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Zusammenfassung

Isolate von Phytophthora infestans (MONT.) DE BARY wurden auf
ihre Zugehorigkeit zur ,alten* oder ,,neuen Population unter-
sucht. Es zeigte sich, dass seit 1993/1994 eine Verdringung der
alten Population stattfindet; der Vorgang ist jedoch noch nicht ab-
geschlossen. Alle Isolate des alten Haplotyps Ib geh6ren zum
Paarungstyp Al; sie sind auflerdem sensitiv gegentiber dem fun-
giziden Wirkstoff Metalaxyl. In den Haplotypen Ia und Ila der
neuen Population sind beide Paarungstypen zu finden und es gibt
sowohl resistente als auch sensitive Stimme gegeniiber Me-
talaxyl. Der Anteil komplexer Pathotypen ist bei den neuen Ha-
plotypen la bzw. Ila hoher als beim alten Haplotyp Ib.

Stichworter: Haplotypen, Paarungstypen, Phenylamidresis-
tenz, Pathotypen

Abstract

Isolates of Phytophthora infestans (MONT.) DE BARY were sur-
veyed for their affiliation to the “old” and “new” population. It
could be shown, that since 1993/1994 there was a replacement of
the old population and this process is not finished yet. All isolates
of the old haplotype Ib belong to the mating type Al. In addition,
they are sensitive towards the fungicidal active substance Meta-
laxyl. The haplotypes Ia and Ila of the new population have both
mating types and there are resistant as well as sensitive strains to-
wards Metalaxyl. The portion of complex pathotypes was found
to be higher in the new haplotypes la and Ila than in the old hap-
lotype Ib.

Key words: Haplotypes, mating types, phenylamid resistance,
pathotypes

Einleitung

Seit der irischen Hungerkatastrophe von 1845 wird intensiv an
der Bekampfung von Phytophthora infestans an Kartoffeln gear-
beitet. In den letzten Jahrzehnten ist es gelungen, durch Kombi-
nation von Sortenresistenz, Prognosemethoden und Fungizidein-
satz meist gute Kartoffelernten zu erreichen. Da der Pilz aber
eine groBe Anpassungsfihigkeit besitzt, tauchen immer wieder
neue Herausforderungen auf. Seit Mitte der 80er Jahre kommen
beide Paarungstypen Al und A2 nebeneinander nicht mehr nur in
Mexiko, sondem fast weltweit vor, so dass sich der Pilz tiberall

auch sexuell vermehren kann, was zu einer gréferen genetischen
Vielfalt fiihrt. Etwa ab der gleichen Zeit wird in vielen Lindern
beobachtet, dass die ,,alte” Population von Phytophthora infes-
tans innerhalb weniger Jahre durch eine ,,neue” ersetzt wird. FRY
et al. (1993) berichten dariiber aus den USA, DAY and SHATTOCK
(1997) priiften Isolate von 1978 bis 1995 aus England, und Grir-
FITH and SHAW (1998) untersuchten Einsendungen aus England,
Russland, den USA und Taiwan aus den Jahren 1978 bis 1994 auf
ihre Zugehorigkeit zur alten bzw. neuen Population. Die neuen
Isolate erwiesen sich zum Teil als aggressiver als die alten und
zeigten eine geringere Sensitivitit gegeniiber Metalaxyl. Da auch
in Deutschiand in den letzten Jahren ein frithes Auftreten und ein
aggressiverer Verlauf von Krautfdule-Epidemien beobachtet
wurde, erschien es sinnvoll, alle Isolate aus der Stammsammlung
des Institutes fiir Pflanzenschutz in Ackerbau und Griinland der
BBA Braunschweig (vor 1967-1999), aus Bayern (1999) sowie
aus Deutschland (2000) auf ihre Populationszugehorigkeit zu un-
tersuchen.

Material und Methoden

Die untersuchten Isolate wurden aus dem Freiland entnommen.
Die Erhaltung der Isolate erfolgte in der Stammkultur auf Rog-
genagar unter Ol — soweit es sich um Kulturen aus den Jahren
1967 bis 1999 handelt — bzw. auf Kartoffelscheiben.

Die Bestimmung des Paarungstyps wurde mit Hilfe von Al-
bzw. A2-Testern auf Erbsen- oder Roggenagar durchgefiihrt. Un-
ter dem Mikroskop wurde nach 14 Tagen bei 15 °C der Grenzbe-
reich zwischen dem zu priifenden Isolat und dem Tester auf das
Vorhandensein von Oosporen untersucht. Mit Hilfe des interna-
tionalen Testsortimentes (BLACK et al., 1953) wurde das Patho-
typenspektrum ermittelt. Die Fungizidresistenz wurde auf aus-
gestanzten, auf Fungizidlosung schwimmenden Blittchen fest-
gestellt.

Die Bestimmung der Zugehorigkeit zur ,,alten® bzw. ,,neuen”
Population wurde erst durch Methoden der Gentechnik moglich.
Schneidet man die DNA der Mitochondrien von Phytophthora
infestans nach der Amplifikation mittels PCR mit dem Restrikti-
onsenzym Mspl bzw. EcoRI, so kann man im Agarose-Gel an-
hand ihrer Bandenmuster vier Haplotypen unterscheiden, nim-
lich Ib = alt, la, I1a und IIb = neu.

Fiir diese Untersuchung wurden die Isolate in Fliissigmedium
nach HENNIGER (1963) angezogen, filtriert, gefriergetrocknet
und im Morser zu feinem Pulver zerrieben. Nach der Methode
von DAY and SHATTOCK (1997) wurde Gesamt-DNA extrahiert,
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prizipitiert und gefriergetrocknet. Nach Aufnahme des Pellets
mit TE-Puffer wurde die mt-DNA mit Hilfe eines spezifischen
Primerpaars und der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) amplifi-
ziert, wobei ein Produkt von 1070 Basenpaaren entstand (DAY
and SHATTOCK, 1997). Nach der Restriktion mit den Endonu-
kleasen Mspl bzw. EcoRI zeigten sich nach elektrophoretischer
Auftrennung fiir jeden der 4 Haplotypen charakteristische Ban-
den (GRIFFITH and SHAW, 1998).

Ergebnisse

Insgesamt wurden 326 Isolate aus den Jahren 1967 bis 2000 un-
tersucht. Die Herkiinfte dieser Isolate sind als ,,Bayern 1999*
(B), ,.eigene Sammlung 1967 bis 1999* (S) und ,,Deutschland
2000 (D) bezeichnet, Die Isolate wurden sowohl von Kartoffel-
als auch von Tomatenpflanzen aus Praxisbetrieben gewonnen.
Tabelle 1 gibt die Verteilung der Paarungstypen innerhalb der
Isolate an. Es zeigt sich, dass der Paarungstyp Al weitaus am
stirksten vertreten ist. Nicht dargestellt ist die Verteilung zwi-
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Tab. 3. Paarungstypen innerhalb der Haplotypen
Haplotyp b la lla z
Herkuntt B &8 D B 8§ D B S D
Paarungstyp
Al - 14 2 51 106 6 7 35 4 225
A2 - - - 9 14 21 2 7 & 60
SF - 1 - - 22 2 - 16 - 41
% - 15 2 60 142 29 9 58 11 326
Tab. 4. Verteilung der Haplotypen nach Jahren
Jahr Haplotyp z

Ib la lfa

Bis 1970 2 2
1971-1980 3 1 4
1981-1990 6 8 1 15
1991-1995 3 25 6 34
1996-2000 3 197 71 271
3 17 231 78 326

schen den beiden Wirtspflanzen, weil sich keine gravierenden
Unterschiede zeigten.

Tabelle 2 zeigt die Ergebnisse der Haplotypencharakterisie-
rung. Im Gegensatz zur allgemeinen Annahme, dass die alte Po-
pulation in Deutschland schon vollig verdridngt worden sei,
konnten selbst bei der relativ geringen Probenzahl des Jahres
2000 trotzdem noch zwei Isolate das alten Haplotyps Ib gefun-
den werden. Nicht untersucht wurden die Herkiinfte ,,Bayern®
und ,,Sammlung* auf den ebenfalls neuen Haplotyp IIb. In der
Herkunft ,Deutschland war kein Isolat des Haplotyps IIb ver-
treten.

Wie in Tabelle 2 dargestellt, gehort die Mehrzahl der Isolate
dem Haplotyp Ia an, ndmlich 70 %, wihrend die Haplotypen Ila
bzw. Ib mit 23 % bzw. 5 % vertreten sind. Es ist daher nicht ver-
wunderlich, dass auch die Mehrzahl des Paarungstyps Al dem
Haplotyp Ia angehort, wie Tabelle 3 zeigt. Dies trifft auch fiir den
Paarungstyp A2 zu.

Schliisselt man die Verteilung der Paarungstypen nach Haplo-
typen auf, so wird erkennbar, dass alle alten Haplotypen Ib dem
Paarungstyp Al angehoren. Erst mit dem neuen Haplotyp Ia
taucht auch der Paarungstyp A2 auf. Interessant ist die Auf-
schliisselung der Haplotypen nach Jahren (Tab. 4).

Von 1970 bis 1999 nimmt der Anteil alter Haplotypen stark ab,
wihrend die neuen Haplotypen ab 1990 ansteigen. Dabei sinken
die Zahlen des Haplotyps Ia, wihrend die des Haplotyps Ila zu-
nehmen. Der Beginn der Verdridngung des alten Haplotyps Ib

Tab. 1. Verteilung der Paarungstypen

durch die neuen Ia und Ila ist fiir das Gebiet der alten Bundes-
lander um 1993/94 anzusetzen, wie Tabelle 5 zeigt, in der nur die
westdeutschen Isolate der Sammlung aus den entscheidenden
Jahren aufgefiihrt sind. Alle bis 1984 gesammelten Isolate
gehdren zum ,,alten” Haplotyp Ib (Tab. 5). Zwischen 1985 und
1989 taucht zum ersten Mal ein ,,neuer Haplotyp Ia auf (1986,
Brockhofe), zwischen 1990 und 1994 der Haplotyp Ila (1993,
Hannover). Der Vorgang ist noch nicht abgeschlossen, denn im
Jahr 2000 tauchen noch Ib-Isolate aus Mecklenburg-Vorpom-
mem auf,

Wesentlich friither, ndmlich schon 1977, wurde der neue Ha-
plotyp Ia (1977, Wentow) in den neuen Bundesldndern in ei-
nem Isolat entdeckt (DAGGETT et al., 1993). Das mag mit den
unterschiedlichen Herkiinften von Pflanzkartoffeln in Ost- und
Westdeutschland zusammenhéngen. Die ehemalige DDR be-
zog Pflanzgut hauptsichlich aus Polen, und Polen importierte
Kartoffeln direkt aus Mexiko, der Heimat des Pilzes und sei-
nes Paarungstypes A2. Die genetische Vielfalt polnischer Po-
pulationen ist weit grofler als die in westeuropdischen Lin-
dern, wo das Pflanzgut meist nicht importiert, sondern im
Lande erzeugt wird.

Tabelle 6 zeigt die Verteilung fungizidresistenter Isolate, wo-
bei z. Z. nur die Resistenz gegen den Wirkstoff Metalaxyl ge-
meint ist. Hier werden nur die Ergebnisse der beiden Herkiinfte
wSammlung* und ,,.Deutschland dargestellt (Tab. 6).

Herkunft Bayern 1999 Sammlung  Deutschland 2000 %
Paarungstyp 1967-1999 I:?:h 33 Igf‘l‘i?"derung der westdeutschen [solate der Sammlung
Al 58 155 12 225
A2 11 21 28 g0 Jahr Haplotyp
SF 0 39 2 41 lb la lla
Bis 1984 3 0 0
b 69 215 42 326 19851989 5 1 0
1990-1994 3 19 2
Tab. 2. Zusammensetzung der Haplotypen 1995-1999 1 106 51
Herkunft Bayern 1999 Sammlung  Deutschland 2000 X
Haplotyp 1967-1999 Tab. 6. Phenylamidresistenz der untersuchten Isolate
Ib 0 15 2 17 Herkunft Sammiung Deutschland E
la 60 142 29 231
lla 9 58 11 78 Resistenz fehlend 136 21 157
b n.b. n.b. 0 0  vorhanden 79 21 100
z 69 215 42 326 X 215 42 257
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Tab. 7. Phenylamidresistenz und Haplotyp

Herkunft Sammlung Deutschland )
Resistenz fehlend  vorhanden  fehlend vorhanden
Haplotyp

Ib 15 0 2 0 17
la 80 62 8 21 171
lla 41 17 11 0 69
b 136 79 21 21 257

Wie aus Tabelle 6 hervorgeht, liberwiegt die Anzahl me-
talaxyl-sensitiver Isolate. Dass dies von Jahr zu Jahr wechseln
kann, zeigt die Herkunft ,,.Deutschland*: Im Jahr 2000 war das
Verhiltnis zwischen fungizidresistent und -sensitiv ausgegli-
chen. Interessant ist die Verteilung der fungizidresistenten Isolate
innerhalb der Haplotypen, wie Tabelle 7 zeigt.

Alle zum alten Haplotyp Ib gehorenden Herkiinfte erweisen
sich als sensitiv gegeniiber diesem Fungizid. Von den neuen Ha-
plotypen sind bei Ia tiber 43 % resistent, bei ITa etwa 30 %. Auch
hier zeigt sich in Ostdeutschland ein anderes Bild. In West-
deutschland wurde der Wirkstoff Metalaxyl 1979 zugelassen,
schon 1980 erschienen die ersten resistenten Pilzisolate. In Ost-
deutschland traten dagegen schon 1977 Resistenzen auf, darun-
ter auch bei dem schon erwihnten Isolat (1977, Wentow), fiir das
erstmals der Haplotyp Ia nachgewiesen wurde.

Schliisselt man die Haplotypen nach der Pathotyp-Zugehérig-
keit auf, wie Tabelle 8 zeigt, so ergibt sich folgendes Bild: Beim
alten Haplotyp Ib sind noch Einzelvirulenzen vorhanden; die
hochste Anzahl an Virulenzen betréigt 8. Beim Haplotyp Ia sind
noch Isolate mit zwei Virulenzen vorhanden, wihrend beim Ha-
plotyp IIa nur Pathotypen mit mindestens 3 Virulenzen vorkom-
men. Dabei ist der Anteil komplexer Pathotypen deutlich hther
und geht bis zu 11 Virulenzen.

Diskussion

Fasst man die Ergebnisse zusammen, so muss man feststellen,
dass Versuchsergebnisse, die von nur einem Gebiet gewonnen
wurden, nicht ohne weiteres auf groflere Rdume iibertragen oder
verallgemeinert werden konnen. Selbst in einem relativ kleinen
Gebiet wie dem der Bundesrepublik Deutschland ergeben sich
Unterschiede in der Populationsentwicklung zwischen Ost und
West.

In Ostdeutschland waren die neuen Isoenzymmuster 100/100
der Glucose-Isomerase als auch der Peptidase bereits 1976 vor-
handen; der A2-Typ trat 1980 auf (GOtz, 1991). Die Resistenz
des Pilzes gegen Metalaxyl und der neue Haplotyp Ia wurden im
Jahr 1977 gefunden (DAGGETT et al., 1993). In Westdeutschland
wurden alle Veriinderungen dagegen spiiter sichtbar: Die Ande-
rung der Isoenzymmuster konnte erst an den Isolaten des Jahres
1993 festgestellt werden (KNIPFELBERG, 1995) und der A2-Typ

wurde erst 1985 entdeckt (SCHOBER und RULLICH, 1986). Die Re-
sistenz gegen Metalaxyl konnte 1980 beobachtet werden (ScHO-
BER, 1984), nachdem der Wirkstoff 1979 im Fungizid Ridomil 50
erstmalig zugelassen worden war, und die neuen Haplotypen Ia
bzw. [la wurden 1986 bzw. erst 1993 isoliert. Eine vollstindige
Verdringung der alten Population hat noch nicht stattgefunden,
denn selbst im Jahr 2000 waren noch Isolate der alten Population
vorhanden.

Theoretisch ist die Bildung von Oosporen in allen Kartoffel-
produktionsgebieten moglich und auch fiir bestimmte, eng be-
grenzte Standorte nachgewiesen (SCHOBER-BUTIN, unvertffent-
licht). Welche Bedeutung diesen OQosporen aber zugewiesen wer-
den muss, ist nach wie vor ungeklirt, denn Nachbau auf eindeu-
tig mit Oosporen verseuchten Boden hat nicht zu einem friiheren
oder stirkeren Befall gefiihrt als auf nicht verseuchten Béden. Zu
dhnlichen Ergebnissen kamen auch TURKENSTEEN und FLIER
(1998), die zeigen konnten, dass Infektionen durch keimende
Qosporen erst ,,sehr spit™ im Verlauf der Epidemie auftraten.

Es bedarf auch noch weiterer Untersuchungen um festzustel-
len, ob sich die Population tatsdchlich sexuell fortpflanzt oder ob
die beobachteten Anderungen des Pathotypenspektrums auf an-
dere Mechanismen wie z.B. Mutation zuriickgefiihrt werden
konnen. DAGGETT et al. (1995) sowie RitcH and DAGGETT (1995)
hatten die sexuelle Fortpflanzung zumindest fiir die ostdeutsche
Population ausgeschlossen, wiahrend FLIER et al. (2001) davon
ausgehen, dass sich die bayerische Population sexuell vermehrt.
Bei Anwendung anderer Auswertungsmethoden der AFLP
koénnte man allerdings auch zu einer anderen Meinung kommen
(DILGER, 2000).

Es bleibt auch noch zu priifen, ob die beobachtete frithere und
aggressivere Ausbreitung des Pilzes wirklich ausschlieBlich mit
der neuen Population zusammenhingt. In eigenen Versuchen mit
gleich alten, d. h. im gleichen Jahr isolierten Stimmen der alten
und neuen Population zeigten sich kaum Unterschiede (ScHO-
BER-BUTIN, unveroffentlicht). Es wurden sowohl wenig aggres-
sive Stamme der neuen Population als auch der alten und umge-
kehrt auch aggressive Stimme der alten Population gefunden.
Auch hier mdgen noch andere Mechanismen wie Sortenresis-
tenz, Diingung, Witterungseinfliisse usw. entscheidend sein. Je-
denfalls kann von einem mehr oder weniger ,,plotzlichen® Ver-
dringen der alten Population durch eine neue nicht die Rede sein.
Vielmehr handelt es sich um einen langsam fortschreitenden
Austausch von Pilzstimmen, wobei stindig neue Haplotypen
entstehen, so dass éltere Haplotypen weniger hiufig nachgewie-
sen werden kdnnen.
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Tab. 8. Haplotypen und Pathotypen (Ausschnitt aus den Ergebnissen)

Haplotyp Pathotyp

alt, Ib 4;1.4;2.6; 1.2.4;1.37;410.11; 1.2.34;1.3.4.7;3.4.7.11; 1.34.7.11; 1.2.3.4.8.11; 1.38.4.7.8.10.11; 1.2.3.4.7.8.10.11

neu, la 1.4;4.7;4.11; 124;1.384;13.7;1.4.11;34.7,47.8; 1.234;123.11; 1.3.7.11;14.7.8;1.4.10.11; 3.4.10.11; 1.3.45.11;
1.3.4.6.7; 1.3. 7 10.11; 2.3.4.7.11;3.4.7.8.11; 1.3.4.7.8.10;2.3.4.7.8.11; 3.4.7.8.10.11; 1.2.3.4.6.7.10; 1.2.3.4.6.7.11,;
1.3.4.5.7.8.11; 1,3.4.6.7.8.11 2.3.4.7.8.10 11; 1.2.346.7.8.11;1.3.4.6.7.8.10.11; 1.2.345.6.7.10.11; 1.2.3.4.5.7.8.10.11;
1.2.3.4.5.6.7.8.10.11; 1.2.3.4.5.6.7.8.9.10 11

neu, lla 1.3.4;1.8.7, 1.3.7.11;1.4.10.11; 1.2.3.4.7;1.3.4.7.11;1.3.7.10.11; 3.4.7.10.11; 1.2.3.6.7.10; 1.3.4.7.10.11; 1.3.5.7.10.11;
2.3.4.7.10.11; 1.2.3.4.6.7.11; 1.2.3.6.7.10.11; 1.3.4.5.7.10.11;1.3.4.7.8.10.11, 2.3.4.5.6.10.11; 1.2.3.4.6.7.8.11;
1.3.4.5.7.8.10.11; 2.3.4.6.7.8.10.11; 12.3.4.5.6.7.10.11; 1.2.3.4.5.7.8.10.11;1.2.3.4.6.7.8.10.11; 1.2.3.4.5.6.7.8.10.11
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kenswerter Weise in den Laboratorien von W. FLIER und
L. TURKENSTEEN, Wageningen, Niederlande, durchgefiihrt.
Weiterhin bedanken wir uns bei den Mitarbeitern des Deut-
schen Pflanzenschutzdienstes fiir die Einsendung von Proben
wihrend der letzten Jahre.
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