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Nachweis des Erregers der Salatfaule Rhizoctonia solani

Detection of Rhizoctonia solani the pathogen of bottom rot on lettuce
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Zusammenfassung

Die Salatfiule, verursacht durch Rhizoctonia solani, ist in
Deutschland ein zunehmendes Problem im Feldanbau. Zur ge-
nauen Charakterisierung des Erregers wurden wihrend der Ve-
getationsperioden 1999 und 2000 insgesamt 95 R. solani-Isolate
von Pflanzen mit Salatfaulesymptomen aus acht Salatanbauge-
bieten isoliert. Neben morphologischen Eigenschaften erfolgte
die Bestimmung der Anastomosegruppe (AG) auf der Basis von
Hyphenreaktionen mit bekannten Testerisolaten sowie der Pek-
tinase-Isoenzymanalyse. Als AG 1-IB wurden 93 Isolate identi-
fiziert und jeweils ein Isolat als AG 1-IC und AG 2-1. Mittels
RAPD-PCR erfolgte die Differenzierung der Untergruppen der
AG 1. Die Auswertung der RAPD-Profile ergab eine separate
Clusterung der Isolate der verschiedenen Untergruppen. An
Salatsdmlingen verursachten die Isolate der AG 1-IB eine hohere
Krankheitsschwere im Vergleich zu Isolaten der AG 1-IA und
AG 1-IC. In Deutschland sind Isolate der AG 1-IB verantwort-
lich fiir die Salatfdule an Kopfsalat.

Stichworter: Rhizoctonia solani, Anastomosengruppen, Nach-
weis, Lactuca sativa, Salatfiule, Monitoring

Abstract

Bottom rot caused by Rhizoctonia solani is an increasing prob-
lem in field-grown lettuce in Germany. During the growing sea-
sons of 1999 and 2000 ninety-five R. solani isolates from lettuce
plants with bottom rot symptoms were collected from eight lo-
cations. The isolates were characterised using hyphal anastomo-
sis, pectic zymograms and morphological characteristics. Nine-
ty-three isolates were identified as AG 1-IB, one as AG 1-IC and
one as AG 2-1. R. solani isolates belonging to various sub groups
of AG 1 were differentiated by RAPD-primer P14. Isolates of
various subgroups separetedly clustered. Isolates of AG 1-IB
caused a higher disease severity on lettuce seedlings in a bio-
assay compared to isolates of AG 1-IA and AG 1-IC. R. solani
AG 1-IB isolates are responsible for bottom rot on lettuce in Ger-
many.

Key words: Rhizoctonia solani, anastomosis group, detection,
Lactuca sativa, bottom rot, monitoring

Einleitung

Der weltweit verbreitete bodenbiirtige Erreger Rhizoctonia so-
lani Kiihn (Anamorph von Thanatephorus cucumeris (Frank)
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Donk) verursacht an zahlreichen Kulturen Krankheiten, die zu
massiven Ertragsausfillen und Qualitdtseinbuflen fiihren kon-
nen. Erstmals wurde der Erreger 1858 von JuLius KUHN an der
Kartoffel nachgewiesen. Neben parasitischen Eigenschaften be-
sitzt R. solani auch die Fahigkeit zur saprophytischen Lebens-
weise und liberdauert in Form von Sklerotien iiber mehrere Jahre
im Boden. Der Wirtspflanzenkreis umfasst mehr als 500 Pflan-
zenarten. Als Spezieskomplex besteht R. solani aus zahlreichen
genetischen Gruppen, den so genannten Anastomosengruppen
(AGs), die sich in weitere Untergruppen unterteilten. Dies gilt
insbesondere fiir die AG 1 und AG 2. Insgesamt 13 AGs sind der-
zeit in der Literatur beschrieben (CARLING et al., 2002), die ne-
ben morphologischen Unterschieden einen gewissen Grad an
Wirtsspezifitit aufweisen. Somit sind einzelne AGs verantwort-
lich fiir Krankheiten an einer begrenzten Zahl an Wirtspflanzen
(Tab. 1). In Mitteleuropa verursacht R. solani vor allem Krank-
heiten an der Kartoffel, Radies, Salat oder an der Zuckerriibe. So
ist die AG 3 verantwortlich fiir die Wurzeltoterkrankheit an der
Kartoffel, die AG 4 fiir Umfallkrankheiten sowohl an Radies als
auch an der Zuckerriibe. Die AG 2-1 ist Ursache fiir eine Faule
an Radies und die AG 2-2I1IB wurde als Erreger der spiten Rii-
benfiule nachgewiesen (ZENS und DEHNE, 1997). Nicht immer
sind die fiir eine Krankheit verantwortlichen AGs bekannt. Wis-
sensliicken zur Biologie und Epidemiologie der einzelnen AGs
erschweren die Verbesserung von bestehenden bzw. die Ent-
wicklung von effektiven Bekdmpfungsstrategien.

An Salat (Lactuca sativa L.) verursacht R. solani eine Fiule,
die erstmals von STONE und SMITH (1900) in Massachusetts an
Kopfsalat im Unterglasanbau beschrieben wurde. Erste typische
Symptome sind kleine rostfarbene bis schokoladenbraune Lisio-
nen auf den Blattmittelrippen der unteren in Kontakt mit dem Bo-
den stehenden Blitter. Unter giinstigen Bedingungen vergrofern
sich diese Nekrosen sehr schnell und der Erreger breitet sich tiber
das Myzel auf der Blattoberfldche in die oberen Blattetagen aus.
Bei starkem Krankheitsauftreten erfolgt eine zunehmende Fiule
des Salatkopfes. Die Krankheitsschwere wird jedoch erst zum
Zeitpunkt der Ernte deutlich. In spéteren Stadien bildet R. solani
hellbraune bis schwarze Sklerotien auf dem absterbenden Pflan-
zengewebe. Neben Rhizoctonia konnen Mischinfektionen mit
Botrytis, Pythium, Sclerotinia oder Bakterien auftreten, welche
die Fiule befordern (Davis et al., 1997).

In Deutschland werden ca. 5700 ha Salat angebaut und héufig
erfolgt dies in einer engen Fruchtfolge, wodurch allgemein bo-
denbiirtige Erreger beglinstigt werden. In den letzten Jahren sind
zunehmend wirtschaftliche Ausfille durch die Salatfdule zu beob-
achten (KOFOET et al., 2001). LAUN et al. (2002) berichten iiber
jéhrliche Verluste in Hohe von 250 000 € in der Pfalz. In Deutsch-
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Tab. 1. Verbreitung beschriebener Anastomosengruppen (AG) und Untergruppen sowie bekannte Wirtspflanzen

AG Wirtspflanzen Verbreitung
AG 1-I1A Reis, Sojabohne, Mais, Sorghum, Zuckerrohr weltweit
AG 1-1B Reis, Salat, Unkrauter, Sojabohne, Kohl
AG 1-IC Sonnenblumen, Buchweizen, Salat, Zuckerribe
AG 1-ID Kaffee Philippinen
AG 2-1 Iris, Hyazinthen, Lilien, Salat, Kartoffel, Radies, Spinat, Raps, Erbse weltweit
(AG 2-t) Tulpen
AG 2-2 Méohre, Spinat, Radies, Bohne, Erbse
AG 2-2 11IB spate Zuckerrubenfaule, Gladiolen, Sojabohne
AG 2-2 IV
AG 2-2LP
AG 2-3 Sojabohne
AG 2-Bl isoliert aus dem Boden, Hyphenreaktion (C1) mit AG-2, AG-3, AG-6, AG-8 nur in Japan
AG-3 Kartoffel (Wurzel- und Stengelfaule), Tabak, Tomate, Paprika, Aubergine weltweit

Samenfaule bei Méhren, Flax und Radies (tolerant gegenuber klhleren Temperaturen)
AG 4 HG-I Tulpen, Zuckerribe, Kartoffel, Kaffee, Bohnen weltweit
AG 4 HG-II Salat, Sojabohnen, Baumwolle, Tomate, Flachs, Erbse, Gurke, Melone, Kohl  keine Wirtsspezifitat
AG 4 HG-III Brokkoli, Spinat
AG-5 Kartoffel (Stengelfaule), Tulpe, Zuckerrlbe, Spinat Europa, USA, Taiwan
AG 6 HG-I apathogen Japan, Israel, Afrika
AG 6 GV isoliert aus unkultiviertem Boden
AG-7 Kartoffel (schwach pathogen) Japan, USA
AG-8 Getreide Australien, USA (Westkuste), UK
AG-9 Kartoffel, Gemise (schwach pathogen) Alaska und Oregon
AG-10 Weizen (Pathogenitat wenig untersucht, Saprophyt) USA (Westkiste)
AG-11 Lupinen, Reis Australien, USA
AG-12 Orchidee Australien

land gibt es bisher wenig Informationen iiber die genauen geneti-
schen Gruppen von R. solani an relevanten Kulturen. Dies gilt
auch fiir den Erreger der Salatfiule. Daher war das Ziel der vor-
liegenden Untersuchungen, die Salatfiule verursachenden AGs
und Untergruppen im kommerziellen Salatanbau zu charakterisie-
ren. Dazu wurde ein Monitoring durchgefiihrt, in dem von ver-
schiedenen Standorten Pflanzen mit typischen Symptomen der Sa-
latfaule gesammelt wurden. Untersucht wurden das Vorkommen,
die Héufigkeit und die genaue genetische Gruppe von R. solani.

Typisch fiir R. solani ist ein mehrkerniges Myzel mit recht-
winkligen Hyphenabzweigungen. Die Zuordnung zu einer AG
basiert auf der Fihigkeit von Isolaten einer AG vegetative Ana-
stomosen auszubilden. Diese Eigenschaft wird zur Einordnung
in eine AG genutzt (CARLING et al., 2002). Charakterisierungen
von R. solani-Isolaten basierend auf der Pektinase-Isoenzym-
analyse (SCHNEIDER et al., 1997) oder molekularbiologischen
Methoden (RFLPs, rDNA-ITS Sequenzanalysen, RAPD-PCR),
unterstiitzen das Anastomosenkonzept (JABAJI-HARE et al., 1990;
KUNINAGA et al., 1997; PAsCUAL et al., 2000). Zwischen Isolaten
verschiedener AGs von R. solani werden generell keine Anasto-
mosen ausgebildet (CARLING et al., 2002).

Material und Methoden
Isolierung von R. solani

Wihrend der Vegetationsperioden 1999 und 2000 wurden von
acht verschiedenen Standorten in unterschiedlichen Anbauge-
bieten Isolierungen von R. solani von Kopfsalat mit typischen
Symptomen der Salatfiule vorgenommen (Tab. 2). Infizierte
Blattstiicke wurden unter Leitungswasser gespiilt, mit Natri-
umhypochlorid (1 %) oberfliachensterilisiert, anschlieBend mit
sterilem NaCl (0,3 %) abgespiilt und auf Wasseragar (WA,
1,2 %), versetzt mit 50 pg/ml Streptomycin und 50 pg/ml Pe-
nicillin, ausgelegt. Nach einer Inkubationszeit von 2 bis 3 Ta-

gen bei 25 °C erfolgte mikroskopisch die Identifizierung des
fiir R. solani typischen Myzels, welches dann von WA auf
Kartoffeldextroseagar (PDA, Merck 1.10130) abgeimpft
wurde. Von jeder Salatpflanze wurde ein Isolat in die Stamm-
sammlung aufgenommen, in der die Reinkulturen auf Getrei-
dekornern bei —20 °C konserviert wurden.

Anastomosereaktion

Die Charakterisierung der Anastomosengruppen erfolgte anhand
der Hyphenreaktion mit bekannten Testerisolaten der AG 1 bis
AG 5 (Tab. 3). Dazu wurden mit WA (2 %) beschichtete Objekt-
triager mit Myzelscheiben eines Testerisolates und eines Feldiso-
lates beimpft und fiir 2-3 d bei 25 °C inkubiert. Mikroskopisch
(100x) erfolgte die Ermittlung eventueller Hyphenreaktionen
zwischen den Isolaten. Zur besseren Beobachtung wurden die
iiberlappenden Hyphenregionen mit Lactophenolblau (Merck,
1.13741.0100) angeférbt. Eine Anastomosereaktion wurde bei
mehr als 5 Hyphenfusionen je Wiederholung als positiv einge-

Tab. 2. Charakterisierte Rhizoctonia solani-AG1-IB-Isolate von
erkrankten Salatpflanzen verschiedener Standorte

Jahr der Ort Bodentyp Anzahl der
Isolation Isolate
1999 GroBbeeren sandiger Lehm 9

1 (AG 1-IC)
2000 GroBbeeren sandiger Lehm 4
1999 Straubing lehmiger Sand 9
1999 Stockach Loéss Lehm 2
1999 Maikammer lehmiger Sand 12

1 (AG 2-1)
1999 Ruchheim lehmiger Sand 18
1999 Hannover lehmiger Schluff 8
2000 (Sommer) Golzow lehmiger Ton 23
2000 (Herbst) Golzow lehmiger Ton 6
2000 Wien - 2
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Tab. 3. Rhizoctonia solani-Testerisolate

AG  Untergruppe Isolatcode Wirtspflanze Herkunft

1 IC BV -7 Zuckerribe Ogoshi

1 IC F-1 Zuckerrliibe Ogoshi

1 IC 331 - Sneh

1 IA C-325 Reis Ogoshi

1 1A PRG 97 — 1 Reis Hyakumachi
1 1B TR-22 Gras Hyakumachi
1 B CS74 - 22 Zuckerriibe Ogoshi

1 B B-19 Zuckerribe Ogoshi

2 2-1 PS -4 Erbse Ogoshi

2 2-2IV K1 Zuckerribe Sneh

2 22|V Pf—-28 Zuckerribe Hyakumachi
3 B 15 - Sneh

3 ST11-6 Kartoffel Ogoshi

4 HI 521 — 21 Boden Hyakumachi
4 4 HG-II RH - 165 Zuckerriibe Ogoshi

5 5R1 Sojabohne Ogoshi

5 SH-4 - Ogoshi

— Isolate wurden in Japan isoliert.

schitzt. Die Hyphenfusionen wurden in die Kategorien CO
(keine Reaktion) und C2 (vollstidndige Fusion der Hyphenzellen)
gruppiert (CARLING et al., 2002). Die Hyphenfusionen zwischen
Isolaten einer AG sind gewohnlich inkompatible Reaktionen, da-
her ist bei einer C2-Reaktion eine Plasmolyse der fusionierten
Hyphenzellen zu beobachten.

Morphologische Charakterisierung

Zur Charakterisierung der Untergruppen der AG 1 wurde neben
den morphologischen Beschreibungen von SHERWOOD (1969)
auch der Sklerotientyp auf WA einbezogen (YANG et al., 1989).
Nur Isolate der Untergruppe AG 1-IB bilden auf WA Mikro-
sklerotien und sind so von Isolaten der Untergruppe AG 1-1A zu
differenzieren. Isolate der Untergruppe AG 1-IC bilden uni-
forme, fast schwarze Sklerotien auf PDA, wodurch sie gut von
Isolaten der AG 1-IB und AG 1-IA zu differenzieren sind. My-
zelstiicke von R. solani, abgeimpft von einer PDA-Kultur, wer-
den auf WA (1,2 %) platziert. Nach einer Inkubationszeit von 3
Wochen bei Raumtemperatur wird die GroBe der Mikrosklero-
tien (< 700 pm) mikroskopisch ermittelt. Von jedem Isolat wurde
die GroBe von 6—12 Sklerotien gemessen.

Pektinase-Isoenzymanalyse

Parallel zum Hyphenfusionstest wurde eine Charakterisierung
der AG und AG-Untergruppen der R. solani-Isolate mit Hilfe der
Pektinase-Isoenzymanalyse vorgenommen. Zufillig ausgewihl-
te Feldisolate (27) wurden 10 d auf Pectinmedium mit Zitrus-
pectin (SIGMA P9135) als Kohlenstoffquelle bei 23 °C kulti-
viert. Je Isolat wurden 10 pl Kulturfiltrat zur Elektrophorese auf-
getragen. Die Proteintrennung fiir die einzelnen Enzyme erfolgte
in 3 verschiedenen Stirkegelpuffersystemen. Die Stirkegele
werden zunéchst fiir 70 Min. in Puffer inkubiert und anschlie-
Bend fiir 1 hin 0,1 M DL-Apfelsdure. Die Gele wurden 2 h mit
0,02 % Ruthemium-Rot angefirbt, in 3 mM Na,CO; fixiert und
anschlieBend visualisiert (SCHNEIDER et al., 1997). Zum Ver-
gleich wurden Testerisolate der AG 1 und AG 2 in die Analysen
einbezogen.

RAPD-PCR

Mittels RAPD-PCR-Profilen soll gepriift werden, ob eine Dif-
ferenzierung der Untergruppen der AG 1 moglich ist. Details
zu den verwendeten Testerisolaten sind in Tabelle 3 aufge-
fiihrt. Zur Extraktion genomischer DNA von R. solani wurde
50 mg gefriergetrocknetes Myzel nach LEE und TAYLOR (1990)
aufgearbeitet. Der RAPD-PCR-Ansatz mit einem Probenvolu-
men von 50 ul mit 35,5 pul Aqua dest, 5 ul 10x PCR-Puffer
(10 mM), 4 ul dNTPs (2,5 mM each), 3 ml MgCl, (4,5 mM),
1,25 pl Primer (40 mM), 0,25 Tag-Polymerase (Applied Bio-
system, Darmstadt, Germany) und 1 pul DNA (50 ng/ul) ent-
sprach der Methode von PascuaL et al. (2000). Verwendet
wurden die Primer P14 (5’-CCACAGCACG-3") und RC09
(5’-GAT AAC GCA C-3’) (Biometra, Gottingen). Die Amplifi-
kation erfolgte unter folgenden Thermocyclerbedingungen
(GeneAmp®PCR-System 9700, PE Biosystem, Weiterstadt):
Initial-Denaturierung fiir 2 Min. bei 94 °C, 40 Zyklen fiir
1 Min. bei 94 °C, 1 Min. bei 35 °C und 3 Min. bei 72 °C so-
wie einem finalen Extensionsschritt von 10 Min. bei 72 °C.
Das RAPD-Produkt wurde mittels Elektrophorese (Agarosegel
1%, in TBE-Puffer, 150 V fiir 1,5 h) aufgetrennt, mit Ethidi-
umbromid gefidrbt und anschliefend visualisiert. In allen Ex-
perimenten wurde ein DNA-Marker verwendet (72 bp bis
23 kb, Biometra, Markermix 100-698). Die Ahnlichkeit der

Tab. 4. Hyphenreaktion von Rhizoctonia solani-Feldisolaten von Salat mit bekannten Testerisolaten der AG 1 bis AG 5 sowie Grup-

pierung basierend auf der Pektinase-Isoenzymanalyse (ZG)

Isolat- AG Testerisolate

code AG* 1-IC 1-1A 1-1B 2-1 2-21V 3 3 4 4 5 5
1/3/22 1-IB c2 Cc2 - Co co Cco co Cco co co Cco
2/3/31 1-IB Cc2 Cc2 - Co Cco Co Cco Cco Cco Cco co
3/3/13 1-IB Cc2 c2 - Co Cco Co Cco Cco Cco Cco Cco
4/3/21 Cc2 Cc2 - Co co Co Cco C1 Cco Cco Cco
7/3/14 1-IB Cc2 Cc2 - Co Cco Co Cco Cco Co Co co
H5 1-IB Cc2 c2 - Cco Cco Cco Cco Cco co Cco Cco
H 10 1-IB Cc2 Cc2 - Co Cco Co Cco Cco Co co co
H17 1-IB Cc2 c2 - Co Cco Cco co Cco Cco Cco co
H 20 Cc2 - c2 Co Cco Co Cco Cco Cco Cco co
H 26a 1-IB c2 - c2 Co Cco Cco Cco Cco Cco Cco Cco
PF2/14 1-IB Cc2 Cc2 Cc2 Co Cco Co Cco Cco Cco Cco Cco
PF 2/15 Cc2 Cc2 - Cco Cco Co Cco Cco Co Co co
PF 2/37 2-1 - Co Co Cc2 c2 Co Co Cco co Cco co
PF 3/14 Cc2 Cc2 - Co Cco Co Cco Cco Co Co co
PF 2/21 - c2 c2 Co Cco Cco co Cco Cco co co
0217 1- Cc2 - Cc2 Co Cco Co Cco Cco Co Co co
0 4/10 1-IB Cc2 - c2 Co Cco Cco Cco Cco Cco Cco Cco
0710 1-IB Cc2 - Cc2 Co Cco Co Cco Cco Cco Cco Cco
0 8/5 1- - Cc2 c2 Co Cco Co Cco Cco co Co Co
02 8/14 Cco - Co Co Cco Co co Cco co co co
— nicht gepraft

— *Charakterisierung der AG mittels Pektinase-lsoenzymanalyse
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P 14 RC 09

Marker
Negativ-Kontrolle

1 I AG1 -1C 331

1 ' AGI1 - 1A C-325

| i AG1-1A CS - Ka
i i EPEE AG1 - 1A PRG 97-1
'] B AG1 - 1B CS 74-22
[ITREY | AG1 - 1B B-19
|L 1LE AG1 - IB TR-22

i AGI1 -IC IRC
1] AGI - 1C BV-7

| AGI1 -IC F-3

7 AG1 - IC F-

| ' AG1 - 1A CS-Ka
1B AG1 -1C BV-17

Kontrolle

Abb. 1. RAPD-PCR-Fingerprints von Rhizoctonia solani AG 1-Isolaten
der Untergruppen AG 1-1A, -IB und -IC, erstellt mit den Primern RC 09
und P14.

erzeugten Bandenmuster wurde mit Hilfe der ,junweighted
pair group method analysis (UPGMA) mit arithmetischen
Mitteln analysiert mittels Phoretix 1D Advanced Software
(Biostep GmbH, Jahnsdorf).

Myzelwachstumsrate

Das radiale Hyphenwachstum wurde in Abhingigkeit von der
Temperatur (10, 15, 20, 25, 30 und 35 °C) auf PDA von 49
Feldisolaten und Testerisolaten der AG 1-IB ermittelt. Von
aktiv wachsenden R. solani-Kulturen wurden Myzelscheiben
(@ 5 mm) abgeimpft und auf PDA-Platten iibertragen. Der My-
zeldurchmesser wurde in Intervallen von 24 h gemessen. Je Iso-
lat wurden 2 Wiederholungen angelegt. Von allen Isolaten wurde
die durchschnittliche Wachstumsrate in Abhéngigkeit von der
Temperatur berechnet.

Ergebnisse
Charakterisierung der Anastomosengruppen

Von allen beprobten Pflanzen (95) und Standorten konnte R. so-
lani isoliert werden (Tab. 2). Insgesamt 94 Isolate zeigten C2-
Reaktionen mit den Testerisolaten der AG 1-1A, AG 1-IB oder
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Abb. 2. Genetische Beziehung von Rhizoctonia solani AG 1-Isolaten
der Untergruppen AG 1-IA, -IB und -IC. Das Dendrogramm wurde er-
stellt von RAPD-PCR-Fingerprints (Primer P14) basierend auf einer
UPGMA-Analyse.

Myzelwachstumsrate [mm/Tag]

-l Feldisolate

©-AG 1-IB
b Testerisolate

10 15 20 25 30 35 40

Temperatur [°C]

Abb. 3. Myzelwachstumsrate von R. solani-Feldisolaten von Kopfsalat
sowie AG 1-IB Testerisolate in Abhangigkeit von der Temperatur.

AG 1-IC und sind damit in die AG 1 zu gruppieren (Tab. 4). Le-
diglich das Isolat PF 2/37 bildete C2-Anastomosisreaktionen mit
den Testerisolaten der AG 2. Mit den iibrigen Testerisolaten wa-
ren nur CO-Anastomosisreaktionen zu beobachten.

Die Gruppierung der Isolate in die entsprechenden Untergrup-
pen der AG 1 erfolgte auf der Basis der Sklerotienmorphologie.
Mit Ausnahme eines AG 1-Isolates bildeten 93 AG 1-Isolate auf
WA Mikrosklerotien aus, so dass diese Isolate in die Untergruppe
AG 1-IB gruppiert werden konnten. Im Durchschnitt aller unter-
suchten Isolate wurde eine GroBe der Mikrosklerotien von
384 um (363-443 um) ermittelt.

Pektinase-Isoenzymanalyse

Von den 27 zufillig ausgewihlten Feldisolaten fiir die [soenzym-
analyse wurden 26 Isolate der Untergruppe AG 1-IB zugeordnet
(Tab. 4). Im Pektinase-Enzymmuster waren nur geringe Unter-
schiede zwischen den 26 Isolaten festzustellen. Das Enzymmus-
ter des Isolates PF2/37 war vergleichbar zum Muster des Tester-
isolates der AG 2-1 und wurde daher in diese Untergruppe ein-
gruppiert.

RAPD-PCR

Multiple PCR-Produkte wurden in allen RAPD-PCR-Profilen
mit beiden Primern (P14 und RC09) generiert (Abb. 1), deren
Anzahl in Abhédngigkeit vom Primer und Isolat variierte. Mit-
tels des Primers P14 wurden 14 Banden amplifiziert und 10
durch den Primer RC09 im Bereich von 0,56 bis 3,0 kb. Infor-
mative Banden, die fiir jede Untergruppe ein charakteristisches
Muster ergaben, wurden wiederholt amplifiziert. Eine Diffe-
renzierung der Untergruppen der AG 1 war mittels beider
RAPD-Primer moglich. Die Clusteranalyse, basierend auf dem
Bandenmuster und der Grofe der amplifizierten PCR-Pro-
dukte, ergab eine hohe genetische Ahnlichkeit zwischen den
Isolaten einer Untergruppe. Das Dendrogramm zeigt, dass die
Isolate einer Untergruppe der AG 1 entsprechend zusammen
clustern (Abb. 2). Die Isolate der AG 1-IA weisen eine Ahn-
lichkeit von 92 %, der AG 1-IB von 88 % und der AG 1-IC
von 90 % auf bei Amplifikation der PCR-Produkte mit dem
Primer P14.

Myzelwachstumsrate

Sowohl die Feld- als auch die R. solani-AG-1-1B-Testerisolate
zeigten ein optimales Myzelwachstum in einem Temperatur-
bereich von 20-30 °C (Abb. 3). Signifikante Unterschiede in der
Wachstumsrate wurden bei den Feldisolaten zwischen 10-15 °C
und 20-30 °C festgestellt.
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Diskussion

Die Charakterisierung des Salatfauleerregers erfolgte auf der
Basis von Hyphen- bzw. Anastomosisreaktionen mit Testeriso-
laten, morphologischen Eigenschaften der Isolate sowie der
Pektinase-Isoenzymanalyse. Die Ergebnisse der Charakterisie-
rung der R. solani-Isolate von Salat mit Salatfaulesymptomen
verschiedener Standorte zeigen, dass die AG 1-IB als die ver-
ursachende Anastomosegruppe der Salatfiule anzusehen ist. In
bisherigen Studien wurden die AG 1, AG 2 und AG 4 als
Ursache fiir die Salatfiule im Unterglasanbau in den Nieder-
landen und in Grofbritannien genannt (KoOOISTRA, 1983;
WAREING et al., 1986). HERR (1992) isolierte auBlerdem die
AG 5 von Kopfsalat, angebaut im Freiland in den USA. Am
hidufigsten wurde jedoch in diesen Untersuchungen die AG 1-
IB von Salat isoliert, die in der vorliegenden Studie ebenfalls
zu 98 % nachgewiesen wurde. In Bezug auf die Hiufigkeit
und die ermittelte AG bestitigen unsere Ergebnisse die von
HERR (1992). Aufgrund der hohen Verluste, die jédhrlich durch
R. solani im Gemiisebau in Brasilien verursacht werden, wur-
den hier in den letzten Jahren Arbeiten zur Charakterisierung
der auftretenden AGs von R. solani durchgefiihrt (KURAMAE et
al., 2003). Hierbei interessierte auch der Erreger der Salat-
faule. Im Ergebnis dieser Studien wurde ebenfalls die AG 1-1B
als ursidchliche AG diagnostiziert. DAvis et al. (1997) gehen
davon aus, dass R. solani in allen Salatanbaugebieten zu fin-
den ist.

Die Myzelwachstumsrate der AG 1-IB-Isolate aus dem Feld
weist ein Temperaturoptimum von 20-30 °C auf. Eine hohe Va-
riation in der Wachstumsrate bei den jeweiligen Temperaturen
war jedoch bei den einzelnen Isolaten zu beobachten. Untersu-
chungen unter kontrollierten Bedingungen sowie Beobachtun-
gen im Feld zeigen, dass die Krankheitsentwicklung an Salat
durch hohere Temperaturbedingungen gefordert wird (GROSCH
und KorogT, 2003) und die Salatfaule vor allem ein Problem in
warmen Regionen ist (DAvIs et al., 1997).

Die Eingruppierung in die AG erfolgte auf der Basis der mi-
kroskopisch beobachteten vegetativen Anastomosen zwischen
einem Testerisolat mit bekannter AG und dem zu charakteri-
sierenden Feldisolat. Diese Methode ist sehr zeitaufwindig
und erlaubt keine Eingruppierung in eine Untergruppe der
AG 1. Dazu wurden neben morphologischen Eigenschaften
wie des Sklerotientyps auf Wasseragar auch die Pektinase-
Isoenzymanalyse genutzt. Im Ergebnis beider Methoden er-
folgte eine Eingruppierung der Isolate in die AG 1-IB.
Wihrend die Pektinase-Isoenzymanalyse viel Erfahrung
benotigt, sind bei der Ermittlung des Sklerotientyps Fehlein-
schitzungen nicht ausgeschlossen. Daher wurde gepriift, ob
mittels molekulargenetischer Methoden, wie der RAPD-PCR,
eine Differenzierung der Untergruppen der AG 1 moglich ist.
Die Ergebnisse zeigen, dass die verwendeten Primer eine Ein-
gruppierung in die Untergruppen erlauben, und unterstiitzen
damit die phylogenetischen Analysen in Bezug auf die Unter-
gruppen der AG 1 von PriyaromoJo et al. (2001). Von letztge-
nannter Arbeitsgruppe wurde auch eine neue Untergruppe, die
AG 1-ID als Erreger einer Blattkrankheit am Kaffee, beschrie-
ben. Phylogenetische Untersuchungen der AG 1 von R. solani
auf der Basis von Sequenzanalysen der rDNA-ITS-Region be-
stitigen die phylogenetische Differenzierung mittels RAPD-
PCR (Topa et al., 2004). Im Vergleich zur rDNA-ITS-Se-
quenzanalyse liefert die RAPD-PCR unter Einbeziehung von
Isolaten bekannter AGs und Untergruppe Ergebnisse in kiirze-
rer Zeit. Fiir eine schnelle und sichere Diagnose ist die Ent-
wicklung spezifischer Primer fiir eine Untergruppe beispiels-
weise der AG 1 von Vorteil. Spezifische PCR-Primer kénnen
auf der Basis von anonymen DNA-Sequenzen, die z.B. aus
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RAPD-PCR-Profilen hervorgehen, entwickelt werden (TAYLOR
et al., 2003). Bei ausreichender Sequenzheterogenitit konnen
sie auch aus der ITS-Region abgeleitet werden (SALAZAR et
al., 2000).

Durch die Identifizierung von R. solani AG 1-IB als Ursa-
che der Salatfiule in zahlreichen deutschen Anbaugebieten
kann die Bekdmpfungsstrategie zielgerichtet auf dieses Patho-
gen ausgerichtet werden. Die temperaturabhidngige Eingren-
zung von Zeitrdumen mit hohem Befallsrisiko ist bedingt
moglich. Faktoren wie die Virulenz der Isolate, die Pathogen-
dichte im Boden und die Verteilung des Inokulums im Feld
sind entscheidend fiir die Infektion und die Krankheitsent-
wicklung.

Die Entwicklung von spezifischen Nachweismethoden, die
eine schnelle und sichere Diagnose eines Erregers in Pflanzen-
und Bodenproben erlauben, ist das Ziel weiterer Arbeiten, wo-
durch sowohl die Entwicklung als auch die Anwendung von ef-
fektiven Bekdmpfungsstrategien unterstiitzt werden konnte.
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