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Intra- und interspezifische Kreuzungsexperimente mit einem
deutschen und einem sibirischen Isolat von Bursaphelenchus
mucronatus (Nematoda: Aphelenchoididae) und verwandten

Bursaphelenchus-Arten

Intra- and interspecific crossing experiments with a German and a Siberian isolate of Bursaphelenchus mucronatus
(Nematoda: Aphelenchoididae) and related Bursaphelenchus species

Von Helen Braasch

Zusammenfassung

Im Ergebnis von Kreuzungsexperimenten eines deutschen und
eines sibirischen Isolates von Bursaphelenchus mucronatus
untereinander, mit anderen Herkiinften von B. mucronatus
(Frankreich, Norwegen, Japan) und mit verwandten Burs-
aphelenchus-Arten (B. xylophilus aus Japan, mukronate Form
von B. xylophilus aus Nordamerika, B. fraudulentus aus
Deutschland) wurden SchluBfolgerungen zu den Verwandt-
schaftsbeziehungen der gepriiften Isolate gezogen. Der Ver-
mehrungserfolg weist grole Unterschiede zwischen den intra-
spezifischen Kreuzungen verschiedener Herkiinfte von B.
mucronatus einerseits und den interspezifischen Kreuzungen
auf, so dall dic Zuordnung der gepriiften Isolate zu den
genannten 3 Arten bestitigt werden kann. Die Kreuzung
zwischen dem sibirischen Isolat von B. mucronatus und der m-
Form von B. xylophilus aus Nordamecrika verlief teilweise so
erfolgreich, dal3 das Ergebnis den Resultaten bei intraspezifi-
schen Kombinationen nahe kommt. Bei der Kombination der
verschiedenen Herkiinfte von B. mucronatus ergaben sich
keine Anhaltspunkte, die fiir eine Unterteilung dieser Art in
weitere Arten sprechen wiirden. Bemerkenswert ist die Stei-
gerung der Vermehrungsrate bei den intraspezifischen Kreu-
zungen bis auf das Vierfache gegeniiber den Kontrollvermeh-
rungen der reinen Isolate. Von Bedeutung fiir die Einschit-
zung der Gefahr einer Einschleppung des Quarantidneschid-
lings B. xylophilus ist die Erkenntnis, dafl aus der Kreuzung
dieser Art mit dem deutschen Isolat von B. mucronatus eine
F1-Gencration entstehen kann, die zur erfolgreichen Weiter-
vermehrung beféhigt ist.

Abstract

The crossings of a German and a Siberian isolate of Bursaphelenchus
mucronatus with one another, with other provenances of B. mucrona-
tus (France. Norway, Japan) and with related Bursaphelenchus spc-
cies (B. xylophilus from Japan, B. xylophilus mucronate form from
North America, B. fraudulentus from Germany) gave information on
the relationship of thc isolates under investigation. Multiplication
varies significantly between the intraspecific crossings of various pro-
venances of B. mucronatus on the one hand and thc interspecific
crossings on the other hand. Thus, the assignment of the mentioned
isolates to the above-mentioned three species can be confirmed. The
crossing of the Siberian isolate of B. mucronatus and of the m-form of
B. xylophilus trom North America was partly so successful that it
approximated the results of intraspecific combinations. The combina-

tion of various provenances of B. mucronatus did not point out a
grouping of this species into further species. The incrcasc in the
multiplication rate of intraspecific crossings up to 4-fold the control
with the purc isolate is remarkable. The fact that the crossing of B.
xylophilus with the German isolate of B. mucronatus can produce a F1
generation which is able to successtully multiply is important to assess
the risk of introducing this quarantine organism.

Einleitung

Nachdem erkannt war, dall Bursaphelenchus xylophilus (StE1-
NER und BUHRER, 1934) NickLE, 1970 (Kiefernholznematode)
der Verursacher der vorwiegend in Japan enorme Schiden
verursachenden Kiefernwelke ist, wandte sich das Interesse
auch nahc verwandten Arten dieses Quarantdneschidlings zu.
Die leichte Verschleppbarkeit dieser holzbewohnenden und
durch holzbriitende Insekten iibertragbaren Arten crfordert
eine hohe Aufmerksamkeit hinsichtlich der moglichen Ein-
schleppung gefihrlicher Arten beim internationalen Handel
mit Holz und deren klare taxonomische Definition. Wihrend
beim Holzimport aus Nordamerika die Gefahr der Einschlep-
pung des dort beheimateten, gefihrlichen B. xylophilus nach
Europa besteht, wird vom Gebiet der ehemaligen Sowjet-
union in betridchtlichem Umfang mit Holz die als nicht oder
geringfiigig pathogen geltende Art B. mucronatus Mamiya
und Enba, 1979 verbracht (Braasch, 1991). Dieser dem B.
xvlophilus morphologisch und biologisch sehr d@hnliche Nema-
tode ist jedoch in den Koniferenwildern der Nordhemisphire
weit verbreitet und wurde in Europa in Finnland, Schweden,
Norwegen, Frankreich und Deutschland nachgewiesen. In
Ostasien ist er auch iiberall dort vorhanden, wo sich B.
xylophilus in der Folge von Einschleppungen einbiirgerte.
Beide Arten leben in Nadelgehdlzen und konnen durch die
gleichen Vektoren (vorwiegend Monochamus-Arten) von
Baum zu Baum iibertragen werden. Morphologische und bio-
logische Ahnlichkeiten bestehen nach bisherigen Kenntnissen
aufler zwischen den genannten beiden Arten auch mit B.
fraudulentus Runm, 1965 und B. kolymensis KORENT-
SCHENKO, 1980. Wihrend ersterer bisher nur in Laubgeholzen
in Europa nachgewiesen wurde, ist B. kolymensis lediglich aus
dem Nordosten Rufllands an Nadelgeholzen beschrieben
worden.

Zur morphologischen Determination dieser sich durch ihre
MaBe nicht unterscheidenden Arten werden hauptsichlich die
weiblichen Tiere herangezogen, deren Schwanzenden artcha-
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rakteristische Merkmale tragen. Die Weibchen von B. xylo-
philus besitzen ein abgerundetes, gelegentlich punktuiertes
oder mit cinem winzigen Mukro versehenes Schwanzende.
Die Weibchen von B. mucronatus tragen dagegen einen deut-
lichen Mukro am Schwanzende. Aus morphologischer Sicht
kompliziert sich die Situation dadurch, daf} es in Nordamerika
neben B. xylophilus mit gerundetem Schwanzende (r-Form)
einen Bursaphelenchus mit mukronatem Schwanzende gibt,
der aufgrund von Kreuzungsexperimenten als m-Form dem B.
xylophilus zugerechnet wird (WinGrIELD et al., 1983). Fiir
Verwirrung sorgte die irrtiimliche Feststellung von B. xylophi-
lus in Frankreich (Bausarp et al., 1979). Durch morphologi-
sche Untersuchungen und Kreuzungsversuche wurde spiter
belegt, daB es sich bei dem franzosischen Isolat um B. mucro-
natus handelte, obwohl diese Herkunft in gewissem Mafle mit
B. xylophilus kreuzbar ist (DE GuiraN und BRUGUIER, 1989).
Kreuzungsexperimente liefern eine wertvolle Ergdnzung mor-
phologischer Kriterien fiir die Beurteilung der Verwandt-
schaftsbeziehungen verschiedener Bursaphelenchus-Isolate.

Dic Theorien iiber den Verwandtschaftsgrad der erwihnten
Bursaphelenchus-Arten reichen von der in Nordamerika
sprachlich praktizierten Vercinheitlichung von B. xylophilus
und B. mucronatus zu .pine wood nematodes” bzw. der
Verwendung der Bezeichnung ,.species complex™ (WEBSTER et
al., 1990). der Errichtung einer Supraspecies mit unvollstandi-
ger reproduktiver Isolation der Arten (De Guiran und Bru-
GUIER, 1989), der Existenz mehrerer Gruppierungen sowohl
bei B. xylophilus als auch bei B. mucronatus (WEBSTER et al.,
1990) bis zur Vermutung, daf} sich unter der Bezeichnung B.
mucronatus mehrere Arten verbergen. BecKENBACH et al.
(1992) gewinnen im Ergebnis genomischer DNA-Untersu-
chungen Anhaltspunkte, dall die europiische Gruppe von B.
mucronatus eine eigene Art darstellen konnte. In Uberein-
stimmung mit dieser Annahme stellen RiGga et al. (1992) fest,
daf} sich franzosische und japanische Populationen von B.
mucronatus nicht ohne weiteres kreuzen lassen, wihrend DEe
GuiraN und BouLsria (1986) tber die Kreuzbarkeit europii-
scher und japanischer Populationen berichten. Nach Boria
und Tamura (1989) kann der Paarungserfolg unterschiedli-
cher Herkiinfte einer Bursaphelenchus-Art sehr unterschied-
lich sein. Auch bei B. xylophilus gibt cs betrachtliche genomi-
sche Differenzen zwischen unterschiedlichen Populationen,
groBBere Differenzen bestehen jedoch zwischen B. xylophilus
und B. mucronatus (Borra et al., 1988). WEBSTER et al.
(1990) bestatigen durch die Ergebnisse ihrer DNA-Untersu-
chungen die Resultate elektrophoretischer Studien von DE
Guiran et al. (1985), die eine klare taxonomische Differenzie-
rung zwischen B. xylophilus und B. mucronatus zeigen.

Scrauver-BLUuME (1992) fithrte Kreuzungsversuche mit dem
norwegischen und dem franzosischen Isolat von B. mucrona-
tus einerseits und einem japanischen Isolat von B. mucrona-
tus, B. xylophilus (Japan) und B. fraudulentus andererseits
durch. Wihrend beide Isolate eine fertile F1-Generation mit
dem japanischen Isolat von B. mucronatus bildeten, war nur
das franzosische lIsolat mit B. xylophilus kreuzbar. Die F1-
Generation aus der Kreuzung zwischen dem norwegischen
Isolat von B. mucronatus und B. xylophilus war steril. Bei
Kreuzungen zwischen B. fraudulentus einerseits und B. xylo-
philus und B. mucronatus andererseits erzielte SCHAUER-
BrLumE (1992) in weniger als 1 % von insgesamt 1026 Kreu-
zungsversuchen Nachkommen, die jedoch zur Weitervermeh-
rung befdhigt waren.

Deutsche und sibirische Isolate von B. mucronatus sind
bisher noch nicht in Kreuzungsexperimente einbezogen wor-
den. In Hinsicht auf die Gefahr einer Einschleppung von B.
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xylophilus ist ¢s von besonderem Interesse, die Eigenschaften
der europiischen Isolate von B. mucronatus hinsichtlich ihrer
Kreuzbarkeit mit dem gefihrlichen Quarantidneschiddling zu
kennen. In Anbetracht des Holzhandels mit Ru3land muf}
auch eine bessere Charakterisierung der sibirischen Herkiinfte
von B. mucronatus angestrebt werden.

Material und Methodik

Das zu den Untersuchungen verwendete deutsche Isolat von
B. mucronatus (B. m., D) stammt aus einem Kiefernwald
(Pinus sylvestris) im Stidosten Mecklenburg-Vorpommerns,
das sibirische Isolat (Igarka-Isolat, B. m. (Ig)) von importier-
tem Kiefernholz (P. sylvestris, sibirische Standortsform) aus
der uralo-sibirischen Taiga. Beide Isolate wurden seit 1989 auf
Botrytis cinerea auf Malzagar in Petrischalen vermehrt.

Die zur Kreuzung mit diesen beiden Isolaten verwendeten
Arten bzw. Herkiinfte sind:

B. xylophilus von Pinus densiflora (Mito, Ibaraki Prefecture,
Japan) — B. x. (JP)

B. xylophilus m-Form von Abies balsamea (Cloquet, Minne-
sota, USA) — B. x. (m)

B. mucronatus von Pinus pinaster (Casteljaloux, Frankreich) —
B. m. (FR)

B. mucronatus von Pinus sylvestris (Hanestad, Norwegen) —
B. m. (NO)

B. mucronatus von Pinus densiflora (Yachiyo, Chiba Prefec-
ture, Japan) - B. m. (JP)

B. fraudulentus von Quercus spec. (Berlin, Deutschland) —
B. f.

Alle zur Kreuzung benutzten Tiere stammten unmittelbar
aus Botrytis-Malzagar-Vermehrungen und wurden einen Tag
vor den Experimenten nach der Sieb-Trichter-Methode zur
Extraktion angesetzt. Zur Kreuzung wurde jeweils 1 Larve
(L3) des einen Partners mit 3 Minnchen des anderen Partners
auf eine Petrischale (Durchmesser 35 mm) mit Malzagar und
dichtem Botrytis-Bewuchs in einen in der Mitte des Agars
angebrachten Schnitt gesetzt. Im reziproken Versuch wurden
Larven und Minnchen jeweils vom anderen Partner genom-
men. Jede Kreuzungsvariante und jeder dazugehdrige rezi-
proke Versuch wurden 10mal wiederholt. Als Kontrolle diente
die Vermehrung der Partner mit sich selbst im Ansatz mit
ciner Larve und 3 Minnchen. Einc groflere Anzahl minnli-
cher Tiere wurde benutzt, um das Auffinden der anteilig aus
den Larven entstandenen Weibchen zu erleichtern, den mogli-
chen Altersunterschied zwischen den Geschlechtern auszuglei-
chen und eine mehrfache Begattung wie unter natiirlichen
Bedingungen zu ermdoglichen.

Nach einer Versuchszeit von 4 Wochen im Dunkeln und bei
Temperaturen zwischen 20 und 25°C wurden die aus den
Petrischalen entnommenen Agarplatten, auf denen bei guter
Vermehrung der Pilzrasen vollkommen abgeweidet wurde,
zwecks Extraktion der Nematoden 24 Stunden nach der Sieb-
Trichter-Methode angesetzt. Anschlieend erfolgte das Aus-
zdhlen der im Extrakt vorhandenen Nematoden. Als Platten
mit Vermehrung wurden die Petrischalen gewertet, aus denen
mehr als 4 Nematoden extrahiert werden konnten. Bei erfolg-
reichen Kreuzungen wurde versucht, eine Dauerzucht aufzu-
bauen.

Erfolgreiche Kreuzungsexperimente zwischen B. mucrona-
tus und B. xylophilus (JP) wurden durch begleitende Versuche
crginzt, bei denen wenige Tage nach Beginn der Kreuzung die
Larven der ersten Generation extrahiert und durch Umsetzen
auf frische Agar-Botrytis-Platten auf ihre Fertilitdt gepriift
wurden.
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Tab. 1. Vermchrung von Bursaphelenchus auf Botrytis nach 4 Wo-
chen (Ansatz jeweils 10 Platten mit je 1 L3 und 3 O')

Art/Herkunft Anzahl Platten mit ~ Durchschnittl. Anzahl
Vermehrung Ncmatoden pro
Vermehrungs-  angesetzte
platte Plattc
B.x. (JP) S 4446 2223
B.x. (m) 9 13331 11998
B.m. (JP) 7 1505 1054
B.m. (D) 8 8307 4248
B.m. (Ig) 6 11429 6857
B.m. (FR) 8 4578 3662
B.m. (NO) 4 6405 2562
B.f. (D) 6 9183 5510

Ergebnisse der Kreuzungsexperimente und Kontrollver-
mehrungen

Die Ergebnisse der Kontrollvermehrungen sind aus Tabelle 1
ersichtlich. Aus den Ansitzen auf insgesamt 80 Petrischalen
ergab sich eine durchschnittliche Vermehrung in 6,6 Schalen
pro 10 Ansitze. Daraus liBt sich ein leichter UberschuB
weiblicher Tiere unter den L3-Larven ableiten. Das anni-
hernd gleiche Resultat erzielt man, wenn L3-Larven einzeln

Tab. 2. Intra- und interspezifischc Kreuzungsversuche mit Bursaphe-
lenchus mucronatus aus Dcutschland aut Botrytis-Platten

an kleinen Agar/Botrytis-Blocken zu erwachsenen Tieren
gezogen werden. Bei den innerartlichen Kreuzungen (Tab. 2
und 3) wurde von insgesamt 140 angesetzten Petrischalen eine
Vermehrung in 6,1 Schalen pro 10 Ansétze errechnet. Bei den
interspezifischen Kreuzungen (Tab. 2 und 3) betrug dieser
Wert 2,8 (bezogen auf 120 Schalen), d. h. diese Kreuzungsver-
suche verliefen viel weniger erfolgreich als die Kontrollver-
mehrungen.

Die Anzahl der Nematoden, die nach 4 Wochen von den
Petrischalen isoliert wurde, war bei den Arten und Herkiinf-
ten sowie den Kreuzungen sehr unterschiedlich und wurde
sowohl als Burchschnitt der 10 angesetzten Platten als auch
der Platten mit Vermehrungerrechnet. Die Anzahl der in den
Kontrollvermehrungen aus 1 Weibchen und 3 Ménnchen her-
vorgegangenen Nachkommen verringerte sich in folgender
Reihenfolge: B. x. (m), B. m. (Ig), B. f. (D), B. m. (D), B. m.
(NO). B. m. (FR), B. x. (JP), B. m. (JP). Die Vermehrungs-
rate der mukronaten Form von B. xylophilus war am hoch-
sten, gefolgt von der Rate des B. mucronatus aus Sibirien;
die geringste Vermehrung zeigte das japanische Isolat von
B. mucronatus.

Die Vermehrungsergebnisse aus den Kreuzungen sind aus
den Tabellen 2 (mit dem deutschen B. mucronatus) und 3 (mit
dem sibirischen B. mucronatus) crsichtlich, wobei die fiir die
Wertung mabBgebliche Zahl jeweils hervorgehoben ist. Da die
Anzahl der stattgefundenen Vermehrungen pro 10 Ansitze

Tab. 3. Intra- und interspezifische Kreuzungsversuche mit Bursaphe-
lenchus mucronatus aus Sibirien (Igarka-Isolat) auf Botrytis-Platten

Durchschnittl. Anzahl Nema-

Kreuzung Anzahl Plat-  Durchschnittl. Anzahl Nema-  Krcuzung Anzahl Plat-
ten mit Ver-  toden nach 4 Wochen pro ten mit Ver-  toden nach 4 Wochen pro
mchrung mchrung
Vermeh- angesctzte Vermeh- angesctzte
rungsplattc  Platte (n = 10) rungsplatte  Plattc (n = 10)

B.m. (D) x B. m. (lg) B. m. (Ig) X B.m. (D)

1L3x3CT 8 40404 32323 1L3x3d 9 20366 18329

reziprok 9 20366 18329 rcziprok 8 40404 32323

gesamt 17 29796 25326 gesamt 17 29796 25326
B.m. (D) X B. m. (JP) B.m. (lg) X B. m. (JP)

I1L3x3J S 13220 6610 1L3x3d 7 9905 6934

reziprok 6 10397 6238 reziprok 8 3827 3062

gesamt 11 11680 6424 gesamt 15 4877 4998
B.m. (D) x B. m. (FR) B. m. (lg) X B. m. (FR)

1L3x3d 6 41360 24816 1L3x3d S 20512 10226

reziprok 4 4962 1984 reziprok 25011 20008

gesamt 10 26801 13400 gesamt 13 23285 15117
B.m. (D) x B. m. (NO) B. m. (Ig) X B.m.(NO)

1L3x3d 6 8080 4848 I1L3x3d 9 20460 18416

reziprok 2 6150 1230 reziprok 3 6057 1817

gesamt 8 7597 3039 gesamt 12 16861 10112
B. m.(D) x B. x. (JP) B. m. (Ig) X B. x. (JP)

1L3x3d 1222 856 1L3x3d 1 44 4

reziprok 4 201 20 reziprok 2 55 11

gesamt 11 796 438 gesamt 3 51 8
B.m.(D) x B. x. (m) B. m. (Ig) X B. x. (m)

1L3x3d 3 16 S 1L3x3d 0 0 0

reziprok 3 1243 373 reziprok S 8119 4059

gesamt 6 630 32 gesamt 5 8119 2029
B.m.(D) x B.f.(D) B. m. (Ig) X B. f. (D)

1L3x3J I 56 6 1L3x3d 0 0 0

reziprok I 19 2 reziprok 0 0 0

gesamt 2 38 4 gesamt 0 0 0
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bei den intraspezifischen Kreuzungen fast identisch mit dieser
Anzahl bei den Kontrollvermehrungen war, also Hemm-
schwellen fiir das Zustandekommen der Kreuzungen nicht
erkennbar waren, wurde als Maf3stab fiir den Erfolg dieser
Kreuzungen die durchschnittliche Anzahl Tiere pro Schale mit
Vermchrung gewertet. Fiir die Wertung der interspezifischen
Kreuzungen mufl in Anbetracht des verringerten Kreuzungs-
erfolges der Wert fiir dic Anzahl Nematoden pro angesetzte
Platte mit beriicksichtigt werden.

Bei den innerartlichen Kreuzungen zwischen den verschie-
denen Herkiinften von B. mucronatus fand in allen durchge-
fithrten Varianten eine gute Vermehrung statt. Die Vermeh-
rungsrate war in den meisten Fillen sogar wesentlich hoher als
bei den Kontrollvermehrungen. Der beste Vermehrungserfolg
wurde in der Kombination des deutschen und sibirischen
Isolates von B. mucronatus erzielt, gefolgt von der Kombina-
tion des deutschen mit dem franzosischen und des sibirischen
mit dem franzosischen Isolat. Dabei war auffillig, daf bei der
Vermehrung des deutschen mit dem franzosischen Isolat ein
wesentlich groBerer Vermehrungserfolg zu verzeichnen war,
wenn die Midnnchen vom deutschen Isolat stammten. Im
Verhiltnis dazu fielen die Ergebnisse der Kombination des
deutschen bzw. sibirischen Isolates mit dem japanischen [solat
geringer aus, wobei jedoch auch beriicksichtigt werden muf3,
dal} das japanische Isolat in den Kontrollvermehrungen die
geringste Vermehrungsrate aufwies. Bei den Kombinationen
mit dem norwegischen Isolat, deren Ergebnisse insgesamt
ebenfalls geringer ausfielen als bei den Kombinationen zwi-
schen dem deutschen und sibirischen und den jeweiligen Ver-
bindungen mit dem franzosischen Isolat, zeigte sich dann eine
deutlich geringere Vermehrung, wenn die Minnchen vom
sibirischen bzw. deutschen Isolat stammten.

Eine weitaus geringere Nachkommenschaft als bei den
innerartlichen Kombinationen entstand in der Regel bei den
interspezifischen Kreuzungen. Bei der Kreuzung von B.
mucronatus (D) mit B. xylophilus (JP), stand die Haufigkeit
der stattgefundenen Kreuzungen (d. h. des Zustandekommens
der Fl-Generation) nicht hinter der der Kontrollen zuriick;
der Vermehrungserfolg war jedoch im weiteren Verlaufe
gegeniiber innerartlichen Kombinationen wesentlich geringer
(durchschnittlich 438 Tiere pro Plattec bzw. 796 Tiere pro
Vermehrungsplatte). Bei der Kreuzung von B. mucronatus
(Ig) mit B. xylophilus (JP) war der Vermehrungserfolg noch
geringer (8 bzw. 51 Tiere), und es gab auch erhebliche Beein-
trachtigungen beim Zustandekommen der Kreuzung iiber-
haupt (nur auf 3 von 20 Platten Nachkommenschaft). Im Falle
der Nachkommenschaft aus der Kreuzung von B. xylophilus
(JP) mit B. mucronatus (lg) war keine Weitervermehrung
tiber mehrere Generationen moglich, wihrend sich aus den
Kreuzungen zwischen B. xylophilus (JP) und B. mucronatus
(D) in beiden Kreuzungsvarianten von den Platten mit der
hochsten Nachkommenschaft Zuchten mit n Vermehrungen
aufbauen liefien.

Um zu priifen, ob die Weitervermehrung der F1-Generation
aus dieser zwischenartlichen Kreuzung (B. x. JP X B. m. D)
nur unter dem Einflul3 der anwesenden Elterntiere stattfindet,
wurden in einem weiteren Versuch die Erstlarven der Kreu-
zung nach wenigen Tagen entnommen und gesondert zur
Weitervermehrung auf Botrytis-Agar-Platten gesetzt. Die in
Tabelle 4 dokumentierten Ergebnisse belegen, dal3 auch ohne
Anwesenheit der zur Kreuzung verwendeten Elterntiere eine
gute Weitervermehrung stattfindet.

Die Kreuzungen zwischen B. xylophilus (JP) und B. mucro-
natus (D) wurden mehrfach wiederholt. Auf den meisten
Platten mit Vermehrung entwickelten sich relativ wenige
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Tab. 4. Weitervermchrung der Fl-Larven aus der Kreuzung B. xylo-
philus (JP) X B. mucronatus (D) an Botrytis

Ansatz F1 nach nach nach
(10 Platien) 6 Tagen 4 Wochen 8 Wochen
| Larve B. m.
x3d B.x. 9 5200
Ansatz:

25 2866

25 15400

25 14446
dto. 12 24 600 Fn

Tierc. Auf Platten mit sehr geringer Vermehrung wurden
mitunter mifigestaltete Tierc beobachtet. Immer wieder sind
aber cinzelne Schalen dabei, auf denen die Vermehrung bes-
ser ist und fortschreitet. Nach ciner Reihe von Generationen
steht die Vermehrungsrate schlieBlich nicht hinter der inner-
artlicher Vemehrungen zuriick, ja sie kann diese sogar iiber-
treffen (Tab. 4).

Wihrend sich die Kreuzung zwischen dem deutschen B.
mucronatus und der mukronaten Form von B. xylophilus
cntsprechend verhielt wie die Kreuzung zwischen B. mucrona-
tus (D) und B. xylophilus (JP), war dic Kreuzung zwischen
dem sibirischen B. mucronatus und B. xylophilus (m) teilweise
unerwartet erfolgreich. Einc Weitervermehrung der Nach-
kommen aus den Kreuzungen mit der mukronaten Form von
B. xylophilus war bei der Variante B. m. (D) 33 x B. x. (m) 1
L und bei der Kreuzung mit B. mucronatus (Jg) moglich.

Dic geringste Nachkommenschaft wurde aus den Kreuzun-
gen mit dem in Laubgeholzen vorkommenden B. fraudulentus
crzielt. Bei der Kreuzung des deutschen B. mucronatus mit B.
fraudulentus entwickelten sich nur auf 2 von 20 Platten wenige
Nematoden. Dennoch war eine Weitervermehrung der nach 4
Wochen von der Kreuzungsplatte entnommenen und auf eine
neuc Platte tibertragenen 56 Tiere aus der Variante mit den
minnlichen Tieren von B. fraudulentus moglich. Bei dem
Versuch, das sibirische Isolat von B. mucronatus mit B. frau-
dulentus zu kreuzen, gab es keine Nachkommenschaft.

Diskussion

Die Ergebnisse der Kreuzungsexperimente zeigen, daf ein-
schneidende Differenzen in der durchschnittlichen Anzahl der
Nachkommen zwischen den innerartlichen Kombinationen
verschiedener Herkiinfte von B. mucronatus einerseits und
den Kreuzungen zwischen verschiedenen Bursaphelenchus-
Arten andererseits bestehen.

Wihrend dic durchschnittliche Anzahl der Nachkommen
cines Weibchens nach 4 Wochen pro Vermehrungsplatte (bei
20 Platten Ansatz) bei den innerartlichen Kombinationen von
4877 bis 29769 variierte, betrug sie bei den interspezifischen
Kreuzungen (ausgenommen die Kreuzung zwischen B. m. Ig
und B. x. m) 0 bis 796. Diese Differenzen sind so erheblich,
dall der Artstatus von B. xylophilus, B. mucronatus und
B. fraudulentus konsolidiert erscheint. Die Vermehrung der
Nachkommen aus Kreuzungen zwischen allen Herkiinften von
B. mucronatus war ausreichend gut, so dal} an der Zugehorig-
keit der gepriiften Isolate zur Art B. mucronatus nicht gezwei-
felt werden kann.

Ob die Differenzen in der Vermehrungsrate der verschiede-
nen Kombinationen der unterschiedlichen Herkiinfte von B.
mucronatus einen Verwandtschaftsgrad der genetisch sicher
nicht ganz homogenen Isolate reprédsentieren, kann nicht mit
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Sicherheit gesagt werden. Wahrscheinlich gehen in diese
Werte auch die Unterschiede in den Vermehrungsraten der
reinen Isolate und deren moglicherweise unterschiedliche
Temperaturanspriiche ein. Eine durchgingig besonders gute
Vermehrung zeigte die Kombination des deutschen mit dem
sibirischen Isolat. In einigen Fillen fiel die eine Variante einer
Kreuzung deutlich geringer aus als ihr reziproker Teil, so bei
den Kombinationen des decutschen bzw. sibirischen Isolates
mit dem norwegischen Isolat. Hierbei war der Vermehrungs-
erfolg dann geringer, wenn die weiblichen Tiere aus Norwegen
stammten. Ob hier gewisse, wenn auch geringe Vermehrungs-
schranken wirksam werden, muf} offenbleiben. Bei interspezi-
fischen Kreuzungen wird dicses Phdnomen 6fter beobachtet.
Die Vermehrungsrate der beiden Priifisolate mit dem japani-
schen Isolat von B. mucronatus war geringer als bei den
meisten anderen innerartlichen Kombinationen, aber sic gibt
keinen Anlaf3, das japanische Isolat als gesonderte Art zu
betrachten.

Bemerkenswert ist die Steigerung der Vermehrungsrate bei
den innerartlichen Krcuzungen gegeniiber den reinen Isola-
ten, die bis zum Vierfachen betragen kann. Es mul} gepriift
werden, ob bei solchen Kombinationen, die durch Verschlep-
pungen in der Natur durchaus auftreten konnen, auch eine
Steigerung der Pathogenitiit zu beobachten ist.

Die groBiten Fortpflanzungsbarrieren wurden bei den Kreu-
zungen zwischen B. mucronatus und B. fraudulentus beobach-
tet. Bei der Verwendung des sibirischen Isolates entstanden
dabei keinerlei Nachkommen. Mit dem deutschen Isolat konn-
ten sich wenige Nachkommen entwickeln, wobei aus der
Variante mit den B.-fraudulentus-Ménnchen eine bereits iiber
mchrere Monate laufende Zucht aufgebaut werden konnte.
An diesem Beispiel wie auch bei einigen anderen Kreuzungen
zeigt sich, dal} die Reaktionsweisen des deutschen und sibiri-
schen Isolates von B. mucronatus Ditferenzen aufweisen. Dies
kommt besonders auch in der Bereitschaft zur Kreuzung mit
dem japanischen Isolat von B. xylophilus zum Ausdruck,
wobei das sibirische Isolat nur cine duberst geringe, nicht zur
Weitervermehrung befédhigte F1-Generation hervorbrachte,
wihrend sich bei der Kreuzung mit dem deutschen B. mucro-
natus aus der etwas zahlreicheren Nachkommenschaft in bei-
den Varianten gutgehende Zuchten aufbauen lieBen. Mogli-
che Vermutungen, daf} die in Ostdeutschland nachgewiescnen
Populationen von B. mucronatus auf eine Einschleppung aus
Sibirien nach langjihrigem intensiven Holzimport zuriickfiihr-
bar seien, werden durch dicse Befunde nicht gestiitzt.

Die von dem franzosischen Isolat von B. mucronatus bercits
bekannte erfolgreiche Kreuzbarkeit mit dem Quarantine-
schdadling B. xylophilus ist nunmehr auch fiir das deutsche
Isolat nachgewiesen. Diese Eigenschaft erfordert Beachtung
fiir den Fall einer Einschleppung von B. xylophilus, da diescr
durch Einkreuzung Pathogenitiitsgene in europdische Popula-
tionen von B. mucronatus einbringen konnte. Diese Proble-
matik kompliziert sich dadurch, dal morphologisch eine sol-
che Einkreuzung verdeckt blicbe, da die Nachkommen aus
den Kreuzungen B. m. x B. x. (rundschwinzige Form) in der
Regel wie B. mucronatus ausschen.

Das Ergebnis bei der Kreuzung des sibirischen Isolates von
B. mucronatus mit dem amerikanischen Minnesota-Isolat der
m-Form von B. xylophilus fiel teilweise iiberraschend gut aus,
woran moglicherweise auch die hohe Vermehrungsrate der
beiden reinen Isolate (Kontrollvermehrungen) Anteil hat. Das
Resultat der Kreuzung des Minnesota-Stammes mit dem deut-
schen Isolat reiht sich dagegen in die Ergebnisse der interspe-
zifischen Kreuzungen ein, war aber ausreichend, um aus den
Nachkommen sich gut vermehrende Zuchten aufbauen zu

konnen. WiNGFIELD et al. (1983), der die m-Form von B.
xylophilus erstmalig aus Abies balsamea in Minnesota und
Wisconsin (USA) beschrieb, stellte bei Kreuzungsversuchen
mit B. mucronatus aus Japan nur eine geringe Vermchrung
fest. DE Guiran und BrucGuier (1989) dagegen fanden eine
sehr gute Vermehrung bei der Kreuzung zwischen dem franzo-
sischen B. mucronatus und der m-Form von B. xylophilus aus
Minnesota, wenn man die Fl-Larven bei den Elterntieren
beliel. ABap et al. (1991) konstatierten bei DNA-Untersu-
chungen Differenzen zwischen dem Minnesota-Stamm von B.
xylophilus und 2 anderen virulenten Stammen dieser Art aus
Nordamerika. Dennoch stand nach den erzielten Mustern der
Minnesota-Stamm B. xylophilus ndher als B. mucronatus.

Bei der Interpretation der erheblichen Differenzen in den
Ergebnissen von Kreuzungsexperimenten mit der nordameri-
kanischen m-Form von B. xylophilus und B. mucronatus sollte
nicht auler acht gelassen werden, daf3 es sich bei der nordame-
rikanischen mukronaten Form moglicherweise um ein hetero-
genes natiirliches Kreuzungsprodukt zwischen B. xylophilus
und B. mucronatus in einem durch Ausbreitung nach der
Artdifferenzierung entstandenen gemeinsamen Vorkommens-
gebiet oder an den Grenzen ihrer Areale handeln konnte. Die
Moglichkeit solcher Kreuzungen ist experimentell nachgewic-
sen. Durch die gemeinsamen Vektoren und Wirte ist ein
Zusammentreffen beider Formen vorprogrammiert. Bei den
dieser Arbeit zugrunde liegenden Experimenten hatten die
Kreuzungsprodukte zwischen B. xylophilus und B. mucrona-
tus stets ein mukronates Aussehen. Auf diese Weise konnte
man auch die groéBere Pathogenitdt der nordamerikanischen
mukronaten Form gegeniiber dem euroasiatischen B. mucro-
natus und ihre hohere Kreuzungsbereitschaft mit B. xylophilus
crklédren.

Weitere Untersuchungen zur systematischen Stellung der
mukronaten, B. xylophilus zugeordneten Form aus Nordame-
rika sind erforderlich. Insbesondere soliten [solate aus den
siidlichsten und nordlichsten Vorkommensgebieten dieser
Form unter Einbeziehung molekularbiologischer Mcthoden
miteinander verglichen werden. Moglicherweise wird dabei
neben der bekannten nordamerikanischen, B. xylophilus
zugerechneten m-Form noch dic Art B. mucronatus festge-
stellt.
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