhaltenen PCR-Produkte sequenziert. Die Sequenzierung der Fragmente zeigte, dass nach
der Rekombination der gesamte Bereich innerhalb der FRT-Erkennungssequnenzen, wie erwartet, aus dem
pflanzlichen Genom entfernt wurde (Abbildung 1). Im Genom bleibt nach der Rekombination lediglich eine
der beiden FRT-Erkennungssequenzen, sowie der 35S-Promotor und das gusA-Gen zuriick.

Um zu zeigen, ob die HS-Induktion fir die Entfernung des nptll-Gens in allen Zellen erfolgt ist, wurde die
Expression von nptll vor und nach der Hitzestress-Induktion untersucht. Die Expression von nptll konnte zu
beiden Zeitpunkten nachgewiesen werden (Abbildung 2B), was beutet, dass die Entfernung des
Selektionsmarkers nicht in allen Zellen erfolgt ist. Gleichzeitig wurden die Proben auf gusA-Expression
Uberpriift. Dabei hat es sich gezeigt, dass diese nur in HS-induzierten Pflanzen nachgewiesen werden konnte
(Abbildung 2C).
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Abb. 2 Molekulare Analyse putativ markergenfreier gm-Pflanzen

Die HS-Induktion der T-Linie T670 mit Temperaturen bei 37 °C und 42 °C filhrte zu unterschiedlichen
Rekombinationsergebnissen. Bei einer Temperatur von 37 °C konnte keine Gus-Farbung und folglich keine
Rekombination detektiert werden (Abbildung 3B). Eine nahezu vollstandige Gus-Farbung der jungen Sprosse
zeigte sich erst nach einer Induktion bei 42°C (Abbildung 3C) bzw. bei der gusA-transgenen Linie T355
(Abbildung 3A). PCR zur Isolierung des 35S-gusA-Fragmentes von HS-induzierten und unbehandelten
Pflanzen (A). Das kurze Fragment lasst sich ausschlieflich in HS-induzierten Pflanzen nachweisen. Im
Gegensatz hierzu wurde das groRe 35S-gusA-Fragment in den Kontrollpflanzen und den Pflanzen mit
niedriger HS-Temperatur gefunden. RT-PCR zur Untersuchung der Expression von nptll (B) sowie der gusA-
Expression (C) in HS-induzierten und unbehandelten Pflanzen. Die Expression von nptll findet auch noch
nach der HS-Induktion statt, wohingegen die gusA-Expression erst nach einer HS-Induktion von 8h bei 42 °C
gezeigt werden konnte.

A B C

Abb. 3 Gus-Test an HS-induzierten gm-Pflanzen

Die gusA-transgene Linie T355 dient als Positivkontrolle (A). Untersuchung der HS-induzierten Expression
der Flp-Rekombinase in Abhé&ngigkeit der Umgebungstemperatur (B) bei 37 °C (keine Blaufarbung) und (C)
bei 42 °C (junge Blétter vollstandig blau).

Um eine vollstdndige Entfernung des nptll-Gens zu gewahrleisten, wurden Blattstiicken der HS-induzierten
Pflanzen erneut auf einem Regenerationsmedium ohne Zugabe selektierender Antibiotika zur Regeneration
gebracht und anschliefend mittels Gus-Test untersucht. Eine vollstandige Blaufarbung von Regeneraten
konnte erst bei Pflanzen beobachtet werden, die von Sprossen stammen, die vorher fiir mindestens 4 h bei 42
°C Hitzestress-induziert wurden. Eine geringere Temperatur und eine kiirzere Dauer der Induktion hatten zur
Folge, dass der Uberwiegende Teil an regenerierten Pflanzen Gus-negativ getestet wurde bzw. nur vereinzelte
Regenerate eine Gus-Aktivitat in allen Zellen zeigte.

Mitt. Julius Kiihn-Inst. 419, 2008 27



Nachwuchswissenschaftlerforum 2008

Diskussion

An einer ersten transgenen Linie der Apfelsorte 'Pinova’ konnte die Anwendbarkeit des Flp/FRT-
Rekombinasesystems unter Kontrolle eines Hitzestress-induzierbaren Promotors gepriift und die
Funktionsfahigkeit des Konstrukts pB-Npt-Hsp-Fls-Gus untersucht werden.

Die gezielte Induzierbarkeit des Gmhsp Promotors wurde bei drei Temperaturen (37°C, 40°C, 42°C)
untersucht. Die untersuchten Temperatur- und Zeitregime orientierten sich dabei an denen, die bereits an gm-
Tabak und -Mais erfolgreich getestet wurden (Lyznik et al., 1995; Kilby et al., 1995). Die Expression des
gusA-Reportergens konnte erst nach der HS-Induktion gezeigt werden, wodurch belegt werden konnte, dass
der HS-Promotor vor dem Hitzestress inaktiv ist und die Flp-Rekombinase nicht exprimiert werden kann. Erst
ab einer Umgebungstemperatur von 42 °C steigt die Promotoraktivitat stark an, was auch von Lyznik et al.
(1995) beschrieben wurde. Dies fiihrte vor allem in den jungen Blattern zu einer vollstandigen Blaufarbung.
Molekulare Untersuchungen mittels PCR und Sequenzierung bestétigten, dass eine Rekombination an den
FRT-Erkennungssequenzen zu einer vollstdndigen Entfernung des FRT-Nptll-HSP-FIp-FRT-Bereichs aus
dem pflanzlichen Genom fihrt. Im Genom bleiben nur noch die funktionell notwendigen Sequenzen
(Promotor und Zielgen) sowie eine FRT-Erkennungsstelle zurlick.

Eine vollstandige Entfernung des nptll-Gens aus allen Zellen des behandelten Gewebes konnte mit Hilfe der
HS-Induktion jedoch noch nicht erzielt werden. Auf Grund dessen wurde eine erneute (zweite) Regeneration
von HS-induzierten Zellen durchgeflihrt. Ziel war es dabei, vollstandig markergenfreie gm-Pflanzen zu
erhalten. Erste Gus-Tests an putativ markergenfreien Regeneraten haben gezeigt, dass es durch eine zweite
Regeneration mdglich ist, vollstandig markergenfreie Pflanzen zu erzeugen. Um dieses alternative
Selektionssystem gezielt fir Apfeltrans-formationen einsetzen zu kénnen, erscheint es hilfreich, rekombinierte
Zellen wahrend des Regenerations-prozesses gezielt zu selektieren.

Die Verwendung eines weiteren Selektionsmarkers, der nur in nicht-rekombinierten Zellen vorkommt und
deren Wachstum hemmt, birgt hierbei entscheidende Vorteile. Der Selektionsdruck beglnstigt nicht nur die
Regeneration von rekombinierten Zellen und verhindert so das Wachstum chimerer bzw. nicht-rekombinerter
Zellen (gezeigt bei Schaart et al., 2004), sondern bewirkt auch eine einfache Selektion putativ markergenfreier
gm-Pflanzen.

Literatur

Degenhardt J., Poppe A., Montag J., Szankowski 1., 2006: The use of the phosphomannose-isomerase/mannose
selection system to recover transgenic apple plants. Plant Cell Rep 25, 1149-1156

Flachowsky H., Birk T., Hanke V., 2004: Preliminary results to establish an alternative selection system for apple
transformation. ISHS Acta Horticulturae 663, 425-430.

Flachowsky H., Riedel H., Reim S., Hanke M.-V., 2008: Evaluation of the uniformity and stability of T-DNA
integration and gene expression in transgenic apple plants. Electronic Journal of Biotechnology 11 (1), 1-13.

Kilby J.N., David G.J., Snaith M.R., Murray J.A.H., 1995: FLP recombinase in transgenic plants — constitutive
activity in stably transformed tobacco and generation of marked cell clones in Arabidopsis. The Plant
Journal 8(5), 637-652.

Jefferson R. A., Kavanagh T. A., Bevan M. W. 1987. GUS fusions: B-glucuronidase as a sensitive and versatile
gene fusion marker in higher plants. European Molecular Biology Organization (EMBO) Journal 6, 3901 —
3907.

Lyznik L.A., Hirayama L., Rao K.V., Abad A., Hodges T.K., 1995: Heat-inducible expression of FLP gene in
maize cells. The Plant Journal 8 (2), 177-186.

Puchta H., 2003: Marker-free transgenic plants. Plant Cell, Tissue and Organ Culture 74, 123-134.

Schaart J.G., Krens F.A., Pelgrom K.T.B., Mendes O. and Rouwendal G.J.A., 2004: Effective production of
marker-free transgenic strawberry plants using inducible site-specific recombination and a bifunctional
selectable marker gene. Plant Biotechnology Journal 2, 233-240.

Kontakt: Magda-Viola Hanke, Telefon. 0351-2616240, E-Mail: viola.hanke@jki.bund.de

28 Mitt. Julius Kiihn-Inst. 419, 2008



Nachwuchswissenschaftlerforum 2008

Hattasch, Conny, Flachowsky, Henryk; Hanke, Magda-Viola
Julius Kihn-Institut, Bundesforschungsinstitut fir Kulturpflanzen (JKI), Institut fur Zuchtungsforschung an
gartenbaulichen Kulturen und Obst, Dresden

Erste Ergebnisse zur Mobilitat von gusA-spezifischen Silencing-Signalen in
Apfelpflanzen
Preliminary Results about the mobility of gusA-specific silencing signals in apple plants

Zusammenfassung

RNA-Interferenz (RNAI) ist ein mobiler, RNA-vermittelter Mechanismus zum Stilllegen von Genen
(Silencing), der in vielen Eukaryonten einschlieRlich der Pflanzen vorhanden ist. Um eine systemische
Ausbreitung des Silencing-Effekts erstmalig in Apfelpflanzen zu untersuchen, wurde mit Hilfe des bindren
Vektors pHELLSGATES::sigus ein RNAi-Konstrukt in das Genom eines ,Pinova’-Samlings Ubertragen,
welches ein gusA ,,Hairpin“-RNA-Homolog (sigus) exprimiert. AnschlieBend wurden die gewonnenen sigus-
transgenen Apfelpflanzen mit gusA-transgenen Pflanzen veredelt. Untersuchungen mittels Real-Time PCR
und Gus-Férbung zeigten, dass die gusA-Expression in den gusA-transgenen Sprossen im Vergleich zu gusA-
transgenen Pflanzen, die auf nicht-transgene Unterlagen veredelt waren, reduziert war.

Stichwdrter: Malus domestica, Veredlung, Hairpin-RNA
Abstract

RNA interference is a mobile, RNA-guided, gene regulatory mechanism in many eukaryotes, including plants.
Using the vector pHELLSGATES::sigus, we transferred a RNAI construct based on a gusA hairpin RNA
homolog (sigus) into the genome of a ‘Pinova’ descendant, to evaluate the mobility of silencing for the first
time on a woody plant like apple. Following, gusA transgenic apple shoots were grafted onto sigus transgenic
rootstocks. Real-time PCR and GUS staining assays showed that the gusA expression in the gusA transgenic
scion was clearly decreased compared to control shoots grafted onto non-transgenic shoots.

Keywords: Malus domestica, grafting, hairpin RNA
Einleitung

Apfelbdume werden in der Regel als Veredlung angebaut. Dabei wird die fruchttragende Apfelsorte als
Edelreis auf eine wuchsbeeinflussende Unterlage gepfropft. Ein veredelter Apfelbaum besteht damit aus
mehreren, genetisch unterschiedlichen Einheiten. Bei gentechnischen Arbeiten an Apfel wurden bisher die
(fruchttragenden) Apfelsorten direkt transformiert. Durch die Verwendung von Genkonstrukten, die eine
systemische Ausbreitung der Eigenschaft im gesamten Organismus gewdhrleistet, konnte man die
gentechnische Modifikation auf die Unterlage beschranken. Dadurch kdnnten gentechnische Methoden zur
Erzeugung nicht-transgener Apfelfriichte verwendet und die Ausbreitung transgener Pollen und Samen im
Freiland vermieden werden.

Die RNAi-Technologie bietet eine solche Mdglichkeit. RNAI, auch bekannt als RNA-Silencing oder
posttranskriptionelles Gensilencing, ist ein wichtiger Mechanismus in vielen Eukaryonten zur Regulierung
von Entwicklungsprozessen, der Unterdriickung von Transposonaktivititen sowie der Abwehr von fremdem
Erbgut. RNAI basiert auf der Erkennung und dem Abbau von doppelstrangiger RNA (dsRNA) zu kurzen
RNA-Molekilen (sRNA) durch DICER-dhnliche Proteine. Diese sRNAs werden entwunden und filhren
ARGONAUTE-ahnliche Proteine (AGO) zu komplementdren mRNA-Sequenzen, welche anschlieend
abgebaut werden oder deren Translation gehemmt wird (Baulcombe, 2005). Der Silencing-Effekt ist nicht
unmittelbar an den Ort seiner Entstehung gebunden. Er kann sich von Zelle zu Zelle und {ber lange Strecken
ausbreiten. Der Transport des Silencing-Effekts kann dabei tiber die Plasmodesmen und das Phloem erfolgen
(Himber et al., 2003; Tournier et al., 2006). Um die systemische Ausbreitung des Silencings erstmalig an
Holzgewéchsen wie dem Apfel zu untersuchen, wurden transgene Apfellinien hergestellt, die entweder das
Reportergen gusA oder ein gusA RNAi-Konstrukt (sigus) exprimieren. Diese Pflanzen wurden miteinander
veredelt, um anschlieend das Silencing des gusA-Transgens im gusA-transgenen Spross zu untersuchen.

Material und Methoden

Die Transformation eines Samlings von Malus domestica Borkh. cv. ‘Pinova’ (PinS) erfolgte mit
Agrobacterium tumefaciens pHELLSGATES::sigus wie bei Flachowsky et al. (2007) beschrieben.
Desweiteren wurde die gusA-transgene Apfellinie T355 (Flachowsky et al. 2008) verwendet. Die
Kultivierung, Vermehrung, Bewurzelung und die Uberfilhrung der Pflanzen ins Gewachshaus erfolgte wie bei
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Flachowsky et al. (2007) beschrieben. Die genomische DNA wurde mittels CTAB-Methode aus den Blattern
isoliert. Die Gesamt-RNA wurde mit dem Invisorb® Spin Plant RNA Mini Kit (Invitek) extrahiert. Im
Anschluss wurde die RNA mit Dnasel behandelt und mit dem RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit
(MBI Fermentas) in cDNA umgeschrieben.

Die Integration und Transkription von sigus und nptll wurde mittels PCR bestimmt. Dabei wurden DNA oder
cDNA als Template und die spezifischen Primer

GusF 5'-GTTCTGCGACGCTCACACCGATACC-3" und

HG3 5 -GGATCCTCTAGACCACTTTGTAC-3" (sigus)

sowie nptlIF 5"-GGTTCTCCG-GCCGCTTGGGTG-3" und

nptlIR5 CGGCAGGAGCAAGGTGAGATGAC-3" (nptll) verwendet.

Fir die histochemische Gus-Féarbung wurde das Pflanzenmaterial komplett mit einer X-Gluc-L6sung
bestehend aus 50 mM Natriumphosphat pH 7, 1 mM EDTA, 0,2% Triton X100, 0,05% SDS, 0,033% N-
Lauryl-Sarcosine, 1 mM Kaliumferricyanid und 50 mg X-Gluc (MBI Fermentas) bedeckt und fiir 1 h vakuum-
infiltriert. AnschlieRend wurde das Pflanzenmaterial Gber Nacht bei 37 °C inkubiert. Das Chlorophyll wurde
mit Ethanol/Essigsédure (3:1) entfernt.

Die Real-Time PCR-Reaktion wurde in einem iCycler iQ Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad) unter
Verwendung von iQ" SYBR Green Supermix (Bio-Rad), 1:50 verdiinnter cONA und den Primern GusF und
GusR (5’-TCACCGAAGTTCATGCCAGTC-CAG-3’) durchgefihrt. Das ermittelte Transkriptlevel wurde
gegen das mRNA-Level von AACTIN (ActF 5 -GTGAGGCTCTATTCCAACCATC-3°, ActR 5'-
GGAACACAAATTG-GGCAAGTAT-3") normalisiert.

Ergebnisse

Das sigus-Konstrukt von pHELLSGATES::gus besteht aus einem sense- und einem antisense-orientierten,
444 bp-Fragment des Gens gusA. Diese Fragmente sind durch ein Intron voneinander getrennt. Nach der
Transkription hybridisieren beide Fragmente und bilden eine dsSRNA in Form einer Hairpin-Struktur aus. Die
dsRNA wird von DCL erkannt und zu sRNAs abgebaut, welche dann den Silencing-Mechanismus aktivieren
(Abbildung 1).

Abb. 1 Die T-DNA des Vektors pHELLSGATES::sigus als Grundlage fir die Synthese von gusA-spezifischen
SRNAs.

Um zu testen, ob der Silencing-Effekt in Apfelpflanzen Uber Veredlungsstellen hinaus transportiert wird,
wurden zunachst Apfelpflanzen hergestellt, die gusA-spezifische Silencing-Signale produzieren. Nach der
Transformation mit dem Vektor pHELLSGATES::sigus wurden 13 kanamycinresistente Apfellinien erhalten.
Alle Pflanzen wiesen die Integration des RNAi-Konstruktes sigus und des Selektionsmarkergens nptll auf.
Die Transkription von sigus und nptll wurde mittels RT-PCR bestatigt. Anschliefend wurden in vitro-Sprosse
der gusA-transgenen Linie T355 (oben) mit in vitro-Sprossen der sigus-transgenen Linien (Unterlage)
veredelt. Als Kontrolle wurden T355-Sprosse auf nicht-transgene PinS-Unterlagen veredelt. Die Real-Time
PCR-Analysen zeigten, dass die gusA-Expression in zufdllig geernteten Blattern der veredelten gusA-
transgenen Sprosse im Vergleich zur Kontrolle deutlich reduziert war (Abbildung 2C). Dieses Ergebnis deutet
darauf hin, dass maobile Silencing-Signale tber die Veredlungsstelle in den oberen Pflanzenteil gelangten und
dort ein Silencing des gusA-Transgens auslosten.
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Um zu testen, in welchem MaR sich die Expressionshemmung von gusA auf den Phénotyp der Veredlungen
auswirkt, wurden mit den in vitro-Veredlungen Gus-Farbungen durchgefiihrt. Die Blatter der Kontroll-
pflanzen waren komplett blau geféarbt, wéahrend die Unterlagen wie erwartet weill blieben (Abbildung 2A).
Dagegen waren die Blatter der gusA-transgenen Sprosse, die mit sigus-transgenen Unterlagen veredelt waren,
nur teilweise blau gefarbt und wiesen weile Flachen auf (Abbildung 2B). Diese weillen Fléchen sind
offensichtlich eine Folge des Silencings der gusA-Expression. Dabei trat der Silencing-Effekt sowohl in
jungen als auch alteren Blattern auf.

Abb. 2 Expressionshemmung des gusA-Transgens durch Veredlung mit sigus-transgenen Linien am Beispiel
der Linie T627. (A) Die Kontrolle besitzt PinS (untransformiert) als Unterlage und weist keinen
Silencing-Effekt auf. (B) Die sigus-transgene Linie T627 als Unterlage bewirkt eine Reduktion der
Blauférbung im gusA-transgenen Spross T355. (C) Unter in vitro- und Gewéchshausbedingungen
(GWH) kommt es bei den Veredlungen mit T627 im Vergleich zur Kontrolle vPinS zur Reduktion des
gusA-mRNA-Gehaltes.

Um zu untersuchen, ob der Silencing-Effekt auch in verholzten Apfelpflanzen mobil ist, wurden die
transgenen Linien ins Gewdchshaus Uberfiihrt. Dort wurden einjéhrige Pflanzen der sigus- und gusA-
transgenen Pflanzen miteinander veredelt. Nach fiinf Monaten wurde die gusA-Expression in den Blattern der
gusA-transgenen Reiser mittels Real-Time PCR untersucht. Dabei konnte festgestellt werden, dass die gusA-
Expression in Veredlungen mit sigus-transgenen Pflanzen im Vergleich zur Kontrolle ebenfalls reduziert war.
Somit ist davon auszugehen, dass auch in verholzten Pflanzen ein Transport des Silencing-Effekts erfolgt.

Diskussion

Nach der Veredlung von sigus-transgenen Apfelpflanzen mit gusA-transgenen Apfelpflanzen wurde eine
Reduktion der gusA-Expression auf RNA- (Real Time-PCR) und Proteinebene (Gus-Férbung) festgestellt.
Bereits bei Gilissen et al. (2005) konnte gezeigt werden, dass Apfelpflanzen Uber einen Silencing-
Mechanismus verfiigen. Dabei wurden Apfelpflanzen mit einem Mal d 1-spezifischen RNAi-Konstrukt
transformiert. In anschlieBenden Untersuchungen wurde festgestellt, dass die Expression des Gens Mal d 1
reduziert ist und Apfelpflanzen somit (ber einen Silencing-Mechanismus verfiigen, der durch RNAI-
Konstrukte induziert werden kann. Bei RNAi-Konstrukten hybridisieren die komplementdren Sequenz-
abschnitte und bilden dadurch eine Hairpin-Struktur. Nach dem Entfernen des Introns entsteht eine dsRNA,
die durch DCL zu sRNAs abgebaut wird (Mitter et al., 2006). Diese SRNAs bewirken einen Silencing-Effekt,
indem sie im Komplex mit AGO an homologe Sequenzen binden und die Expression dieser Zielsequenzen
hemmen (Baulcombe, 2005). Durch die Verwendung eines gusA-spezifischen RNAi-Konstruktes ist davon
auszugehen, dass gusA-homologe sSRNAs entstehen, die den Silencing-Mechanismus aktiviert kdnnen.
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Um den Silencing-Effekt auslésen zu koénnen, missen diese sSRNAs in den oberen Pflanzenteil der
Veredlungen (Linie T355) transportiert werden. Der Phanotyp der T355-Pflanzen die auf T627-Pflanzen
veredelt waren (Abbildung 2B) lasst vermuten, dass die Ausbreitung der Silencing-Signale von der Unterlage
Uber das Phloem in die Blattadern und von dort in die Blattspreite erfolgt. Untersuchungen zur Mobilitat und
dem Transport von Silencing-Signalen sind fir Apfel noch nicht beschrieben. Jedoch konnte in
Veredlungsexperimenten mit transgenen Tabakpflanzen die Ubertragung eines Silencing-Effektes
nachgewiesen werden. Dabei wurden gusA- bzw. gfp-transgene Tabakpflanzen, die ein spontanes Silencing
aufwiesen, mit normalen gusA/gfp-transgenen Pflanzen veredelt. AnschlieRend wurde ein spezifisches
Silencing der Transgene in den normalen, transgenen Linien beobachtet (Palauqui et al., 1997; Tournier et al.,
2006). Dabei erfolgte die Ausbreitung des Silencing-Effektes mit dem Phloemstrom (Tournier et al., 2006).
Da wir in unseren Experimenten einen dhnlichen Effekt beobachtet haben, ist anzunehmen, dass bei
Apfelpflanzen gusA-spezifische Silencing-Signale in Form der sRNAs iber Veredlungsstellen hinaus
transportiert werden und den Silencing-Mechanismus unabhéngig vom Ort ihrer Synthese aktivieren kdnnen.
Im Anschluss muss nun getestet werden, ob mit RNAi-Konstrukten auch die Expression apfeleigener Gene
kontrolliert werden kann. Damit kdnnten durch RNAi-transgene Unterlagen Merkmale in nicht-transgenen
Frichten gezielt beeinflusst werden. Die Expression der Transgene bliebe ausschlieBlich auf die Unterlage
beschrénkt.

Diese Arbeit wurde vom Bundesministerium fir Bildung und Forschung (BMBF) und durch das EU-
Forschungsprojekt ISAFRUIT (Contract no. FP6-FOOD-CT-2006-016279) gefordert.
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Pelargonium Suspensionskultur - Charakterisierung und Mdglichkeiten
der Verwendung

Pelargonium suspension culture - Characterization and prospects for utilization
Zusammenfassung

Es konnten Suspensionskulturen der Pelargonium Genotypen 503, 519, 301 und 609 aus Kalluskulturen
etabliert werden. Fir die Isolierung stabiler Protoplasten aus den Zellsuspensionen wurde ein Protokoll
entwickelt. Die erhaltenen Protoplasten wurden sowohl fir den Test von Fluoreszenzfarbstoffen als auch fir
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Protoplastenfusionen eingesetzt. Durch die Verwendung von griinen Mesophyllprotoplasten und farblosen
Suspensionsprotoplasten ist es mdglich, den Verlauf der Fusion visuell im Durchlichtmikroskop zu
beobachten und zu bewerten. Deshalb sind Zellsuspensionen eine wichtige VVoraussetzung fiir die erfolgreiche
Etablierung der somatischen Hybridisierung bei Pelargonium.

Stichworter: Pelargonium, Suspensionskultur, Protoplasten, Protoplastenfusion
Abstract

Suspension cultures from callus of Pelargonium genotypes 503, 519, 609 and 301 could be established. A
method for the isolation of stable protoplasts from these cell suspensions was developed. The isolated
protoplasts have been used for testing of fluorescence dyes as well as for somatic hybridisation. Application
of green protoplasts from leaves and colourless suspension protoplasts is of high value giving the possibility
to observe the fusion process under the light microscope. For that reason cell suspensions are very useful for
the establishment of the somatic hybridisation of Pelargonium.

Keywords: Pelargonium, suspension culture, protoplasts, somatic hybridization
Einleitung

Die bakterielle Pelargonienwelke (Xanthomonas hortorum pv. pelargonii, Xhp) und die bakterielle
Schleimkrankheit (Ralstonia solanacearum, RS) sind zwei sehr bedeutende Krankheiten an Pelargonien, die
zu erheblichen finanziellen EinbuBen vor allem in Jungpflanzenbetrieben filhren kénnen. Im Rahmen eines
umfangreichen Resistenzscreenings gegen beide Erreger (Xhp, Rs) wurde der Genotyp 609 als resistent
identifiziert. Die Ubertragung der Resistenz vom Genotyp 609 (Wildform) auf den Genotyp 503 (Kulturform)
konnte bisher durch Kreuzung nicht realisiert werden. Ein Grund dafur kdnnte die Zugehorigkeit der
Genotypen zu unterschiedlichen Sektionen sein. Pelargonien sind mit tber 270 Arten in insgesamt 16
unterschiedliche Sektionen eingeteilt (Dreyer u.a. 1992).

Als Alternative zur Kreuzung besteht die Mdoglichkeit, Uber Protoplastenfusion bzw. somatische
Hybridisierung die Resistenz in die Kulturform zu tbertragen. Bisher gelang nur Nassour und Dorion (2003)
eine erfolgreiche somatische Hybridisierung. Aus diesem Grunde ist es notwendig, nach zuverldssigen
Quellen fiir Protoplasten zu suchen und die Parameter des gesamten Prozesses zu etablieren. In der hier
vorgelegten Arbeit wird sowohl die erfolgreiche Etablierung von Suspensionskulturen verschiedener
Pelargonium Genotypen als auch die Isolation von stabilen Protoplasten aus diesen Kulturen beschrieben. Fir
die Erhaltung der Suspensionskulturen ber viele Passagen hinweg wurden Kultivierungsbedingungen wie
Medium und Zelldichte den jeweiligen Kulturen angepasst. Die Suspensionsprotoplasten wurden zur Testung
von moglichen Fluoreszenzfarbstoffen und als Fusionspartner verwendet. In beiden Féllen ermdglichen die
Suspensionsprotoplasten den Fusionsprozess im Mikroskop zu beobachten, eine wichtige VVoraussetzung fiir
die weitere Optimierung der Fusionsparameter. Daher ist die Entwicklung und Erhaltung der
Suspensionskulturen eine wichtige Voraussetzung fir eine erfolgreiche Durchfiihrung der somatischen
Hybridisierung bei Pelargonium.

Material und Methoden

Die Suspensionskulturen wurden von Kallus entwickelt, welcher sich spontan an In-vitro-Pflanzen bildete.
Der Kallus wurde abgenommen und (iber verschiedene Sieb- und Waschschritte in ein Suspensionsmedium
Uberflhrt. Die Suspensionen der beiden Pelargonium zonale Genotypen 503 und 301 wurden im Pelargonien
Suspensionsmedium Pel Sus 2 (Tabelle 1) kultiviert. Die Schittelkulturen wurden im Dunkeln (25 °C) bei
100 rpm inkubiert. Nach jeweils 7 Tagen wurden die Suspensionen durch einen Filter (Porengrofle 500 pm)
gesiebt und in frisches Pel. Sus. 2 Medium tberfiihrt.

Tab. 1 Medienzusammenstellung (Angaben pro 1 1)

Medienbestandteil Pel Sus 2 Ta Medium
MS Medium* X X
Saccharose 309 409
BAP 0,45 mg -
2,4-D 2,21 mg 1mg
Askorbinséure 50 mg -
Zitronensaure 50 mg -
pH 5,6 5,7

*MS Medium: Murashige und Skoog (1962)
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Fir die Protoplastengewinnung wurden 10 ml Suspension zentrifugiert und das Pellet mit der Enzymldsung E-
Api | (1% Cellulase, 1% Macerozym, 0,5% Driselase) tber Nacht, im Dunkeln (25 °C) bei 30 rpm verdaut.
Bei der anschlieBenden Aufarbeitung wurden die Protoplasten zunéchst durch einen Filter (PorengréRe 50
pm) gesiebt und in einem Saccharose-Gradienten aufgereinigt.

Der Kallus der beiden Genotypen 609 und 519 wurde im Ta Medium (Tabelle 1) kultiviert. Diese
Suspensionen wurden ebenfalls regelméRig nach 7 Tagen durch einen Filter (PorengréRe 500 pm) gesiebt und
in frisches Ta Medium Uberfuhrt. Die Protoplastengewinnung erfolgte analog zu den Kulturform Genotypen.
Die Férbung der Protoplasten wurde mit 5 pg/ml Vitalfarbstoff durchgefihrt. Als Farbstoffe konnten
Rhodamin G (Fluka) und CellTracker Blue (Invitrogen) verwendet werden. Fur die Anfarbung wurden die
Protoplasten 25 min mit dem entsprechenden Farbstoff im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der
Férbung erfolgte ein Waschschritt. Im Anschluss konnten die geférbten Suspensionsprotoplasten kultiviert
und firr Fusionen weiter verwendet werden.

Die bearbeiteten Genotypen wurden von der Firma Elsner pac® Dresden zu Verfiigung gestellt.
Ergebnisse

Es ist gelungen, vitale Suspensionskulturen (ber einen Zeitraum von einem Jahr zu erhalten. Die
Suspensionen der einzelnen Genotypen unterschieden sich hinsichtlich ihrer Struktur. Wahrend die
Kallussuspensionen bei den Genotypen 503 und 301 eine sehr feine Struktur aufwiesen, hatten die
Kallussuspensionen der Genotypen 519 und 609 eine festere und kompaktere Struktur (Tabelle 2).

Tab. 2 Kallussuspension und ProtoplastengréRe

Genotyp Kallussuspension @ der Protoplasten
301 sehr feiner, homogener Kallus 50 um
503 feiner, homogener Kallus ca. 20 um
519 kompakter, fester Kallus 20-50 pm
609 grober, kompakter, fester 10 - 20 pm
Kallus

Die Kulturmedien wurden den Kulturanspriichen der jeweiligen Genotypen angepasst. Dadurch war ein
kontinuierliches Wachstum der Zellsuspensionen bei allen Genotypen gewéhrleistet. Die regelméRige
wochentliche Passage auf frisches Medium ist neben der Medienzusammensetzung der wichtigste Faktor fiir
den Fortbestand der Suspensionen. Aus allen etablierten Suspensionskulturen lieRen sich zuverldssig stabile
Protoplasten isolieren. Die Protoplasten waren stets hoch aufgereinigt, Bruchstiicke konnten sicher entfernt
werden. Die so gewonnenen stabilen Protoplasten standen fiir eine weitere Verwendung in der
Protoplastenfarbung und —fusion zur Verfligung (Abbildung 1). Neben der Stabilitat ist die Farblosigkeit ein
weiterer Vorteil flr die nachfolgenden Untersuchungen.

] joup

Abb. 1 Stabile Suspensionsprotoplasten nach der Aufreinigung im Saccharosegradienten, a) 503; b) 301;
c) 609; d) 519.
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Die mit Rhodamin G (Abbildung 2) bzw. CellTracker Blue angeférbten Protoplasten konnten bis zum Kallus
weiter kultiviert werden. Es gab weder zeitliche noch morphologische Unterschiede im Regenerationsverlauf
zu den nicht geférbten Kontrollen.

Zp_g{m
Abb. 2 Suspensionsprotoplasten 503, geférbt mit Rhodamin G .

Diskussion

Fir die Entwicklung eines erfolgreichen Protokolls zur somatischen Hybridisierung ist es notwendig,
genligend stabile Protoplasten mit einem guten Regenerationspotenzial zur Verfligung zu haben. Zur
Protoplastenfusion bei Pelargonien gibt es bisher nur eine kurze Verdffentlichung (Nassour und Dorion 2003).
Die eigenen Arbeiten haben die Resistenziibertragung aus Wildformen in Kulturformen zum Ziel. Bei
Pelargonien gibt es in dieser Hinsicht bisher keine Erfahrungen. Die anfangliche Isolierung aus Blattern
verlief aufgrund der Instabilitat der Protoplasten erfolglos (nicht verdffentlicht). Mit den hier vorgestellten
Suspensionskulturen gelang es erstmals, stabile Protoplasten von den gewinschten Genotypen in
ausreichender Menge zu isolieren und weiter zu kultivieren.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten vier unterschiedliche Pelargonium Genotypen als Suspensionskultur
erfolgreich etabliert werden. Auch die Kultivierung des Genotyps 609 (Wildform) mit hohem Gehalt an
atherischen Olen ist (iberraschender Weise gut gelungen. Es ist bekannt, dass dtherische Ole und weitere
pflanzliche Sekundarstoffe die In-vitro-Kultivierung oft nachteilig beeinflussen. Bei der Vermehrung und
Erhaltung von Pelargonium Genotypen in vitro spielt dieser Fakt durchaus eine wichtige Rolle. (Ryschka,
pers. Mitteilung). Die gelungene Etablierung der Suspensionskultur des Genotyps 609 ist eine wichtige
Voraussetzung fiir die Realisierung der Protoplastenfusionen mit diesem Genotyp und damit der Ubertragung
der gefundenen Resistenz in Kulturformen. Die Regeneration der Suspensionsprotoplasten tber einen Kallus
bis hin zur vollstandigen Pflanze wird zurzeit getestet. Yarrow u. a. (1987) erzielten unterschiedliche
Ergebnisse bei der Regeneration der Suspen-sionsprotoplasten. Ihnen ist die erfolgreiche Regeneration von P.
x hortorum aus Suspensionsprotoplasten gelungen.

Die Stabilitat und die Auswirkungen der Farbstoffe auf die Protoplastenentwicklung missen noch weiter
untersucht werden. Zurzeit lieR sich feststellen, dass die Regeneration bis zum Kallus nicht durch die
Farbstoffe beeinflusst wird. Die Versuche zur Anfarbung der Protoplasten stellen somit einen weiteren
wichtigen Beitrag zur Etablierung der somatischen Hybridisierung bei Pelargonium dar. Damit ist es mdglich,
die Protoplasten gut visuell zu differenzieren. Darliber hinaus kdnnten diese Anfarbungen ein erster Schritt fur
eine automatische Zellsortierung mittels lasergestutzter Flowzytometersysteme sein. Fluoreszenzfarbstoffe
werden vielseitig in der Biologie angewendet. Die Nutzung dieser Farbstoffe fiir die Anfarbung pflanzlicher
Protoplasten wurde jedoch bisher kaum beschrieben, so dass es zu den Auswirkungen auf das Wachstum der
Protoplasten keine Angaben gibt.

Erste Untersuchungen lassen erkennen, dass die Suspensionsprotoplasten auch fiir die eigentlichen
Fusionsprotokolle mit Polyethylenglycol geeignet sind. An diesen Untersuchungen wird derzeit intensiv
gearbeitet.
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Charakterisierung des Aromamusters der Wilderdbeere Fragaria nilgerrensis

(Schltdl.) als Voraussetzung fiir die Nutzung in der Erdbeerziichtung
Characterisation of the aroma pattern of the wild strawberry Fragaria nilgerrensis (Schitdl.)
as a precondition for the use in strawberry breeding

Zusammenfassung

Die erstmalige Untersuchung des Aromas der Wilderdbeere F. nilgerrensis wurde mit Hilfe der
Gaschromatographie-Massenspektrometrie  (GC-MS) und  Gaschromatographie-Olfaktometrie  (GCO)
ausgefiihrt. Die GCO (Nasal Impact Frequency Methode - NIF) wurde mit einem Expertenpanel bestehend
aus sieben Personen zur Identifizierung der Hauptaromastoffe vorgenommen. Die Aromaanalyse der F.
nilgerrensis zeigte eine Vielzahl von aromarelevanten Substanzen mit zumeist hohen Konzentrationen. Neben
den wichtigen Komponenten Mesifuran und Furaneol wurden Lactone als herausragende und intensiv
wahrgenommene Inhaltsstoffe identifiziert. Desweiteren enthalt die Wilderdbeere Methylanthranilat in
geringer Konzentration. Aufgrund der Konzentration und Anzahl der Lactone, stellt F. nilgerrensis einen
hervorragenden Donor fiir diese Substanzklasse in der Pflanzenziichtung dar.

Stichworter: GC-MS, GCO, Wilderdbeere, Elsanta, Pflanzenziichtung
Abstract

The first-time aroma investigation of the wild strawberry F. nilgerrensis was performed by gas
chromatography-mass spectromertry (GC-MS) and gas chromatography olfactometry (GCO). For GCO (nasal
impact frequency method - NIF) a panel of seven experts was used to identify the key aroma compounds. The
aroma analysis of F. nilgerrensis indicated a broad range of aroma-relevant substances with mostly high
concentrations. Beside the important components mesifuran and furaneol, lactones were identified as
character impact compounds. Furthermore methylanthranilat was found in low concentration. Due to the
concentrations and number of lactones, F. nilgerrensis represents an outstanding donor for this substance class
in plant breeding.

Keywords: GC-MS, GCO, wild strawberry, Elsanta, plant breeding
Einleitung

Die Erdbeere zahlt zu einer der beliebtesten Obstarten der Welt. Beim Vergleich von frisch geernteten
Friichten aus dem heimischen Garten mit den Kkauflich erworbenen Erdbeere sind zumeist ein groRer
Geschmacksunterschied und Differenzen in GréRRe und Farbe, festzustellen. Das Resultat der jahrzehntelangen
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Hochleistungsziichtung sind ganz wenige handelsibliche Sorten, mit groRRen, festen, hellroten Friichten sowie
hohem Ertrag und guter Lagerfahigkeit aber nur geringem Aroma.

Durch mehrjéhrige Untersuchungen im Julius Kihn-Institut konnten zwischen modernen Hochleistungssorten,
alten Kultursorten und Wildarten genetisch manifestierte Unterschiede in den Metabolitmustern gefunden
werden (Ulrich, 2007; Olbricht, 2008). Die inhaltsstofflichen Unterschiede weisen auf eine genetische Erosion
(genetischen Trichtereffekt) hin. Dieser Effekt beeinflusst offensichtlich auch sensorisch bedeutende
Merkmale wie das Aromamuster [wWww.BAFz.DE]. Das geringe oder nahezu fehlende Aroma neuer
Hochleistungssorten ist eine Folge der Ziichtung auf hohen Ertrag und technologische Parameter wie hohe
Festigkeit der Friichte.

Verbraucher bevorzugen jedoch verstarkt Sorten mit hoher sensorischer Qualitat. Deshalb wird nach einer
Erdbeeresorte gesucht, die alle positiven Eigenschaften mit einem typischen Aromas vereint. Diese
Zielstellung soll durch Kreuzung von Hochleistungssorten mit alten Sorten und mit Wilderdbeeren erreicht
werden. Eine fiir dieses Zichtungsprogramm in Frage kommende, vielversprechende Wildart kénnte die
weille Wilderdbeere Fragaria nilgerrensis (Schltdl.) sein. Mit dem derzeitigen Stand des Wissens kann aber
keine genaue Aussage Uber die sensorischen Eigenschaften und das Aromaprofil dieser Wildart getroffen
werden. Das Erscheinungsbild der kleinen Wildfriichte zeichnet sich durch eine creme bis blassrosa Farbung
mit rot-braunen Nusschen aus. Bei der sensorischen Qualitét existieren in der Literatur gegensatzliche
Meinungen. Die Wissenschaftler Olbricht und Staudt behaupten, die Friichte seien ,eine regelrechte
Aromabombe* (Hein, 2006; Staudt et al., 1975). Hingegen findet man in der Literatur auch Hinweise auf
einen schlechten Geschmack der Friichte (Darrow et al, 1966).

Das Ziel dieser Arbeit ist es, die Aromastoffe der Wildart F. nilgerrensis mittels Gaschromatographie-
Massenspektrometrie (GC-MS) und Gaschromatographie-Olfaktometrie (GCO) zu untersuchen und mit der
Hochleistungssorte Elsanta zu vergleichen, um eine Aussage Uber die mdogliche Verwendung der
Wilderdbeere fur die Ziichtungsprogramme zu geben.

Material und Methoden

Material. Als Untersuchungsmaterial standen die asiatische Wilderdbeere F. nilgerrensis (Schitdl.), spp.
Yunnan (Ernte 2006; 426 g) und die Kulturbeere Elsanta (Ernte 2008; 241 g) furr die Analysen zur Verfligung.
Beide Erdbeerarten wurden im Zuchtgarten des ,,Julius Kiihn-Instituts* angebaut, vollreif geerntet und -86 °C
bis zur Analyse gelagert.

Probenvorbereitung. Fir die Isolierung der fliichtigen Inhaltsstoffe der Beeren eine Fliissig-fliissig-Extraktion
der Aromastoffe mit Dichlormethan verwendet (Ulrich, 2007). Der Dichlormethanextrakt wurde durch das
Abdampfen des Losungsmittels tber eine Vigreux -Kolonne auf ein Volumen von etwa 200 pl eingeengt.

Gaschromatographie. Parallel zur Olfaktometrie erfolgten Analysen mittels GC-MS und GC-FID.

GC-FID-Analyse: a) Hewlett Packard GC 6890 Serie Il, Sdule: HP5 (15 m x 0,32 mm x 1,0 pm, b) Agilent
6890 N Network GC System, Sdule: HP INNOWax (15 m x 0,32 mm x 0,5 pm), Temperaturprogramm: 45 °C
(3 min) — 10 K/min - 210 °C (13,5 min); Wasserstoff als Trégergas, Injektor 250 °C, Split:1:3, Detektor: FID,
250 °C.

GC-M-Analyse: a) Hewlett Packard GC MS-System GC 5890 plus und MSD 5972, Saule: HP 5 (30 m x 0,25
mm x 0,5 um), b) Agilent 6890 N Network GC System mit 5977 MSD; Saule: Zebron ZB-Wax (30m x
0,25mm x 0,5 um), Temperaturprogramm: 45 °C (5 min) — 3 K/min — 210 °C (20 min); Helium als Tragergas;
Injektor 250 °C, Split: 1:3, Detektor: MS, 280 °C

GCO: Die Geratetechnik und die Methodenparameter entsprechen denen der GC-FID-Analysen, wobei der
Tragergasstrom jedoch auf einen Sniffingport geleitet wurde (OPD2 von Gerstel). Fir die sensorische
Charakterisierung der Extrakte wurde die Nasal Impact Frequency Methode (NIF) angewendet (Wijaya,
2005). Die sensorische Bewertung am Sniffingport wurde mit einem Panel bestehend aus sieben trainierten
Personen ausgefiihrt. Die Aufzeichnung der Lange der Geruchswahrnehmungen erfolgte durch Driicken einer
Joysticktaste. Zusatzlich wurde die Geruchsqualitat verbal beschrieben und registriert.

Ergebnisse

GC-FID- und GC-MS-Analysen: Die konzentrierten Methylenchloridextrakte der beiden Erdbeerproben sind
durch einen intensiven Geruch charakterisiert. Wahrend der Elsantaextrakt dem typischen Kulturer-
dbeergeruch &hneld, weist die Wilderdbeere deutliche Pfirsich- und Lactonnoten auf. Die gaschromato-
graphischen Trennungen ergeben stark strukturierte Chromatogramme mit einer Vielzahl von Peaks. Wahrend
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der Wilderdbeerextrakt 186 (HP5) bzw. 184 (Wax) Peaks aufweist, werden fiir die Kulturerdbeere mit 103
(HP5) bzw. 143 (Wax) deutlich weniger Metabolite detektiert. Dieses Ergebnis ist in Ubereinstimmung mit
friiheren vergleichenden Untersuchungen an Wild- und Kulturerdbeeren (Ulrich, 1997; Ulrich, 2007), die
ebenfalls qualitative und quantitative Unterschiede in den Aromamustern nachweisen konnten.

Abbildung 1 zeigt die gaschromatographischen Trennungen beider Proben. Im Vergleich zur Wilderdbeere,
die eine Vielzahl von kleinen bis mittleren Peaks enthalt, ist das Elsantachromatogramm &rmer, zeigt aber
einige wenige dominierende Substanzen. Die Substanzen mit der grofiten Konzentration in der F. nilgerrensis
sind Acetoin, Mesifuran sowie Hexansdure und Benzylalkohol mit mittleren Gehalten. Im Vergleich dazu
enthdlt der Elsantaextrakt die Substanzen (E)-2-Hexenal, Butterséure, 2-Methylbuttersdure und Hexansdure
(,Bocksdure”, sog. Off-flavour) als dominierende Peaks, sowie Furaneol und y-Decalacton in mittleren
Mengen. In der Wilderdbeere wurden nahezu alle aus der Literatur bekannten Schlisselkomponenten
gefunden (Ulrich, 1997).

Weitere auffallige Unterschiede im Aromastoffgehalt treten bei Methylanthranilat und einigen Terpenen auf.
Methylanthranilat, das einen intensiv, blumig-aromatischen Geruch aufweist, fehlt in der Elsanta, ist in der
Wilderdbeere jedoch vorhanden. Dieser Ester ist eine der Schliisselsubstanzen neben Mesifuran und Furaneol.
Elsanta weist hohe Gehalte des angenehm, blumig riechenden Terpens Linalool auf, das in der Wilderdbeere
nicht nachgewiesen werden konnte.
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Abb. 1 Gaschromatogramme der Wild- und Kulturerdbeere. INNOWax-Trennsaule, Detektor FID. 1 -
Hexanal, 2 - Acetoin, 3 - Essigsaure, 4 - Octylacetat, 5 - Mesifuran, 6 - Hexansaure, 7 - Benzylalkohol,
8 - (E)-2-Hexenal, 9 - Butterséure, 10 - 2-Methylbutterséure, 11 - Furaneol, 12 - y-Decalacton

Aus den Peakhohen oder -flachen (Konzentration) der einzelnen Substanzen kann jedoch kein einfacher
Riickschluss auf die sensorische Wirkung eines Aromastoffes gezogen werden, da fiir den menschlichen
Sinneseindruck nicht die Konzentration einer Substanz, sondern deren Aromawert entscheidend ist. Der
Aromawert ist als Quotient aus Konzentration und Geruchsschwellenwert eines Aromastoffes definiert.

Olfaktometrische Analyse: Bei der fiir diese Arbeit verwendeten Gaschromatographie-Olfaktometrie-Methode
NIF handelt es sich um eine statistische Methode im Gegensatz zu den verschiedenen sog.
Verdlnnungsmethoden. Fir die NIF-Untersuchungen wird ein Panel bestehend aus trainierten Testern zur
olfaktometrischen Analyse eingesetzt. Dadurch wird verhindert, dass die Messwerte durch individuelle
Unterschiede in der Geruchswahrnehmung (sog. totale oder partielle Anosmien) entscheidend verfalscht
werden konnen. Der Einsatz eines trainierten Panels gléttet individuelle Unterschiede, erfordert jedoch einen
hohen personellen und organisatorischnen Aufwand. Die von den einzelnen Testern angegebenen
Geruchsbeschreibungen sind auch bei trainierten Personen individuell gepréagt und mussen im Anschluss an
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die Analysen diskutiert werden. Die in Tabelle 1 aufgefiihrten Geruchsbeschreibungen stellen deshalb eine
Konvention der sieben Tester dar.

Abbildung 2 zeigt eine Gegenliberstellung einer FID-Analyse und eines NIF-Chromatogramms bestehend aus
sieben einzelnen GCO-L4&ufen. Die Graphik verdeutlicht das oben erwéhnte Prinzip des Aromawertes. Es
besteht keine lineare Korrelation zwischen Peakhdhen in der instrumentellen FID-Analyse und der
olfaktomerischen Wirkung auf den Geruchssinn. Die Abbildung zeigt fir einige sehr kleine Peaks hohe NIF-
Werte, das heil’t, starke Geruchseindriicke. Auch der gegensétzliche Fall, dass Substanzen in hohen
Konzentrationen keine oder geringe Geruchseindriicke verursachen, ist fiir einige Substanzen zu verzeichnen.

Die bei den instrumentellen Analysen gefundene groRere Vielfalt der Metabolite in der Wilderdbeere spiegelt
sich auch in den olfaktometrischen Messungen wider. Fir die Wilderdbeere F. nilgerrensis wurden als
Summe aller Tester 183 Geruchseindriicke verzeichnet. In der Analyse des Elsantaextraktes traten 156
Wahrnehmungen auf.

_DJ i .m:{ S GIW
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Abb. 2 Gegeniberstellung von instrumenteller und olfaktometrischer Analyse auf der INNOWax-Trennsaule.
Oben: FID-Chromatogramm. Unten: NIF-Chromatogramm, d. h. Summierung von 7 GCO-Lé&ufen. Der
NIF ist als Hohe des jeweiligen Peaks definiert und kann somit Werte zwischen 0 und 7 annehmen.

In Tabelle 1 sind die Ergebnisse aller GCO-Messungen zusammengefasst. Die Geruchsbeschreibungen und
NIF-Werte basieren auf insgesamt 42 Analysenlaufen auf zwei analytischen Trennsaulen (HP5 und Wax).

Tab. 1 Schliisselaromasubstanzen der Wilderdbeere F. nilgerrensis und der Kulturerdbeersorte Elsanta

F. nilgerrensis Elsanta

Klasse* Substanz Geruch HP5 Wax HP5 Wax
Ald (E)-2-Hexenal grin, fettig 6 3 3
Ald Hexanal grin, Gras 5 5 7 4
E Ethylbutyrat fruchtig, esterartig, Ananas 5 4 3 6
E Ethylcaproat fruchtig, griin, Banane 4 3
E Butylacetat Bonbon, fruchtig, Verdiinner 5

F Mesifuran fruchtig, Karamell, muffig 5 4 4 4
F Furaneol intensiv karamellartig 3 3
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F. nilgerrensis Elsanta
Klasse* Substanz Geruch HP5 Wax HP5 Wax
K 2,3-Butandion Butter, Karamell, siR 7 6 5 5
K 2-Heptanon fleischig 3
Sre Hexanséure unangenehm, fettig, séuerlich 5 3 3 4
Sre 2(0.3)-Methylbuttersaure  Kase, stinkig, sauerlich, st} 6 5 5 3
Sre Benzoesaure unangenehm 4 4
Sre Buttersaure butterartig, ranzig 5 3 4
Sre Isobutterséure séuerlich, Kése, Butter 4 6 5
S Benzylalkohol blumig, fruchtig, chemisch 3 3 3
S beta-lonon herb, floral 4
S Linalool blumig, sul 4
L delta-Octalacton Kokos, fruchtig, Aprikose 4 3
L delta-Decalacton Karamell, Erdbeere, Zuckerwatte 3 2 2
L gamma-Decalacton fruchtig, Kokos, Pfirsich 3 2
L gamma-Hexalacton pflanzlich, Kokos, Tabak 6
L gamma-Heptalacton Kokos, Karamell, Heu 4
L gamma-Nonalacton Kokos, sul3, Butter, 6lig 4
L delta-Decenolacton fruchtig Pfirsich, pflanzlich 3

Substanzklasse: Ald - Aldehyde, E - Ester, F - Furanone, K - Ketone, Sre -.Saure, S - Sonstiges, L Lactone

Schlussfolgerung

Die Aromaanalyse der Wilderdbeere Fragaria nilgerrensis (Schitdl.) weist im Vergleich zu der
Kulturerdbeersorte Elsanta ein sehr reiches Aromamuster auf. Die Vielfalt der flichtigen Metabolite spiegelt
sich auch in den sensorischen Eigenschaften der Beeren wider. Im Vergleich zur Kulturerdbeere fallen
inshesondere angenehme Geruchseindriicke (fruchtig, stiBlich, Karamell, Pfirsich...) auf, die auf die Vielzahl
der enthaltenen Lactone zuriickzufiihren sind. Aufgrund der qualitativen und quantitativen Vielfalt des
Aromamusters kann F. nilgerrensis in der Erdbeerziichter als ein wertvoller Donor fiir fliichtige Metabolite,
inshesondere aromawirksmae Lactone dienen.
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Zusammenfassung

Die gleichberechtigte Koexistenz verschiedener landwirtschaftlicher Anbausysteme mit und ohne Nutzung
gentechnisch veranderter (GV) Pflanzen ist ein Anliegen europdischer und nationaler Regelungen. In der
nahen Zukunft sollen in der Europdischen Union verbindliche Schwellenwerte fiir GV-Beimengungen im
konventionellen Saatgut festgelegt werden. Saatgut steht am Anfang der Nahrungskette, darin enthaltene GV-
Beimengungen pflanzen sich in der gesamten Nahrungskette fort. Deshalb ist es wichtig, die Konsequenzen
von GV-Beimengungen im Saatgut auf das Erntegut zu untersuchen. Im Rahmen des EU-finanzierten
Forschungsprojektes Co-Extra (Coexistence and Traceability) wurden in den Jahren 2005 bis 2007
Feldversuche mit dem transgenen Mais MON810 durchgefiihrt.

Ziel der Versuche war es, die Auswirkungen einer GV-Saatgutbeimengung auf das Ernteprodukt zu
untersuchen und die visuelle GV-Detektion (von Zichtern verwendet) mit der real-time PCR-Methode
(Empfehlung der Europaischen Kommission (2004/787/EC)) zu vergleichen. Hier konnte gezeigt werden,
dass GV-Saatgutbeimengungen von 0,3%, 0,5% und 1% im Ernteprodukt GVO-Anteile von 0,24%, 0,47%
und 0,8% ergaben (Standardabweichung: 0,11, 0,13 und 0,22). Beim Vergleich zwischen visueller und real-
time PCR-Detektion lagen die Ergebnisse der real-time PCR-Detektion unter der visuellen Detektion. Dies
kann zurtickgefiihrt werden auf die Zygotie, den Ploidiegrad der verschiedenen Proben sowie auf das
Referenzmaterial, das zur Kalibrierung verwendet wird.

Stichworter: GVO-Saatgut-Beimengungen, Koexistenz, Bt-Mais, GVVO-Detektionsmethoden
Abstract

The coexistence of farming systems with and without the use of genetically modified plants has been
regulated in the EU. In the near future, EU thresholds for adventitious presence of genetically modified (GM)
materials in certified seeds will be set. Seed lots are starting points in an ever increasing supply food chain;
therefore it is important to investigate the consequences of GM seed admixture in seed lots on the harvest
product. Field trials have been conducted in the frame of the EU-funded project Co-Extra (Coexistence and
Traceability) with the transgenic maize event MONB810 between 2005 and 2007. The aim of the field trials
was to find out the consequences of GM seed admixture on the harvest product and to compare the visual
detection method (common used by plant breeders) with the real-time PCR detection method (recommended
by the European Commission (2004/787/EC)).

Using GM-seed admixtures of 0.3%, 0.5% and 1% an amount of 0.24%, 0.47% and 0.80% GM in the harvest
product (Standard deviation: 0.11, 0.13 and 0.22, respectively) was determined. Comparing visual detection
with real-time PCR, lower real-time PCR values were obtained than visually detected. Possible explanations
for the discrepancy include the fact that the IRMM reference material for the real-time PCR calibration carries
the transgene by the female parent, whereas the transgene in our samples is paternally inherited.

Keywords: GMO seed admixture, coexistence, Bt-maize, detection methods
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Vergleichende Untersuchungen zur Wirkung von Spinosad-, Neem-
und B.t.t.-Praparaten auf die Regulierung des Kartoffelkéafers

(Leptinotarsa decemlineata Say) im Okologischen Landbau
Effect of Spinosad, Neem and B.t.t. on the control of the Colorado potato beetle
(Leptinotarsa decemlineata Say) in organic farming

Zusammenfassung

Der Kartoffelkéfer ist der wichtigste Schadling im Kartoffelanbau (Solanum tuberosum). Vorbeugende
MaRnahmen sind oftmals nicht ausreichend, um Ertragseinbufen zu mindern. Deshalb sollten auch im
Okologischen Landbau Pflanzenschutzmittel eingesetzt werden um Ernteverluste zu begrenzen. Die
biologischen Pflanzenschutzmittel Novodor FC (Wirkstoff: Bacillus thuringiensis v. tenebrionis (B.t.t.) und
NeemAzal-T/S (Wirkstoff: Azadirachtin des Neembaumes) diirfen im Okologischen Landbau angewendet
werden und regulieren den Kartoffelkafer in der kombinierten Anwendung wirkungsvoll (Kiihne et al., 2008).
Der Wirkstoff Spinosad, gewonnen durch Fermentation aus dem Bodenbakterium Saccharopolyspora
spinosa, wurde im Jahr 2008 in den Anhang Il B der EU-Okoverordnung 2092/91 aufgenommen.
Pflanzenschutzmittel mit diesem Wirkstoff sind in Deutschland bisher im Weinbau, bei Zierpflanzen und im
Gemusebau gegen verschiedene Schadinsekten zugelassen. In Kartoffeln mit der Indikation Kartoffelkafer ist
mit einer Zulassung des Pflanzenschutzmittels SpinTor im Jahr 2010 zu rechnen. Aus diesem Grund wurden
schon im Jahr 2008 Feldversuche durchgefiihrt, um die Wirksamkeit dieses neuen Pflanzenschutzmittels im
Vergleich zu Neem- und B.t.t.-Praparaten zu priifen. Die Versuche wurden auf den nach EU-Oko Richtlinien
zertifizierten Versuchsfeldern (Kontroll Nr.: D-BB-043-4143 A) des Julius Kihn-Instituts in Dahnsdorf
(Bundesland Brandenburg) durchgefiihrt. Der Standort ist durch einen schwach-lehmigen Sandboden (sL) mit
einem pH-Wert 5,8 gekennzeichnet. Die jéhrliche Niederschlagssumme liegt bei 526 mm mit einer jahrlichen
Durchschnittstemperatur von 8,5 °C. Die Versuche wurden als randomisierte einfaktorielle Blockanlage mit je
vier Wiederholungen durchgefiihrt. Eine Wiederholung besteht aus 8 Kartoffelreihen im Abstand von 75 cm
(Parzellengrole je Wiederholung: 6 m x 34 m). Um den optimalen Zeitraum der Anwendung zu bestimmen,
wurde zusétzlich das Prognosemodell SIMLEP3 verwendet. Vor der Anwendung der Pflanzenschutzmittel
wurden durchschnittlich 27 Larven pro Pflanze gezéhlt; diese Anzahl lag somit deutlich Uber dem
Schadschwellenwert. Die Pflanzenschutzmittel wurden wie folgt angewendet: 1: einmalige Spinosad
Applikation (0,05 I/ha; 24 g/ha aktive Wirksubstanz (a.i.)) 2: erste Applikation mit B.t.t. (3 I/ha; 60 g/ha a.i.),
zweite Applikation (+4 Tage) B.t.t. (5 1/hal00 g/ha a.i.) 3: erste Applikation Neem (2,5 1/ha;25 g/ha a.i.),
zweite Applikation (+4d) B.t.t. (5 I/ha; 100 g/ha a.i.). 25 Tage nach der Anwendung konnte bei allen drei
Pflanzenschutzmitteln, im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle, ein &hnlich hoher Wirkungsgrad
hinsichtlich der Reduzierung des FraBschadens ermittelt werden (78%-82%). Im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle, mit einem durchschnittlichen Ertrag von 158 dt/ha, konnte ein signifikanter Mehrertrag in allen drei
Priifvarianten erzielt werden: 1: Spinosad - 103 dt/ha, 2: B.t.t. + B.t.t. (+4 d) — 54 dt/ha, 3: Neem + B.t.t. (+4
d) — 55 dt/ha.

Stichworter: Kartoffelkafer (Leptinotarsa decemlineata Say), Spinosad, Neem, B.t.t., Prognosemodell
SIMLEP3

Abstract

The Colorado potato beetle (CPB) is one of the most important pests on potatoes (Solanum tuberosum). In
many areas, preventive measures are not sufficient enough to prevent the damage caused by the CPB.
Therefore insecticides such as NeemAzal-T/S (active ingredient: Azadirachtin of Neem tree) and Novodor FC
(active ingredient: Bacillus thuringiensis v. tenebrionis (B.t.t.)) have an important role in organic potato
production in Germany (Kuhne et al., 2008). The new insecticide Spinosad was added to Council Regulations
(EEC) No. 2092/91 on organic production in 2008. Spinosad is used to control pests, mainly in greenhouses,
orchards and storage facilities. Now it is possible to use Spinosad in organic agriculture in the EU. The active
ingredient of Spinosad is obtained from the bacterium Saccharopolyspora spinosa through fermentation.
Therefore field studies were carried out at a test site of the Federal Research Centre for Cultivated Plants (JKI)
in Dahnsdorf (Federal State: Brandenburg, Germany) that is certified for organic farming according to the EU
regulations (Control No.: D-BB-043-4143 A, soil type: sandy loess (sL), mean annual precipitation: 526 mm,
mean annual temperature: 8,5 °C). The trials were conducted as a randomised, single-factor experiment with
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block design and four replicates (plot size per replicate: 6 m x 34 m, eight rows, distance per row 75 cm).
Three treatments were compared in 2008: 1: single Spinosad treatment (24 g/ha active ingredient (a.i.)) 2: first
treatment B.t.t. (60 g/ha a.i.), second treatment (+4d) B.t.t. (100 g/ha a.i.) 3: first treatment neem (25 g/ha a.i.),
second treatment (+4d) B.t.t. (100 g/ha a.i.). There was an average of 27 larvae per plant before the
treatments. All treatments displayed nearly the same significant degree of effectiveness (78 % - 82 %) with
regards to the damaged leaf area 25 days after treatment in comparison to the untreated control. Best results in
control populations of the CPB were obtained by Spinosad and neem/B.t.t (no.3: two treatments).The
increment to untreated control was significant with more than 103 dt/ha (active ingredient: Spinosad), 54 dt/ha
(active ingredient: B.t.t./B.t.t.) and 55 dt/ha (active ingredient: neem/B.t.t.).

Keywords: Colorado potato beetle, Spinosad, neem, B.t.t., forecast model SIMLEP3
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Untersuchung der Wirksamkeit eines Pflanzenextraktes gegen die Braunféaule

an Tomatenpflanzen (Phytophthora infestans)
Investigations on the effectiveness of a plant extract against infection of tomato plants with late
blight (Phytophthora infestans)

Zusammenfassung

Die Braunfaule (Phytophthora infestans) an Tomaten spielt im 6kologischen Tomatenanbau im Freiland eine
wichtige Rolle, da er bei ungiinstiger Witterung zu Totalausfallen fiihren kann. Da zur Regulierung der
Krankheit derzeit nur Kupferpraparate fur den Okolandbau zur Verfigung stehen, ist die Suche nach
Alternativen dringend notwendig.

In den hier durchgefilhrten Untersuchungen konnte durch einen ethanolischen Pflanzenextrakt aus der
Fabacee Glycyrrhiza glabra (P1-Extrakt) insgesamt eine gute Wirkung gegen P. infestans an
Tomatenpflanzen beobachtet werden. So wurde durch Behandlung mit einem 5%igen Extrakt im Klimaraum
ein Wirkungsgrad von 74% und im Freiland von 45% erzielt. Die Ergebnisse sind viel versprechend, wobei
weitere Untersuchungen zur Optimierung des Extraktes geplant sind.

Stichwort: Okologischer Gemiisebau
Abstract

Late blight (Phytophthora infestans) on tomato plants plays an important role in organic tomato production in
the field. The disease can cause a complete loss of the harvest, depending on climatic conditions. Since
presently only copper-based products are available for control of P. infestans, identification of alternative
agents are of high importance.

Trials with an ethanolic plant extract from Glycyrrhiza glabra L. (P1-extract) belonging to family Fabaceae
showed good results against infection of tomato plants by P. infestans. In trials on potted plants in climate
chambers and in a field experiment, with application of 5% P1-extract, efficacies of 74% and 45% were
achieved. The results are promising, and further investigations on optimisation of the extract are planned.

Keywords: organic horticulture
Einleitung

Phytophthora infestans ist der Erreger der Kraut- und Knollenfaule an Kartoffeln und der Braunféule an
Tomaten, der bei unglinstiger Witterung zu Totalausfallen fihren kann. Da zur Regulierung der Krankheit
derzeit nur Kupferpraparate fir den Okolandbau zur Verfiigung stehen, ist die Suche nach Alternativen
dringend notwendig.
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Methoden

Extraktherstellung: Das Pflanzenmaterial fir die Extraktgewinnung bestand aus getrockneten und gemahlenen
Blattern von G. glabra L. (P1), die in Griechenland gesammelt wurden. Der Rohextrakt wurde mittels einer
Soxhlet — Apparatur hergestellt. Hierfur wurde gemahlenes Pflanzenmaterial in eine Extraktionshiilse
eingewogen und mit 96 %igem Ethanol zehn Stunden bei ca. 60 °C extrahiert. Der entstandene Rohextrakt
wurde anschlieBend mit Hilfe eines Vakuum-Rotationsverdampfers eingeengt und das so entstandene
Konzentrat in Ethanol (96%ig) aufgenommen, so dass ein 50%iger (w/v) Extrakt (P1-Extrakt) entstand.
Verschiedene mit voll entsalztem (VE)-Wasser angesetzte Verdiinnungsstufen dieses Extraktes wurden spéater
furr alle Versuche eingesetzt.

Pathogenanzucht: Phytophthora infestans wurde auf Roggenagar bei 17 °C in Dauerkultur erhalten. Fir
die Gewinnung einer Zoosporensuspension wurden Sporangien von einer etwa zwei Wochen alten Kultur mit
ca. 5 ml VE-Wasser abgewaschen, anschliefend unter einem Mikroskop ausgezahlt und dann mit VE-Wasser
auf die gewiinschte Konzentration eingestellt. Die Suspension wurde anschlieBend zum Schlipfen der
Zoosporen fiir etwa vier Stunden bei 8 °C in einen Kihlschrank gestellt.

Versuche an abgetrennten Pflanzenteilen: Die Tomatenpflanzen der Sorte ,Harzfeuer* waren zu
Versuchsbeginn etwa fiinf Wochen alt und hatten etwa sechs bis sieben Blattetagen entwickelt. VVerschiedene
Verdiinnungsstufen des P1-Extraktes wurden mit Hilfe eines Glasspriihers (DESAGA) auf die Blattober- und
Unterseiten aller Blattetagen appliziert. Am darauf folgenden Tag wurden einzelne Bléatter von den Pflanzen
abgeschnitten und je 21 Blatter pro Variante mit der Blattunterseite nach oben in drei feuchte Kammern
aufgeteilt. Auf die Blatter wurden dann mit einem Glasspriiher und einer Pumpe je 2 ml des Pathogens pro
Schale aufgespriiht. AnschlieRend wurden die Schalen verschlossen und in einem Klimaraum aufgestellt. Die
Blatter wurden in den verschlossenen Schalen bei 15 °C fir sieben Tage inkubiert. Der Versuch wurde
dreimal wiederholt.

Versuche an getopften Pflanzen: Fiir die Biotests an getopften Tomatenpflanzen wurden die Pflanzen ebenso
vorbereitet, wie fiir den Versuch an abgetrennten Blattern. Einen Tag nach der Extraktapplikation wurden die
Pflanzen auf den Blattunterseiten mit P. infestans-Suspension (1x10° Sporangien / ml) inokuliert. Die
Pflanzen wurden anschlieend bei 15 °C in einem Klimaraum unter Plexiglaszylindern feucht gestellt. Die
Bonitur erfolgte nach zehn Tagen. Der Versuch wurde in zwei Wiederholungen durchgefiihrt.

Freilandversuch mit Tomatenpflanzen: Es wurden je drei Pflanzen pro Variante (randomisierte Anlage; nach
Schuster & Lochow, 1978) in drei Wiederholungen mit den Praparaten behandelt. Einen Tag nach dem
Auspflanzen wurden die Testldsungen erstmalig mit einem Hochleistungs-Sprihgerét (Gloria 141 T) auf die
gesamte Pflanze ausgebracht. Vier Tage spéter wurde die P. infestans-Suspension auf die Blattunterseiten des
dritten und vierten Fiederblattes mit einem Glasspriiher appliziert. Die Suspension war auf 1x10° Sporangien /
ml eingestellt und es wurden ca. 3 ml pro Pflanze verbraucht. Die weiteren Behandlungen mit den Mitteln
erfolgten einmal pro Woche. Sechzehn Tage nach der Inokulation wurde das erste Mal bonitiert, was darauf
alle sieben Tage erfolgte.

Ergebnisse

Versuch an abgetrennten Bléttern von Tomatenpflanzen: In den Versuchen an abgetrennten Tomatenbléttern
(Abbildung 1) zeigte sich eine Dosis-Wirkungs-Beziehung fir den G. glabra (P1)-Extrakt. Die Blétter, welche
mit dem 5%igen P1-Extrakt behandelt wurden, waren mit 11,9% signifikant am niedrigsten befallen. Der
Wirkungsgrad betrug hier 87,5%. Der hdchste Befall mit 88,8% bzw. 87,8% war nach Anwendung des
0,63%igen bzw. 0,31%igen Extraktes zu beobachten. Die unbehandelte Kontrolle zeigte einen Befall von
95%.
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P.infestans an abgetrennten Tomateblattern
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Abb. 1 Einfluss des G. glabra-Extraktes (P1) auf den Befall durch P. infestans an abgetrennten
Tomatenblattern. Unterschiedliche Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede nach dem Student-
Newmann-Keuls-Test (P=0,05)

Biotest an getopften Tomatenpflanzen im Klimaraum: Im Biotest an getopften Pflanzen (Abbildung 2) zeigte
sich ebenfalls eine Dosis-Wirkungs-Abhéngigkeit. Mit durchschnittlich 55% Befall in der unbehandelten
Kontrolle war der Befallsdruck nicht sehr hoch. Durch den 5%igen und den 2,5 %igen Extrakt wurde der
Befall auf 14,4% bzw. auf 24,6% reduziert, was einem Wirkungsgrad von 73,9% bzw. 55,2% entsprach.

P.infestans an getopften Tomate in Klimaraum
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Abb. 2 Einfluss des G. glabra (P1)-Extraktes auf den Befall durch P. infestans an Tomatenpflanzen.
Unterschiedliche Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede nach dem Student-Newmann-Keuls-
Test (P=0,05)

Freilandversuch mit Tomatenpflanzen: Die erste Bonitur des Versuches fand 16 Tage nach der Inokulation
der Pflanzen mit P. infestans statt und wurde daraufhin wdchentlich durchgefiinrt. Zum Zeitpunkt des
Versuchsabschlusses zeigte die Wasserkontrolle mit 89,5% den starksten Befall mit dem Pathogen. Die
Pflanzen, welche mit dem 1%igen P1-Extrakt behandelt wurden, zeigten einen Befall von 68,3%. Der 5%ige
Extrakt flihrte mit 49,2% zu einem etwa 40% geringeren Befall als in der Wasserkontrolle. Die
Fungizidkontrolle zeigte einen Befall von 30%. Die Befallswerte aller Varianten waren signifikant
verschieden zueinander (Abbildung 3).
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P.infestans an Tomaten im Freiland
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Abb. 3 Einfluss des G. glabra-Extraktes (P1) auf den Befall durch P. infestans auf Tomatenpflanzen im
Freiland. Unterschiedliche Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede nach dem Student-Newmann-
Keuls-Test (P=0,05)

Diskussion

Pflanzenextrakte bieten fir den 6kologischen Gemiseanbau eine gute Mdglichkeit Pflanzenkrankheiten zu
bekdampfen. So fanden Blaeser [2002] und Latten [1994] viele Pflanzen, die eine hohe Wirksamkeit gegen
verschiedene Phytopathogene, darunter auch P. infestans, aufwiesen. Blaeser erreichte Wirkungsgrade bis zu
90% (Extrakt aus Potentilla erecta). Der in den eigenen Untersuchungen verwendete G. glabra-Extrakt (P1-
Extrakt) zeigte bei 5%iger Anwendung jeweils die beste Wirkung. An Tomatenpflanzen im Klimaraum fiihrte
die Anwendung dieser Extraktkonzentration zu einem Wirkungsgrad von 74%. Der 0,31%ige Extrakt hatte
noch eine Wirkung von 23%. Auch in den anderen Tomaten-Testsystemen konnte eine dosisabhé&ngige
Wirkung festgestellt werden. Schmitt et al. [2008] erzielten bei Anwendung des 5%igen G. glabra-Extraktes
gegen den Oomyceten Pseudoperonospora cubensis an getopften Gurkenpflanzen einen sehr hohen
Wirkungsgrad von 99%.

Die gute Wirkung des Pflanzenextraktes gegen P. infestans konnte auch durch Versuche an abgetrennten
Tomatenblattern bestétigt werden. Durch den 5%igen Extrakt wurde ein Wirkungsgrad von 90% erzielt,
wahrend er nach Applikation des 2,5%igen Extraktes 43% betrug. Bei Anwendung des 2,5%igen Extraktes an
getopften Pflanzen im Klimaraum wurde ein Wirkungsgrad von 55 % erreicht. Konstantinidou-Doltsinis und
Markellou [2008] fanden in Versuchen an abgetrennten Tomatenbléttern der Sorte ,,Manthos* bei Anwendung
eines 2,5%igen G. glabra-Extraktes einen Wirkungsgrad von 100%. In Versuchen an getopften
Tomatenpflanzen im Klimaraum und im Gewachshaus betrug die Wirksamkeit nach einmaliger Anwendung
des 1%igen Extraktes 20 bzw. 45 Tage nach der Inokulation mit P. infestans 100% bzw. 74%. Die
Unterschiede zwischen den eigenen Versuchen und denen von Konstantinidou-Doltsinis und Markellou lassen
sich vermutlich durch versuchstechnische Unterschiede, die Verwendung verschiedener Tomatensorten, bzw.
Nutzung eines anderen Pathogen-Isolats erklaren.

Im Freiland lag in den eigenen Versuchen der Befall der Pflanzen, welche mit 5%igem und 1%igem Extrakt
behandelt wurden, unter dem der unbehandelten Kontrolle und tber dem der mit Euparen M behandelten
Pflanzen. In der letzten Bonitur, etwa sieben Wochen nach der Inokulation, war ein deutlicher Befall mit
P. infestans zu sehen. Die Pflanzen der unbehandelten Kontrollen waren zu durchschnittlich 87% befallen.
Der Befall der mit dem 5%igen bzw. 1 %igen Extrakt behandelten Pflanzen war signifikant niedriger. Der
Wirkungsgrad betrug 45% bzw. 24%. Typische Symptome von P. infestans waren als Nekrosen an Blattern
und Sténgeln an allen Pflanzen sichtbar.

Die Ergebnisse sind viel versprechend, wobei weitere Untersuchungen zur Optimierung des Extraktes geplant
sind.
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Effekte einer Temperaturerhéhung auf die natiirliche Regulation durch die
Marienkéfer Coccinella septempunctata und Harmonia axyridis bei Blattlausen

in Weizen
The Impact of Increased Temperature on the Predatory Effect of Coccinella septempunctata and
Harmonia axyridis (Coccinellidae) on Aphids in Wheat

Zusammenfassung

In der vorliegenden Studie wurde anhand von Klimakammer- und Klimakammer-Laborversuchen der Einfluss
einer Temperaturerhdhung um 3 K auf die natiirliche Regulation von Blattlausen in Weizen durch die
Coccinellidenarten Coccinella septempunctata und Harmonia axyridis untersucht.

In den Untersuchungen kamen die zwei Temperaturregime 18,7 °C (Tag: 22 °C, Nacht: 12 °C) und 21,7 °C
(Tag: 25 °C, Nacht: 15 °C) Tagesmitteltemperatur zum Einsatz. Die kiihlere Temperaturstufe entspricht dabei
der normalen durchschnittlichen Tagesmitteltemperatur Ende Juni, dem fiir einen Blattlausbefall von
Getreidepflanzen in unserer Region relevanten Zeitraum. Die héhere Temperaturstufe entspricht demzufolge
besagtem Temperaturanstieg um 3 K. Erfasst und ausgewertet wurden in einem Klimakammerversuch die
Effekte der Coccinelliden auf die Massenvermehrung eines wichtigen Getreideschadlings, der GrofRen
Getreideblattlaus (Sitobion avenae), an Weizenpflanzen und in einem Klimakammer-Laborversuch
biologische Parameter (Entwicklungszeiten, Mortalitaten, Fraleistungen und Gewichte) der Coccinelliden.

Die Auswertung ergab fiir keine der beiden Arten eine eindeutige Begiinstigung im um 3 K warmeren
Temperaturregime. Allerdings war der Effekt auf die Massenermehrung der Blattlause durch beide Arten
beachtlich. Anhand der nédheren Untersuchung zu den unterschiedlichen Reaktionen der beiden
Coccinelidenarten auf die besagte Temperaturerhdhung konnten teilweise erhebliche Unterschiede bei ihren
biologischen Parametern, z.B. bei absoluter Fralleistung und Gewicht, ermittelt werden.

Zur Beurteilung wie sich diese festgestellten Unterschiede auf die Etablierung von Harmonia axyridis in
Getreide, eine mogliche Verdrangung einheimischer Arten wie Coccinella septempunctata und letztendlich
die natirliche Regulation von Blattldusen in Getreide langfristig auswirken werden, sind weitere
Untersuchungen zur Uberpriifung und Ergénzung der gewonnen Ergebnisse unerlésslich.

Stichworter:  Siebenpunkt-Marienkéfer (Coccinella septempunctata), Asiatischer Marienkafer (Harmonia
axyridis), GroBe Getreideblattlaus (Sitobion avenae), natiirliche Regulation, Temperaturerhdhung
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Abstract

This study investigates the impact of a 3 K temperature increase on the predatory effect of the coccinellids
Coccinella septempunctata and Harmonia axyridis on aphids by means of climate chamber and laboratory
experiments.

Two temperature systems were used in the investigation, 18,7 °C (day: 22 °C, night: 12 °C) and 21,7 °C (day:
25 °C, night: 15 °C) average daily temperature (65.66 °F and 71.06 °F). The lower temperature corresponds to
the normal average daily temperature at the end of June, the time period that is most relevant for aphid
infestation of wheat plants in our region. The higher temperature is the result of the 3 K temperature increase.

In a climate chamber experiment the coccinellids’ impact on the mass reproduction of the grain aphid
(Sitobion avenae), an important pest in wheat, and in a laboratory experiment their biological parameters
(development rate, mortality, feeding activity and weight) were also recorded and evaluated.

The analysis showed that a temperature increase of 3 K did not provide either species with a distinct
advantage. The impact of the coccinellids on the outbreak of the aphids, however, was considerable. A closer
examination of the two species’ reactions to the temperature increase allowed significant differences, in part,
to be identified in their biological parameters, such as absolute feeding activity and weight.

Further analyses and supplementation of the obtained knowledge are required in order to assess the long-term
effects of the determined differences on the establishment of Harmonia axyridis in grain, on the possible
displacement of native species such as Coccinella septempunctata and on the natural regulation of aphids in
grain.

Keywords: Seven-spot ladybird or ladybug (Coccinella septempunctata), Asian lady beetle or Harlequin
ladybird (Harmonia axyridis), Grain aphid (Sitobion avenae), natural regulation, temperature increase

Einleitung

Zum Thema der natlrlichen Regulation von Schédlingen durch Coccinelliden in Kulturpflanzen wurden in
den letzten Jahrzehnten intensive wissenschaftliche Studien durchgeftihrt. Coccinelliden als Antagonisten von
Blattlausen (Aphiden) standen dabei sehr haufig im Fokus der Betrachtungen. Blattlause sind in
Getreidebestanden wichtige Schaderreger und kénnen unter anderem durch Assimilateentzug die Ertrage der
Getreidebestande empfindlich mindern. Die unterschiedlichen Anspriche an die Temperatur zwischen
Coccinelliden und Aphiden und das unterschiedliche Vermehrungspotential bewirken einen wesentlichen
Einfluss auf den Umfang der natlirlichen Regulation.

Verschiedenste Arbeiten setzten sich mit der objektiven Einschdtzung des regulativen Effektes dieser
Pradatoren auf Getreideblattlduse auseinander (z.B. Brown (2008); Freier et al. (2007); Hemptinne & Dixon
(1991); Wetzel et al. (1987)). Es wurden Untersuchungen zu populationsdynamischen Prozessen und
biologischen Parametern verschiedenster Coccinellidenarten, auch unter dem Einfluss verschiedener
Temperaturen, durchgefuhrt (z.B. Triltsch (1996); Obrycki & Tauber (1981); Hodek (1958)). Unter dem
Aspekt des Klimawandels und der Einwanderung neuer Coccinellidenarten wéchst das Interesse an
Erkenntnissen tber mdgliche Konsequenzen beziiglich der natirlichen Regulation von Aphiden durch
Coccinelliden sowie an den Auswirkungen auf einheimische Arten (z.B. Coccinella septempunctata und
Propylea quatuordecimpunctata) unter dem Gesichtspunkt einer Etablierung neuer Arten wie Harmonia
axyridis.

Trotz des bereits enormen Erkenntnissstandes gestaltet sich die Einschdtzung des Effektes der Coccinelliden
als schwierig. VVor allem vergleichende Studien zwischen o.g. einheimischen und sich neu etablierenden Arten
unter dem Gesichtspunkt in Deutschland realistischer Temperaturen wurden in den letzten Jahren im Institut
fur Strategien und Folgeabschédtzungen im Pflanzenschutz des Julius Kihn-Institutes in Kleinmachnow
durchgefiihrt. Uber einige Ergebnisse aus diesem Projekt soll im folgenden Beitrag berichtet werden.

Material und Methoden

Im Rahmen eines mehrjéhrigen Projektes der BBA in Kleinmachnow fanden bereits in den 90er Jahren
Freiland-, Klimakammer und Laborversuche zur Untersuchung des Effektes wvon hauptséchlich
C. septempunctata statt. In den letzten Jahren wurden vermehrt vergleichende Untersuchungen zwischen den
Coccinlellidenarten C. septempunctata und H. axyridis durchgefiihrt. Dazu erfolgten Klimakammer- und
Klimakammer-Laboruntersuchungen die besondere Aspekte des tritrophischen Systems Weizen — Blattlause -
Marienkafer aufgriffen.
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In vorliegender Klimakammerstudie kamen die zwei Temperaturstufen 18,7 °C (Tag: 22 °C, Nacht: 12 °C)
und 21,7 °C (Tag: 25 °C, Nacht: 15 °C) und zusétzlicher Trockenstress zum Einsatz. Die Temperaturen
wurden mit Hilfe eines Tag—Nacht-Regimes aus unterschiedlichen Temperaturen realisiert, das die o.g.
Tagesmittelwerte ergeben hat. Sie wurden in Abstimmung mit dem Potsdam-Institut fir Klimafolgen-
forschung festgelegt und stellen die derzeitige durchschnittliche Tagesmitteltemperatur Ende Juni (in
Brandenburg) und den besagten Temperaturanstieg um 3 K dar. Der Versuch bestand aus 4 Varianten pro
Temperaturregime und jeweils 8 Wiederholungen. Zunéchst wurden fir diese Untersuchung Weizenpflanzen
vorgezogen und zu jeweils 18 Pflanzen in ein Versuchsgefd gesetzt. Wegen ihrer besonders
trockenresistenten Eigenschaften wurde die Winterweizensorte Capo gewéhlt. Diese Weizenpflanzen wurden
entweder nur mit Blattldusen, mit Blattldusen und einem C. septempunctata pro VersuchsgefdR oder mit
Blattlausen und einem H. axyridis pro Versuchsgefal besetzt. Eine zusétzliche befallsfreie Kontrolle diente
zur Uberpriifung der Ontogenese des Weizens. In siebentigigem Rhythmus wurden die entsprechenden
Blattlausdichten bonitiert.

Im ergénzend durchgefiihrten Klimakammer-Laborexperiment wurden jeweils 30 Eier der beiden o.g.
Coccinellidenarten einzeln in Versuchsgefalen angesetzt und ebenfalls den beiden Temperaturregimen
18,7 °C (Tag: 22 °C, Nacht: 12 °C) und 21,7 °C (Tag: 25 °C, Nacht: 15 °C) ausgesetzt. Der Versuch bestand
also aus 4 Varianten zu jeweils 30 Wiederholungen. Die heranwachsenden Tiere wurden taglich mit Grof3en
Getreideblattlausen (Sitobion avenae) und Wasser versorgt und die Entwicklung bis zum adulten Tier
beobachtet. Im Zeitraum der Beobachtungen erfolgten Frak- (Imagines), Mortalitits- und Gewichts-
erfassungen (Larvenstadium 4 und Imagines). Zusatzlich wurde die Entwicklungsdauer in den einzelnen
Stadien festgehalten.

Beide Untersuchungen wurden mit freundlicher Unterstiitzung von Herrn Dr. Moll (JKI, Kleinmachnow) mit
dem Programm SAS 9.1 statistisch ausgewertet (z.B. Varianzanalyse, t-Test, Tukey-Test, Regressionsanalyse
und Kontingenztafel Analyse). Im Folgenden sollen einige dieser gewonnen Ergebnisse vorgestellt werden.

Ergebnisse und Diskussion
1. Klimakammerversuch

Blattlausdichten: In Bezug auf die Blattlausdichten der Varianten im Klimakammerversuch konnte ein
beachtlicher Effekt beider Marienkafer in beiden Temperaturstufen (18,7 °C und 21,7 °C) auf die
Massenvermehrung der GroRen Getreideblattlduse an Weizen verzeichnet werden. Die Reduzierung der
maximalen Blattlausdichten durch die Coccinelliden lag im Vergleich zu den maximalen Blattlausdichten der
reinen Blattlausvariante zwischen 38,2% (H.axyridis bei 21,7 °C) und 52,7 % (C.septempunctata bei 18,7 °C).
Die Unterschiede zwischen den maximalen Blattlausdichten der Varianten mit Coccinelliden und der reinen
Blattlausvariante waren allerdings nur im Temperaturregime 21,7 °C signifikant (p=0,05).

Die Unterschiede in den Effekten der beiden Arten C. septempunctata und H. axyridis auf die
Massenvermehrung der Blattlduse fielen in beiden Temperaturstufen hingegen deutlich geringer aus. Auch der
Einfluss der Temperaturerhhung um 3 K zeigte nur geringfligige Auswirkungen auf die Unterschiede
zwischen den Coccinellidenarten. Die Vermehrung der Blattlause verlief in beiden Temperaturregimen im
Verlauf der Bonituren nahezu gleich, obwohl das Temperaturoptimum der GrofRen Getreideblattlaus bei ca.
22 °C (Triltsch 1996) angegeben wird. Der zusétzlich induzierte Trockenstress scheint auf das VVermehrungs-
potential der Aphiden, die als Assimilatesauger an den Weizenpflanzen vorkommen, hemmend zu wirken. So
konnte das Potential flr erhdhte Vermehrungsraten durch Temperaturen nahe dem Optimum nicht ausgenutzt
werden. Der Effekt der Coccinelliden auf die Massenvermehrung der Blattlause war sehr beachtlich, obwohl
die beiden verwendeten Temperaturregime noch nicht dem Optimum der Coccinelliden entsprachen. Diese
liegen fir C. septempunctata nach Triltsch (1996) bei ca. 25 °C und fiir H. axyridis nach Yuan et al. (1994)
bei ca. 23-25 °C. Eine Uberlegenheit in den Effekten auf die Massenvermehrung der Aphiden konnte bei
keiner der beiden Arten abgeleitet werden.

Ertrdge: Erwartungsgemafl ordneten sich die Ertrdge der Weizenpflanzen, die mit Blattlausen und
Marienkéfern besetzt wurden, zwischen die reine Blattlausvariante mit den geringsten Ertrdgen und die
Kontrollvariante (ohne Blattlausbefall und ohne Coccinelliden) mit den hochsten Ertrdgen im
Klimakammerversuch ein. Die Schwankungen zwischen den Ertrdgen der einzelnen Varianten fielen im
Temperaturregime 21,7 °C geringer aus als im normalen Temperaturregime 18,7 °C. Auch hier ist
hdchstwahrscheinlich der zusatzlich erzeugte Trockenstress Ursache dieser Ergebnisse. Innerhalb der beiden
mit Blattldusen und Marienkéfern besetzten Varianten und der reinen Blattlausvariante gab es keine
signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Temperaturstufen (p=0,05). In der Kontrollvariante zeigten
sich dahingegen zwischen den beiden Temperaturstufen signifikante Unterschiede (p=0,05). Die Hohe der
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mittleren Tausendkorngewichte der Kontrollvariante wies dabei eine Differenz von 6,23 g auf, wobei im 3 K
wérmeren Temperaturregime héhere Tausendkorngewichte erzielt wurden. Auch zwischen den Ertréagen der
mit C. septempunctata und H. axyridis besetzten Weizenpflanzen konnten in keinem der beiden
Temperaturregime signifikante Unterschiede festgestellt werden (p=0,05). Zwischen den indirekten Effekten
der beiden Coccinellidenarten (durch Minderung Blattlausdichte) auf die Ertrdge der Versuchspflanzen
konnten folglich auch hier in keinem Temperaturregime deutlichen Unterschiede ermittelt werden.

2. Klimakammer-Laborversuch

Entwicklungszeiten: Die Erfassung der Entwicklungszeiten beider Coccinellidenarten unter dem Einfluss der
beiden unterschiedlichen Temperaturregime 18,7 °C (Tag: 22 °C, Nacht: 12 °C) und 21,7 °C (Tag: 25 °C,
Nacht: 15 °C) ergab fiir beide Arten im 3 K warmeren Regime etwa 5 bis 6 Tage kiirzer andauernde
Entwicklungszeiten. Die Unterschiede zwischen den beiden Arten C. septempunctata und H. axyridis
innerhalb des jeweiligen Temperaturregimes waren nur gering und nicht signifikant (p=0,05).

FraRleistungen: In der vorliegenden Klimakammer-Laborstudie konnte die absolute FraBleistung der
Coccinelliden tber eine Dauer von 24 h unter dem Einfluss der beiden 0.g. Temperaturstufen erfasst werden.
Nach der Auszahlung der nach 24 h verbleibenden Menge an Blattldusen (Sitobion avenae) ergaben sich fir
beide Coccinellidenarten in 21,7 °C signifikant hohere FraRleistungen. Bei H. axyridis lagen diese im Mittel
bei 130 Blattlausen und bei C. septempunctata im Mittel bei 161 vertilgten Blattlausen innerhalb von 24 h.
Beide Arten wiesen im 3 K warmeren Temperaturregime signifikant hdhere FraBleistungen auf (p=0,05), was
im Zusammenhang mit steigenden Stoffwechselvorgéngen und deshalb steigendem Energiebedarf steht. Der
relative Anstieg der FraBleistung bei zunehmender Temperatur belief sich bei H. axyridis auf 29% und bei C.
septempunctata auf 33%. Ebenfalls konnte in beiden Regimen eine signifikant hohere Frafleistung des
einheimischen C. septempunctata gegentiber der des H. axyridis ermittelt werden (p=0,05). Zu beachten ist
hier, dass es sich um Laborbedingungen handelte und somit die FraBleistung deutlich Gber der im Freiland
realisierbaren liegt. Diese tendiert, je nach Blattlausdichte im Bestand und Aphidenart, nach Freier & Schlage
(2006) zwischen 10 und 30 Blattlausen pro Tag.

Setzt man die ermittelten Gewichte ins Verhaltnis zu den erbrachten FraBleistungen, kann man feststellen,
dass im kiihleren Klimaregime die FraRleistung pro mg Korpergewicht bei H. axyridis (etwa 4,07 Blattlduse)
Uberraschenderweise deutlich tber der des C. septempunctata (etwa 3,12 Blattlause) lag (Abbildung 1). Im
Temperaturregime 18,7 °C zeigte sich H. axyridis also gegeniiber C. septempunctata als ,,Vielfra®“. Im um 3
K warmeren Klimaregime waren die Fralleistung pro mg Korpergewicht mit 4,50 Blattldusen (H. axyridis)
und 4,67 Blattldusen (C. septempunctata) nahezu gleich. C. septempunctata hat also, wie in Abbildung 1
ersichtlich, im Rahmen des Temperaturanstieges um 3 K deutlich héhere Zunahmen (+ 1,55 Blattlause) der
FraRleistung pro mg Korpergewicht als H. axyridis (+ 0,43 Blattlause). Allerdings zeigte C. septempunctata
geringere Imaginalgewichte im 3 K wérmeren Temperatureregime und H. axyridis hohere Imaginalgewichte
in diesem Regime. Daraus lasst sich eine bessere Umsetzbarkeit der aus der Nahrung (Blattlause) gewonnen
Energie, trotz gestiegener Aktivitat und erhéhtem Stoffwechsel, durch H. axyridis vermuten.

Abb. 1 Gewicht (mg) und FraRleistung pro mg Kérpergewicht der beiden Coccinellidenarten Coccinella
septempunctata und Harmonia axyridis im Klimakammer-Laborversuch 2008 bei 18,7 °C (Tag: 22 °C,
Nacht: 12 °C) und 21,7 °C (Tag: 25 °C, Nacht: 15 °C) (n=4)
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Mortalitaten: In der Literatur wird h&ufig von hohen Mortalitaten bei Coccinelliden berichtet (Iperti 1991;
Frazer 1988). Dies lieB sich anhand der durchgefilhrten Untersuchungen bestatigen. Die maximale
Sterblichkeit hat im Klimakammer-Laborversuch H. axyridis unter dem Einfluss des normalen
Temperaturregimes 18,7 °C aufgewiesen (83%). Die hochsten Mortalitaten beider Arten wurden im Eistadium
der Entwicklung verzeichnet und nahmen sukzessive im Laufe der Entwicklung zum adulten Tier hin ab. Ein
im Anschluss ausschlieBlich mit H. axyridis durchgefiihrter Versuch, in dem ebenfalls eine Erfassung der
Gesamtmortalitdt stattgefunden hat, konnte diese Ergebnisse allerdings nicht bestdtigen. Hier zeigte sich
vielmehr ein entgegengesetztes Bild und hohere Mortalitdt bei H. axyridis im 3 K wérmeren Regime. Um
klare Schlussfolgerungen zum Einfluss der Mortalitat auf die Konkurrenzfahigkeit der Coccinelliden ziehen
zu konnen, sind weitere Untersuchungen hierzu unerl&sslich.

Dass die beiden Coccinellidenarten C. septempunctata und H. axyridis einen beachtlichen Effekt auf die
Massenvermehrung der GrofRen Getreideblattlaus (Sitobion avenae) haben kdnnen, konnte durch diese
Untersuchungen bestétigt werden. Die Vermutung, dass H. axyridis dabei von einem prognostizierten
Temperaturanstieg um 3 K profitieren wirde, konnte nicht bestétigt werden.

Um eindeutige Aussagen zu mdglichen langfristigen Konsequenzen der Etablierung dieser neuen Art treffen
zu kénnen, sind allerdings weitere Untersuchungen zur Erganzung und Uberprifung der in diesen
Experimenten gewonnenen Ergebnisse unbedingt notwendig. Die Anwendung von Simulationsmodellen wie
z.B. dem Modell GETLAUS 01 (Simulation Populationsentwicklung Blattlause) konnen dabei sehr hilfreich
sein.
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Herstellung eines infektidsen Voll-Langen cDNA Klons und Untersuchungen zur

Variabilitat des Apple stem pitting virus
Construction of an infectious full-length cDNA clone and investigations on variability of Apple stem
pitting virus

Zusammenfassung

Im kommerziellen Apfelanbau entstehen durch latente Infektionen mit RNA Viren ErtragseinbuBen um bis zu
60%. Apple stem pitting virus (ASPV), Apple stem grooving virus (ASGV) und Apple chlorotic leaf spot virus
(ACLSV) gehdren zu den weit verbreitesten latenten Apfelviren. Sie zeichnen sich durch eine hohe
Variabilitat und damit verbunden einem groBen Symptom- und Wirtsspektrum aus. Infektiése cDNA Klone
von Viren werden u.a. zur Erforschung von Krankheitsaspekten genutzt, da sie es moglich machen eine
determinierte Variante des Viruses zu untersuchen. An der Erstellung eines infektiosen ASPV cDNA Klons
wird mit zwei verschiedenen Strategien gearbeitet. In der ersten Strategie wird die klassische Ligations-
strategie als Grundlage verwendet, wéhrend die zweite Strategie auf einer Voll-Langen PCR beruht. Bei der
Generierung der Fragmente fur die erste Strategie zeigte sich eine hohe Sequenzvariabilitit zum
Ausgangsisolat. In einem Bereich des Hullproteins betrug die Sequenzidentitdt nur noch 77%. Mit Primern an
den terminalen Enden des ASPV Genoms gelang eine PCR Amplifikation eines 9.35 kbp Fragments.

Stichwaorter: latente Apfelviren, ASPV, ASGV, ACLSV, Voll-Langen cDNA Klon
Abstract

In commercial cultivars the infection with viruses causes yield losses up to 60%. Apple stem pitting virus
(ASPV), Apple stem grooving virus (ASGV) and Apple chlorotic leaf spot virus (ACLSV) are the three most
common latent viruses in apple worldwide. These viruses are highly variable and infect several woody host
plants with different symptoms. Infectious cDNA clones provide the opportunity to study pathogenicity and
symptomatology of a determined variant of a virus. The generation of an infectious full-length cDNA clone of
ASPV is in progress. Two strategies are being followed. The first strategy is based on classical ligation
strategy whereas the second strategy is based on a full-length PCR fragment. During the amplification of the
fragments for the first strategy high sequence variability was encountered. An analyzed region in the coat
protein shows only 77% sequence identity with the original isolate. A 9,35 kbp full-length fragment of the
ASPV genome was successfully generated with primers at the 3' and 5' end.

Keywords: latent apple virus, ASPV, ASGV, ACLSV, full-length cDNA clone
Einleitung

Im Apfelanbau treten verschiedene Viren auf, die den Ertrag mindern und damit von 6konomischer
Bedeutung sind. Einige Apfelviren sind latent, weshalb sie nur auf wenigen Apfelsorten Symptome
hervorrufen. Zu dieser Gruppe gehdren das Apple stem pitting virus (ASPV), das Apple stem grooving virus
(ASGV) und das Apple chlorotic leaf spot virus (ACLSV). Sie wurden friiher iiber Bioindikatoren, deren
Symptome gleichzeitig namensgebend fiir die Krankheiten sind, nachgewiesen. Alle drei Viren sind
verantwortlich fiir eine Reihe von Krankheitssymptomen auf verschiedenen Wirtspflanzen, die dazu gefiihrt
haben, dass es Synonyme fiir die mit ASPV, ASGV und ACLSV assoziierten Krankheiten gibt. Die Atiologie
dieser Krankheiten ist bis heute wenig erforscht.

ASPV ist ein Foveavirus und gehort zur Familie der Flexiviridae (Adams et al., 2004; Martelli und Jelkmann,
1998). Es besitzt ein lineares SSRNA Genom, das fiir funf offene Leserahmen (,,open reading frame®, ORF)
kodiert. Der erste ORF beinhaltet sémtliche Proteine, die fiir die Replikation des Virus benétigt werden. Der
Triple Gene Block (ORF 2 — 4) kodiert Proteine, die fir den Transport innerhalb der Pflanze verantwortlich
sind. Das Hullprotein wird von ORF 5 kodiert. Die Wirtspflanzen des ASPV sind Apfel, Birne, WeiRdorn und
Quitte. Eine Ubertragung erfolgt nur durch Veredelung und Wurzelkontakte. Ubertragungen durch
mechanische Abreibung sind auf Nicotiana occidentalis moglich. Als Bioindikatoren werden Malus pumila
cv. Virginia crab und Spy 227 benutzt, wobei es bei Virginia crab zur namensgebenden Stammnarbung
(Abbildung 1) ab der Veredelungsstelle kommt, wahrend Spy 227 einen starken Verfall und Epinastie der
Blatter zeigt.
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Abb. 1 Stammnarbung durch ASPV hervorgerufen ab der Veredelungsstelle auf Malus pumila cv. Virginia
crab

Die Erforschung der durch Viren hervorgerufenen Krankheiten und die damit verbundene unterschiedliche
Symptomauspragung in verschiedenen Wirtspflanzen wird seit langer Zeit mit Hilfe von infektidsen Voll-
Langen cDNA Klonen durchgefiihrt (Stevens und Vigano, 2007). Diese ermdglichen die Untersuchung einer
Variante innerhalb der Viruspopulation in der Wirtspflanze und die durch sie hervorgerufenen
Krankheitsaspekte. Die Herstellung eines Voll-L&ngen cDNA Klons beansprucht meistens viel Zeit, da eine
aufwendige Ligationsstrategie (Rico und Hernandez, 2006) verwendet werden muss. Mit Hilfe des ASPV soll
eine neue Technik zur Erstellung von Voll-Langen cDNA Klonen gefunden werden, die sowohl technologisch
wie auch in zeitlicher Hinsicht einen Fortschritt bedeutet.

Material und Methoden

ASPV (Isolat PA 66) wurde mit Hilfe von mechanischer Abreibung von Apfel auf Nicotiana occidentalis
‘Wheeler' 37B ubertragen und dieser im Gewdchshaus zur Vermehrung von Virusmaterial genutzt. Die
Isolierung der Virus RNA aus infizierten Tabakblattern erfolgte mit Hilfe des RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen)
fur die Generierung von grofReren Fragmenten und mit Hilfe der Silica capture (Menzel et al., 2002) fir die
Nachweis PCR. Die isolierte Virus RNA wurde mit einer Reversen Trankriptase (Invitrogen) und Random
Primer oder Oligo(dT) (Fermentas) in cDNA umgeschrieben. In der Nachweis PCR wurden die Primer nach
Menzel (Menzel et al., 2002) verwendet und das Virusmaterial mit Hilfe der Tag-Polymerase (Invitrogen)
amplifiziert. Fur die einzelnen Fragmente der Ligationsstrategie wurden die Primer auf der Basis der ASPV-
Sequenz D21829 (Jelkmann, 1994) mit Hilfe des Programms Primer Select (Lasergene) entwickelt. Die
Fragmente wurden mit der Phusion Hot Start Polymerase (Biocat) amplifiziert, danach ,,blunt end“ in den
Vektor pJet 1.2 (Fermentas) ligiert, in Escherichia coli Top 10 (Invitrogen) kloniert und sequenziert.

Der Stammbaum wurde mit Hilfe von Clustal X (Larkin et al., 2007) und Mega 4 (Arizona State University)
evaluiert.

Ergebnisse

Der infektiése Voll-Langen cDNA Klon wird (ber die klassische Ligationsstrategie und Gber eine Voll-
Léngen PCR erstellt. Mit Primern an den terminalen Endes des ASPV Genoms wurde ein Voll-Lédngen PCR
Fragment (Abbildung 2) generiert. Auf Grund der Schwierigkeiten mit Versuchen zur ,,blunt end* Klonierung
wurden Primer mit Restriktionsschnittstellen entwickelt.

Mitt. Julius Kiihn-Inst. 419, 2008 53



Nachwuchswissenschaftlerforum 2008

Abb. 2 Gelbild einer Voll-Léngen PCR (Spur 1: gesunder Tabak; Spur 2 und 3: ASPV Proben; Spur 4: 1 kb
ladder)

Fir die klassische Ligationsstrategie wurde das ASPV-Genom in sechs Fragmente unterteilt, wobei die
Fragmente am 3'- und am 5'-Ende Kleiner sind. Die sechs Fragmente wurden bereits amplifiziert und in einen
Vektor ligiert. Durch Restriktionsverdaue der erhaltenen Fragmente konnte ein Verlust von
Restriktionsschnittstellen gezeigt werden, weshalb die Fragmente sequenziert wurden. Die sequenzierten
Genomabschnitte des ASPV zeigten hohe Variabilitat zur Ausgangssequenz. Eine vollstandige Sequenzierung
des ASPV-Genotyps ist noch nicht abgeschlossen.

Auf Grund der existierenden Datenlage von verschiedenen ASPV-Isolaten wurde ein phylogenetischer
Stammbaum (Abbildung 3) mit einer ungefahr 400 bp langen Sequenz innerhalb des Hillproteins
durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass die Sequenz vom Genotyp PA 1 66 in diesem Bereich nur noch 77%
Identitdt zum Ausgangsisolat PA 66 hat, wahrend das Ausgangsisolat zum Beispiel 99% Sequenzidentitat mit
einem lsolat aus Birne, das ,,Pear vein yellows* Symptome hervorruft, hatte.

Abb. 3 Phylogenetischer Stammbaum von ASPV-Isolaten aus unterschiedlichen Wirtspflanzen auf der
Grundlage einer ungefahr 400 bp langen Sequenz innerhalb des Hillproteins (Ausgangsisolat PA 66,
neuer Genotyp PA 1 66 grau hinterlegt).
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Diskussion

Bei Pflanzenviren findet man h&ufig eine hohe Variabilitdt zwischen den Isolaten aus unterschiedlichen
Herkiinften bzw. verschiedenen Genotypen innerhalb einer Pflanze. Diese werden als Quasispecies (Eigen und
Schuster, 1978) bezeichnet. Sie gehen auf die hohen Mutationsraten der viralen RNA Genome zuriick, wobei
sich verschiedene Genotypen gemal ihrer evolutiondren Fitness parallel entwickeln kénnen. Wahrend der
Amplifikation der Fragmente fiir die klassische Ligationsstrategie und beim Verdau der erhaltenen Fragmente
konnte festgestellt werden, dass das Isolat eine hohe Variabilitit zur Ausgangssequenz aufwies, welche sich
nach der Sequenzierung der Teilstlicke bestatigte und zu einer Anpassung der ersten Strategie fiihrte.

Die beiden Genotypen hatten in dem fiir den phylogenetischen Stammbaum verwendeten Bereich nur noch
eine Sequenzidentitat von 77%, wahrend das Isolat PA 66 mit einem Isolat aus Birne 99% Sequenzidentitat
aufwies. Auch die anderen bereits sequenzierten Bereiche zeigten hohe Variabilitat innerhalb der Sequenz.
Diese hohe Variabilitdt zwischen den verschiedenen Virusisolaten trat ebenfalls bei den beiden anderen
latenten Apfelviren ASGV (Magome et al., 1997) und ACLSV (Adams et al., 2004) auf.

Die hohe Variabilitat dieser Viren erschwert die zuverldssige Detektion, da man nicht sicher sein kann, dass
alle Varianten mit den von Menzel (Menzel et al., 2002) entwickelten Primern nachgewiesen werden konnen.
Die Mdglichkeit Voll-L&ngen PCR Fragmente zu generieren umgeht das Problem der hohen Variabilitét
innerhalb der Sequenz, da das 3'- und 5'-Ende konservierter sind.

Fir die Amplifikation eines sehr groen DNA Fragmentes werden spezielle Polymerasen bendtigt, die
zusétzlich noch eine ,,Proofreading*“-Funktion haben sollten. Die in dieser Arbeit verwendete Polymerase
erzeugte ,,blunt end“ Fragmente, deren Ligation in einen Vektor, zusétzlich zur Schwierigkeit durch die
GroRe, erschwert wurde. Die Mdoglichkeit Voll-Ld&ngen cDNA Klone durch eine PCR und einen
Ligationsschritt zu generieren stellt eine innovative Technik dar, die insbesondere bei vorliegenden
Variabilitatsproblemen Vorteile bietet.
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Identifizierung und Differenzierung von Erwinia amylovora und epiphytischer

Erwinien mit PCR Methoden
Identification and differentiation of Erwinia amylovora and epiphytic bacteria by PCR methods

Zusammenfassung

Epiphytische Erwinien wurden als Antagonisten gegen Erwinia amylovora in Labor- und Freilandversuchen
eingesetzt. Erwinia billingiae und Erwinia tasmaniensis zeigten Wirkungsgrade tiber 80% in Laborversuchen,
zu denen Bliten- und Birnentests gehdrten. Um Populationsstudien im Freiland durchzufiihren wurden
spezifische Primer fiir Single Nucleotide Polymorphisms (SNP) in ,,house keeping* Genen, wie z.B. recA und
gpd, kreiert. Mit Hilfe dieser Primer kdnnen acht Erwinien Arten differenziert werden. Fir die quantitative
Verteilung der Erwinien im Pflanzengewebe wurden diese Primer fiir eine RealTime PCR Analyse verwendet
und Mischkulturen aus Dossenheim und Kérnten (Osterreich) mit dieser Methode untersucht.

Stichworter: Feuerbrand, Differenzierung von Bakterien, ,,house keeping* Gene, SNPs
Abstract

Epiphytic bacteria can be used as antagonists against Erwinia amylovora. In laboratory tests with flowers and
pearslices E. billinigiae and E. tasmaniensis showed pathogen suppression. A specific PCR method was
created to differentiate epiphytic Erwinia species. Single nucleotide polymorphisms (SNPs) in house keeping
genes such as recA and gpd were used to design specific primers for population studies in the field. To
determine their distribution in plant tissue these primers were used to differentiate eight Erwinia species by
RealTime PCR. Mixed cultures from Dossenheim and Carinthia (Austria) were analysed with this method.

key words: fire blight, differentiation of bacteria, house keeping genes, SNPs
Einleitung

Das gram-negative Bakterium Erwinia amylovora verursacht bei Rosaceen Feuerbrand. Zu den Wirtspflanzen
dieser Krankheit gehdren wirtschaftlich wichtige Kernobstarten, wie z.B. Apfel, Birne und Quitte aber auch
Ziergeholze, wie z.B. Cotoneaster. Das Bakterium Erwinia amylovora dringt vorwiegend tber die Bliten in
die Pflanzen ein und breitet sich dort aus (Vanneste, 2000). Zu den typischen Symptomen gehdren neben
verbraunten Bliten auch Schleimtropfen und Verformungen von Trieben (Abbildung 1). Der Schleimtropfen
enthalt ein Exopolysaccharid (EPS), Wasser und Bakterien.

Abb. 1 Symptome: A: infizierter Blitenstand mit Schleimtropfen (Pfeil); B: Verformung des Triebes;
Hirtenstab

Das EPS, Amylovoran, wird vom Bakterium produziert und in die Umgebung abgegeben (Bellemann et al.,
1994). Die in diesem Schleimtropfen vorhandenen Bakterien werden unter anderem durch Insekten in Bliiten
gebracht. Als Hirtenstab bezeichnet man einen jungen Trieb mit fiir Feuerbrand typischen Welkesymptomen,
die auf die Ausbreitung von E. amylovora im Pflanzenmaterial zuriickzufiihren sind.
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Die Hauptinfektionszeit fur Feuerbrand ist wahrend der Bliite; die Tagestemperatur und der Niederschlag
spielen eine entscheidende Rolle fiir den Infektionsdruck.

Die Gattung der Erwinien (Abbildung 2) enthalt epiphytische, apathogene Bakterien, die als Antagonisten
eingesetzt werden konnten. Zu diesen epiphytischen Bakterien gehdren unter anderem E. billingiae,
E. tasmaniensis, E. persicina und E. rhapontici. Die Typstdimme von E. billingiae (Eb661) und
E. tasmaniensis (Et1/99) wurden sequenziert (Kube et al., 2008).

0.005 77 Erwinia tracheiphila LMG 2906T (Y13250)
! 47 Erwinia psidii LMG 7034T (Z96085)
5inia papayae CFBP 5189T (AY131237)
Erwinia mallotivora DSM 4565T (AJ233414)

94

70 - Erwinia amylovora ATCC 15580T (U80195)
15 99 Erwinia amylovora MR1 (rubus) (AM980507)
Erwinia pyrifoliae (Ep16/96T) DSM 12163T (AM980502)

59

Erwinia pyrifoliae Ejp556 (AM931290)
Erwinia billingiae (Eb661T) NCPPB 661T
Erwinia toletana CFBP 6631T (AF130910)
Erwinia tasmaniensis (Et1/99T) DSM17950 (AM055716)
Erwinia persicina ATCC 35998T (U80205)
86 Erwinia rhapontici DSM 4484T (AJ233417)
Pantoea agglomerans DSM 3493T (AJ233423)
Pantoea agglomerans ATCC 33243T (U80202)

Pantoea ananatis ATCC 33244T (U80196)
56 Pantoea stewartii subsp. stewartii ATCC 8199T (U80208)
Escherichia coli ATCC 11775T (X80725)
| Dickeya chrysanthemi ATCC 11663T (U80200)
L 77 Pectobacterium carotovorum ATCC15713T (U80197)
Brenneria alni ICMP 1248T (AJ223468)
Brenneria quercina LMG 2724T (AJ223469)

Abb. 2 Der Stammbaum aus 16S rRNA Sequenzen zeigt die Gattung Erwinia und nah verwandte Arten.
Hervorgehoben sind die Pathogene E. amylovora und E. pyrifoliae sowie die bereits erwahnten
epiphytischen Arten E. billingiae, E. tasmaniensis, E. persicina und E. rhapontici

Die Epiphyten wurden im Labor und Freiland auf ihre Wirkung gegen E. amylovora getestet. Die Wirkung
basiert auf der Besiedelung der Bliite, wodurch das Pathogen in seiner Vermehrung behindert wird. Erst ab
einer hoheren Zelldichte verursacht E. amylovora Symptome. Wahrend der Bliitezeit konnten vom
Versuchsfeld in Dossenheim von symptomfreien Bliten die Epiphyten E. billingiae, E. persicina, E.
rhapontici und E. tasmaniensis isoliert werden. Dies zeigt, dass die Epiphyten in Deutschland auf Apfelbliten
vorkommen.

Fir eine ldentifzierung und Differenzierung der Erwinien, die auch Populations-untersuchungen erméglicht,
sollte eine schnelle Methode entwickelt werden, die direkt flir Misch-kulturen anwendbar ist. Bakterien einer
Gattung unterscheiden sich auf Genomebene und kdnnen Uber ,,house keeping“ Gene differenziert werden.
Die ,,house keeping“ Gene recA (Rekombinase A) und gpd (Glyceraldehyd-3-phosphat Dehydrogenase;
Brown et al., 2000) wurden flr acht Erwinien Arten untersucht und charakteristische Single Nucleotide
Polymorphisms (SNPs) fiir die einzelnen Arten gefunden. Diese Sequenzunterschiede wurden fiir spezifische
Primer genutzt und es wurde eine PCR Methode entwickelt, um damit die acht Erwinien Arten auch in
Mischkulturen zu identifizieren. MALDI TOF ist eine weitere Methode zur Identifizierung von Erwinien. Bei
dieser Methode werden Spektren analysiert, deren Signale kleine Proteine aus ganzen Zellen darstellen. Jede
Erwinien Art verursacht ein spezifisches Muster. Mit Hilfe von Computeranalysen kénnen Isolate durch
Vergleich dieser Muster zugeordnet und somit auch Stammb&ume erstellt werden (Sauer et al., 2008).

Eine weitere Methode zur Differenzierung von Stdmmen einiger Erwinien ist RFLP (restriction fragment
length polymorphism) durch PFGE (pulsed-field gel electrophoresis) Analyse (Jock et. al, 2002; Zhang und
Geider, 1997). Es wurden auch ,house keeping“ Gene amplifiziert und anschliefend mit bestimmten
Restriktions-enzymen verdaut. Eine Zuordnung in bestimmte Gruppen erfolgte durch die entstandenen
Bandenmuster (Waleron et al., 2008).
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Material und Methoden

Fir die Birnentests wurden unreife Birnen in etwa 1 cm dicke Scheiben geschnitten. Ubernachtkulturen der
Epiphyten wurden auf 108 CFU eingestellt und die Birnenscheiben fiir 10 min in diese Bakteriensuspension
getrénkt. Die Birnenscheiben wurden dann in Petrischalen unter der Sterilbank getrocknet und anschlieend
mit 500 CFU E. amylovora Sm (Streptomycin resistente Mutante des Stamms Eal/79; EaSm) infiziert. Die
Petrischalen wurden mit Parafilm verschlossen und fiir 5 Tage oder langer bei 28 °C inkubiert. Zur Kontrolle
wurden die Birnenscheiben nur mit EaSm bzw. nur mit den Epiphyten inkubiert. Die Auswertung erfolgte
tber die durch EaSm hervorgerufe Verbraunung der Birnenscheiben und der Schleimproduktion.

Fir die Blitentests wurden Apfelbdume aus der Kiihlkammer im Gewé&chshaus zur Blite gebracht. Es wurden
einzelne Bliten in mit Wasser gefiillte 2 ml EppendorfgefaBe gestellt. Die Bliten wurden mit einer
Bakteriensuspension (10° CFU) der Epiphyten bespriiht. AnschlieBend wurden die Bliten getrocknet und mit
EaSm (5000 CFU) direkt auf den Stempel infiziert. Als Positivkontrolle wurden die Bliiten mit Wasser
bespriiht und mit EaSm (5000 CFU) infiziert. Die Bliiten wurden fiir 5 Tage bei 28 °C und einem Kunstlicht
inkubiert. Dann wurden die Bakterien aus der Bliite extrahiert und in einer Verdiinnung von 10 auf Standard
| Platten mit Streptomycin plattiert. Nach 2 Tagen bei 28 °C wurden die EaSm Kolonien ausgezéhlt.

Ergebnisse

Labor- und Freilandversuche: Die Behandlung mit epiphytischen Erwinien, vor allem E. billingiae und E.
tasmaniensis fiihrte bei den Birnentests zu einer deutlichen Reduktion der Symptome. Auf den
Birnenscheiben war fast keine Schleimbildung mehr zu sehen und auch die Verfarbung der Oberflachen
wurde reduziert. Die Behandlung mit den Epiphyten fiihrte in der Kontrolle zu keiner VVerbraunung der Birnen
bzw. Schleimbildung.

B
Abb. 3 Ergebnis Birnentest Eb661: A: Positivkontrolle auf der linken Seite, nicht infizierte Birnenscheiben auf

der rechten Seite; B: vor Infektion mit EaSm wurden die Birnenscheiben mit E. billingiae behandelt

Bei Blutentests fiihrten die Epiphyten zu einer deutlichen Reduktion der EaSm Kolonien. Vor allem die
beiden Epiphyten E. billingiae und E. tasmaniensis zeigten eine deutliche Reduktion der reisolierten EaSm-
Zellen.

Abb. 4 Ergebnis Blitentest Et1/99: A: Kontrolle, Bliten vor Infektion mit EaSm mit Wasser behandelt; B:
Bliten vor Infektion mit EaSm mit E. tasmaniensis behandelt
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Die guten Wirkungsgrade bei der Verringerung der Symptome fur E. tasmaniensis konnten auch in den
Freilandversuchen in der Feuerbrand-Versuchsanlage Kirschgartshausen bestétigt werden. E. tasmaniensis
hatte 2007 einen Wirkungsgrad von 63%, 2008 von 68%. Im Gegensatz hierzu hatte E. billingiae im Freiland
2007 nur einen Wirkungsgrad von 28% und 2008 von 31%. Wéhrend des Versuches wurden Blutenproben
entnommen und mit der PCR Methode ausgewertet. E. tasmaniensis konnte bis zu 2 Wochen nach Start des
Experiments nachgewiesen werden, jedoch nicht E. billingiae.

Differenzierung von Erwinien: Wahrend der Bliitezeit sollten Populationsstudien durchgefiihrt werden.
Hierfur wurde eine PCR Methode entwickelt deren Spezifitat auf Sequenzabweichungen (SNPs) basiert. Die
zwischen den Arten vorhandenen SNPs innerhalb der Sequenz der Gene recA bzw. gpd wurden als letzte Base
der Primer festgelegt. Diese Base der jeweiligen Primer (forward und reverse) ist fiir eine Art spezifisch. Die
Ubereinstimmende bzw. nichtubereinstimmende Base am 3’ Ende der Primer filhrt bei hoher Temperatur zum
Binden bzw. Nicht-Binden der Primer. Der Sequenzunterschied von einer Base ist bei hoher Annealing-
Temperatur ausreichend, um die Arten zu unterscheiden. Diese spezifischen Primer wurden fiir die Pathogene
E. amylovora und E. pyrifoliae sowie fur die Epiphyten E. billingiae, E. tasmaniensis, E. persicina, E.
rhapontici, E. psidii und E. mallotivora kreiert und auf ihre Spezifitat innerhalb dieser Erwinien Arten
getestet. Die PCR Methode wurde auch bei Mischkulturen angewandt. Hierbei wurden Kulturen aus
nekrotischem Holz oder aus Bliitenstdnden direkt als DNA Template fiir die PCR eingesetzt. Dies ermoglichte
eine schnelle Untersuchung von Proben und eine Populationsuntersuchung von Bliten. Mittels dieser PCR
Methode wurden auch Feuerbrandproben aus Kérnten untersucht. Hierbei konnte nicht nur E. amylovora,
sondern auch die Epiphyten nachgewiesen werden. Bei der Analyse von Mischkulturen von Apfelbliiten aus
der Anlage in Dossenheim konnten die Epiphyten (E. billingiae, E. tasmaniensis, E. persicina und E.
rhapontici) mittels PCR nachgewiesen und anschlieend aus den Proben isoliert werden.

Zum Differenzieren von Stammen wurden fiir die Epiphyten auch Sequenzuntersuchungen des wbdN Gens
und der Isc Region durchgefuhrt.

Diskussion

Epiphytische Erwinien zeigten in Labortests sehr gute Wirkungsgrade gegeniiber der Vermehrung von E.
amylovora in Pflanzengewebe. Auch wenn die Labortests der natiirlichen Umgebung des Pathogens &hneln,
zeigte sich in den Freilandversuchen in Kirschgartshausen, dass der Wirkungsgrad der Epiphyten als
biologische Kontrolle gegen Feuerbrand verschieden ist. Die beiden eingesetzten Epiphyten E. billingiae und
E. tasmaniensis zeigten in Labortests vergleichbare Ergebnisse. Trotzdem unterscheidet sich ihr
Wirkungsgrad im Freiland deutlich (31% zu 68%). Durch die verwendete PCR Methode zur Identifizierung
der Epiphyten konnte herausgefunden werden, dass E. billingiae nach kurzer Zeit nicht mehr, E. tasmaniensis
hingegen Uber einen ldngeren Zeitraum auf der Bliite nachweisbar ist. Dies konnte die unterschiedlichen
Wirkungsgrade erklaren.

Mit Hilfe der spezifischen PCR Methode war es nicht nur méglich Feuerbrandproben schnell zu analysieren,
es konnten auch Populationsuntersuchungen durchgefiihrt werden. In der Versuchs-anlage in Dossenheim
konnten die Epiphyten E. billingiae, E. tasmaniensis, E. persicina und E. rhapontici nachgewiesen und
Einzelkolonien isoliert werden. Diese Feldisolate kénnen nun mit den Typstdmmen aus der Stammsammlung
in Bezug auf Wirkung gegen E. amylovora verglichen werden. Der grofe Vorteil dieser Methode im
Vergleich zu anderen Methoden (MALDI-TOF, RFLP) ist, Mischkulturen zu analysieren.

Bei Sequenzuntersuchungen des whdN Gens und der pstS-gImS Region wurde deutlich, dass es eine hohe
Variabiliat der Sequenzen bei E. billingiae Isolaten gibt. Bei einem Sequenzvergleich zwischen Stammen, die
in Osterreich isoliert wurden, konnten Sequenzabweichungen gefunden und die isolierten Stimme hierdurch
unterschieden werden. Bei E. tasmaniensis Isolaten hingegen gab es nur sehr wenige Sequenzabweichungen.
Die untersuchten australischen Isolate stimmten in ihrer Sequenz (berein, wie auch die sldafrikanischen
Isolate untereinander Ubereinstimmten. Auch ein Vergleich zwischen den beiden in Deutschland isolierten
Stammen zeigte eine Ubereinstimmung der Sequenzen.
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Biologische Kontrolle des Feuerbrands mittels Bakteriophagen und

Bacteriocinen
Biological control of fire blight by bacteriophages and bacteriocins

Zusammenfassung

Das Bakterium Erwinia amylovora ist der Erreger von Feuerbrand bei Rosaceengewdachsen. Bakteriophagen
und Bacteriocine kdnnen eine biologische Alternative zum Antibiotikum Streptomycin sein, was zur Zeit eine
effiziente Bekdmpfungsmethode darstellt. Verschiedene Erwinia-spezifische Bakteriophagen wurden auf
ihren Wirtsbereich untersucht. Die Bakteriophagen wurden (iber Restriktionsverdau und Sequenzierungen
charakterisiert. Uber spezifische PCR-Primerpaare wurde eine Unterscheidung und Gruppierung der Phagen
moglich. Im Birnentest konnte mit einem der Bakteriophagen eine deutliche Reduktion der Feuerbrand-
symptome erreicht werden. Mit Lysozym, welches von einem der Bakteriophagen produziert wird, lief sich
nach der induzierten Expression in E. amylovora eine deutliche Reduktion der Zellzahl erreichen. Bei E.
tasmaniensis konnte ein Bacteriocin nachgewiesen werden.

Stichworter: Feuerbrand, Bakteriophagen, Lysozym, Bacteriocin
Abstract

Erwinia amylovora causes the bacterial plant disease fire blight on rosaceous plants. Bacteriophages and
bacteriocins can be a biological alternative to the antibiotic streptomycin, which is currently used as most
efficient remedy. Various Erwinia-specific bacteriophages were tested concerning their host-range. A
characterisation by restriction analysis and sequencing was conducted. Differentiation and grouping of phages
was possible by use of specific PCR primers. One bacteriophage showed a fair reduction of fire blight
symptoms in pear assays. By induced expression of bacteriophage-lysozyme a reduction of E. amylovora cell
density was achieved. Synthesis of a bacteriocin in E. tasmaniensis could be shown.

Keywords: Fire blight, bacteriophages, lysozyme, bacteriocin
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Einleitung

Das gramnegative Bakterium Erwinia amylovora ruft bei
mehreren Rosaceen Feuerbrand hervor. Diese Pflanzenkrankheit
kann neben den wirtschaftlich wichtigen Obstsorten Apfel, Birne
und Quitte auch Ziergehdlze betreffen. Folge einer Infektion bei
Kernaobst sind hohe ErtragseinbuBen. Als Vektoren dienen neben
Wind und Regen vor allem blitenbesuchende Insekten wie
Bienen. Die Bakterien dringen durch den Blitenboden aber auch
durch Wunden, wie sie zum Beispiel nach Hagelschlag
entstehen, in das Pflanzen-gewebe ein. Sie konnen sich im
Xylem der Pflanze ausbreiten und auf diese Weise sogar zum
Unterlagen-befall fiihren (Bogs, 1998). Ein systemischer Befall
kann zum Absterben der gesamten Pflanze fuhren. Typische
Symptome sind das Verbrdaunen der Bliten und Blatter,
hangende Zweige (Abbildung 1) und Schleimbildung an den
befallenen Organen. Der Schleim besteht u. a. aus Exopoly-
sacchariden (EPS), die von Erwinia amylovora abgegeben
werden und zum Verstopfen der Leitgewebe flihren, was
Welkeercheinungen hervorruft. Infizierte Bdume wirken durch
die braunen oder schwarzen Aste wie verbrannt, was fiir die
Krankheit namensgebend war. Birnen zeigen eine generell hdhere Empfindlichkeit gegentiber dem Erreger.

Eine effektive Bekampfung ist durch das Antibiotikum Streptomycin mdglich, das zur Bliitezeit angewendet
wird (Norelli, et al., 2003). Um in Europa der Resistenzbildung, wie sie in den USA und anderen Lé&ndern
aufgetreten ist, vorzubeugen, ist die Streptomycinanwendung streng reglementiert. In Deutschland wurde
Streptomycin in den vergangenen Jahren kurz und befristet nach dem sogenannten Warnaufruf Feuerbrand
(nach 814 PSchG) eingesetzt. Die Strategie ,,Feuerbrand* des BMELV beinhaltete auch eine Intensivierung
der Forschung bei der Suche nach biologischen Mitteln zu Streptomycin. Erwinia-spezifische Bakteriophagen
und Bacteriocine kdénnen eine Mdglichkeit zur biologischen Bekdmpfung von Feuerbrand sein (Parisien, et al.,
2008; Jabrane, et al. 2002; Schnabel and Jones, 2001). In dieser Arbeit wurden verschiedene Erwinia-
spezifische Bakteriophagen auf ihren Wirtsbereich untersucht (Gill, et al. 2003). Eine Charakterisierung der
Bakteriophagen konnte {ber Restriktionsverdau und Sequenzierungen erreicht werden. Spezifische PCR-
Primerpaare lieRen eine Unterscheidung und Gruppierung der Phagen zu. In Birnentests wurde die Effizienz
der Bakteriophagen hinsichtlich der Reduktion der typischen Feuerbrandsymptome getestet. Nach induzierter
Expression eines Bakteriophagen-Lysozyms konnte eine Wirkung auf E. amylovora Zellen erreicht werden
(Kim, et al., 2004; Salm and Geider, 2004). Bei E. tasmaniensis wurde wie bei Klebsiella sp. (Chavan, et al.,
2005) die Produktion eines Bacteriocins nachgewiesen.

Material und Methoden

Softagartest mit Bakteriophagen: 100 pl einer E. amylovora Ubernachtkultur wurden in 2,5 ml LB-Softagar
(0,4%) pipettiert und 100 pl einer Phagenverdinnung zugegeben. Fir die Bacteriocin-Tropftests wurden
100 pl eines sensitiven E. tasmaniensis Stamms in den Softagar pipettiert. Nach Mischen wurde der LB-
Softagar auf LB-Platten plattiert und tber Nacht bei 28 °C inkubiert. Bei der Auswertung wurden die
entstandenen Lysebereiche bzw. die Hemmhofe dokumentiert.

DNA-Préparation, Restriktionsverdau: Die Phagen DNA-Préparation erfolgte auf Basis der alkalischen Lyse.
Nach der Lyse wurde das DNA-Pellet mit Isopropanol geféllt und mit 70% Ethanol gewaschen. Das DNA-
Pellet wurde in Wasser aufgenommen und die Nukleinsaurekonzentration bestimmt. Der Verdau der Phagen-
DNA erfolgte tGber Nacht bei 37 °C im Warmeschrank.

Sequenzierungen: Die Sequenz der Bakteriophagengenome wurde nach teilweiser Sequenzierung durch das
Max Planck-Institut fir molekulare Genetik in Berlin und Erganzungen am JKI Dossenheim zugénglich
(Sequenzierung der PCR-Produkte durch die Firma Seqlab, Gottingen).

Birnentest: Unreife Birnen wurden in ~5 mm dicke Scheiben geschnitten und in unterschiedlich
konzentrierten Suspensionen der Phagen fiir 10 min getaucht. Die Birnenscheiben wurden danach kurz
getrocknet und mit 500 E. amylovora Zellen (Streptomycinresistene E. amylovora Mutante Eal/79Sm)
inokuliert. Der Versuchsansatz wurde fir fiinf Tage bei 28°C inkubiert. Als Positivkontrolle wurden Birnen
mit Wasser und dann mit Eal/79Sm behandelt. Die Phageneffizienz wurde auf die Symptombildung
(Verbraunung, Schleimbildung) bezogen.
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Bacteriocin-Tropftest: Die bacteriocinproduzierenden E. tasmaniensis Stdmme wurden bei 28 °C in LBg
(1% Glc) angezogen. Bei OD 0,6 wurde MitomycinC zur Induktion der Bacteriocinproduktion zugegeben und
die Kulturen zwei Stunden unter Schiitteln inkubiert. Bei OD 1,0 wurden die Zellen abzentrifugiert, das Pellet
in 20 mM Tris-HCI, pH 7,5 aufgenommen und durch Ultraschall aufgebrochen. Nach erneuter Zentrifugation
wurde der bacteriocinhaltige Uberstand abgenommen und bei —20 °C bis zum Gebrauch gelagert.

Ergebnisse

Wirtsbereich der Bakteriophagen: Die verwendeten Erwinia-spezifischen Bakteriophagen wurden auf ihre
Wirkung mit verschiedenen Erwinia-Arten untersucht. Es zeigte sich, dass die Phagen sich in ihrer Effizienz
E. amylovora Stdmme zu lysieren unterscheiden. Es scheint ein Zusammenhang zwischen der Lyseeffizienz
der Phagen und der EPS-Produktion der Erwinia Stdmme zu bestehen. Die Vermehrung von Bakteriophagen
mit Hilfe von apathogenen Erwinien Arten erwies sich als schwierig. Nur einer der Phagen zeigte hier
Potential.

Unterschiede im Bakteriophagengenom und Gruppierungsmdéglichkeiten: Um die Bakteriophagen néher zu
charakterisieren wurde die DNA prépariert. Nach Verdau der DNA mit Restriktionsenzymen erfolgte die
Auftrennung auf einem Agarosegel. Im Ergebnis zeigten sich bei den einzelnen Phagen Unterschiede im
Bandenmuster der Restriktionsverdaue. Zwei der Phagen zeigten ein &hnliches Bandenmuster. Das Alignment
der Genome lieR bei den Phagen mit dem gleichen Restriktionsmuster groRe Ahnlichkeit, sowohl
untereinander als auch mit einem bereits annotierten Phagen, erkennen. Die Insertionen und
Basenabweichungen, die im Alignment der Genomsequenz vorlagen, wurden (iber PCR und anschlieende
Sequenzierung auf ihre Richtigkeit Uberprift. Es konnte festgestellt werden, dass zwischen den beiden
Bakteriophagen keine Insertionen, sondern lediglich Abweichungen in einigen Basenpaaren vorliegen, die
Uber eine hochspezifische two step-PCR sogar eine klare Unterscheidung der Phagen zulassen. Die
Unterschiede, die im Restriktionsverdau bereits deutlich geworden waren, wurden mit Hilfe der
Sequenzierungen bestatigt. Mit verschiedenen Primerpaaren, die auf Basis der vorhandenen Sequenzen erstellt
wurden, konnten die Bakteriophagen unterschieden werden. Diese Primer konnten auch zur Einordnung von
Freilandisolaten verwendet werden.

Birnentest: Die Wirksamkeit der Bakteriophagen in einem naturnahen System wurde (ber einen
Symptomreduktionstest auf unreifen Birnen ermittelt. Es wurde festgestellt, dass die Phagen sich in ihrer
Wirksamkeit unterscheiden. Eine deutliche Symptomreduktion im Vergleich zur Positivkontrolle konnte fir
einen der getesteten Phagen nachgewiesen werden. Die Verbraunung der Birnenscheiben und die aufgetretene
Schleimbildung war nicht so stark wie bei der Positivkontrolle.

Induktion der Lysozymexpression in E. amylovora: Lysozym, was im Lebenszyklus von Bakteriophagen zur
Lyse der Wirtszelle und Freisetzung der reifen Phagenpartikel fiihrt, wurde in E. amylovora Zellen unter
Verwendung eines Induktors exprimiert. Das Lysozymgen wurde in einen Expressionsvektor insertiert und E.
amylovora Zellen mit diesem Vektor transformiert. Eine zusétzliche Transformation mit einem Plasmid,
welches den lac-Repressor konstitutiv exprimiert, lieR eine kontrollierte Expression zu. Nach Zugabe des
Induktors zeigten die Bakterienkulturen eine deutliche Abnahme der Zelldichte.

Bacteriocin-Tropftest: Der nach MitomycinC-Zugabe gewonnene bacteriocinhaltige Uberstand einer
Bacteriocin-produzierenden E. tasmaniensis Kultur wurde auf eine Softagar beschichtete LB-Platte pipettiert.
In den Softagar waren zuvor 100 pl eines flir das Bacteriocin sensitiven E. tasmaniensis Stamm pipettiert
worden. Nach Trocknen des Tropfens wurde die Platten bei 28 °C uber Nacht inkubiert. Die Auswertung
erfolgte am néchsten Tag, wobei sich im Bereich des Tropfens eine Hemmung des Bakterienwachstums
feststellen lieR. Bei einem australischen E. tasmaniensis Isolat fiuhrte die Behandlung mit dem induzierten
Bacteriocin (Tasmancin) zur Phageninduktion. Die Sequenzierung ergab, dass dieser Phage nicht mit
bekannten E. amylovora Phagen verwandt ist (M. Kube, MPImolGen, Berlin). Dieser Phage PP2 I&sst sich der
Gruppe der Myoviridae zuordnen. Der PP2 Phage liegt im Genom des E. tasmaniensis Isolats lysogen vor.
Uber PCR soll die Integrationsstelle des Phagen herausgefunden werden. Es wurden verschiedene E.
tasmaniensis Isolate auf das Vorhandensein des Phagen untersucht. Allerdings konnten nur zwei der
getesteten Phagen als Tréger des Bakteriophagen, der eine hohe Wirtsspezfitat auf E. tasmaniensis aufweist,
ermittelt werden.

Diskussion

Die E. amylovora-spezifischen Bakteriophagen wiesen einen unterschiedlichen Wirtsbereich auf wobei sich
eine Tendenz zur EPS-Abhéngigkeit der Lyseeffizienz feststellen lieB. Dies kann in der unterschiedlichen
EPS-Abhéngigkeit der Bakteriophagen begriindet sein. Einer der Phagen verfligt nicht ber das
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Depolymerasegen, was zur Spaltung der EPS-Kapsel der Bakterien benétigt wird. Gleichzeitig zeigt dieser
Phage eine gute Lyseeffizienz hinsichtlich Erwinia Stdimmen mit niedriger EPS-Produktion.

Die Vermehrung von Bakteriophagen in apathogenen Erwinia-Stdmmen zeigte, dass dies nicht fiir alle der
untersuchten Bakteriophagen mdglich ist. Lediglich bei einem der Phagen lieR sich hier die Mdglichkeit zur
Anzucht auf avirulenten Erwinien erkennen. Dieser Ansatz wird weiterentwickelt, da auf diese Weise ein
pathogenfreies Phagenlysat zur Behandlung von feuerbrandgeféhrdeten Kulturen gewonnen werden kénnte.
Unterschiede zwischen den Bakteriophagen bestehen auch auf Ebene des Genoms. Zwei der Phagen weisen
groBe Ahnlichkeit zueinander auf. Eine Gruppierung der Phagen wurde durch spezifische PCR-Primer
moglich. Diese Primer wurden mit Erfolg bei der Einordnung von Freilandisolaten angewendet. EM-
Aufnahmen der Bakteriophagen (R. Lurz, MPImolGen, Berlin) stiitzen die Ergebnisse der Gruppierung die
durch PCR gewonnen werden konnten. Die Phagen konnten den Podoviridae bzw. den Myoviridae
zugeordnet werden.

Tests hinsichtlich der praktischen Anwendbarkeit der Bakteriophagen in einem naturnahen System wurden
auf unreifen Birnen durchgefiihrt. Hier erwies sich einer der Phagen den anderen {berlegen. Im weiteren
Verlauf werden die Bakteriophagen auf ihre Stabilitdt in mdglichen Verdinnungsmedien und ihre
Uberdauerungsfahigkeit unter Trockenheit getestet. Dies, sowie UV-Persistenz, sind zusitzlich zur
Lyseeffizienz in einem breiten E. amylovora Stammspektrum, wichtige Faktoren, die die mdgliche
Verwendung von Bakteriophagen im Freiland bestimmen werden.

Die Expression von Lysozym in E. amylovora Zellen filhrte zur Wachstumsinhibition. Die induzierten
Bakterienkulturen wiesen eine deutliche Abnahme der Zelldichte auf was den starken Effekt des Lysozyms
auf die Bakterien aufzeigt. Das in den Zellen exprimierte Lysozym hat eine toxische Wirkung auf die
Bakterien; eine niedrige Konzentration des Enzyms kann bereits zu nachweisbaren Auswirkungen fiihren.
Eine starke Kontrolle des Promotors ist daher unabdingbar, was durch die Expression des lac-Repressors
gewdhrleistet wurde. Voruntersuchungen zur Ubertragbarkeit von Lysozym mit Hilfe eines broad host-range
Plasmids werden zur Zeit durchgefiihrt. Mit Hilfe von apathogenen Bakterien, die das broad host-range
Plasmid Ubertragen konnen, kann das Lysozymgen innerhalb einer Erwinienpopulation verbreitet werden und
auf diese Weise dezimiert werden. Problematisch ist dabei das Inverkehrbringen eines solchen Ansatzes, da
die Akzeptanz der Freisetzung gentechnisch veranderter Organismen aktuell nicht gegeben ist.

Das durch MitomycinC-Zugabe induzierte Bacteriocin von E. tasmaniensis zeigte bei sensitiven E.
tasmaniensis Stdmmen eine Inhibition des Wachstums. Wie durch PCR gezeigt werden konnte, besitzen diese
sensitiven Stdmme kein Immunprotein, welches sonst das Bacteriocin bei Produzentenstdmmen inaktivieren
konnte. Ein im Genom von E. amylovora vorliegendes, dem ColicinA ahnliches Gen, soll durch Mutation auf
seine Aktivitat gepruft werden. Dieses System soll zeigen, ob E. amylovora uber ein funktionales Bacteriocin
verfligt und soll daher kein Ansatz zur Feuerbrandbek&mpfung sein. Diesem Ansatz steht entgegen, dass im
Freiland vorhandene E. amylovora Stamme gegeniiber dem Bacteriocin nicht sensitiv sind, da sie Gber ein
entsprechendes Immunprotein-Gen verfligen, wie der Genomsequenz entnommen werden kann. Ein Nachweis
von natdrlicherweise sensitiven Stimmen muss noch erbracht werden.
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Alternative Praparate in der Bekdmpfung des Falschen Mehltaus an Gurke

(Pseudoperonospora cubensis)
Alternative agents for control of downy mildew (Pseudoperonospora cubensis) of cucumbers

Zusammenfassung
Die Infektion mit Falschem Mehltau ist im ékologischen Gurkenanbau eines der gréf3ten Probleme.

Die Wirkung von Pflanzenextrakten aus Salvia officinalis (Salbei) und Glycyrrhiza glabra L. einer Pflanze
aus der Familie der Fabaceae, sowie Kulturen von Brevibacillus brevis Nagano wurden in einem
Praxisversuch untersucht. Im Gegensatz zu Ergebnissen aus Biotests, bei denen Salbei-Extrakt die beste
Wirkung gegen den Falschen Mehltau zeigte, war im Praxisversuch die Wirkung des G.glabra-Extraktes
deutlich besser als die von Salbei-Extrakt oder B. brevis. Dies konnte auf Versuchsparameter wie zu geringe
Extraktkonzentrationen bzw. zu lange Applikationsabsténde im Praxisversuch zuriickgefiihrt werden. Weitere
Untersuchungen auch hinsichtlich Wirkungsweise und wirksamer Inhaltsstoffe wurden begonnen.

Stichworter: Okologischer Gurkenanbau, biologischer Pflanzenschutz, Pflanzenextrakte, antagonistische
Mikroorganismen

Abstract

In organic cucumber production the infection with downy mildew (Pseudoperonospora cubensis) is one of the
major problems.

Plant extracts from Salvia officinalis (sage) and Glycyrrhiza glabra L., a plant belonging to the family
Fabaceae, as well as cultures of Brevibacillus brevis Nagano were investigated for their efficacy under
commercial growing conditions. Contrary to bioassays, where sage extract showed highest activity, in these
trials G. glabra-extract was more effective than sage extract or B. brevis against P. cubensis. Trial parameters
in the commercial trial such as concentrations of the preparations or application intervals could be the reason
for this. Further investigations, also on the mode of action and active ingredients are under way.

Keywords: organic cucumber production, biological control, plant extracts, antagonistic microorganisms.
Einleitung und Zielsetzung

Eine der problematischsten Krankheiten im okologischen Gurkenanbau ist der Falsche Mehltau. Bei
entsprechender Witterung und Temperatur kann es zu Totalausféllen kommen. Insbesondere bei Kulturen
unter Glas oder Folie stellt der Einsatz von biologischen Praparaten eine interessante Alternative zur
Einddmmung des Falschen Mehltaus dar. Basierend auf Ergebnissen zur guten Wirkung von P1-Extrakt (G.
glabra) auf einen anderen Oomyceten, P. infestans, (Konstantinidou-Doltsinis, S. and Markellou. E 2008) und
eigenen Vorversuchen gegen P. cubensis wurde im Sommer 2008, unter der Leitung des Instituts fir
Biologischen Pflanzenschutz des JKI, an der LVG Heidelberg ein Praxisversuch mit ethanolischen
Pflanzenrohextrakten aus G. glabra und Salvia officinalis und Kulturbriihen eines Bakteriums (Brevibacillus
brevis Nagano) an zwei Gurkensorten (Eminentia und Airbus) durchgefilhrt. Diese Praparate werden im
Rahmen des durch das Bundesprogramm Okologischer Landbau geférderten Projektes zur Regulierung des
Falschen Mehltaus an Gurke untersucht.
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Methoden

Die Gurkenpflanzen der Sorten Eminentia und Airbus wurden getrennt voneinander (in der Stidhélfte und der
Nordhalfte) in einem Foliengewéchshaus mit je 180 Pflanzen kultiviert. Jede Sorte war in drei Doppelreihen
(Wiederholungen) angepflanzt, wobei jede Doppelreihe aus fiinf Pazellen mit jeweils 2 mal 6 Pflanzen
bestand. Es wurden alle 12 Pflanzen einer Parzelle behandelt und jeweils die mittleren 8 Pflanzen
ausgewertet. Jeder Pazelle war ein Praparat zugeordnet. Die Versuchspflanzen waren von unbehandelten
Randpflanzen umgeben. Die Pflanzenextrakte wurden aus getrockneten und gemahlenen Blattern und
Sténgeln von S. officinalis dalmat. (Firma Galke) und Glycyrrhiza glabra L. (P1) aus Griechenland gewonnen.
Das Pflanzenpulver wurde zwei Stunden bei 60 °C in 70 %igem Ethanol gerlhrt (Blaser 1999). Die
Fermentation von Brevibacillus brevis erfolgte 3-4 Tage in Trypton Soja Briihe. Die Kulturen wurden in
Anlehnung an Edwards and Seddon (2001) bei 37 °C im Fermenter angezogen. Fir die Versuche wurden die
Praparate mit Wasser verdiinnt und mit einer 15 | Motorspritze in der Kultur ausgebracht. Die Erstbehandlung
mit P1- und Salbei-Extrakt erfolgte 5%ig. In allen nachfolgenden Spritzungen wurde P1-Extrakt 2,5%ig und
Salbei-Extrakt 2%ig ausgebracht. B. brevis wurde als 1:5 Verdiinnung der gesamten Flussigkultur appliziert.
Die Behandlung mit ElotVis als Vergleichsmittel erfolgte wie vom Hersteller angegeben 5%ig. Jedem dieser
Anséatze wurde zur Prophylaxe gegen Echten Mehltau Milsana (0,5%ig) beigegeben. Am Tag nach der ersten
Behandlung erfolgte die Inokulation auf der Blattunterseite der untersten beiden Blatter jeder Pflanze mit
5*10° - 1*10* Sporangien / ml.. Die Praparate wurden im 10tagigen Rhythmus ausgebracht. Die erste Bonitur
(09.07.2008) wurde beim ersten Auftreten der Symptomen des Falschen Mehltaus in der Kultur durchgefiihrt.
Die nachfolgenden drei (Eminentia) beziehungsweise vier (Airbus) Bonituren erfolgten in siebentdgigem
Abstand. Ausgewertet wurde der prozentuale Befall der Blattflache in den Schritten 1%, 2,5%, 5%, ab 5% bis
50% in 5er Schritten und ab 50 % in 10er Schritten. Bonitiert wurden sechs Blattern der mittleren Blattetage
je Pflanze. Zur Berechnung der Signifikanz der Befallsunterschiede wurden die Daten Arcus-Sinus
transformiert und einer ANOVA mit dem Programm WinStat fiir Excel (Version 2007.1) unterzogen.

Ergebnisse

In beiden Gurkensorten konnte trotz kinstlicher Infektion nur ein mittlerer Befall der Versuchspflanzen
(<50%) erzielt werden. Die Sorte Eminentia war ab der zweiten Bonitur tendenziell etwas stérker befallen als
die Sorte Airbus. Auch der wéchentliche Befallsanstieg fiel bei der Sorte Eminentia deutlicher aus (Abbildung
1 und 2). In allen Bonituren und in beiden Sorten zeigten der P1- Extrakt (G. glabra) und ElotVis die
héchsten Wirkungsgrade (WG) gegenuber der Wasserkontrolle (P1 WG 32%-60%; ElotVis WG 32%-42%).
Diese Varianten zeigten von Bonitur 2 bis Bonitur 4 jeweils einen signifikant geringeren Befall als die
Wasserkontrolle (Abbildung 1 und 2).

Abb. 1 Darstellung der Mittelwerte des Befalls mit Falschem Mehltau pro Bonitur und Préparat in einem
Praxis-Gewdchshausversuch an Gurken (Sorte Eminentia); Ergebnisse der ANOVA sind hier nur fur
die vierte Bonitur dargestellt: unterschiedliche Buchstabenstehen fiir signifikante Unterschiede
(p=0,05).
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Die Pflanzen, welche mit Salbei-Extrakt behandelt wurden, zeigten in beiden Sorten in Bonitur 2 einen
signifikant geringeren Befall als die Pflanzen der Wasserkontrolle. Bei der Sorte Eminentia wurde im
Gegensatz zur Sorte Airbus auch in Bonitur 3 noch eine signifikante Befallsverminderung durch den Salbei-
Extrakt beobachtet (Abbildung 1). Die Behandlungen mit Brevibacillus brevis hatten in beiden Sorten zu
keinem Termin einen signifikanten Effekt auf den Befall mit Falschem Mehltau (Abbildung 1 und 2).

Abb. 2 Darstellung der Mittelwerte des Befalls mit Falschem Mehltau pro Bonitur und Préparat in einem
Praxis-Gewdachshausversuch an Gurken (Sorte Airbus); Ergebnisse der ANOVA sind hier nur fir die
vierte Bonitur dargestellt: unterschiedliche Buchstabenstehen fiir signifikante Unterschiede (p=0,05).

Insgesamt waren ein sehr viel starkerer Befall der Randpflanzen auf der Westseite im Vergleich zur Ostseite
der Versuchsanlage und noch eine Verstarkung des Befalls in der stidlichen Halfte zu beobachten.

Diskussion

In Versuchen an getopften Pflanzen fiihrte die Behandlung der Gurkenpflanzen mit P1-Extrakt (G. glabra),
Salbei-Extrakt und B. brevis jeweils zu einer signifikanten Verringerung des Befalls mit P. cubensis (Nowak
et al. 2008). Im Gegensatz dazu konnte in dem Praxisversuch unter Folie nur fur den G. glabra-Extrakt eine
signifikante Befallsminderung tiber den gesamten Versuchszeitraum in beiden Sorten erzielt werden. Auffallig
war auerdem, dass die mit diesem Extrakt behandelten Pflanzen eine deutliche Griinfarbung und Kréaftigung
der Gurkenblétter zeigten, was moglicherweise auf eine pflanzenstarkende Wirkung hindeutet.

Obwohl Salbei-Extrakt in Biotests an getopften Pflanzen bei Konzentrationen <1% noch eine fast 100%ige
Wirkung auf Falschen Mehltau hatte (Nowak et al. 2008), fiel die Wirkung unter Praxisbedingungen bei
2%iger und 10-tagiger Behandlung deutlich schlechter aus. In einem Gewéchshausversuch 2006 zeigte
Salbei-Extrakt 5%ig bei siebentdgiger Anwendung und 92% Befall in der Wasserkontrolle einen
Wirkungsgrad von ca. 70% (Daten nicht verdffentlicht). Die im Praxisversuch erzielte geringere Wirkung
lasst sich daher wahrscheinlich auf die niedrigere Extraktkonzentration in Kombination mit dem langeren
Applikations-interval zuriickfilhren. Die Anwendung von B. brevis (Verdinnung 1:5) zeigte im Praxisversuch
nur unzureichende Wirkung. Auch hier kdnnte der Grund in einer zu starken Verdiunnung bzw. in zu langen
Behandlungsabstéanden gelegen haben. Aus friiheren Arbeiten ist ein Metabolit von B. brevis (Gramicidin S)
bekannt, der eine starke befallsreduzierende Wirkung gegen B. cinerea zeigt (Edwards and Seddon 2001).
Erste eigene Untersuchungen deuten auf die Beteiligung dieses Metaboliten auch bei der Wirkung auf
P. cubensis hin, wobei die Konzentration im Praxisversuch mdglicherweise zu gering war. Weiterfiihrende
Avrbeiten dazu sind begonnen.

In Gewdachshausversuchen, die 2007 durchgefiihrt wurden, war die Sorte Eminentia deutlich geringer befallen
als die Sorte Airbus (Marx et al. 2008). Im diesjahrigen Praxisversuch zeigte im Gegensatz dazu die Sorte
Eminentia insgesamt hoheren Befall als die Sorte Airbus. Die unterschiedliche Befallsstarke der Sorten
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scheint im eigenen Versuch 2008 vor allem Standort-bedingt zu sein, da die Randpflanzen (Sorte Torreon) im
stidlichen Teil der Versuchsanlage, in dem die Sorte Eminentia angepflanzt war, einen deutlich hoheren Befall
mit Falschem Mehltau aufwiesen. Ein Vergleich der Wirkung der Praparate unter Praxisbedingungen mit der
Wirkung im Biotest macht deutlich, dass die Ubertragung von Ergebnissen aus kontrollierten
Laborbedingungen auf Gewéchshaus oder Freiland nicht immer direkt moglich ist. Aus friheren Arbeiten zur
biologischen Bekampfung mit Pflanzenextrakten ist bekannt, dass unter anderem der Applikationszeitpunkt
und die Dauer der Wirksamkeit eine wichtige Rolle fiir den erfolgreichen Einsatz (Latten 1994) spielen.
Dariiber hinaus sind Informationen zu Wirkmechanismen und wirksamen Inhaltsstoffen fiir die Optimierung
der Anwendung und Extraktion/Fermentation wichtig. Entsprechenden Untersuchungen wurden am JKI,
Institut fur Biologischen Pflanzenschutz, bereits begonnen.
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Die Vergramung von Schermausen, Arvicola amphibius (friher Arvicola
terrestris), mit Hilfe von Geruchs- und Geschmacksrepellentien auf Basis von
pflanzlichen Sekundarmetaboliten

The effect of secondary plant compounds for repelling water voles, Arvicola amphibius (previously
Arvicola terrestris)

Zusammenfassung

Schermduse, Arvicola amphibius (friiher Arvicola terrestris), kdnnen erhebliche Schéden an den Wurzeln
diverser Gehdlzpflanzen verursachen und fithren zu nur schwer I6sbaren Pflanzenschutzproblemen sowohl in
der Landwirtschaft als auch im Obst- und Gartenbau. Aktuell auf dem Markt erhéltliche Mittel und Geréte zur
Vergramung von Schermdusen zeigen keine ausreichende Wirkung. Ebenso kann der Einsatz diverser
“Hausmittel“, wie zum Beispiel der Anbau bestimmter Pflanzenarten oder das Einbringen von Glasscherben,
FraRschéden nicht verhindern.
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In einem Kooperationsprojekt des Julius Kihn-Instituts (JKI), der Firma Neudorff GmbH KG und des
Instituts fiir Pharmazie und Molekulare Biotechnologie der Universitat Heidelberg (IPMB) wird derzeit ein
neues integriertes Pflanzenschutzverfahren entwickelt. Zur Vergramung der Schermause von Kulturflachen
sollen Repellentien auf Basis pflanzlicher Sekundarmetabolite entwickelt werden.

Sekundére Pflanzenstoffe haben eine grofRe Bedeutung bei der Verteidigung der Pflanzen gegen Herbivore,
Mikroorganismen und andere Pflanzen. Sie steigern als natiirliche Schutzstoffe die Leistungsfahigkeit und
Uberlebenschance der Pflanze. Das Potential pflanzlicher Sekundérmetabolite fiir Gartenbau und
Landwirtschaft ist bisher wenig erforscht und stellt im Hinblick auf fast 300.000 Pflanzenarten ein enormes
Reservoir dar.

Im Projekt werden die Schermause mit verschiedenen pflanzlichen Sekundarmetaboliten konfrontiert, um
deren Wirkung auf die Tiere herauszufinden. Zum Einsatz kommen Stoffe, die geschmacklich und geruchlich
abstoRend auf die Tiere wirken sollen, wie z.B. diverse dtherische Ole und Reizstoffe.

Um geeignete Geschmacksrepellentien zu finden, wurden den Schermdusen in einem systematischen
Screening 30 unterschiedliche Substanzen angeboten. Die Extrakte wurden auf Apfelreiser (gréRengenormte
Apfelzweige) aufgebracht und den Tieren im Laborversuch angeboten. Der Grad der Benagung der
behandelten Reiser wurde mit unbehandelten Kontrollreisern verglichen. Es wurden zwei Stoffe gefunden, die
eine abwehrende Wirkung zeigen. Diese Stoffe werden zurzeit hinsichtlich ihrer Konzentration und
Formulierung optimiert und in weiteren Testreihen im Labor Uberprift.

Die Analyse von sechs volatilen Stoffen wurde mit Hilfe eines T-Labyrinthes (zweikammerige
Versuchsapparatur) durchgefiihrt. Der Versuchsaufbau ist, wie durch umfangreiche methodische Vorversuche
nachgewiesen wurde, geeignet, um die Repellenzeigenschaften von volatilen Substanzen an Schermausen zu
Uberprifen. Dabei wurden den Mdusen eine mit einem Extrakt ,,beduftete” Testbox und eine ,,unbeduftete
Kontrollbox zur Wahl gestellt, die beide ein Stiick Apfel als Koder enthielten. Die Stoffe galten als repellent,
wenn die Testbox gemieden wurde. Die Auswertung der aktuell erhobenen Daten steht noch aus.

Im weiteren Verlauf des Projekts sollen Extrakte, die sich in den Apfelreiser- und Labyrinth-Versuchen als
wirksam erwiesen haben, in Gehege- und Halbfreilandversuchen auf ihre Effizienz getestet werden. Zudem
sollen abstoRend wirkende Substanzen spater so aufbereitet werden, dass sie in der Praxis leicht anzuwenden
sind. Das resultierende Produkt muss anwenderfreundlich, umweltschonend und toxikologisch unbedenklich
sein. AuBerdem sollen die Kulturen zur Gewinnung der Pflanzenextrakte problemlos erhéltlich und
kostenglinstig sein. Ein wirkungsvolles Vertreibungsmittel konnte zukinftig nicht nur Schaden an
Kulturpflanzen reduzieren, sondern auch den Einsatz von Schlagfallen und Rodentiziden deutlich minimieren.
Damit wiirden Risiken fiir Nichtzielorganismen verringert und die Umwelt geschont.

Stichworter: Arvicola amphibius (friher Arvicola terrestris), Geruchstoffe, Geschmackstoffe, pflanzliche
Sekundarmetabolite, Repellent, T-Labyrinthversuch, Vergramung, Wahlversuch, Wiihimaus

Abstract

Water voles, Arvicola amphibius (previously Arvicola terrestris), are known to cause enormous damage to the
roots of various plants, thus posing a major threat to harvests in agriculture as well as fruit- and horticulture.
Currently available substances and devices, designed to repel water voles, do not show adequate effects. The
use of various household remedies, such as the additional planting of certain species close to the cultivated
plants or bringing out fragments of glass, has been proven not prevent the damage caused by the voles.

This project represents a cooperation between the Julius Kihn-Institute (JKI)), the Neudorff GmbH KG and
the Institute for Pharmacy and Molecular Biotechnology (IPMB) of the University of Heidelberg. The aim is
to develop a new and environmentally sustainable water vole deterrent on the basis of secondary plant
metabolites.

Many plants produce a variety of biochemical substances that are of great importance in the plants defence
against herbivores, microorganisms and other plants. Increasing the chance of the plant’s survival these
substances act as natural protective agents. The potential use of secondary plant metabolites for horti- and
agriculture is widely recognized, but in spite of the enormous pool of nearly 300.000 different species, few
studies so far dealt with it in much detail.

In this project water voles will be exposed to various secondary plant metabolites e.g. ethereal oils or flavour
additives, to study their repulsive effect on the animals. The experimental design targeted the taste as well as
the olfactory sense of the voles.
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In order to find suitable taste repellents the water voles were confronted with 30 different substances. The
extracts were applied on size-standardized branches of apple trees and offered to the animals in a cage
experiment. The degree of gnawing of the treated branches was compared to untreated control branches. Two
potentially repelling substances were isolated. These substances are currently optimized regarding their
concentration and formulation and examined in further test rows in the laboratory.

The analysis of six volatile substances was performed with the help of a T-maze (maze with two boxes). The
voles were made to choose between a “test box”, including a test substance and a “control box” without
flavour. Both boxes contained a piece of apple as bait. The extracts were considered to be a potential
repellent, if the “test box” was avoided. No further results can be presented, as the data analysis is ongoing.

Extracts, which proved to be potentially repellent in the taste as well as in the olfactory experiment, will be
further tested on their efficiency in larger scale enclosures and outdoor exposure tests. Ultimately, successful
isolated, repulsive substances will have to be processed for commercial use, as the end product has to fulfil
certain characteristics (environmentally sustainable, user-friendly and toxicological harmless). Additionally,
the extract producing plant species have to be widely available and sustainable in their production.

The isolation and commercialisation of an effective water vole deterrent could not only help reducing the
damage to crops and other cultivated plants but also minimize the use of lethal traps and rodenticides,
potentially harmful to other organisms and the environment in general.

Keywords: Arvicola amphibius (previously Arvicola terrestris), choice-test, deterrent, flavour, odour,
repellent, secondary plant compounds, T-maze-test
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Tierschutz und Fallenfang — Ertrankungsfallen auf dem Prifstand
Animal Welfare and Trapping — Testing Drowning Traps

Zusammenfassung

Jedes Jahr werden Millionen von Nagetieren als Schéadlinge bejagt. Erst seit dem Ende des 20. Jahrhunderts
gewann der Begriff ,tierschutzgerecht“ im Zuge der Tétung von Tieren an Bedeutung. 1998 wurde z.B.
zwischen der Europaischen Gemeinschaft, Kanada und der Russischen Fdderation ein internationales
Ubereinkommen in Bezug auf tierschutzgerechte Fangnormen (engl. AIHTS) vereinbart, um den gefangenen
Tieren so wenig Schmerzen, Stress und Leiden wie moglich zuzufiigen.

Das Projekt ,,Fallenstandards”, welches am Julius Kiihn-Instituts in Munster im Auftrag der EU Kommission
bearbeitet wird, befasst sich mit der Entwicklung von Standards fiir die Priifung von Sdugetierfallen unter
Tierschutzgesichtspunkten mit Schwerpunkt Bisam (Ondatra zibethicus).

Laut des AIHTS darf in den Schlagfallen, die u.a. bei der Bisamjagd eingesetzt werden, die Zeitspanne von
300s bis zum Eintritt der irreversiblen Bewusstlosigkeit nicht Uiberschritten werden. Damit eine solche Falle
den Normen genuigt und nicht verboten wird, missen Daten iber mindestens 12 Tiere erfasst werden, von
denen mindestens 80% innerhalb der maximalen Zeitspanne von 300s irreversibel bewusstlos sind. Die
Zeitspanne bis zur Bewusstlosigkeit wird bei herkémmlichen Totungsfallen, wie z.B. der oben genannten
Schlagfalle, ab dem Zeitpunkt des Ausldsens der Falle gemessen, d.h. der Stress beginnt in der Regel fir das
entsprechende Tier direkt nach dem Betreten der Falle.

Die géngigste Methode Bisame zu fangen ist jedoch das Ertranken mittels Ertrankungsfallen (ca. 80%
innerhalb  von Deutschland). Aufgrund seiner semiaquatischen Lebensweise ist es allerdings
unwabhrscheinlich, dass die Ertrankungsfalle direkt beim Betreten Stress verursacht. Die Problematik in Bezug
auf die Priifung der Ertrankungsfallen liegt also darin, den genauen Anfang des einsetzenden Stresses zu
ermitteln.
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Im Zuge der Entwicklung eines zuverldssigen Testverfahrens zur Bewertung von Ertrankungsfallen unter
Tierschutzgesichtspunkten wurden die Versuche so konzipiert, dass das Verhalten, die Physiologie (EEG,
EKG, Stresshormone) und pathologische Untersuchungen gemessen werden konnten. Eine weitere
Moglichkeit Rickschliisse auf den Stress, den das Tier in der Falle erfdhrt, zu gewinnen, kdénnen
Aversionstests sein.

Die in diesem Projekt erarbeiteten Daten werden einen wesentlichen Beitrag fiir die geplante Beurteilung von
Fallen hinsichtlich des Tierschutzes im Rahmen des AIHTS leisten.

Stichwéorter: Fallenfang, Tierschutz, AIHTS, Bisam, Ondatra zibethicus, Ertrankungsfalle
Abstract

Many millions of pest rodents are killed each year. It was only since the end of the 20" century that “animal
welfare” in the context of killing animals gained increasing importance. In 1998 an Agreement on
International Humane Trapping Standards (AIHTS) was signed by the European Union, Canada and the
Russian Federation, to avoid as much pain, distress and suffering of trapped animals as possible.

By order of the European Commission the Julius Kuhn-Institute in Munster is currently conducting a research
project on the development of methods for the evaluation of animal welfare criteria of traps, according to the
standards set by the AIHTS. The focal animal of the project is the muskrat (Ondatra zibethicus).

According to the AIHTS for muskrat spring traps the time to irreversible unconsciousness must not exceed
300 seconds. A trap passes the criteria of the AIHTS if at least 80% of at least 12 animals tested are killed or
rendered irreversibly unconscious within 300 seconds. The time to irreversible unconsciousness is usually
measured from the point of time the spring trap is fired as the distress of the trapped animal starts with
entering the trap.

The most common method for catching muskrats is drowning using so called drowning traps (approx. 80%
within Germany). However, due to its semi-aquatic way of live distress is unlikely to begin immediately the
animal enters the underwater cage. Hence one of the main issues of the study is to determine the point of onset
of distress in muskrats in the drowning cage.

In order to assess the animal welfare criteria in the course of the development of a reliable testing procedure
for traps, trials are designed to record behavioural, physiological (EEG, ECG, hormones of distress) and
pathological parameters. Further conclusions on the level of distress muskrats experience during drowning
can probably be drawn from aversion trials. The results of the project will substantially contribute to the
planned assessment of traps with regard to animal welfare aspects within the framework of the AIHTS.

Keywords: trapping, animal welfare, AIHTS, muskrat, Ondatra zibethicus, drowning traps
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Verfahren der Bildverarbeitung zur Unkrauterkennung
Weed recognition by image processing

Zusammenfassung

Es wurde ein System zur Bildanalyse von Unkrdutern entwickelt. Unter Halbfreilandbedingungen wurden
Farbbilder von Galium aparine in Winterweizen bei verschiedenen Unkrautdichten und Verteilungsmustern
angefertigt. Nach Segmentierungsschritten, die den Farbton berlicksichtigen, wurden die Einzelpflanzen
sowohl durch Vermessung, als auch durch das Verfahren des Template Matching klassifiziert. Mit diesen
kombinierten Verfahren konnte eine mittlere Erkennungsrate bis 90% erreicht werden.

Stichworter: Unkraut, Galium aparine, Bildanalyse, Farbkameras, Template Matching, Pattern Recognition,
Farbfilter
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Abstract

A system for image analysing of weeds was developed. Colour pictures of Galium aparine were taken in
winter wheat with different weed densities and distribution pattern by tests in natural and controlled
conditions. After steps of segmentation, which is affected by colour, plants were characterised by measuring
and template matching. Using these combined methods a recognition rate up to 90% could be achieved.

Keywords: weed, Galium aparine, image analysis, colour camera, template matching, pattern recognition,
colour filter

Einleitung

Landwirtschaftlich genutzte Bdden enthalten eine Vielzahl von Unkrautsamen verschiedener Unkrautarten,
die zum Teil Uber 10 Jahre lebensfahig sind. Daraus entwickelt sich alljahrlich eine standortspezifische
Unkrautflora. Die Unkrauter konkurrieren mit den Kulturpflanzen um die begrenzt verfiigbaren
Wachstumsfaktoren Wasser, Nahrstoffe und Standraum. Zur Sicherung der Ertrdge miissen daher Manahmen
der Unkrautbek&mpfung durchgefiihrt werden. Gegenwartig beruht die Unkrautbek&mpfung in Deutschland
im Wesentlichen auf der Anwendung von Herbiziden. Die Herbizidanwendung erfolgt dabei im Allgemeinen
einheitlich auf dem gesamten Ackerschlag ohne Beriicksichtigung des rdumlichen variierenden Unkraut-
vorkommens. Viele Untersuchungen zeigten jedoch, dass Unkrduter immer heterogen verteilt vorkommen,
und dass eine Unkrautbekampfung nicht immer auf dem gesamten Schlag durchgefiihrt werden muss (Hausler
1999, Oebel 2005). Bei Berticksichtigung des heterogenen Unkrautauftretens kdnnen erhebliche Einsparungen
bei Herbizidmengen ohne Verlust der Bekampfungsleistung erreicht werden (Nordmeyer 2006).

Eine Anpassung der Unkrautbekdmpfung an die natiirliche Variabilitat des Unkrautvorkommens wird als
Precision Farming in der Unkrautbekdmpfung oder als teilfldchenspezifische Unkrautbekdmpfung bezeichnet.
Dazu missen jedoch das Vorkommen und die Verteilung der Unkrduter auf der Ackerflache bekannt sein.

Voraussetzung ist, dass geeignete Verfahren zur Unkrauterfassung zur Verfiigung stehen. Die erforderlichen
Daten konnen z. B. bei einer manuellen Unkrautkartierung durch Feldbegehung erfasst werden. Dieses
zeitaufwandige Verfahren ist fur die landwirtschaftliche Praxis nicht geeignet (Gerhards 1996). Es werden
automatische Verfahren mit hoher Flachenleistung zur Unkrauterkennung benétigt. Fur die Unkrauterkennung
eignen sich Bildanalyseverfahren basierend auf einer raumbezogenen Bilderkennung und -verarbeitung (z. B.
Pflanzenerkennung tiber Formmerkmale) (Sokefeld 2007). Dazu werden verschiedene Ansétze verfolgt (z. B.
Schuster et al. 2007). Die Erfassung der kleinrdumigen Verteilungsmuster von Unkrdutern ist eine grofe
technische Herausforderung. Ziel der vorliegenden Arbeit ist es Unkrauter in Kulturpflanzenbestanden mittels
Bildanalyse zu erkennen, um die Unkrautbek&mpfung situationsgerecht, teilflachenspezifisch durchfiihren zu
kdnnen.

Material und Methoden

Es wurden Bilder von Feldausschnitten (Winterweizen mit Galium aparine-Pflanzen) mit Hilfe digitaler
Kameras, die Giber FireWire, einer genormten Schnittstelle, Daten mit dem Rechensystem austauschen, erstellt
(Abbildung 1).

Abb. 1 Verbindung von Kamera und PC durch eine FireWire-Schnittstelle

Zusatzlich  wurden GefaRversuche mit Winterweizen und Galium aparine (GALAP) unter
Halbfreilandbedingungen durchgefiihrt. Dazu wurden Pflanzschalen (45 x 28 cm) mit Boden bis zu einer
Hohe von 5 Zentimetern gefillt. Es wurden zwei Reihen Winterweizen mit einem Reihenabstand von 12 cm
und einem Kornabstand von 2 cm ausgesat. Galium aparine wurde zunachst gesondert ausgesat. Eine Woche
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nach dem Auflaufen des Winterweizens wurden Galium aparine-Pflanzen im Entwicklungsstadium BBCH 10
in verschiedenen Dichten (0-80 Pflanzen/m* = bis zu 10 Pflanzen/Schale) in die Pflanzschalen mit
Winterweizen pikiert. Dabei wurden folgende Unkrautverteilungsmuster in den Pflanzschalen eingestellt:

e GALAP zwischen den Winterweizenreihen (zdR)
e  GALAP in der Winterweizenreihe (idR)
e  GALAP zwischen und in der Winterweizenreihe (zdR und idR)

Von den Pflanzen wurden téaglich (ber einen Zeitraum von drei Wochen Bildaufnahmen erstellt, so dass
Bilder (iber verschiedene Entwicklungsstadien vorliegen.

Fir die Bildaufnahmen wurden die Pflanzschalen in eine Messvorrichtung, tber der drei verschiedene
Kameratypen in einer Héhe von 36 cm iber dem Boden befestigt waren, gestellt und fixiert. Die erste Kamera
(IEEE 1394a, FireWire) mit CMOS-Technologie, sowie die zweite Kamera (IEEE 1394a, FireWire) mit
CCD-Technologie waren gegentiber dem senkrechten Lot mit einem Winkel von 2,3° gedreht, wahrend die
dritte Kamera (Digitale Kleinbildkamera, Chipkarte) senkrecht {iber der Szene (Pflanzschale) befestigt war
(Abbildung 2).

Abb. 2 Anordnung der drei verwendeten Kameras

Die Auflésungen der Bilder der FireWire-Kameras betrugen jeweils 1,3 Megapixel (1280 x 960). Die
Auflésung der Kleinbildkamera betrug 5 Megapixel im 4 zu 3 Format. Die Bilder wurden ohne Verarbeitung
durch die in den Kameras abgelegten Algorithmen, d. h. ohne Informationsverluste, flir eine spatere
Verarbeitung im standardisierten DNG-Format (Digital Negative) gespeichert. Auf den Bildern sollte Galium
aparine im Entwicklungsstadium BBCH 11 (erster Blattquirl) im Kulturpflanzenbestand erkannt werden. Es
wurde eine Kameratechnik mit 3 Kameras gewahlt, weil damit verschiedene Ansdtze der Datengewinnung
experimentell Uberpriift werden konnen. Im Wesentlichen bezieht sich das auf die Gewinnung von
dreidimensionalen Bildern und die Arbeit mit unterschiedlichen Bildaufldsungen.

Im ersten Verarbeitungsschritt wurden die Bilder mit Hilfe eines Histogrammausgleichs verbessert, da ohne
kiinstliche Lichtquellen gearbeitet wurde. Der Histogrammausgleich ist eine mathematische Funktion, die den
Wertebereich der aufgenommenen Pixelwerte auf die Pixelwerte, die ein Bild beinhalten kann, verteilt und
damit die Dynamik des Bildes erhoht.

Im weiteren Verlauf der Bildverarbeitung werden die Pflanzen mit Hilfe eines griin-sensitiven Filters vom
Hintergrund getrennt (Abbildung 3). Dabei hilft die vorherige Anwendung eines Gauffilters (Unschérfe) die
Objektgrenzen besser zu finden, da kleinere, stérende Strukturen entfernt werden kdnnen. Mit Hilfe des
Canny-Algorithmus werden die Objektkonturen ermittelt.
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Abb. 3 Segmentierung der Pflanzen vom Hintergrund. (links: nach Segmentierung, rechts: Originalbild)

Alle geschlossenen Linienziige gelten als ein eigenstandiges Objekt. Objekte, die aus mehreren Pflanzen
bestehen, missen als solche erkannt und getrennt werden. Uberlappende Objekte werden durch eine
Abwandlung des Geometrischen Pattern Matching-Verfahrens (Quan 1996) gefunden. Dabei wird davon
ausgegangen, dass nur bestimmte Grundformen existieren, die angenommen werden kdnnen. Zu grofe
Abweichungen deuten auf mehrere Objekte hin. Die einzeln vorliegenden Objekte missen als ndchstes in
Objektklassen, die eine Unkrautart reprasentieren, eingeordnet werden. Es wurden verschiedene geometrische
Merkmale ausgewéhlt und fur die Objekte (Pflanzen) berechnet. Dazu gehdren z. B. der Ausdehnungs-
quotient, der Umfang, die Kompaktheit u. a. (Tabelle 1).

Tab.1 Verwendete geometrische Merkmale
Geometrische Merkmale

x — Richtung

y — Richtung
Flache(A)= Ausdehnung(x)* Ausdehnnung(y)
Flache,, (Akr )= Ausdehnung(x,,;, ) * Ausdehnung(y,,,, )
Umfang(U )= AuRenlpixel (Obj)

Flache

Umfang

Ausdenungsquotient(Q)=

Kompaktheit(C )= 4n

Fiberléinge(Lf ): % Umfang — \/Umfangz —16Flache
Flache

Fiberbreite(Bf ):

f

Mit diesem Verfahren lasst sich ein Grofteil der Objekte unterscheiden. Einige Objekt-/Pflanzenklassen
Uberschneiden sich jedoch in ihren Merkmalsklassen. Fuir deren Unterscheidung missen zusétzliche
Verfahren angewendet werden. Eines der weiterfiihrenden Verfahren ist das Template Matching (Burger &
Burge 2006). Aus den Berechnungen in Tabelle 2, kann man weitere mathematische Merkmale wie z. B.
Momente, also Angaben Uber die Lage des Objekts, berechnen. Daraus I&sst sich die Transformationsmatrix
bestimmen mit der das Objekt gedreht wird damit die langste Seite des Objekts waagerecht vorliegt. Diese
Normierung wird deshalb nétig, weil das Template Matching nicht invariant gegeniiber Rotationen ist.
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Uber ein Bild, welches aus diesen Objekten generiert wird, wird nun das Template, welches eine idealisierte
Abbildung eines Blattquirls darstellt, verschoben und ein Distanzbild erzeugt. Mathematisch entspricht dies
der Faltung von Bild und Template. Bei dem Distanzbild handelt es sich um ein Intensitatsbild
(Grauwertbild), dessen Intensitét einer Wahrscheinlichkeit zugeordnet wird. Daraus wird eine Aussage Uber
die Wahrscheinlichkeit getroffen, wie &hnlich die Objekte sind und geschlussfolgert, ob es sich um eine
Galium aparine-Pflanze handelt oder nicht.

Allerdings steigt der Rechenaufwand, und damit die Bearbeitungszeit, mit der GrolRe des Templates und des
Bildes, in dem das Template gesucht wird, exponentiell.

Ergebnisse und Diskussion

Zur Erkennung von Unkrédutern in Kulturpflanzenbestédnden wurde ein Bildaufnahme- und analyseverfahren
zur ldentifikation von Unkrautern entwickelt. In einer ersten Entwicklungsstufe des Systems soll Kletten-
Labkraut (Galium aparine) in Winterweizen erkannt werden. Mit Hilfe der beschriebenen Methoden wurden
verschiedene Unkrautverteilungen und Unkrautdichten untersucht. Die Pflanzen zeigten bei den Entwick-
lungsstadien BBCH 10-12 zum Teil deutliche morphologische Unterschiede. Die Anzahl der Blétter eines
Quirls von Galium aparine variierte zwischen 4 und 6 Bléatter.

Tabelle 2 zeigt den Mittelwert, Min/Max-Werte und die Standardabweichung der Objektmerkmale aus
Tabelle 1 aus einer Stichprobe von 400 Pflanzen. Die einzelnen Werte unterliegen einer groen Streuung. So
liegen die Objektbreiten zwischen 87 und 546 Bildpixeln, die Lange zwischen 82 und 161 Bildpixel und
daraus resultierend die Flachen zwischen 5556 und 58282 Pixeln. Da die Fiberlange und Fiberbreite
Abhéngigkeiten zur Flache aufweisen, findet man auch hier eine grofRe Streuung der Werte zwischen 244 und
1192 Pixel der Fiberlange und 21,2 und 57,5 Pixel fur die Fiberbreite. Die Dezimalwerte nach der
Kommastelle resultieren aus der mathematischen Berechnung.

Tab. 2 Geometrische Merkmale und Pixelanzahl im Entwicklungsstadium BBCH 10-12 der
Galium aparine-Pflanzen (n = 400).

Merkmal [Pixel] Mittelwert Min Max Standardabweichung
Breite 273 87 546 43
Lénge 121 82 161 20
Ausdehnungsquotient Q 2,3 0,76 4,14 0,47
Flache A 22570 5556 58282 6028
Flache k. Rechteck Ay 33151 8280 87906 8834
Umfang U 1047 477 1934 141
Kompaktheit C 0,267 0,144 0,417 0,040
Fiberlénge L¢ -598 -1192 -244 90
Fiberbreite B¢ -37,4 -57,5 -21,2 6,5

Tabelle 3 fast die Ergebnisse fiir niedrige Unkrautdichten von Galium aparine zu verschiedenen Zeitpunkten
zusammen. Dabei lasst sich feststellen, dass auf Grund der Ausbildung des Blattquirls die Erkennungsrate mit
zunehmen Entwicklungsstadium steigt. Bei etwas hoheren Unkrautdichten fallt auf Grund der Uberlappungen
jedoch die Erkennungsrate wieder niedriger aus.

Tab. 3 Veranderung der Erkennungsrate von Galium aparine in Abhangigkeit vom Entwicklungsstadium
(BBCH-Stadium) der durchgefiihrten Versuche
Galium aparine | Erkennungsrate
Versuch Unkrautdichte (Pfl/m2) | BBCH 10-11 BBCH 12 (Blattquirl)
| 24 62,5 % 87,5%
\% 24 87,5 % 90,0 %
i 32 86,7 % 70,0 %

Tabelle 4 zeigt die Ergebnisse nach Durchlaufen der in Material und Methoden beschriebenen Schritte fir alle
untersuchten Unkrautdichten tber einen Zeitraum von 6 Tagen. Es wird die Unkrautdichte und die Anordnung
der Galium aparine-Pflanzen zum Winterweizen gegeniibergestellt. Es ist zu erkennen, dass die daraus
berechnete Erkennungsrate eine hohe Schwankungsbreite aufweist. Im Wesentlichen liegt die Erkennungsrate
zwischen 64,3% und 78,6%. Bei Versuch Il I&sst sich mit 34,0% eine unterdurchschnittliche Erkennungsrate,
die durch starke Pflanzentberlappungen verursacht wird, feststellen.
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Tab. 4 Erkennungsraten: Unterscheidung von Galium aparine und Winterweizen bei unterschiedlicher
Unkrautverteilung (zufallig: sowohl innerhalb, als auch zwischen den Saatreihen) tiber einen Zeitraum
von 6 Tagen zusammengefasst, BBCH 10-12

Galium aparine Galium aparine Erkennungsrate
Versuch Unkrautverteilung (Unkrautdichte in bildanalytisch erkannt %)
Pflanzen/m?) (Pflanzen) (%
| zuféllig 24 17 von 23 73,9
1 i.d. Kulturreihe 32 16 von 47 34,0
I i.d. Kulturreihe 48 22 von 30 73,3
\Y} zufallig 64 27 von 42 64,3
\Y zufallig 80 22 von 28 78,6

Eine Abhéngigkeit zwischen Erkennungsgiite und Unkrautdichte lasst sich nicht nachweisen, da bei
Unkrautdichten von 24 oder 32 Pflanzen/m? ahnliche Erkennungsraten wie bei Unkrautdichten von 64 oder 80
Pflanzen/m? auftreten. Die Schwankungen in den Erkennungsraten lassen sich dadurch begriinden, dass in
Féallen mit hoheren Erkennungsraten die Galium aparine-Pflanzen ,frei“ standen und bei niedrigeren
Erkennungsraten von der Kulturpflanze tiberdeckt wurden.

Die Segmentierung von Boden und Pflanze lasst sich mit Hilfe eines Grinfilters in hoher Geschwindigkeit
durchfiihren. Beim Durchlaufen der einzelnen Bildpunkte kann gleichzeitig die ObjektgréRe und der Umriss
erkannt werden. Effekte wie Farbsaume (Philipp 2004) konnten nicht beobachtet werden. Zum einen war kein
Stroh in den Szenen vorhanden, und zum anderen wiesen die Kameras diesen Effekt nicht auf.

Die Erkennungsrate durch geometrische Merkmale war in Echtzeit moglich, erzielte aber nur eine mittlere
Erkennungsrate von 72%. Fir Pflanzen mit niedrigen Schadensschwellenwerten von beispielsweise 0,1 — 0,2
Pflanzen/m® wie Galium aparine ist diese Genauigkeit zu gering. Fir Pflanzen mit hoheren Schadens-
schwellenwerten (z. B. 20 bis 30 Pflanzen/m?) kann diese Erkennungsrate unter bestimmten Bedingungen
ausreichend sein, wenn man dementsprechend die Schwellenwerte anpasst. Dies muss jedoch mit Hilfe von
Simulationsrechnungen oder weiteren Experimenten verifiziert werden. Bei Galium aparine resultiert die
geringe Erkennungsrate aus der Pflanzenmorphologie, da der Blattquirl aus einer unterschiedlichen Anzahl
von Blattern bestehen kann. Dadurch erklaren sich die hohen Abweichungen in der Flache und den
MessgroRen, die von der Flache ebenso wie von Kompaktheit, Fiberldénge und Fiberbreite abhdngen. Daher
sollte eine andere Erkennungsmethode verwendet werden, die beispielsweise die Blétter des Quirls von
Galium aparine, die in einem Kreis angeordnet sind, zéhlen kann.
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Zum Dungepotential thermochemisch behandelter Klarschlammaschen —

das EU-Projekt SUSAN
Fertilizing potential of thermochemically treated sewage sludge ashes — the EU-Project SUSAN

Zusammenfassung

Phosphor ist als Baustein von Eiweil3en, organischen Basen, Enzymen und Vitaminen ein essentielles Element
in der Pflanzenerndhrung und in seiner Funktion nicht durch ein anderes Element substituierbar. Da die
Vorrate der Rohphosphate, die als Ausgangsprodukt fiir die Herstellung mineralischer P-Diinger dienen, von
endlicher Natur sind, ist das P-Recycling aus sekundéren Rohstoffquellen erstrebenswert. Ein geeigneter
Sekundarrohstoff fiir die Herstellung P-haltiger Diingemittel ist aufgrund ihres hohen P-Gehaltes (6,5-11% P)
die Klarschlammasche. Allerdings wird diese Eignung durch hohe Gehalte an umweltrelevanten
Schwermetallen und einer im Vergleich zum Kildrschlamm verhéltnisméRig schlechten P-Verfligbarkeit
eingeschrankt. Ziel des EU-Projektes SUSAN ist es, mittels eines thermochemischen Verfahrens die
Schwermetallkonzentrationen von Klarschlammaschen unter die Grenzwerte in Europa gultiger nationaler
Diingemittelverordnungen zu senken und eine Dungewirkung zu erzielen, die mit konventionellen Dilingern
vergleichbar ist. Im Labor und im GefaBversuch wurde das agronomische Potential verschiedener
aschebasierter Produkte getestet.

Stichworter: P-Recycling, KI&rschlammaschen, P-Diinger, P-Ldslichkeit, GefédRversuch
Abstract

Phosphorus is a constituent of proteins, organic bases, enzymes as well as vitamins and therefore an essential
nutrient in the field of plant nutrition which can not be substituted by any other element. Since rockphosphate
deposits are a finite, non-renewable resource, P-recycling from secondary raw materials is desirable to
conserve this resource. Due to its high P-content (6,5-11% P) sewage sludge ash is a suitable raw material for
the production of P-containing fertilizers. However, high heavy metal concentrations as well as a low P-
bioavailability compared to sewage sludges diminish this suitability. The aim of the EU-project SUSAN is the
production of a P-containing thermochemically treated sewage sludge ash, whose fertilizing potential is
comparable to conventional P-fertilizers and whose heavy metal contents are below the threshold values of the
European countries’ national fertilizer ordinances. The agronomic potential of these ash-based products was
tested in the laboratory as well as in greenhouse pot experiments.

Keywords: P-recycling, sewage sludge ash, P-fertilizer, P-solubility, greenhouse pot experiment
Einleitung

Klarschlamme enthalten fiir die Pflanzenernahrung wichtige Makro- und Mikronahrstoffe. Insbesondere eine
Okologisch vertretbare Riickgewinnung des in den Klarschlammen enthaltenen Phosphors ist hinsichtlich des
Gedankens der Nachhaltigkeit zur Schonung der endlichen Phosphorressourcen wiinschenswert. Derzeit
kdnnen etwa 18 Mrd. t der Weltphosphatreserven als abbauwirdig erachtet werden; ihre statistische
Lebensdauer liegt bei etwa 115 Jahren. Weitere 50 Mrd. t nachgewiesener Reserven sind noch nicht
hinreichend untersucht oder zu heutigen Bedingungen nicht wirtschaftlich zu erschlieBen (Elsner, 2008). Bei
einer direkten P-Riickgewinnung aus dem Klarschlamm oder der Klarschlammasche sind in Deutschland
jahrlich etwa 64000 t P riickgewinnbar. Bei einem Mineraldiingerabsatz von ca. 115646 t P/a (2006/2007) in
der BRD wére es demnach theoretisch méglich, etwa 55% der durch Mineraldiinger gediingten P-Menge mit
aus Klarschlammen riickgewonnenem Phosphor zu substituieren und so die Rohphosphatreserven zu schonen
(Jardin, 2003; Industrieverband Agrar, 2008). Durch die Zufuhr von organischer Substanz (Humuswirkung)
und Kalk erfolgt mit der Klarschlammausbringung neben einer Diingewirkung auch eine Verbesserung der
Bodeneigenschaften (Stadelmann et al., 2002).
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Ungunstigerweise birgt aber der Einsatz unbehandelter Klarschldmme in der Landwirtschaft ein hohes
Gefahrdungspotential: Neben den fir die Pflanzenerndhrung erwiinschten Makro- und Mikronéhrstoffen
gelangen durch Klarschlammdiingung auch eine Vielzahl von anorganischen und organischen Schadstoffen
sowie Pathogene auf landwirtschaftlich genutzte Flachen; daher kann durch die Ausbringung von
unbehandelten Klarschlammen in der Landwirtschaft kein sicheres Recycling hinsichtlich einer Erzeugung
qualitativ hochwertiger Nahrungsmittel und dem Erhalt der Bodenfruchtbarkeit erfolgen (Rogasik et al.,
2003). Dariiber hinaus zeigt der in Klarschldmmen enthaltene Phosphor im Vergleich zu mineralischen P-
Diingern eine geringere Pflanzenverfiigbarkeit (Gutser, 1996). Die durch die landwirtschaftliche Nutzung von
Klarschldammen entstehenden Vor- und Nachteile flir Umwelt, Landwirtschaft und nicht zuletzt fur die
Wirtschaft werden je nach Interessenlage von den Beflirwortern und Gegnern der landwirtschaftlichen
Klarschlammverwertung mehr oder weniger deutlich in den Vordergrund geriickt und seit langem heftig
diskutiert. Auch die landwirtschaftliche Verwendung der aus der Monoverbrennung von Kléarschlammen
stammenden Klarschlammaschen ist nicht uneingeschrankt zu empfehlen. Zwar werden durch die
Verbrennung die organischen Schadstoffe reduziert oder aber vollstandig entfernt, es erfolgt aber durch
Massenverlust eine Aufkonzentrierung der enthaltenen anorganischen Schadstoffe teilweise auf ein Niveau
Uber den Grenzwerten der Dungemittelverordnung (DUMV). Durch eine thermochemische Behandlung der
Klarschlammaschen kann die weitgehende Schwermetallentfrachtung erreicht und somit die 6kologisch
vertretbare landwirtschaftliche Verwertung gewahrleistet werden. Eine wichtige Voraussetzung fiir diesen
Prozess ist die Verbrennung der Klarschldamme in Mono-Verbrennungsanlagen, denn die Mitverbrennung mit
phosphorarmen Abfallen fiihrt zu geringeren P-Gehalten in der Asche. Wahrend der auf die Verbrennung
folgenden Behandlung der Klarschlammaschen werden diese mit einem Chlordonator (MgCl, oder CaCl,)
gemischt und bei etwa 850-1000 °C im Drehrohrofen thermochemisch behandelt. Durch die Bildung
flichtiger Schwermetallchloride und —oxichloride, die im Reaktor verdampfen und im Abgasreinigungs-
system aus der Gasphase abgeschieden werden, kommt es zu einer Schwermetallentfrachtung der Asche. Des
weiteren erfolgt eine Neubildung der phosphorhaltigen mineralischen Phasen, die eine verbesserte
Pflanzenverfiigbarkeit aufweisen als die Mineralphasen in der unbehandelten Kl&rschlammasche (Adam et al.,
2008). Ein Ziel des EU-Projektes SUSAN (“Sustainable and Safe Re-Use of Municipal Sewage Sludge for
Nutrient Recovery”) ist neben der technischen Entwicklung des thermochemischen Verfahrens die Ermittlung
des Diingepotentials thermochemisch behandelter Klarschlammaschen im Labor und im GefaRversuch.

Material und Methoden

Um das Diingepotential thermochemisch behandelter Klarschlammaschen zu untersuchen, wurde im Jahr
2007 ein 10-wdchiger Gefalversuch mit Mais und 8 aschebasierten reinen P-Dingern durchgefiihrt. Die
getesteten Produkte unterschieden sich hinsichtlich ihrer Ausgangsasche (KSAL - eisenarm [2,24% Fe] und
aluminiumreich [13,2% Al] oder KSA2 — eisenreich [11,4% Fe]), dem verwendeten Chlordonator (CaCl, oder
MgCl,), der Beheizungstechnik (direkt [Gasfeuerung] oder indirekt [elektrisch]) und zuséatzlicher
Nachbehandlung mit oder ohne H,SO,-Teilaufschluss (Zugabe von 15 Massenprozent einer 94 %igen
H,S0O,). Die thermochemische Behandlung aller Produkte erfolgte fir 30 min bei 1000 °C; fur die
Behandlung von 1 kg Asche wurden 150 g CI in Form des jeweiligen Chlordonators (MgCl, oder CaCly)
zugegeben. Zur Kontrolle wurden fir den GefaRversuch zusatzlich eine Variante eines marktiblichen P-
Diingers (SSP 18%) sowie eine Variante ohne jegliche P-Gabe (Nullvariante) angesetzt. Als Versuchssubstrat
diente pro Gefal 8 kg eines Gemisches aus einem anmoorigen Boden und Sand, dessen Pca -Gehalt bei 52
mg/kg lag. Die P-Gabe erfolge in 3 Stufen (250-500-750 mg P/Gef&R). Jede Variante wurde in
4 Wiederholungen angesetzt und mit gleichen Mengen der Nahrstoffe N, K, Ca, Mg und S versorgt. Nach der
Ernte erfolgte nur eine Weiterverarbeitung der oberirdischen Pflanzenteile, die Wurzeln der Versuchspflanzen
wurden nicht weiter beriicksichtigt. Die oberirdischen Pflanzenteile wurden im Trockenschrank bei einer
Temperatur von 65 °C bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Nach der Trockenmassenbestimmung wurden
die Pflanzen in einer Schwingscheibenmihle mit Zirkonoxideinsatz vermahlen und mittels Mikrowellen-
aufschluss (HNO3 [6 mI] und H,O, [1,5 ml]) aufgeschlossen.

Das Versuchssubstrat wurde luftgetrocknet und auf 2 mm gesiebt. Die Ermittlung des verfligbaren P-Gehaltes
im Versuchsboden nach der Ernte erfolgte mittels CAL-Extraktion (nach Schiller, 1969). Die P-Gehalte der
Extrakte wurden colorimetrisch bestimmt (nach Murphy und Riley, 1962).

Die P-Loslichkeiten der im GefaRversuch verwendeten Produkte in unterschiedlich starken Extrakten wurde
nach den Methoden der DMV ermittelt. Die verwendeten Extrakte waren (der Starke nach geordnet): Wasser
(W) <alkalisches Ammoniumcitrat (AAC) <Wasser+neutrales Ammoniumcitrat (Wgn+NACey) <2%ige
Zitronensdure (CA) <2%ige Ameisenséure (FA).
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Ergebnisse

P-Léslichkeiten thermochemisch behandelter P-Diinger und Kontrolldiinger: Die Wasserldslichkeit der im
Gefalversuch getesteten aschebasierten P-Diinger ohne nachtraglichen Teilaufschluss ist im Gegensatz zum
sehr gut I6slichen Kontrolldiinger nur sehr gering (Tabelle 1). Ein Teilaufschluss thermochemisch behandelter
Aschen fiihrt zu einem

Tabelle 1: Pxw-Gehalt (%) and P-Loslichkeiten ( % Pyy) der im Gefalversuch verwendeten Diinger

Dinger P-rw W AAC  FNW+FNC CA FA
(%) (%P-kw)  (%P-xw) (%P-kw) (%P-«w) (% P-xw)
KSA2/CaCl, [dir] 8,4 01 19 15 67 51
KSA2/MgClI, [ind] 76 01 71 29 92 84
KSA2/CaCl, [ind] 72 0,0 04 16 90 82
KSA2/CaCl, [dir] + H,SO, 7.0 25 26 40 88 75
KSA2/CaCl, [ind] + H,SO, 65 34 40 45 100 78
KSAL/CaCl, [dir] 7.9 03 24 14 72 46
KSAL/CaCl, [ind] 7.0 01 74 17 81 64
KSA1/MgCl, [ind] 74 05 13 43 9% 77
SSP 18% (Kontrolle) 118 78 82 84 87 89

KSA: Klarschlammasche; ind: indirekt beheizter Drehrohrofen/dir: direkt beheizter Drehrohrofen, +H,SO,:
teilaufgeschlossen (Zugabe von 15 w-% einer 94%igen Schwefelsdure)

deutlichen Anstieg der Wasserldslichkeit. Dabei zeigt die im indirekten Drehrohrofen beheizte, nachtréglich
aufgeschlossene Asche hohere Werte als die im direkten Drehrohrofen beheizte Asche. Eine bessere
Ldéslichkeit der im indirekt beheizten Drehrohrofen behandelten Aschen I&sst sich mehr oder weniger deutlich
bei allen aschebasierten Produkten in allen Extrakten beobachten. Auch fiihrt die Verwendung von MgCls als
Chlordonator im Vergleich zu CaCl, zu deutlich héheren P-Loslichkeiten in allen Extrakten. In weniger
starken Extrakten (AAC und FNW+FNC) liegt die Loslichkeit der aschebasierten Produkte deutlich unter der
Loslichkeit des Kontrolldiingers. Bei den starkeren Extrakten (CA und FA) weisen insbesondere die mit
MgCl,-behandelten aber auch die indirekt beheizten CaCl,-Aschen Loslichkeiten auf, die mit den Ergebnissen
des Kontrolldiingers vergleichbar sind.

Gefalversuch: Im Vergleich zum Ertrag der Nullvariante zeigen die meisten Varianten die starkste
Trockenmasseertragssteigerung zur P-Stufe 500, wéhrend mit einem weiteren Anstieg der P-Gabe zur P-Stufe
750 eine Tendenz stagnierender oder riickgéngiger Ertrdge zu beobachten ist. Ausnahmen bilden die unter
direkter Beheizung produzierten CaCl,-Diinger, die erst bei P-Stufe 750 den starksten Trockenmasseertrag
zeigen, und das Superphosphat, dessen Ertrag steigender P-Stufe kontinuierlich ansteigt. Eine genauere
Betrachtung der als ann&hernd optimal anzusehenden P-Stufe 500 zeigt, dass die mit MgCl, behandelten,
sowie die nachtréaglich teilaufgeschlossenen Varianten einen Trockenmasseertrag erreichen, der sich auf der
einen Seite nicht signifikant von jenem des gut wasserldslichen Kontrolldiingers (Superphosphat)
unterscheidet und auf der anderen Seite signifikant hoher als der Ertrag der Nullvariante ist (Abbildung 2).
Die Trockenmasseertrage der mit CaCl, behandelten und nicht nachtraglich aufgeschlossenen Produkte
unterscheiden sich dagegen nicht signifikant von dem der Nullvariante. Aus Abbildung 3 geht hervor, dass die
P-Aufnahme der SSP-Kontrollvariante am héchsten ist und mit steigender P-Gabe ebenfalls zunimmt.

Mit steigender P-Gabe zeigen auch die MgCl,- und teilaufgeschlossenen CaCl,-Varianten ansteigende P-
Aufnahmen, die zwar tendenziell (ber jenen der CaCly-Varianten und Nullvariante liegen, sich aber nicht
signifikant von ihnen unterscheiden. Eine Ausnahme bilden die teilaufgeschlossen Varianten bei P-Stufe 750,
dort ist eine P-Aufnahme zu beobachten, die signifikant iber der Aufnahme der Nullvariante liegt, dennoch
auf einem signifikant niedrigerem Niveau als die Aufnahme der SSP-Variante (hier nicht gezeigt). Fiir den
PcaL-Gehalt im Versuchssubstrat nach der Ernte zeigen neben dem SSP auch die mit MgCl, behandelten und
nachtraglich teilaufgeschlossenen Varianten steigende Werte mit steigender P-Stufe, allerdings auf einem
deutlich niedrigeren Niveau als die SSP-Kontrollvariante (Abbildung 4). Im Gegensatz dazu ist fir die CaCl,-
Varianten im Substrat trotz steigender P-Gabe kein Anstieg der Gehalte an verfigbarem P im Substrat zu
erkennen.
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Diskussion

P-Loslichkeiten thermochemisch behandelter Klarschlammaschen: Die sehr schlechte Wasserléslichkeit
(unter 1% des Gesamt-P-Gehaltes) und auch relativ geringe P-Loslichkeit in AAC der thermochemisch
behandelten Aschen l&sst vermuten, dass es durch die thermochemische Behandlung nur in sehr geringem
Male zur Bildung gut wasserldslicher und schnellverfiigharer Phosphate (Monocalciumphosphat [MCP]) oder
wasserunléslichen, aber pflanzenverfiigbaren P-Fraktionen (z.B. Dicalciumphosphat oder pflanzenverfiigbare
Fe-Al-Phosphate) kommt (Kratz und Schnug, 2009). Aufgrund der schlechten P-L&slichkeit in Wasser und
AAC ist anzunehmen, dass in thermochemisch behandelten Klarschlammaschen schlechter I6sliche P-
Verbindungen vorliegen, wie z.B. Apatite, die, allerdings wie aus der Literatur bekannt, z.T. in starkeren
Extraktionsmitteln wie CA und FA [6slich sind (Kratz und Schnug, 2009). Dem entsprechen auch die hohen
P-Loslichkeiten der behandelten Aschen in CA und FA. Mittels einer XRD-Analyse unbehandelter und
behandelter Kl&rschlammaschen konnte die Bildung von Chlorapatit wahrend des thermochemischen
Prozesses bestatigt werden (Adam et al., 2008). Die besseren Loslichkeiten der MgCl,-Varianten in den
schwécheren Extrakten aufler Wasser deuten darauf hin, dass es bei der Behandlung mit MgCl, im Vergleich
zur CaCl,-Behandlung zu einer erhdhten Bildung gut 18slicher Phosphate kommt. Aufgrund von Ergebnissen
der Rontgendiffraktometrie ist hier insbesondere an das Magnesiumphosphat Farringtonit [Mgs(PO,),] und
das Magnesium-/Calciumphosphat Stanfieldit [CasMgs(PO,)s] zu denken, die eindeutig als wesentliche
Bestandteile in den MgCl,-Varianten identifiziert werden konnten (Peplinski et al., 2008) Auch in den
starkeren Extrakten CA und FA zeigen insbesondere im direkt beheizten Drehrohrofen behandelten CaCl,-
Varianten deutlich geringere Werte als die MgCl,-Varianten. Moglicherweise werden bei der Verwendung
von CaCl, bei der thermochemischen Behandlung verstérkt Phosphate gebildet, die nur mineralséureldslich
und somit nicht pflanzenverfiigbar sind. Der nachtrégliche Teilaufschluss behandelter Aschen mit H,SO, fiihrt
offensichtlich zu einer Umbildung eines Anteils der vorhandenen, schlecht I6slichen in schnell verfigbare
Phosphatverbindungen. Die hohen P-Ldslichkeiten des vollaufgeschlossenen Kontrolldiingers in Wasser und
AAC (78 und 82%) zeigen, dass diese Phosphate zu einem hohen Anteil schnell verfiigbar sind.

Wirksamkeit im Vegetationsversuch: Betrachtet man die Parameter Trockenmasseertrag, Pca. im Substrat
und P-Aufnahme in Bezug zu den verwendeten Chlordonatoren zeigen sich deutliche Unterschiede. Wéahrend
das mit CaCl, behandelte Produkt im Vergleich zur (Null-)Kontrolle praktisch keinen Einfluss auf die
Trockenmasse hat, kann nach der Diingung mit MgCl,-Varianten ein Diingeeffekt beobachtet werden. Die
Trockenmasseertrdge dieser Varianten waren mit denen der SSP-Kontrolle vergleichbar. Wie schon die
Ergebnisse der P-Loslichkeiten andeuteten, enthalten die thermochemisch behandelten Aschen aufgrund des
verwendeten Chlordonators unterschiedlich gut 18sliche und verfligbare Phosphatverbindungen, die in einem
10-wdchigen GefaRversuch signifikant unterschiedliche Trockenmassen erzielen. Da die Pca-Werte im
Versuchssubstrat der CaCl,-Varianten keine Reaktion auf steigende P-Gaben zeigen, ist zu vermuten, dass es
im Substrat dieser Varianten zu einer Immobilisierung der Diingerphosphate kommt. Mdéglicherweise erfolgt
dies durch die Bildung schwerldslicher Calciumphosphate, die durch héhere Ca-Gehalte im Substrat infolge
der Diingung mit CaCl,-Varianten begiinstigt wird. VVon einer drastisch sinkenden P-Verfligbarkeit von Ca-
Phosphaten, wenn ihr Ca-Gehalt tiber dem des CaHPO, (=29,4% Ca) liegt, berichtet ebenfalls Romer (2006).
Es ist anzunehmen, dass bei zu hohen Ca-Gehalten Tricalcium- oder Octocalciumphosphate und apatitische
Phosphate ausfallen, die ,,von sauren Moorbdden abgesehen, als P-Diinger ineffektiv* sind. Offenbar tritt
dieses Phanomen auch bei den thermochemisch behandelten CaCl,-Varianten auf, auch wenn deren Ca-Gehalt
bei max. 21% liegt. Durch den nachtréglichen Teilaufschluss mit H,SO, werden offensichtlich ein Teil der
schwer I6slichen Phosphate in den mit CaCl,-behandelten Varianten in gut lésliche und verfiigbare Formen
umgewandelt, wodurch ein Trockenmasseertrag auf dem Niveau eines konventionellen Superphosphates
erreicht werden kann. Allerdings belegen P-Aufnahme und Pca -Gehalt im Substrat, dass ein konventionelles
SSP im Vergleich zu allen aschebasierten Varianten in einer Vegetationsperiode von 10 Wochen deutlich
héhere Mengen losliches und verfiigbares P zur Verfligung stellt.

Abschlielend lésst sich fir die getesteten thermochemisch behandelten Klarschlammaschen sagen, dass die
mit MgCl, behandelten Produkte trotz ihrer sehr geringen Wasserloslichkeit eine gute P-Verfligbarkeit haben.
Dies spiegelt sich in Trockenmasseertragen wider, die mit denen konventioneller P-Diinger vergleichbar sind.
Die Pflanzenverfligbarkeit von Ca-Phosphaten ist dagegen nur sehr gering, daher ist besonders fur diese
Varianten ein nachtréglicher Teilaufschluss empfehlenswert, um Trockenmasseertrag und P-Aufnahme der
Pflanzen zu erh6hen.

Mitt. Julius Kiihn-Inst. 419, 2008 81



Nachwuchswissenschaftlerforum 2008

Literatur

Adam, C., Peplinski, B., Kley, G., Kratz, S., Schick, J., Schnug, E., 2008: Phosphorriickgewinnung aus
Klarschlammaschen - Ergebnisse aus dem EU-Projekt SUSAN. Osterreichische Wasser- und
Abfallwirtschaft (OWAW) 3/4: 55-64.

Elsner, H., 2008: Stand der Phosphat-Reserven weltweit. Beitrag zu den Braunschweiger Néhrstofftagen 2008.
[online] http://www.jki.bund.de/cIn_045/nn_1269000/DE/veroeff/bs__naehrstofftage/2__Elsner.pdf.html
(letzter Zugriff: 11.12.2008)

Gutser, R., 1996: Klarschlamm und Kompost als Sekundarrohstoffdiinger. VDLUFA-Schriftenreihe 44: 29-43.

Industrieverband Agrar (2008) [online] http://www.iva.de/fachliches/ern_produktion_markt.asp?r=B8F86A7C-
DO08A-46E9-966E-417C5E647994 (letzter Zugriff: 15.11.2008)

Jardin, N., 2003: Phosphorbilanz bei der Abwasser- und Klarschlammbehandlung. 66. Darmstadter Seminar.
Riickgewinnung von Phosphor aus Klarschlamm und Klarschlammasche. 07.11.2002. Schriftenreihe WAR,
Darmstadt. S. 17-31.

Kratz, S., Schnug, E., 2009: Zur Frage der L6slichkeit und Pflanzenverfligbarkeit von Phosphor in Dingemitteln.
Journal fiir Kulturpflanzen 61 (1), 2-8.

Murphy, J., Riley, J.P., 1962: A Modified Single Solution Method for the Determination of Phosphate in Natural
Waters. Analytica Chimica Acta 27: 31-36.

Peplinski, B., Adam, C., Michaelis, M., Kley, G., Emmerling, F., Simon, F.-G., 2008: Reaction sequences in the
thermochemical treatment of sewage sludge ashes revealed by X-ray powder diffraction — A contribution to
the European project SUSAN. 11. European Powder Diffraction Conference (EPDIC-11), Conference
proceedings.

Rogasik, J., Rosyadi, ., Fan, X., Fleckenstein, J., Haneklaus, S., Scholz, R., Schnug, E., 2003: Phosphorpotenziale
von Tiermehl und Schlachtabféllen sowie Mdéglichkeiten des Phosphorrecyclings. Symposium
,»Rickgewinnung von Phosphor in der Landwirtschaft und aus Abwasser und Abfall.“ Tagungsband zum
Symposium, Berlin, 06-07.02.2003. S. 8/1-8/11.

Romer, W., 2006: Pflanzenverfligbarkeit von Phosphat aus P-Recycling-Produkten. Journal of Plant Nutrition and
Soil Science 169: 826-832.

Schiller, H., 1969: Die CAL-Methode, eine neue Methode zur Bestimmung des pflanzenverfugbaren Phosphats im
Boden. Zeitschrift fur Pflanzenernéhrung und Bodenkunde 123: 48-64.

Stadelmann, F.X., Kiilling, D., Herter, U ., 2002: Kl&rschlamm: Diinger oder Abfall. EAWAG news 53: 9-11.

Kontakt: Judith Schick, judith.schick@jki.bund.de

Al Hassoun, R.; Rogasik. J.; Stoven, K.; Schnug, E.
Julius Kihn-Institute, Bundesforschungsinstitut fur Kulturpflanzen (JKI), Institut fir Pflanzenbau und Bodenkunde,
Braunschweig

Soil infiltration as affected by the age and ecological groups of earthworm
population

Die Einflusse des Alters und der 6kologischen Gruppen von Regenwirmern auf die Infiltrationrate
des Bodens

Abstract

The earthworm population was investigated in differently fertilized plots of a long term field experiment in
Braunschweig. The investigation was conducted in order to estimate the different impacts of the earthworm
population as abundance, biomass, age and ecological groups on the water infiltration rate of agricultural
soils. The results revealed that the effect of earthworm abundance on soil infiltration rate was greater
compared to the effect of earthworm biomass. The numbers of juvenile individuals were higher and more
effective on infiltration than numbers of adult individuals. The soil infiltration rate was found significantly
associated with the ecological groups of earthworms.

Keywords: Infiltration, Earthworms, Abundance, Biomass
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Zusammenfassung

Die im Boden lebenden Regenwirmer eines Dauerfeldversuches mit unterschiedlicher Diingung in
Braunschweig wurden untersucht. Die Untersuchung wurde durchgefiihrt, um die Wirkung verschiedener
Eigenschaften der Regenwurmpopulation wie Regenwurmabundanz, Biomasse, Entwicklungsstufe und
Okologischer Funktion auf die Wasserinfiltration des Bodens zu zeigen. Die Ergebnisse zeigten, dass der
Einfluss der Regenwurmabundanz den Einfluss der Regenwurmbiomasse Ubertraf. Der héhere Anteil
juveniler Regenwirmer zeigte einen grofReren Einfluss auf die Infiltrationskapazitét als die Anzahl adulter
Individuen. Die Infiltrationsrate des Bodens war signifikant mit den dkologischen Gruppen der Regenwiirmer
verkn(pft.

Stichwaorter: Infiltration, Regenwiirmer, Vorkommen, Biomasse
Introduction

Soil infiltration is considered as an essential agent to reduce the risk of water erosion, support water storage
capacity and mitigate the risk of temporal flooding of soil during heavy rainfall events (Rogasik et al., 2004).
Thus, it can be concluded that water infiltration is an active preservative means of soils against erosion
induced by surface runoff (Shainberg and Levy, 1995). In addition, infiltration has many beneficial functions
in the agricultural treatments. Infiltration provides water requirements of vegetation growth and it supports the
ground water supply to wells and springs. Elevated soil water infiltration rates are associated with high
earthworm activity in the soil (Edwards et al., 1988). Earthworms, through burrowing activity and casting, can
significantly affect soil properties. The worms produce bio-channels in the soil, which facilitate root
development and support water and air flow inside the soil (Lee, 1985). Earthworms create stable vertically
macro-pores with high continuity, which provide water flow paths resulting in increased infiltration rates
(Rogasik et al., 2004). Shallow-dwelling worms produce small channels throughout the topsoil enhancing
overall porosity and improving water and air relationships. In addition, the deep worms generate large vertical
channels which can greatly increase water infiltration while extraordinary rainfall events (Kladivko, 1993).
Earthworm species can be divided into three main ecological groups. The first group, “epigeic”, surface-
dwelling, they live above the mineral soil surface in the litter layers, they have no burrows and they have a
dark red color and small volume. The second group, topsoil species or “endogeic”, they inhabit mineral soil
horizons and feed on soil organic matter, they produce permanent burrows opening to soil surface and they are
unpigmented and medium in volume. The third group, subsoil species or “anecics”, they feed on dead leaves,
they create permanent and vertical burrows below surface and they have red to brown color and very large
volume (Lee, 1985).

Material and methods

Experimental design: Three differently fertilized plots with 4 replicates were studied in long term field
experiment in Braunschweig (Table 1). The three plots were planted with winter rapeseed under conventional
tillage.

Tab.1 Experimental design for the studied plots (Braunschweig, 2006)

oo N Pl K. Organic _ _ _
Treatments (Kg ha?) (tha’)
NPK 250 45 120 0
FYM 0 0 0 12.8
NPK+FYM 100 45 120 12.8

FYM = Farm yard manure

The soil type of the investigated plots can be characterized based on the German classification system (KA 5)
as listed in Table 2.

Tab. 2 Soil texture of the studied plots

topsoil subsoil
NPK sandy silt strong silty sand
FYM sandy silt sandy silt
NPK+FYM sandy silt strong silty sand
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Infiltration measurement: Soil infiltration rate has been measured using Hood Infiltrometer. It is a device
devoted for measuring the soil hydraulic conductivity near the saturated zone in field. Infiltration
measurements based on the pressure applied in the water-filled hood that is connected to the soil surface
(Schwarzel and Punzel, 2007). The Hood Infiltrometer consists of acrylic column with a capacity of 5 liters
(Marriott — water supply), a hood with 24 cm diameter, tension-chamber with 24 cm diameter and U-pipe
manometer. Soil infiltration has been measured with 4 replicates. The infiltration measurement was conducted
by connecting the hood to the Marriott firmly and placing it on the soil surface. Then, the hood was filled
gradually with water to the mark from Marriott bottle and infiltration measurement started after raising the
water inside the standpipe of the hood to the scale 20 and closing the Marriott tap. The measurement readings
were recorded for each minute for getting steady state infiltration rate.

Earthworm sampling: Earthworms have been sampled from the studied plots on the basis of International
Standard (ISO, 2003) and Lee (1985). The earthworm sampling method based on the combination of hand-
sorting and formalin extraction of worms from soil. Sampling was accomplished in autumn time. Four points
were selected at each trial plot to extract earthworms. At each point, the soil was excavated from a square of
50*50 cm to a depth of 20 cm and spread on a plastic sheet and searched carefully by hand for earthworms.
During the hand-sorting, 5 liters of 0,5% formalin solution was carefully applied with two doses into the
sampling hole. The hole was carefully observed during the application of formalin and the earthworms
appearing on the soil surface of the sampling hole were collected by forceps. The formalin solution used in
sampling was prepared by diluting 25 ml formalin (37%) in 5 liters water. The fresh weight of earthworm
equaled the weight obtained by balance minus 10% as the weight of soil content in the gut. Earthworm
biomass was expressed as dry weight of the population per square meter by converting the fresh weight to dry
weight using a factor of 15% (dry substance). The earthworm age was identified using the dissecting lens.
Adult earthworms had a collar called “clitellum” in the front part of the body whereas juvenile individuals had
no “clitellum” (Picture).

Picture  Adult worm has “clitellum” in the front part of the body near the head. The total earthworm abundance
was expressed as number of individuals per square meter.

Results: The earthworm populations obviously varied among the differently fertilized plots where differences
in earthworm abundance and biomass have been observed (Table 3).

Tab. 3 Earthworm abundance and biomass for different fertilization treatments (Braunschweig, 2006)
NPK FYM NPK+FYM

Abundance (worms m?) 50a 64 b 60 b

Biomass (g m?) 27a 39h 41b

Mean values followed by the same letters are not significantly different by Duncan’s test at 0.05 Levels.

It was found that earthworm abundance and biomass were significantly greater in the organic (FYM) and
combined (NPK+FYM) fertilized plots compared to the mineral (NPK) fertilized plot. No significant
differences were noted in earthworm abundance and biomass between organic and combined fertilized plots.
The differences in earthworm abundance and biomass between the studied plots were accompanied with
variations in soil infiltration rate (Figure 1).

84 Mitt. Julius Kiihn-Inst. 419, 2008



Nachwuchswissenschaftlerforum 2008

Infiltration & Abundance Infiltration & Biomass

Infiltration rate (mm hl)
Infiltration rate (mm hl)

Earthworm biomass (g i

Earthworm abundance (worm rﬁz)

FYM FYM+NPK  NPK FYM FYM+NPK  NPK
Fertilization Fertilization
Fig. 1 Soil infiltration rate as affected by earthworm abundance and biomass for different fertilization

treatments (Braunschweig, 2006)
Mean values followed by the same letters are not significantly different by Duncan’s test at 0.05 Levels

As can be seen in Figure 1, the high infiltration rates were markedly associated with high earthworm
abundance and biomass. However the relationship between soil infiltration rate and earthworm abundance as
well as the relationship between soil infiltration rate and earthworm biomass are depicted in Figure 2. It can
be noted in Figure 2 that the soil infiltration rate was significantly influenced by earthworm abundance and
biomass. It can be observed that the relationship between soil infiltration rate and earthworm abundance was
stronger compared to earthworm biomass. The numbers of juvenile individuals were found higher than
numbers of adult individuals in all studied plots except of the organic fertilized one where similar numbers of
juvenile and adult worms were found (Table 4).

Tab. 4 The age of earthworm population for different fertilization treatments (Braunschweig, 2006)

Treatments Earthworms age

Juvenile Adult
NPK 30 20
FYM 31 33
NPK+FYM 37 23

Regression analysis revealed that the ecological groups of earthworm population differently affected
infiltration. The results reported that epigeic individuals had no significant effect on infiltration rate, whereas
endogeic and anecics individuals had significant influences on infiltration with R? of 0.80 and 0.73
respectively.

y =397.03Ln(X) - 1245.1 y = 6.8425x + 118.07
P’ =0.94%* 1’ =0.76**
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Fig. 2 Relationship between soil infiltration rate and earthworm abundance and biomass

(Braunschweig, 2006)
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Discussion

The increases occurred in earthworm abundance and biomass in the organic and combined fertilized plots can
be attributed to the high soil organic carbon content induced by organic fertilizers. This proves that earthworm
number and biomass are positively correlated with the organic matter content of the soil (Edwards and
Bohlen, 1996). As the relationship between soil infiltration rate and earthworm abundance was stronger
compared to earthworm biomass, it can be deduced that earthworm abundance has greater effect on water
infiltration rates of soil in comparison with earthworm biomass. This result tends to be consistent with other
studies which revealed that the greater earthworm number results in higher number of burrows which in turn
contributes to higher infiltration rate of soil (Shipitalo et al., 2004).

It seems that the high number of small earthworms, related to high number of channels, is more active for
infiltration than less number of big earthworms related to less number of channels that support water
infiltration in the soil. Higher numbers of thin channels throughout the soil will support infiltration more than
less numbers of wide channels especially under soil compaction conditions. The increase of juvenile worms
number, compared to adult worms number, is in agreement with the other researches which reported that the
numbers of juvenile worms are higher than adult ones in the earthworm populations of most soils (Raw,
1962). As young worms are much more than mature worms and since soil infiltration rate significantly related
to earthworm numbers, it can be concluded that juvenile worms had stronger impact on infiltration compared
to adult worms. Endogeic and anecics worms create permanent burrows in the soil while epigeic worms never
produce burrows in the soil (Lee, 1985). Therefore, endogeic and anecics worms had positive and important
influences on infiltration, whereas epigeic worms had no impact on soil infiltration.

Conclusions

Based on the results obtained by this study, it can be stated that soil infiltration rate was influenced by the
whole earthworm population, as abundance and biomass, and by the components of earthworm population as
ecological groups and individuals age. It can be concluded that soil infiltration rate was more influenced by
earthworm abundance compared to earthworm biomass. As well, soil infiltration rate was affected by the
number of juvenile worms more than by the number of adult ones. Epigeic worms had non significant effect
on infiltration while endogeic and anecics worms significantly supported the infiltration rate of soil.
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Optimierung des Erntezeitpunktes von Erbsen durch ein kostengtinstiges

Verfahren der Fernerkundung
Optimizing the harvest date of fresh peas using low cost remote sensing.

Zusammenfassung

Erbsen, die flr die Konservierung und Frostung angebaut werden (Markerbsen), miissen besondere
Eigenschaften hinsichtlich der Qualitat erfullen. Dabei ist der Erntezeitpunkt von ausschlaggebender
Bedeutung, da eine optimale Erbsenqualitdt nur wéhrend weniger Tage erreicht werden kann. In der
landwirtschaftlichen Praxis bedarf es intensiver Pflanzenbeprobungen, um diesen Zeitraum zu ermitteln. Bei
vielen Kulturpflanzen sind teilflachenspezifische Unterschiede in Ertrag und Qualitdt dokumentiert. Bei
Markerbsen kommt hinzu, dass der optimale Erntezeitpunkt teilflachenspezifisch verschieden sein kann. Zur
groRflachigen Erkennung und Kartierung des aktuellen Entwickelungszustandes kann die Fernerkundung
einen wichtigen Beitrag liefern. In dieser Arbeit wurden 12 Erbsenfelder in GroRbritannien vor dem
Erntetermin auf Heterogenitaten des Pflanzenwachstums untersucht. Vier von 12 Feldern wiesen starke
Unterschiede des Wachstums und der Erbsenqualitét innerhalb eines Feldes auf. Mit einem kostenglinstigen
Verfahren der Fernerkundung (Schrégaufnahmen) und der Anwendung eines speziellen Algorithmus konnte
eine Kartierung und Zonierung des Pflanzenbestandes in unterschiedliche Qualitatsstufen erméglicht werden.

Die Arbeit zeigt, dass fir die landwirtschaftliche Praxis eine gezielte Beprobung der unterschiedlichen
Wachstumszonen im Feld sinnvoll ist und eine separate Ernte dieser Zonen eine Mdglichkeit darstellt, die
Qualitat der Ernte zu optimieren. Die Erkennung und Einteilung von Wachstumsunterschieden wird durch die
verwendete, fernerkundliche Methode erméglicht.

Stichwaorter: Erbsen, Tenderness, Reife, Teilfachenspezische Bewirtschaftung, Fernerkundung
Abstract

Peas cultivated for frozen food or canning have to fulfil high quality standards. The timing of the harvest is of
major importance to secure the quality and final yield. The time frame of the harvest is narrow and varies up
to only a few days. Recently it needs intensive crop sampling to determine the right time. Site-specific
variations in yield and quality are documented for a range of crops. Especially for peas the variation of the
optimal harvest date can be of major importance for the farmer. To detect these heterogeneities remote
sensing (RS) is a suitable tool. The study focused on 12 sites in Great Britain, where heterogeneities and site-
specific qualities of the peas were analysed. Four sites showed variations of crop growth and quality. Using a
low cost remote sensing system (oblique view imagery) we were able to detect growth variations and to zone
the varying qualities within a field. The study concludes that the site specific variation of crop growth
influences the final pea quality. Using targeted crop sampling and low cost mapping methods will enable a
site specific harvest to guarantee quality and therefore a maximum economic benefit.

Keywords: Peas, tenderness, maturity, site-specific management, Remote Sensing
Einleitung

Markerbsen werden fir die Konservierung und Frostung angebaut. Im Gegensatz zu Trockenspeiseerbsen
werden Markerbsen vor der physiologischen Reife der Pflanze geerntet (BBCH Stadion 74-76). Dabei mindert
eine friihzeitige Ernte den Ertrag, wohingegen eine spate Ernte die Qualitat der frischen Erbsen verringert
(Anderson und White, 1974; Fallon et al., 2005). Aus diesem Grund ist es wichtig, den Erntezeitpunkt so zu
wéhlen, dass die Qualitat und der Ertrag in einem optimalen Verhdltnis zueinander stehen (Kjolstad et al.,
1990), um 6konomisch optimal zu sein. Die Qualitat von Speiseerbsen wird mittels eines Zartheitswertes
(engl.: ,tenderness value*) bestimmt und ist u.a. von dem Zuckergehalt der Erbsen abhéngig (vgl. Martens,
2006). Diese Messung erfolgt in der landwirtschaftlichen Praxis durch ein spezielles Messgerét, dem
Tenderometer. Ein Tenderometer gibt die bendtigte Kraft an, um eine definierte Menge Erbsen zu zerdriicken.
Basierend auf den Tenderometermessungen werden Erbsen in sechs Klassen (AA, A, B, C, D, DD) eingeteilt.
Dabei gilt, dass sich die Qualitat von Klasse AA bis zur Klasse DD verringert und hdchste Erzeugerpreise nur
in den besseren Klassen erzielt werden kdnnen (vgl. Fallon et al., 2005). Generell wird der ,,tenderness*-Wert
105 als optimal fur Qualitat und Ertrag angenommen. Um eine hohe Erntequalitét zu sichern werden in der
landwirtschaftlichen Praxis mehrfach Feldproben vor dem geschatzten Erntezeitpunkt genommen und auf die
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»tenderness“-Werte untersucht. Dabei wird jedes Feld durch eine Mischprobe beprobt und somit als homogen
angenommen. Jedoch sind teilflachenspezifische Wachstumsunterschiede und darauf folgende Heterogenitét
in Ertrag und Qualitat fur zahlreiche Kulturpflanzen bekannt und koénnen somit auch flir Speiseerbsen
angenommen werden. Aufgrund der hohen Erzeugerpreise fiir Markerbsen konnen Wachstums- und
Qualitatsheterogenitaten auch erhebliche 6konomische Auswirkungen haben. Zurzeit ist jedoch keine Studie
verdffentlicht, die teilflachenspezifische Heterogenitaten der Erbsenqualitat untersucht hat.

Eine Mdglichkeit Wachstumsunterschiede zu erkennen ist die passive Fernerkundung, die Messung der
reflektierten Sonnenstrahlung. Die klassische Methode ist hierbei die Auswertung von Luft.- und
Satellitenbildern. Lilienthal (2003) zeigte den mdglichen Nutzten eines alternativen Verfahrens auf, durch
welches Schragaufnahmen mittels eines Algorithmus zu sogenannten pseudo-nadir (pseudo-Senkrecht-
aufnahmen) umgerechnet werden konnen. Anhand des Verfahrens ist eine relativ kostenglnstige und
wetterunabhangige, flachendeckende Kartierung des aktuellen Pflanzenwachstums gegeben. Eine solche
Kartierung ermdglicht die Zonierung eines Erbsenbestandes in unterschiedliche Wachstumszonen ermdg-
lichen (Lilienthal, 2003) und kann teilflachenspezifische Qualitdtszonen ausweisen.

Diese Arbeit untersucht erstmalig die Qualitatsunterschiede, die innerhalb eines Markerbsenfeldes auftreten
konnen. Zudem wird ein kostenglinstiges Verfahren vorgestellt, mit dem die Ausweisung von
Wachstumsunterschieden im Feld ermdglicht wird. Eine Kartierung ist fiir eine optimierte Bewirtschaftung
von Bedeutung, da eine teilflachenspezifische Ernte ermdglicht wird (vgl. Bramley et al., 2003).

Material und Methoden

Anfang Juli 2007 wurde in der Region Lincolnshire (GroRbritannien), in der Nahe von Spalding Gelénde-
arbeiten durchgefiihrt. Die schluffig, lehmigen Bbden in der Region zdhlen zu den fruchtbarsten Bdden
GrofRbritanniens und werden intensiv landwirtschaftlich genutzt. Diese Region ist die Hauptanbauregion fir
Erbsen in England (Defra, 2007).

Gelandearbeiten: Zwolf Markerbsenfelder standen fiir die Untersuchung zur Verfiigung. Durch Begehung der
Felder wurden auf vier Schldgen stark auffallige Heterogenitaten des Pflanzenwachstums festgestellt. Die
Felder wurden daraufhin in zwei Zonen eingeteilt. Pflanzen mit Gelbfarbung der Blatter und niederem Wuchs
wurden als geringere Bestandesglite klassifiziert und griine, vitale Pflanzen stellten die Klasse hoher
Bestandesglite dar. Aus den beiden Zonen wurden jeweils Mischproben (10 kg Frischgewicht), aus je fiinf
Einzelproben entnommen (Tabelle 1). Die Erbsenqualitat (,tenderness”) wurden wenige Stunden nach
Probenahme mittels eines Tenderometers ermittelt.

Tab. 1 Zeitpunkt der Probennahme und ,,tenderness“-Messung (X = Probenahmetermin).
03. Jul 07 04.Jul 07 05.Jul 07 06.Jul 07 07.Jul 07 08. Jul 07
Feld 1 X - X X X X
Feld 2 X - X X X X
Feld 3 - X X X X X
Feld 4 - - X X - -

Schréagaufnahmen: Die vier Felder mit sichtbaren Wachstumsheterogenitaten wurden am 03.07.2007 mit
Schragaufnahmen aus 8,5 m fotografiert. Ein Hubwagen diente als Plattform fiir die Aufnahmen, die Fotos
wurden mit einer handelsiibliche RGB Digitalkamera (Canon Ixus 60) aufgenommen. Der Aufnahmestandort
und die Koordinaten weniger Gelédndepunkte des Feldes wurden fur die nachfolgende Berechnung der
flachendeckenden Kartierung des Bildes mit einem GPS gemessen.

Berechnung der georeferenzierten Karte: Die Umrechnung der Schrégaufnahmen zu einer pseudo-nadir
Abbildung diente zu einer Kartierung des aktuellen Pflanzenbestandes. Mehrere Bearbeitungsschritte waren
nétig, um die Schragaufnahmen umzurechnen. In der Arbeit wurde ein auf der Bildgeometrie basierender,
eigens entwickelter Algorithmus angewandt. Dabei spielen die Eckkoordinaten des Bildes (Passpunkte) und
der Aufnahmestandort eine entscheidende Rolle fiir die Qualitdt der Berechnung. Ausgehend von den
Aufnahmekoordinaten und den Eckpunkten des Bildes transformiert der Algorithmus jeden Bildpunkt (Pixel)
der Schragaufnahme in die jeweilige georeferenzierte Lage. Eine Interpolation der georeferenzierten
Bildpunkte fiihrt zu der pseudo-nadir Kartierung. Um die verschiedenen Belichtungsverhaltnisse der einzelnen
Schragaufnahmen zu minimieren wurde ein Index, der Quotient aus rotem und griinem Kanal berechnet. Des
Weiteren dient der Indexwert zur Unterteilung in Wachstumszonen geringer und hoher Bestandesgiite
(Schwellenwert: 1,3). Zusatzlich wurde fir ein Feld (Feld 1) die berechnete Zonierung durch eine manuelle
GPS Kartierung validiert.
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Ergebnisse

Qualitétsheterogenitaten: In den vier untersuchten Flachen konnten deutliche Unterschiede der Erbsenqualitét
gemessen werden. In allen Fallen weist die Zone der geringen Bestandesgite eine héhere ,tenderness” und
somit eine geringere Erbsenqualitat auf, verglichen mit der Zone héherer Bestandesgiite (Abbildung 1). Die
Qualitatsunterschiede variierten so stark, dass die Erbsen der beiden Zonen in unterschiedliche
Qualitatsklassen fielen und dadurch unterschiedliche Erzeugerpreise liefern. Der Erntezeitpunkt der eine
optimale Erbsenqualitat fiir die Zone geringerer Bestandesglite sichern wiirde lag circa 3-5 Tage vor der
durchgefiihrten Ernte. Die optimale Ernte der hoheren Bestandesgiite hingegen war in drei von vier Fallen
zum Erntezeitpunkt noch nicht erreicht (Abbildung 1).

Abb. 1 Feldheterogenitaten der Erbsenqualitat gemessen als ,,tenderness“-Werte. Die Einteilung der Werte
erfolgt in den dargestellten Klassen (AA bis D), wobei der ,,tenderness“-Wert 105 als optimal
angesehen wird.

Die Flache der Zonen geringerer Bestandesgiite nahm weniger als 10% bis circa 50% der Gesamtflache des
Feldes ein (Tabelle 2).

Tab. 2 Die Fléche der vier heterogenen Felder und der Anteil der Zonen hoher und geringer Bestandesgute.
hohe geringe
GesamtgrdBe [ha]  Bestandesgiite [%]  Bestandesgiite [%)]
Feld 1 19 68 32
Feld 2 14 93 7
Feld 3 20 94 6
Feld 4 12 53 47

Kartierung: Die Schragaufnahmen mitsamt der Umrechnung zu pseudo-nadir Aufnahmen erlaubt eine
Kartierung des aktuellen Pflanzenbestandes und zudem die Unterscheidung in die erwéhnten zwei
Wachstumszonen hoher und niedrigerer Bestandesgtite. Fiir die Klassifizierung der zwei Zonen wurde der
Indexwert (Griin/Rot) verwendet. Der Grenzwert von 1,3 diente als Schwellenwert, wobei Werte groRer als
1,3 als Zonen mit hoher Bestandesgiite und Werte kleiner als 1,3 Zonen geringerer Bestandesgite klassifiziert
wurden (Abbildung 2).
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Abb. 2 Kartierung der unterschiedlichen Wachstumszonen durch Schrégaufnahmen und Einteilung in hohe
und geringe Bestandesguite.

Bei dem Vergleich der GPS vermessenen Zonen mit der Kartierung der Schragaufnahmen ergab sich bei Feld
1 eine gute Ubereinstimmung beider Messungen (Abbildung 3).

Abb. 3 Kartierung durch pseudo-nadir Aufnahmen und Vergleich mit GPS vermessenen Zonen
(schwarze Linie).

Diskussion

In der Arbeit konnte gezeigt werden, dass starke Wachstumsheterogenitdten in Erbsenfeldern vorkommen.
Diese Unterschiede haben Einfluss auf die Qualitat der Erbsen und folglich auch auf die Einstufung in
unterschiedliche Erzeugerpreise. Markerbsen kénnen hohe Preise erzielen und eine teilflachenspezifische
Bewirtschaftung kann daher von dkonomischer Bedeutung fiir den Landwirt sein. Eine optimierte Ernte ist die
raumlich getrennte Ernte der Zonen, um bessere und schlechtere Erbsenqualitéten voneinander zu separieren.
Zudem bietet sich an, die unterschiedlichen Wachstumszonen zeitlich getrennt zu beernten, um die optimale
Qualitat jeder Zone zu sichern. Begunstigt wird die Mdglichkeit einer teilflichenspezifischen Ernte durch die
flexiblen Erntemaschinen. Diese besitzen eine relativ geringe Arbeitsbreite und sind nicht an Fahrspuren im
Feld gebunden. Eine Voraussetzung fiir eine zeitlich und rdumlich getrennte Ernte ist die Kartierung der
unterschiedlichen Erbsenqualitaten. Die Unterschiede des Pflanzenwachstums und Erbsenqualitdten kénnen
mit fernerkundlichen Mitteln, durch die Messung der Bestandesreflexion erkannt werden. Das verwendete
Verfahren der pseudo-nadir Aufnahmen ermdglicht eine Kartierung des Bestandes (vgl. Lilienthal, 2003), die
in diesem Fall keine teuren Messgeréate bendtigte. Somit steht ein kostengiinstiges Verfahren zur Verfiigung,
durch welches heterogene Felder Kartiert und zoniert werden kénnen, um eine gezielte Pflanzenbeprobung
und Ernte zu unterstiitzen. Zudem ist das Verfahren relativ wetterunabhangig, da im Gegensatz zu Luft- oder
Satellitensystemen unterhalb der Wolkendecke arbeitet. Bei den 12 ausgewerteten Feldern traten
Wachstumsunterschiede nur in vier Feldern auf, somit bedarf nicht jedes Feld einer gezielte Beprobung oder
Ernte. Eine teilflachenspezifische Bewirtschaftung von heterogenen Erbsenfeldern kann wie folgt beschrieben
werden (vgl. Godwin et al., 2003):

e Visuelle Erkennung von Wachstumsheterogenitéten.

Kartierung der Heterogenitaten (manuell oder durch fernerkundliche Methoden).

Separate Beprobung der unterschiedlichen Wachstumszonen firr die ,,tenderness* Messungen.
Erkennung des optimalen Reifezeitpunktes jeder Zone.

R&umlich und zeitlich getrennte Ernte der Zonen.
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Characteristics of soil infiltration capacity under different agricultural
management
Eigenschaften der Infiltrationskapazitét von Boden bei unterschiedlicher Bewirtschaftungsweise

Abstract

The extreme flood events in recent times led to great economic damage. Beside unfavourable weather
conditions, the loss of infiltration capacity by soil sealing and the loss of mechanical stability and biological
activity in arable soils produce faster runoff and increase the risk of severe flooding events. The impact of
management on the infiltration properties of agriculturally used soils has been investigated. Soils located at
five field sites with two management practices (conventional and organic); have been sampled for infiltration
capacity, earthworm abundance and several other soil parameters. The results show that the abundance of
earthworms at the organic farm soils is about 40% higher than in conventionally managed (CM) farms.
Apparently earthworm numbers are major contributors to the measured infiltration capacity in OM, where the
infiltration capacities of the OM soils are approximately twice as high as in CM farms. Overall, the results
reveal that OM is beneficial to the soil properties in terms of infiltration capacity and could be used as an
alternative strategy for preventive flood protection.

Keywords: Infiltration; Earthworm abundance; Organic management; Penetration resistance
Zusammenfassung

Die extremen Hochwasserereignisse der letzten Jahre haben zu groRen wirtschaftlichen Schaden gefihrt.
Neben unglinstigen Witterungssituationen fiihren insbesondere der Verlust der Infiltrationskapazitat der
Boden durch Bodenversiegelung, der Verlust mechanischer Stabilitat und der Riickgang der biologischen
Aktivitat zu einem schnelleren Oberfldchenabfluss, und somit zu einem héheren Risiko von Hochwasser. Der
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Einfluss der Bewirtschaftungsweise auf die Infiltrationseigenschaften landwirtschaftlicher Bdéden wurde auf
funf Flachen mit unterschiedlicher Bewirtschaftung (konventionell, &kologisch) hinsichtlich ihrer
Infiltrationskapazitat, der Regenwurmpopulationen und anderer Bodenparameter untersucht. Die Ergebnisse
zeigen, dass die Regenwurmpopulation um 40 % groRer auf den okologisch bewirtschafteten Flachen im
Vergleich zu den konventionellen ist. Die Abundanz der Regenwiirmer hat eine grofe Bedeutung fir die
Infiltrationskapazitat. Diese war unter dkologischer Bewirtschaftung doppelt so groR wie unter konven-
tioneller Bearbeitung. Ahnliche Ergebnisse zeigten sich auch fiir den Eindringwiderstand, die Lagerungs-
dichte, den Bodenwasser- und den Humusgehalt. Die Ergebnisse zeigen, dass die Art der Bewirtschaftung
einen Einfluss auf die Infiltrationskapazitat hat und somit ein Bewirtschaftungswechsel einen Beitrag zum
vorbeugenden Hochwasserschutz leisten kann.

Stichworter: Infiltration, Regenwurm, 6kologischer Landbau, Bodenverdichtung
Introduction

Agriculture is the largest land user in Germany (60% of the total area); so the impact of small changes in soil
properties can result in large effects. Soil sealing for urban growth and traffic on the one hand, compaction
and loss of mechanical stability and biological activity in agricultural soils on the other hand, cause reductions
of infiltration capacity and increase the risk of severe flooding events. Schnug and Haneklaus (2002) revealed
that organic farmed soils resulting in twice as high infiltration rates than conventional farmed soils.
Earthworm quantity and activity increases in conservation tillage compared to conventional tillage. Mele and
Carter (1999) link the adoption of conservation tillage practices with increased earthworm activity; mulched
stubble in particular favouring large increases in earthworm numbers. Retention of maximum levels of crop
residues on the soil surface and lack of soil disturbance apparently create a more favourable habitat for soil
animals. Radford et al. (1995) also showed there was a 4-fold increase in earthworm numbers with zero tillage
compared to conventional tillage.

Earthworm channels increase the volume of soil pores, which should increase aeration and the rate of water
entry into the soil (Ehlers, 1975; Holt et al., 1993). All levels of compaction reduce water infiltration capacity
and increase penetration resistance.

The aim of the current work is to describe the soil physical changes induced by conventional or organic
management practices to preserve soil quality and to investigate the impact of organic farming practices as
alternative strategy for a preventive flood protection.

Materials and methods

Test sites: Five sample fields which were located at Tauberbischofsheim, Southern Germany (3540103,
5492464, Gauss Kriiger, Zone 3), with two management practices, conventional and organic (bio-dynamic),
have been investigated. Two adjacent fields are one sample; the fields have the same soil texture (Table 1) and
differ only in the applied management.

Determination of soil physical properties: The particle size distribution, soil bulk density, soil water content,
total porosity, organic soil carbon were determined (Table 1) as described by (Carter 1993). Infiltration
capacity was measured with a hood infiltrometer according to Schwaérzel and Punzel (2007). Penetration
resistance was measured with a Penetrologger from Eijkelkam.

Tab.1 Characteristics of the test sites.
Sample Management Texture Soil Type dErl:sI:Ey Porosity C;;gtatr;:’c
Organic (OM) Sand Silt Clay German

Conventional (CM)  [%)] [%6] [%] classification [Mgg?] [%0] [%6]

1 oM 2.1 52.1 45.8 Tu 2 1.31 50.39 3.47
CM 2.2 51.5 46.3 Tu?2 1.38 48.02 3.28

2 OM 11.3 52.1 36.5 Tu3 1.39 47.53 3.61
CM 11.3 58.5 30.3 Lu/Tu3 1.32 50.18 341

3 oM 3.3 44.6 52.0 Tu?2 121 54.20 4.46
CM 3.0 60.8 36.2 Tu3 1.29 51.60 3.55

4 oM 3.3 63.0 33.7 Tu3 1.34 49.34 4.24
CM 6.1 56.6 37.4 Tu3 1.38 48.05 4.13

5 oM 1.2 60.9 37.8 Tu3 1.47 44.65 2.48
CM 1.9 54.9 43.5 Tu3 1.36 48.49 3.84
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Earthworm abundance and diversity: The earthworm abundance (number/m?) and species diversity (grouped
in ecological category) have been measured by using the formalin method (1SO-23611-1-2003).

Soil biological activity: Dehydrogenase activity was measured according to Schinner et al. (1996).

Results

Infiltration capacity: The steady-state infiltration was approximately two times higher under organic
management compared to conventional management (Figure 1). The obtained results of the physical soil
properties for the soils under investigation showed that changing the management from CM to OM leads to an
improvement in soil infiltration capacity.
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Fig. 1 Infiltration capacity under different

Penetration resistance: Changing the soil management from conventional to organic generally resulted in a
decrease of penetration resistance. Compaction of the soil surface at 0-5 cm soil depth was approximately
found the same in both management practices. Whereas, compaction in conventionally managed soils can be
found at 5-40 cm depth (Figure 2), which is higher than in organically managed soils.

Penetration resistance (scaled average 0-1)
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Fig. 2 Penetration resistance with soil depthmanagement
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Soil biological activity and water content: The soil water content (Figure 3) at conventional management
(20%) is lower compared to organic management (25%). This improvement was associated with enhanced
biological activity in organically managed fields. Dehydrogenase activity, which is used as an indicator of
biological activity in soils, reveals a higher activity in organically managed soils compared to the conventional
management (Figure 4).
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Fig. 3 Soil water content in the investigated Fig. 4 Dehydrogenase activity in soils

Abundance and diversity of earthworms: The results of the soils under investigation showed that more
earthworms could be found in organic management compared to the conventional management (Figure 5),
whereas the earthworm abundance at the OM is about 40% higher than in CM farms. Under both soil
managements, epigeic (litter dwelling) earthworms were 7.3% in total compared to the number of another
species. The endogeic numbers were 102 m? in OM (Figure 6) compared to the CM where the abundance was
57 m. The dominant species under the investigated soils are endogeic and anecic, and the results illustrated
their higher density in organic management compared to the conventional management.

180 - B Organic management
160 conventional management

Earthworm density { nb m'2)

1 2 3 5
Sample
Fig. 5 Earthworm density at different soil Fig. 6 Number of earthworm species (by ecological
management category)

Discussion

Compaction by agricultural machinery decreases infiltration rates, increases soil erodibility and increases the
risk of severe flooding events (Evans, 1980; Morgan, 1980; Fullen, 1985). An improvement of physical soil
properties was identified under OM compared to CM after changing of the management to organic farming

94 Mitt. Julius Kiihn-Inst. 419, 2008



Nachwuchswissenschaftlerforum 2008

eight years ago. The infiltration capacities of the OM soils are approximately twice as high as in CM farms,
similar to the results found by Schnug and Haneklaus, (2002) in organic farming. Changing the soil
management to low or no tillage also enhances the infiltration rate (McGarry et al. 2000, and Franzluebbers
2002) by leaving organic mulch at the soil surface, which limits soil erosion, increases the soil organic matter
content and improves aggregate stability, which can be recognised on the OM fields. The results show
increasing soil water content in OM, (McGarry, 1997 and Radford et al.1995), which has a strong potential to
improve the conditions for plant growth and lead to an increase of the biological activity. Dehydrogenase
activity is highest in water saturated soils (Glinski et al. 1986), so the improvement in soil infiltration capacity
also lead to an improvement in soil biological activity. The soil tillage strongly influences earthworm
populations and their activity. The tillage operation systems in CM are the main reason for the physical
destruction of burrows and the earthworms themselves; the results of the soils under investigation showed that
more earthworms could be found in organic management, which used a no tillage management. Moreover the
abundance of earthworms was approximately seven times higher in OM compared to CM soils, which
corresponds to Friebe and Henke (1992).

Conclusions

Avrable soils have a differently utilised potential of infiltration according to their management practice, which
could be used for a preventive flood protection. Changing the soil management from conventional to organic
farming increases the infiltration rate, the biological activity, and improves the physical soil properties.
Increasing the infiltration in soils, sustainable amounts of water could be cached and surface runoff will be
reduced.
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Vom 24.-26.11.2008 trafen sich im Julius Kiihn-Institut in Quedlinburg 35 junge Nachwuchswissen-
schaftlerinnen und Nachwuchswissenschaftler zum wissenschaftlichen Gedankenaustausch.

Sie prasentierten und diskutieren lhre aktuellen Forschungsergebnisse aus den Bereichen Pflan-
zenziichtung, Pflanzenbau und Bodenkunde, Pflanzenerndhrung sowie Pflanzenschutz.
Schwerpunkte und Stand ihrer Arbeiten sind im vorliegenden Tagungsband zusammengefasst.

From 24 to 26 November 2008, the young generation of scientists met for an exchange of ideas
at the Julius Kiihn Institute in Quedlinburg. The 35 junior scientists presented and discussed their
recent research results, thus featuring a broad variety of topics, ranging from plant breeding, plant
cultivation and soil science to plant nutrition and plant protection.

The proceedings summarize the focal points and current state of their scientific work.
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