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VORWORT

Aufgrund der zunehmenden Gefdhrdung des Kernobstbaus im siid-
deutschen Raum durch den Feuerbrand - mehrere vom Erreder stark
befallene Birnen- und Apfelanlagen muBten in letzter 2Zeit in
der Silidpfalz und Baden-Wiirttemberg gerodet werden - wurde vom
Institut fiir Pflanzenschutz im Obstbau der Biologischen Bun-
desanstalt eine wissenschaftliche Tagung i{iber die Krankheit in
Ladenburg veranstaltet. Dabei sollten zum einen die von dem
Pflanzenschutzdienst der Lidnder durchgeflihrten MaBnahmen gegen
die Bakteriose erdrtert sowie ein Situationsbericht zu der bis-
herigen Ausbreitung des Erregers in der Bundesrepublik gegeben
werden. Infolge der geplanten verschirften EG-Richtlinien beim
Export von Wirtspflanzen des Erregers gewinnt dieser Tagungs-
punkt zusédtzlich an Aktualit8t. Zum anderen sollte eine Orien-
tierung tiiber die bisher und in letzter Zeit durchgefiihrten
Forschungen mit der Bakteriose ermdglicht werden. Die behan-
delten Fragestellungen, die in dem vorliegenden Mitteilungsband
zusammengefaBt sind, reichen Uber Studien zur Epidemioclogie,
Bekdmpfung und Resistenz der Krankheit bis 2zu gentechnologi-
schen Arbeiten, die sich mit neueren molekularbiologischen
Techniken zur Diagnostik und Virulenz des Erregers befassen.
Das Ziel der Bestandsaufnahme 20j&hriger Besché&ftigung mit dem
Erreger, zu der erstmals auch die Kollegen aus Ostdeutschland
und der Schweiz liber ihre umfangreichen Erfahrungen beitrugen,
ist es, 2zu einem besseren Verstdndnis der Krankheit 2zu
gelangen, um damit der Praxis letztlich Hilfestellung filir ihre
Kontrollmafnahmen geben zu kodnnen.

Den Abschluf der Tagung bildete die Besichtigung von Versuchen,
die z.Zt vom Institut filir Pflanzenschutz im Obstbau der BBA auf
einer 30 km entfernt liegenden Versuchsanlage filir den Feuer-
brand durchgefiihrt werden.

Fiir die freundliche finanzielle Unterstiitzung der Tagung sei an
dieser Stelle der Gesellschaft der Freunde und Férderer der BBA
(GFF) besonders gedankt.

Dr. habil.Wolfgang Zeller
Biologische Bundesanstalt fiir Land und Forstwirtschaft,
Institut flir Pflanzenschutz im Obstbau
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WISSENSCHAFTLICHE TAGUNG UBER DEN FEUERBRAND

Tagungsort: Grofer Domhofsaal des Rathauses Ladenburg

Donnerstag, den 13. Juni 1991

Begriifung von Dr. habil. W. Zeller, Biologische Bundesanstalt
fiir Land- und Forstwirtschaft, Institut fir Pflanzenschutz im
Obstbau, Dossenheim
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2. Sektion: Epidemioclogie

Nachtigall, Marion, Aschersleben: Ein Modell zur Uberwachung
des Feuerbrandes

Losing, H., Pinneberg: Feuerbrand-Prognose per EDV-Erfahrungen
in Schleswig-Holstein

Ehrig, F., Aschersleben: Ein Bakteriensammler zum Nachweis von
E. amylovora in Obstanlagen

Vogelsanger, J., Widenswil: Feuerbrandrisiko widhrend der
Bliitezeit von Wirtspflanzen

3. Bektion: Bekimpfung

Zeller, W., Dossenheim: Erfahrungen mit neueren bakteriziden
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Freitag, den 14. Juni 1991
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Steinbrenner, B. und Zeller; W., Dossenheim: Nachweis von E.
amylovora durch DNA-Hybridisierung

Pahl, A., Heidelberg: Nachweis und Analyse von Erwinia
amylovora mit Hilfe von PCR und RFLP

5, Sektion: Physiologie und Genetik

Geider, K., Heidelberg: Faktoren fiir die Wechselwirkung von
Erwinia amylovora mit Pflanzen
Bellemann, P., Heidelberg: Die Rolle von Exopolysacchariden bei

der Ausbreitung von Erwinia amylovora
Geler, G., Heidelberg: Die Levansucrase als Virulenzfaktor bei

der Feuerbrandentstehung

6., Sektion: Resistenz

Richter, K., Aschersleben: Feuerbrandresistenzpriifung bei Apfel
und Ziergehtlzen

Zeller, W., Dossenheim: Resistenzpriifung gegen den Feuerbrand
bei Apfel und Birne

Fischer, Christa, Dresden-Pillnitz: Ergebnisse der
Resistenzzlichtung gegenliber Feuerbrand beim Apfel

Persiel, Friedegunde, Ahrensburg: Stand der Resistenzzilichtung
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Lésing, H., Pinneberg: Cotoneaster und Pyracantha-resistente
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ENDE DES VORTRAGEBTEILS

Exkursion zu der Feuerbrand-Versuchsanlage "Kirschgartshausen®
der BBA

ENDE DER ARBEITSTAGUNG
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M. Rudnick
Pflanzenschutzamt des Landes Schleswig-Holstein, Kiel

Die Feuerbrandkrankheit in Schleswig-Holstein - Anfinge der
Krankeit, Situation heute

Die ersten Feuerbrandbefallsherde wurden am 27. August 1971 auf
der Insel Sylt festgestellt, und damit erfolgte gleichzeitig
der erste Nachweis des Erregers in der Bundesrepublik. Schon 14
Tage vorher hatte der danische Pflanzenschutzdienst an der
Westkiiste Nordschleswigs zwischen T&nder und Ribe an den dort
sehr verbreiteten WeiBdornhecken mehrfach stirkere Feuerbrand-
vorkommen entdeckt. Nach der Feststellung des Erstbefalls auf
Sylt fanden Suchtrupps in der nordfriesischen Marsch und auf
der Insel Nordstrand in einem verhdltnism8Big schmalen Kiisten-
streifen nur Streubefall. Der Befall dehnte sich auf die Inseln

us. Auch an einzelnen Orten der Halbinsel

Féhr und Pellworm aus
Eiderstedt wurde der Erreger festgestellt. Das {ibrige Schles-
wig-Holstein blieb 1971 befallsfrei.

Trotz konsequent durchgefiihrter Rodungen von befallenen Wirts-—
pflanzen, wie WeiBdorn und Birne, dehnte sich der Befall aus
und verdichtete sich innerhalb der vorijidhrigen Befallsgebiete.
1972 wurden drei kleine Befallsstellen auf der Insel Fehmarn
festgestellt. Bereits 1972 wurden im Pinnneberger Baumschulge-
biet WeiBdornhecken und einzelne Weifdornpflanzen gerodet, die
ndher als 200 m um Baumschulen standen. Diese MaBnahme diente
der vorbeugenden Beseitigung mdglicher Infektionsquellen fiir
die weitere Ubertragung der Feuerbrandkrankheit.

Die drtliche Ausbreitung der Krankheit schritt weiter fort.
1974 waren bereits einige Gemeinden in den Kreisen Schleswig-
Flensburg und Rendsburg-Eckernférde befallen. Bei den Kontrol-
len im alten Befallsgebiet an der Westkiiste zeigte sich h&ufi-
ger, daB in den Vorjahren erkrankte Crataegus-Pflanzen im Be-
richtsjahr symptomlos blieben. Ein Zusammenhang zwischen dieser
Beobachtung und der extremen lang anhaltenden Trockenheit inm
Jahre 1975 ist zu vermuten. Es bestdtigte sich erneut die Fest-
stellung aus den Vorjahren, daB stédrker geschiddigte Crataegus-
Pflanzen sich nahezu v8llig regenerierten. Bei befallenen Birn-
bdumen konnten derartige Erscheinungen nicht beobachtet werden.
In einigen Baumschulen des Pinneberger Baumschulgebietes trat
1975 die Feuerbrandkrankheit {iberraschend an Cotoneaster-Arten



- 11 -

- fast ausschlieflich der Unterart C. salicilfolius floccosus -
und Pyracantha auf. Die infizierten Pflanzen wurden sofort ver-
nichtet und dabei die gesunden Pflanzen der Umgebung nit er-
faBt, um die Infektionsherde nachhaltig zu tilgen.

Auf den Versuchsanlagen F6hr, Borsbiill und Joldelundfeld er-
folgten seit dem Jahr 1974 erste Untersuchungen iber die Feuer-
brandkrankheit. Das Institut flir Phytopathologie der Universi-
tdt Kiel nutzte die Versuchsanlage F8hr zu Untersuchungen iiber
den EinfluB von Witterungsfaktoren auf die Epidemiologie der
Krankheit. Auf der Versuchsanlage Borsbilill wurde der Befalls-
verlauf an den wichtigsten Arten und Sorten anfdlliger Obst-
und Ziergehdlze unter natiirlichen Infektionsbedingungen ver-
folgt. Kiinstliche Infektionen wurden auf der Versuchsanlage
Joldelundfeld an einem dhnlichen Wirtspflanzen-Sortiment vorge-
nommen. Die wissenschaftliche BAuswertung dieser Vorhaben er-
folgte durch die Institute fir Baktericlogie und Obstkrankhei-
ten der Biologischen Bundesanstalt filir Land- und Forstwirt-
schaft. Die Bundesforschungsanstalt flir gartenbauliche Pflan-
zenziichtung priifte auf der Versuchsanlage Joldelundfeld HNeu~
zlichtungen von Cotoneaster in einem frilhen Auslesestadium auf
Toleranz bzwW. Resistenz gegen die Feuerbrandkrankheit mit Hilfe
kiingtlicher Infektionen.

Bis gegen Ende der 70er Jahre hatte sich die Krankheit weiter
6stlich ausgebreitet. Im Gebiet Gettdorf-Eckernférde~Kiel
konnte sich der Befall teilweise weiter verdichten. Auch im
Kreis Ostholstein wurde die Feuerbrandkrankheit nachgewiesen.
Besonders auffdllig wurden jetzt stirkere Infektionen an Apfel.
Dabei zeigte sich deutlich, daB befallene WeiBdornpflanzen in
unmittelbarer Umgebung von Apfelanlagen den Infektionsdruck er-
heblich erh&hen.

Inzwischen hat sich die Feuerbrandkrankheit Uber das gesamte
Gebiet von Schleswig~Holstein ausgebreitet. In den letzten Jah-
ren war das Auftreten der Bakteriose eher unauffdllig. Zur Un-
tersuchung gelangten aus dem Bereich von Kleingdrten und 6f-
fentlichen Griinfl&chen lberwiegend Ziergehlze der Gattung Co-
toneaster. Im Baumschulgebiet werden in einem Umkreis von 5 km
um Baumschulfléchen kultivierte und wild wachsende Wirtspflan-
zen des Feuerbranderregers intensiv {iberwacht.
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E.-K. Krebs

Pflanzenschutzamt der Landwirtschaftskammer Hannover

Stand der Verbreitung des Feuerbrandes im Dienstgebiet der Landwirtschafts-
kammer Hannover und GegenmaBnahmen

Die Feuerbrandkrankheit wurde im Dienstgebiet der Landwirtschaftskammer Hannover
erstmals 1973 festgestellt. Befallen waren Weiidornhecken an der Unterelbe, die als
Windschutz dienten. In den folgenden Jahren verbreitete sich der Feuerbrand im-
Kiistenstreifen zwischen Bremerhaven und Cuxhaven, um dann auch im Inneren des Elbe-
Weser-Dreiecks an Weildorn Fuf} zu fassen. Da dieses Feldgehdlz besonders hiufig in den
FluBitilern der Aller, Leine und Weser zu finden ist und hier offenbar giinstige infekti-
onsférdernde Klimabedingungen herrschen, setzte sich die Bakteriose in den genannten
exponierten Lagen im Laufe der 80er Jahre fest.

Dieses rasche Umsichgreifen der Feuverbrandkrankbeit erforderte umfangreiche
Kontrollma8nahmen. In den Obstanbaugebieten des Alten Landes und der Winsener
Elbmarsch  {ibernahmen  die  Obstbauberatungsringe  diese  Aufgaben.  Die
Feuerbrandkontrollen in den Baumschulen, im 6ffentlichen Griin und in Privatgirien fithren
Mitarbeiter des Pflanzenschutzamtes Hannover durch. Alle Baumschulen werden zu diesem
Zweck jahrlich speziell begangen oder auch im Rahmen der Obstviruskontrollen auf
Wirtspflanzen des Feuerbrandes und moéglichen Befall inspiziert. Darliber hinaus werden
Befallserhebungen auch in der Umgebung von Baumschulen im Sinne des gezielten
Objektschutzes vorgenommen.

Zwecks Absicherung der Diagnose werden befallsverddchtige Zweigproben im Labor
eingehend untersucht. Mit Hilfe von Direktisolierungen auf NSA, von serologischen Ver-
fahren und durch Pathogenititstests an unreifen Birnenfriichten der Sorte 'Conference' er-
folgt die Identifizierung.

Nennenswerter Befall trat in den Baumschulen, im 6ffentlichen Griin und in Privatgirten an
grofblattrigen, aufrechtwachsenden Felsenmispeln auf. Als Indikatorpflanze kann Cotone-
aster salicifolius floccosus bezeichnet werden. Zunehmend wird beobachtet, daf Baum-
schulen auf den Anbau von hochanfilligen Ziergeholzen verzichten.

Generell werden befallene Pflanzen vollig vernichtet. Im Fall von Crataegus als Infektions-
quelle fur gefihrdete Objekte wird allerdings mit Riicksicht auf die Belange des Natur-
schutzes in den meisten Féllen von Rodungen abgesehen. Statt dessen erfolgt ein starker
Riickschnitt bis weit in das gesunde Holz hinein.
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H. Graf

Obstbauversuchsanstalt Jork

Zur Feuerbrand-Situation im Alten land

Die Feuerbrand~-Situation im Jahre 1990

Das Jahr 1990 war durch eine auBerordentlich starke Ausbrei-
tung des Feuerbrandes gekennzeichnet. Ausgangspunkt dafir dirf-
te neben der Witterung in der Tatsache zu suchen sein, daB ein
sehr friher Vegetationsbeginn vorlag und neu gepflanzte Apfel-
anlagen, insbesondere der Sorten ‘Jonageld! und ‘'Elstar', die
nach dem Kalender normal, nach dem Stand der Vegetation aber
sehr gpat gepflanzt wurden, auch sehr spadt zur Bliite kamen.
Insgesamt kann riickwirkend betrachtet ein Zeitraum von rund
zwel Monaten fir die Apfelblite gerechnet werden, wobei sich
die letzten Bliten, nédmlich die der frisch gepflanzten Baume,
mit der Blite vom WeiBdorn Uberschnitten. Dieser ist leider
noch in viel zu groBer Anzahl im Anbaugebiet zu finden und in
aller Regel zumindest latent vom Feuerbrand befallen. Anhaltend
gliinstige Witterungsperioden, also warm und feucht, fihrten zu
einer ungewdhnlichen Vermehrung und Verbreitung, so daB am Ende
der Vegetationsperiode von einem flichendeckenden Befall gespro-
chen werden konnte. Dabei wurden sowohl Apfel=- als auch Birnen-

b&ume befallen.

Die Feuerbrand-Situation 1991

Auch im Folgejahr setzten sich die Nachfragen iber einen mégli-
chen Befall fort. In aller Regel handelte es sich bei den einge-
sandten Apfelproben um Frostschdden, oft gekoppelt mit Befall
durch Obstbaumkrebs (Nectria galligena) an der Stammverldngerung.
Schwarz verfarbte BllUtenblischel waren sekunddr von Botrytis
cinerea und Hefepilzen befallen, so daB es schwierig war, die-
sen Befall vom Feuerbrand abzugrenzen. Es fehlte die fir die
Bakteriose typische Rotverfdrbung des Holzes und der milchige,
klebrige, fédenziehende Schleim. Auf der anderen Seite war die
Rinde oft noch hell und intakt, obwohl der Holzkdérper dunkel
verfdrbt war, auch in grdéfBerer Entfernung von der Krebsnekrose.
Anfang Juni konnte dann aber der Erreger nachgewiesen werden.
Dabei handelte es sich um aktive "hold over canker" im Bereich
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des Stammholzes Alterer Birnenbdume. Seit Anfang Juni wurden
zunehmend Blitenblischel von Birnenbdumen eingesandt, die allge-
mein zundchst als Frostschaden eingestuft wurden, aber einwand-
frei als Feuerbrand angesprochen werden konnten.

MaBnahmen zur Einddmmung des Feuerbrandbefalls

Mit Hilfe von Rundschreiben, Durchsagen des automatischen An-
rufbeantworters und Veranstaltungen unter der Leitung der Obst-
bauberater wurden die Praktiker unverzlglich lGber das verstark-
te Auftreten des Feuerbrandes informiert. In diesem Zusammenhang
wurden auch Hinweise und Empfehlungen zum Ausschneiden, zur Be-
seitigung des Schnittholzes, zur Desinfektion der Schnittwerk-
zeuge und zur Beachtung der Witterung beim Ausschneiden gegeben,
wie sie schon seit Jahren von uns ausgegeben werden.
Rickblickend war festzustellen, daf der sofortige Rickschnitt,
differenziert nach Apfel und Birne, durchaus in der Lage war,
die weitere Ausbreitung sowohl innerhalb des Baumes als auch
innerhalb der Anlagen zu begrenzen. Praktiker, die aufgrund der
Erdbeer- und/oder Kirschenernte nicht ein sofortiges Ausschnei-
den durchfihren konnten, mufiten allerdings die zunehmende Aus-
breitung zur Kenntnis nehmen. Nur ein erheblich verstérkter
Einsatz von Arbeitskrédften und ein sehr viel stirkerer Rick-
schnitt, auch beim Apfel, war in der Lage den Befall auszumer-
zen.

In diesem Zusammenhang wire beispielhaft auf zwei besonders
groBfléchige Rodungsmafnahmen von WeiBdornbesténden hingewie-
sen. Zum einen handelte es sich um einen Zusammenschluf mehre-
rer Obstbauern, die in einer Gemeinschaftsaktion Hecken ent-
lang von Wirtschaftswegen im AuBendeich von Kehdingen beseitig-
ten. Bei der zweiten Aktion wurde mit Hilfe eines Beraters die
Feuerwehr - Mitglieder gréBtenteils Obstbauern - eingesetzt,

um auf einer Elbinsel (Hahnhéfersand) mehrere hundert Meter
WeiBdornhecken zu beseitigen. Beide MaBnahmen zeigen, daf mit
dem entsprechenden Einsatz eine Beseitigqung auch gréBerer Be-
fallsherde durchaus zu erreichen ist.

Besonderheiten beim Auftreten von Feuerbrand in 1990

In der Liste der Feuerbrandwirtspflanzen ist auch die Vogel-
beere (Sorbus) aufgefihrt. Seit ca. 10 Jahren, in denen der
Feuerbrand im Alten Land vorhanden ist, war an Sorbus kein Be-
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fall nachzuweisen. Trotz einer grofen Probenzahl gelang uns
der Nachweis erst im Sommer 1990 an Alleebdumen, sowohl von
Sorbus intermedia als auch S. aucuparia, die beide Schleimbil-
dung, vertrocknete Blitenblschel und Blattbiischel zeigten. Der
anschlieBend durchgefiihrte Birnentest ergab ein positiyes Re=-
sultat, ebenso eine eingesandte Probe an das Pflanzenschutzamt
Hannover.

Wenn auch von der Vogelbeere prinzipiell eine Gefdhrdung aus-
geht, so ist diese aufgrund der Erfahrungen der letzten Jahre
nicht mit der des WeiBdorns zu vergleichen. Andererseits kann
die Vogelbeere aber flr die Zukunft bei der Suche nach dem pri-
méren Infektionsherd nicht unbericksichtigt bleiben.

Das zweite Uberraschende Ergebnis ergab sich aus Meldungen von
Obstbauern im Raum Guderhandviertel. Sie beobachteten an der
Unterlage M9, veredelt mit 'Holsteiner Cox', ‘'Jonagold’ bzw.
'"Jonagored'! und ‘Elstar', zum Teill mit Zwischenveredlung, zu~-
néchst eine sehr frihe Laubverfirbung an der Unterlage zum Rot
hin mit anschlieBender Nekrosenbildung, die sehr dem Kragenfau-
lesymptom (Phytophthora cactorum) &hnelten. Diese Nekrose zeig-
te im Anschnitt ein éldurchtranktes Aussehen mit deutlicher
Rotverfarbung und unterscheidet sich damit deutlich von der
Kragenfdule. Hinzuweisen ist noch auf die Tatsache, daf der
Feuerbrand bisher nur die Unterlage M 9 befallen konnte, wih-
rend die Kragenféaule bislang nur bei MM 106 diagnostiziert
wurde. Der Infektionsweg wdre zum einen so vorstellbar, daB
nach starkem Befall der Krone Schleim herabtropft, der dann
durch die Borke in die bekanntlich sehr empfindliche Unterlage
eindringt, oder daB nach Befall der Krone die Bakterien im
Saftstrom weitertransportiert werden, ohne zunachst die typi-
schen Symptome auszubilden. Erst nachdem sie die Unterlage und
damit ein ginstiges Ndhrmedium erreichen, kénnen sie sich ver-
mehren und die Symptome ausbilden. Eine Rodung dieser Bidume er-
scheint insbesondere deshalb unbedingt erforderlich, als der
Befall mehrere cm tief unterhalb der Erdoberfldche zu beobachten
ist, so daB ein Ausschneiden nicht mehr méglich ist. Erstaunlich
bleibt das regional ziemlich eng begrenzte und dennoch starke
Auftreten dieses Schadbildes; immerhin wurden bis zu 20 % der
Baume befallen.
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M. Seidel

Landespflanzenschutzamt Mecklenburg-Vorpommern, Rostock

Zur Verbreitung und Abwehr des Feuerbrandes in Mecklenburg-

Vorpommern

Zusammenfassung

Im Juni 1972 wurde im Kiistenbereich des Bezirkes Rostock der
erste Befallsherd des Feuerbrandes, verursacht durch Erwinia
amylovora (Burrill) Winslow et al., fiir das Gebiet der DDR
festgestellt. Anfinglich erfolgten sehr kostenaufwendige,
flichendeckende Rodungen aller Befallsherde, um eine Ausbrei-
tung in das Landesinnere hinauszuzégern. So wurdem 1972 im
Bezirk Rostock 194 Befallsstandorte geldscht und an 140 WeiB-
dornbefallsherden 150.000 1fd. Meter Hecke entfernt. Besser
bewdhrten sich spidter Schutzmafinahmen, um Obstanlagen und
Baumschulen vor gréBeren wirtschaftlichen Verlusten zu schiit—~
zen, wobei crataegusfreie Zonen um die Anlagen, vorbeugende
BehandlungsmafBnahmen, gezielte Bienenwanderung in Obstanlagen
u.d. genutzt wurden. Insgesamt wurden im Kistengebiet Mecklen~—
burg-Vorpommerns, dem Bezirk Rostock, von 1972 bis 1990 863
Befallsherde erfaft und geldscht, dabei dominierte mit 567
Standorten und 177.764 1fd. m Rodung der WeiBlidorn. In Obstanla-
gen konnte durch die komplexen AbwehrmaBnahmen das Schadausmal

gering gehalten werden.

Zur Verbreitung und zur Kontrolle des Feuerbrandes

Nach dem ersten Auftreten des Feuerbrandes an der Westkiiste
Schleswig—-Holsteins im Jahre 1971 waren fiir das Gebiet der
DDR die ersten Befallsnachweise im Kiistenbereich des Bezirkes
Rostock zu erwarten. Daher fiihrte 1972 der Pflanzenschutzdienst
hier gezielt Kontrollen durch. Dabei wurde am 12. 06. 1972
der erste Befallsherd an WeiBdorn im Kiistenschutzstreifen
der Insel Poel bei Wismar festgestellt. Unter Einbeziehung
von Suchkrdften aus der Land- und Forstwirtschaft sowie weite~
rer Institutionen konnte das Gebiet des Bezirkes Rostock dar-
aufhin widhrend und nach der WeiBdornbliite flichendeckend abge-
sucht werden, wobei man 1972 fast ausschlieBBlich in den Kiisten-

gemeinden Befall beobachtete. Insgesamt wurden 194 Feuerbrand-
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herde erfafit, darunter 140 an WeiBdorm. Bei 53 Funden an Obst-
bdumen, vor allem Birnen, handelte es sich um Einzelbidume
in Gdrten (Tab. 1).

Die 1972 gesammelten Erfahrungen konnten bei der Kontrolltidtig-—
keit der Folgejahre zugrunde gelegt werden. So wurde in Ergidn-
zung zu den gesetzlichen Festlegungen der 24, Durchfiihrungsbe-—
stimmung (anonym, 1972) jahrlich fiir den Bezirk Rostock eine
spezifische Konzeption zu Abwehrmafinahmen gegen den Feuerbrand
durch das Pflanzenschutzamt aufgestellt. Diese beinhaltete
im wesentlichen, daB ausgehend von den geldschten Herden des
Vorjahres Kontrollen zu Wintersymptomen und ab Bliite Beobach—
tungen auf Neubefall durchzufithren waren. Der jadhrliche Erstbe-—
fall, der mit einer Ausnahme an Apfel stets an WeiBdorn =zu
beobachten war, wurde dazu festgehalten und diente als Aus~
gangstermin fiir intensive Kontrollen. Die friiheste Beobachtung
des Neubefalls war 1990 am 20.05. zu verzeichnen, der spiteste
Termin war der 29.06.1982 (Tab.1).

Bei den jahrlichen Suchaktionen konzentrierten sich die Mitar-
beiter des Pflanzenschutzdienstes insbesondere auf Obstanlagen,
Baumschulen, Kleingartenanlagen und ©6ffentliche Grinflidchen,
vihrend die Pflanzenschutzspezialisten der Betriebe in die
Uberwachung ihrer Territorien einbezogen waren. In den ersten
Jahren wurden die Such~ und AbwehrmaBnahmen vorrangig unter
dem Auspekt durchgefihrt, ein Vordringen der Krankheit in
das Landesinnere hinauszuzbgern. Nachdem 1980 wund 1981 der
Feuerbrand praktisch das gesamte Gebiet der DDR erfafBit hatte
(Tab. 2), konzentrierten sich die Aktionen auf demn Schutz
von Obstanlagen und Baumschulen. Dazu wurde im 3 bis 5 km~

Radius das Auftreten kontrolliert und Herde beseitigt.

Zu Abvehrmafinahmen gegen den Feuerbrand

1972 und noch in den Folgejahren konnte man alle festgestellten
Befallsherde kurzfristig wieder l&schen., Dabei zeigte es sich,
daB eine griindliche Berdumung auch der an einen Herd angrenzen-
den Wirtspflanzen fiir die Folgejahre den besten Tilgungserfolg
zeigte, Da im gesamten Kiistengebiet, auf das sich der Befall
in den ersten Jahren konzentrierte, WeiBdorn in den Windschutz-
hecken verstidrkt vertreten war, erfolgten unter dem Gesichts~—

winkel der flichendeckenden Beseitigung aller erkannten Be-
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fallsherde sehr umfangreiche RodungsmaBnahmen. Sie beliefen
sich im Bezirk Rostock im Jahre 1972 an WeiBdora auf ca.
150.000 1fd. Meter Hecke. Das anfidnglich durchgefiihrte Roden
der Herde erwies sich als duBerst arbeits— und kostenaufwendig.
Zum ReiBen der Stubben benstigte man schwere Technik amn Schlep~
pern bzw. Raupen. AuBerdem kam zum Teil eine Erosionsgefdhrdung
in den Kiistenschutzzonen hinzu. Daher wurde nach Méglichkeit
auf das Absigen in Kombination mit einer herbizidenm Stubben-
nachbehandlung umgestellt,

Durch die umfangreichen AbwehrmaBSnahmen offensichtlich mit
bedingt, blieb die Krankheit bis 1979 auf das urspriingliche
Befallsgebiet, den Bezirk Rostock, beschrinkt. Einzelherde
in den Bezirken Potsdam, Magdeburg und Halle im Jahre 1972
und 1973 in den heute zu Mecklenburg-Vorpommern gehdrenden
Bezirken Schwerin und Neubrandenburg sowie in Frankfurt/Oder,
Leipzig und Karl-Marz—Stadt (Chemnitz) wurden sofort wieder
geléscht (Tab. 2).

Im Bezirk Rostock war 1974 erstmals eine verstirkte Infektion
an Ziergehtlzen, insbesondere in ©ffentlichen Griinanlagen,
so z.B. in Rostock zu verzeichnen. Vorwiegend waren Cotoneaster
spp. und Pyracantha betroffen, Daraufhin wurde vor Seiten
des Pflanzenschutzes beratend EinfluB auf die Planung von
Griinanlagen hinsichtlich der Sortimentsauswahl genommen, hoch=
anfdllige Wirtspflanzen kamen nicht zum Anbau.

1978 und verstidrkt 1979 waren in Rostock erste Befallsherde
in Obstanlagen an Quitte und Apfel 2zu verzeichnen. Dabei war
fiir das Jahr 1979 mit einem erneuten starken Auftreten an
Weifldorn typisch, dafl mnach einem strengen, langen Winter sich
Obst~, Ziergehtlze und WeiBdorn in der Bliitezeit iiberschnitten,
so daB iiber Bliteninfektionen ein Ubergreifen der Krankheit
auf Obstgehdlze méglich war.

Insgesamt wurden im Bezirk Rostock von 1972 bis 1990 an WeiB-
dorn 567 Herde mit einem Umfang von 177.764 1fd. m Hecke wund
3,900 Einzelbdumen sowie 3,206 m® Ziergehtlze beseitigt. Bei
Obstgehtlzen dominierte der Befall an Apfel, wobei vorwie-
gend RiickschnittmaBnahmen genutzt wurden, Im Gebiet der DDR
wvar als stidrkstes Befallsjahr nach ersten Befallshthepunkten
in den Jahren 1981 und 1982 das Jahr 1985 mit insgesamt 9.434
Befallsstandorten einzuschétzen (Seidel, Richter, Plorin,
1990).
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Hafnehmen zum Schutze von Obstanlagen und Baumschulen

Nach den Befallsbeobachtungen der ersten Jahre lagen alle
Obstanlagen und Baumschulen des Bezirkes Rostock im befallsge-
fidhrdeten Gebiet, so daB besondere VorbeugemaBnahmen angebracht
waren. Von etwa 5.000 ha Obst im geschlossenen Anlagen im
Land Mecklenburg~Vorpommern befanden sich c¢a., 1.600 ha im
Bezirk Rostock wund vomn 410 ha Baumschulfliche ca. 180 ha in
4 Baumschulen., Bereits 1972 wurde um alle Obstanlagen mit
einer GroBe iiber 5 ha sowie um die Baumschulen eine 500 m
breite crataegusfreie Schutzzone durch Rodung des Rot~ und
WeiBdorns geschaffen. Die Betriebe entfernten jdhrlich den
Wiederaustrieb und erweiterten bei einer VergréBerung der
Anlagen auch entsprechend die Schutzzonen. Das Stadtgebiet
von Rostock, in dem sich 3 Obstanlagen und 1 Baumschule be-
findet, wurde 1979 zum feuerbrandgefidhrdeten Gebiet erklirt.
Gemeinsam mit den Betrieben und den fir die Griinanlageplanung
zustdndigen Firmen waren vorbeugende Mafinahmen einzuplanen.
So erfolgte dim 1 km-Umkreis um die =zu schiitzenden A4nlagen
keine Bepflanzung von anfdlligen Wirtspflanzen in offentlichen
Griinanlagen. Als welitere SchutzmaBnahme fiir Obstanlagen er—
folgten Regelungen zur Bienenwanderung. In Abstimmung mit
den Imkern und den Betrieben wurden in allen Obstanlagen,
in denen man Befallsherde in den Vorjahren lokalisiert hatte,
die Bienenvélker ab Ende der Hauptbliite bzw., wenn Infektions-
bedingungen fiir den Feuerbrand gegeben waren, aus den Anlagen
und deren 1 km~Umkreis entfernt. Hierbei konnten mehrjidhrige
Beobachtungen zugrunde gelegt werden, daB vor allem in der
Nachbliite witterungsbedingt Infektionsméglichkeiten hidufig
gegeben waren. Durch ein Uberschneiden des Bliihtermin mit
anderen Hauptwirtspflanzen des Feuerbrandes, vor allem des
‘WeiBdorns, erhthte sich unter Umstﬁndeh das Infektionsrisiko.
Als MaBnahme des Objektschutzes erfolgten auch weiterhin im
3 bis 5 km—Umkreis von Anlagen eine Beseitigung aller Befalls-
herde.

In 7 Obstanlagen mit einer Anbauflidche von Apfel und Birnen
von 969 ha waren Feuerbrandbefallsherde in mehreren Jahren
festzustellen., Zusdtzlich zu den o, g. VorbeugemafSnahmen kamen
hier noch Riickschnitte hinzu. Die Erfahrungen =zeigten, daB
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bei sehr friihem Erkennen der Primdrherde ein =ziigiges, griindli-
ches Entfernen von Befallsisten neben Apfel auch bei Birnen
erfolgreich angewendet werden kann. Als VorbeugemaBnahmen
fiir das Folgejahr kamen in den Befallsquartieren der Einsatz
von Bordeauxbriihe als Austriebsspritzung und ein ein- Dbis

zweimaliger Einsatz von bercema-Maneb 80 in die Bliite hinzu.
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Erstauftreten und Befallsherde des Feuverbrandes
im Bezirk Rostock

Jahr  Erstauf- Anzahl Wirtspflanzen

treten an Befalls—

WeiBdorn herde WeiBdorn Birne Apfel (Quitte Ziergehdlze

(gesamt)

1972 12,06. 194 ca. 140 35 17 1 1
1973 20.06. 38 38 - - - -
1974 13.06. 68 35 6 - 1 26
1975 19,06, 18 17 1 - - -
1976 16.06. 15 2 - - 9
1977 21.06. 2 - - - -
ig78 23.06, 26 8 - 7 1 10
1979 06.06. 110 62 17 27 - 4
1980 10.06. 69 34 15 18 - 2
1981 22.05. 142 101 15 11 - 15
1982 29.06. 38 19 8 7 - 4
1983 08.06. 34 22 8 2 - 2
1984 22,05, 22 17 2 1 - 2
1985 10.06. 31 26 2 3 - -
1986 23.05. 32 23 6 2 - 1
1987 13.06. 8 8 - - - -
1988 07.06. 4 4 - - - -
1989 01.06. 5 4 - - - 1
1990 20.05. 7 3 1 2 - 1

zwischen
1972-  20.05.-

863 567 118 97 3 78

1990 29.06.
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Tab., 2
Entwicklung des Feuerbrandauftretens in der DDR

Bezirk E '§

REEREE ;
NHIIITI
1972 EN+H | l EN. -~ EN. N l I
1973 . EN. EN. . I - - N, EN.
1974 x - . -
1975 .« .= =
1976 . - = -
1977 . - = -
1978 . - - -
1979 X = x =
1980 X - . xx EN, EN,
1981 X XX X XX X XX XX X EN. . . .
1982 o . . xx x BN x x x . . x . X
1983 . e . x . . X X XX X . . . .
1684 . . - . . . X X . o .
1985 %X X X X X x xx xx xx xx xx N, x xx x
1986 o e o . X X X XX XX XX XX . XX X .
1987 . e . . . e X . . . X .
1988 o . . X . o e X e
1989 o e . . . . . . . . e .
EN = Erstnachweis
- = kein Nachweis
. = geringes Auftreten
x = starkes Auftreten (etwa 100 Herde mit groBerem Rodeumfang)

it

XX sehr starkes Auftreten

(bei freien Feldern lagen keine Angaben vor)
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J. Dalchow

Hessisches Landesamt fir Erndhrung, Landwirtschaft und Land-
entwicklung = Pflanzenschutzdienst, Frankfurt am Main

Stand der Verbreitung des Feuerbrandes in Hessen und MaBnahmen

zur Bekampfung nach der Feuerbrand-Verordnung

Im Jahre 1981 wurde der Erreger des Feuerbrandes zum ersten Mal
in Sidhessen nachgewiesen. In den folgenden Jahren breitete
sich der Befall entlang dem Main~Kinzigtal sowie Odenwald aus;
1986 wurde dann in allen Kreisen Hessens der Feuerbrand festge-
stellt. Die ersten befallenen Pflanzen waren grofblattrige Coto-
neaster~Arten, besonders C. salicifolius floccosus, danach kamen
WeiB- und Rotdorn, Apfel, Birne, Quitte sowle vereinzelt Stran-
vaesia und Sorbus aria hinzu.

Die Schwere des Befalls und seine Verteilung auf die verschie-
denen Wirtspflanzen hangt ausschlieflich von den Witterungsbe-
dingungen ab. Wenn zur Bliitezeit feuchtes Wetter und hohe Tem-
peraturen vorherrschen, kommt es zu einem schweren Befall.Auch
nach Gewittern war ein starker Befall zu beobachten.

Der Virusmuttergarten, die Reiserschnittgérten und die Wirts-
pflanzen—-exportierenden Baumschulbetriebe werden mindestens
viermal und die anderen Baumschulbetriebe mindestens einmal
kontrolliert. Bisher wurde in Baumschulen kein Befall festge-
stellt; dagegen 1985 im Reilserschnittgarten Grof-Umstadt, so

daf zundchst die Reiserabgabe untersagt und schlieBlich der
Standort als Kernobst Reiserschnittgarten aufgegeben wurde.

Im Erwerbsobstbau wurde bisher nur vereinzelt schwacher Be-

fall an Apfel bzw. Birnen verzelchnet, so daB Schnittmafnahmen
zur Bekdmpfung ausreichten; nur in einem Fall wurden die Baume
einer hochanfdlligen Birnensorte gerodet und verbrannt.

In den Fdllen, in denen Feuerbrand im Umkreis von 500 m um Kern-
obstanlagen festgestellt wurde, ist gemdR der Feuerbrand-Verord-
nung die Vernichtung der befallenen bzw. hochanfdlligen Wirts-
pflanzen angeordnet und durchgefihrt worden. Im Streuobstbau
waren keine besonderen MaBnahmen erforderlich. Hier wurden nach
einem schweren Befall lediglich Biume bei der hochanfdlligen
Birnensorte 'Mollebusch'! gefdllt.
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Karen Falch

Landwirtschaftskammer flr das Saarland =~ Pflanzenschutzamt
Saarbriucken

Situation des Feuerbrandes im Saarland und Mafnahmen zu

seiner Bekampfung

Seit dem Jahr 1987 ist der Feuerbrand im Saarland nachgewiesen
worden. Bel Kontrollen um die Baumschulen im 5 km-Radius wurde
erstmals an einem alten Birnbaum in einem Hausgarten die Krank-
heit festgestellt. Bei anschlieBenden Kontrollen in diesem Ge-
biet wurden weitere sieben mit Feuerbrand befallene StraAucher
von Cotoneaster salicifolius floccosus gefunden.

Der Befall der ndchsten Jahre sah wie folgt aus:

1988 7 x Pyrus communis

1 x Malus sylvestris

2 x Crataegus monogyna

23 % Cotoneaster salicifolius
1989 5 x Cotoneaster salicifolius
1990 9 x Cotoneaster salicifolius

4 x Cotoneaster bullatus

1 x Cotoneaster x watereri 'Cornubia'
1991 61 x Cotoneaster salicifolius
(bis 3 x Cotoneaster x watereri 'Cornubia’
Mai) 1 x Amelanchier

1 X Pyracantha coccinea

Die Pflanzen wurden entweder in Hausgdrten oder im &ffentlichen
Grin angetroffen. Im Offentlichen Grin lag die Vermutung nahe,
daB der Feuerbrand durch SchnittmaBnahmen verbreitet wurde. Fuar
alle Pflanzen wurde eine Rodungsanordnung ausgestellt, z.T.
halfen die Gemeinden den Kleingartenbesitzern bei der Rodung bzw.
bei der Verbrennung.

Ein Anbauverbot fur Feuerbrand-Wirtspflanzen liegt im Saarland
nicht vor, es existiert aber eine Empfehlung des Wirtschaftsmini-
steriums aus den 70er Jahren, Feuerbrandwirtspflanzen, insbeson-
dere Crataegus, bei Vorhaben der Offentlichen Hand nicht anzu-
pflanzen. Diese Empfehlung wurde jedoch weitgehend nicht befolgt.
Nachtrag: Das Jahr 1991 war im Saarland eine starkes Feuerbrand-
jahr. Bis Oktober wurde der Erreger an 130 Pflanzen nachgewiesen.
Zum ersten Mal wurde die Krankheit auch in Baumschulen festge-~
stellt. Alle Pflanzen wurden dgerodet.



- 25 -

Lutz Glindel
Landespflanzenschutzamt Rheinland-Pfalz, Mainz

Die Feuerbrandkrankheit in Rheinland-Pfalz

Befallssituation

In Rheinland-Pfalz tritt der Feuerbrand an Ziergehdlzen seit
1981, an Obstgehdlzen seit 1985 auf. Trotz intensiver Rodungs-
mafnahmen in den Anfangsjahren hat sich die Pflanzenseuche an
Ziergeh®lzen liber weite Landesteile - insbesondere im Rheingra-
ben - ausgedehnt. Obstanlagen waren bislang meist nur punktuell

betroffen.

Vorgehen

Vom Pflanzenschutzdienst wird derzeit im wesentlichen nur noch
"Objektschutz® betrieben:

= In den bedeutenden Obstbaugebieten werden die Ertragsanlagen
stichprobenartig {iberwacht. Die Obstbauern wurden in Aufkléd-
rungsversammlungen und mit Hilfe schriftlicher Informationen
intensiv aufgeklirt. Uber Telefonanrufbeantworter, Btx und
Warndienst wird die aktuelle Befallslage mitgeteilt. Das Vor-
gehen zielt auf rechtzeitiges Erkennen der Krankheit und
schnellen und wiederholten Riickschnitt ab. Rodungen sind der-
zeit die Ausnahme. Am stidrksten betroffen war bislang die Sorte
"James Grieve", deutlich weniger "Gloster".

-~ Alle Baumschulen/Gartencenter werden alljdhrlich mehrmals
kontrolliert und befallene sowie benachbarte Pflanzen sofort
eliminiert.

- Eine umfassende Kontrolle aller Hausgéirten und des 8ffentli-
chen Griins ist =~ mit Ausnahme der Umgebung von Obstanlagen,
Baumschulen/Gartencentern und des Reiserschnittgartens - nicht
mdglich. Am hdufigsten und stdrksten befallen war bislang Coto-
neaster salicifolius floccosus. An Crataegus gab es erst seit
ca. 3 Jahren regional stédrkeren Befall.
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H.G. Michel
Landesanstalt fir Pflanzenschutz, Stuttgart

zur Situation des Auftretens der Feuerbrandkrankheit
(Erwinia amylovora) in Baden-Wirttemberg

In Baden-Wirttemberg wurde der Erreger der Feuerbrandkrankheit,
das Bakterium Erwinia amylovora, erstmals 1981 nachgewiesen. Im
zZuge der Sanierungen wurden nach diesem Erstauftreten nicht nur
Ziergehélzpflanzungen im Sffentlichen und privaten Grin, son-
dern auch einige befallene Bilrnen- und Apfelbestédnde gerodet.
Das regional verstdrkte Auftreten der Krankheit, vor allem seit
1986, bestdtigt die Annahme, daR der Erreger unter den klimati-
schen Bedingungen von Baden-Wirttemberg in vielen Jahren ideale
Entwicklungsméglichkeiten vorfindet, wenn man von den hdheren
und kihleren Lagen absieht. Obwohl ein gleichzeitiges heftiges
Auftreten in allen fir die Krankheit klimatisch ginstigen Ge-
kbieten bisher nicht beobachtet wurde, muB immer wieder mit
einem lokal begrenzten, schadigenden Befall an Kernobst und an-
fadlligen Ziergehdlzen gerechnet werden; in anderen Worten: Eine
Ausrottung ist, wie in allen bisherigen Befallsgebieten, nicht
mehr méglich.

Stéarker befallen wurden neben den Kernobstarten Birne, Apfel
und Quitte, vor allem Ziergehdélze der Gattung Cotoneaster
(Zwergmispel) wie C. bullatus, €. salicifolius floccosus, C. sa-
licifolius cultivares, C. X watereri cultivares; Crataegus
monogyna {(WeiBdorn), C. laevigata (oxyacantha = Rotdorn);: Sor-
bus aria (Mehlbeere), gelegentlich auch Stranvaesia davidiana
(Stranvaesie).

Neben weiteren Cotoneaster- und Sorbus Arten wurden auBerdem
Chaenomeles (Scheinquitte), Pyracantha spp. (Feuerdorn), Zier-
formen von Malus (Apfel) und Pyrus (Birne) befallen,jedoch in
wesentlich geringerem AusmaR.
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Durchgefiihrte Abwehrmafnahmen

Neben den im jeweiligen Einzelfall durchgefiihrten lokalen Ro-
dungsaktionen der befallen Wirtspflanzen erfolgten umfangreiche
Aufklérungsaktionen Uber die Krankheit in Form von Merkblattern,
Presse, Rundfunk und iber Fernsehen. Danach ist jeder Besitzer
von Wirtspflanzen des Feuerbrandes aufgefordert durch eigenes
Beobachten und entschlossenes Handeln bei Befall einem verstérk-
ten Auftreten dieser Krankheit entgegenzuwirken.

Folgende Empfehlungen wurden herausgegeben:

"Das rechtzeitige Erkennen eines Befalls ist wichtig®.

Kernobst und anfdllige Ziergehdlzbestdnde missen wahrend der
Vegetationsperiode, besonders ab der Bliite bis Ende August, re-
gelndfig auf Befall kontrolliert werden.

“Bei Befall ist unverzlglich 2zu handeln®.

Erfahrungsgemdf koénnen schwach befallene Obstgehdlze meist
durch einen groBzigigen Rickschnitt bis mindestens 30 c¢m in das
gesunde Holz gerettet werden. Weiterhin wird beili schwil-warmem
Wetter an den erkrankten Pflanzenteilen oft reichlich Bakteri-
enschleim produziert, der eine gefihrliche Infektionsquelle fir
angrenzende Wirtspflanzenbesténde darstellt. Um der Entstehung
dieser Infektionsquellen vorzubeugen,ist der Rickschnitt grund-
sdtzlich bereits bel Sichtbarwerden der ersten verdichtigen
Symptome durchzufiihren, und zwar unabhéngig davon,ob ein Befall
durch Feuerbrand nachgewiesen wird oder nicht. Wartet man zu-
néchst die Ergebnisse eines Labortests ab, geht in der Regel
wertvolle Zeit fir eine wirksame Abwehr verloren. Ein schnelles,
entschlossenes Handeln ist daher gefordert. Stark befallene Ge-
hélze sind sofort zu roden und zu vernichten.

Dem Schutz besonders gefdhrdeter Objekte wird eine vorangige
Bedeutung beigemessen ("Objekschutz®).
Hierzu gehdren: -~ Kernobstanlagen des Erwerbsobstanbaues
- Baumschulflachen
- Muttergérten fir die Gewinnung virusfreien
Vermehrungsmaterials
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Zu diesem praktizierten "Objektschutz" gehdért insbesondere auch
die Uberwachung des Umfelds der gefédhrlichen Objekte. Im Rahmen
des Objektschutzes muB die Abwehr und Bekdmpfung des Feuerbran-
des konsequent nach der Feuerbrandverordnung durchgefihrt werden.

Weiterhin wird zum Schutze besonders gefdhrdeter Objekte empfoh-
len, weder hochanfdllige Wirtspflanzen in deren Ndhe anzupflan-
zen noch zum Verkauf abzustellen.

Der Schutz dieser Objekte ist auch bei Neupflanzungen im Streu-
obstbau zu bericksichtigen, da hier in der Regel das Kernobst
weniger sorgfidltig gepflegt und nicht in dem erforderlichen MaR
auf Befall kontrolliert wird. Auf Flachen des Streuobstanbaues,
die in unmittelbarer Nachbarschaft zu den vorgenannten Objekten
liegen, sind daher anstelle von Kernobst bevorzugt Stein- oder
Schalencbstarten zu pflanzen.

Auf Flachen auBerhalb der zu schiitzenden Objekte und der sie um-
gebenden, im jeweiligen Einzelfall zu definierenden Schutzzonen
sind entsprechend der Feuerbrandverordnung alle Mafnahmen auf die
Eigeninitiative der Verfligungsberechtigten und Besitzer von
Wirtspflanzen abgestellt. Dabei wird immer auf die hohe Verant-
wortung in bezug eines schnellen Handelns im Interesse der All-
gemeinheit hingewiesen.
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J.Vogelsanger und R.Grimm

Eidg. Forschungsanstalt, fiir Obst-, Wein- und Gartenbau,
CH-8820 Wadenswil, Schweiz

Feuerbrandrisiko wihrend der Bliitezeit von Wirtspflanzen

In der Schweiz trat der Feuerbrand Erwinia amylovora erstmals
1989 auf. Befallspflanzen waren Cotoneaster dammeri und
C.salicifolius. Die drei Krankheitsherde in Stein am Rhein,
Egschenz und Stammheim liegen am unteren Ende des Bodensees, in
unmittelbarer N&he eines wenig &lteren Befallsherdes im Sud-
deutgchen Oehningen. Im Befallsgebiet stehen viele verschiedene
Wirtspflanzen des Feuerbrandes. Wahrend der Vegetationsperiode
werden diese seit einigen Jahren in einem Monitoringverfahren
auf Bliitenbefall von E.amylovora untersucht. Die Ergebnisse
werden in Beziehung zum berechneten wetterabhingigen Feuer-

brandrisiko gesetzt.

Witterung und Feuerbrandrisiko:

.Die Berechnung des Feuerbrandrisikos basiert auf dem Modell
nach E.Billing (1980), mit folgenden Spezifikationen nach
L.Baumm (1985):

Wenn PD £ 0,5 ist, so startet keine IP. Erweiterung der

PD-Tabelle: PD= ~1 wenn Tmax = 0°C, PD= -2 wenn Tmax -2,5°C.
Die Bewertung des Abbildung 1
- Wertetabelle fir das Feuerbrandrisiko:
Feuerbrandrisiko Wertetabelle fir das Feuerbrandrisiko:
. Bedingungen: Tagesrisiko:
erfolgt nach einem gung gesrisiko
chne Start 0,86
Tabellenwert von Endung siner 1P 1
einer  ; 3T
0-8 (Abb.l), welcher P S | mit start 1.8
. . . L oE-14 T einer IP hne N 2,5
bericksichtigt, ob der f s e vy
. Lange: | 3-6Tg
eine oder mehrere In- ohne Ns 3.5
mit Ns &
fektionsperioden ge- ohne Start 0,5
: iner tP
endet haben, wie lang Endung omner 1
mehrerer! > 14 Tg 2
diese sind, und welche P 614 Tg | Mit Start ohne Ns 3
. der einer IP mit Ns 5
Wetterbedingungen Linge: | 3-6Tg ohne Ns 35
: mit Ns
am betreffenden Tag : 7
Endung 1 od. . .
vorherrschen. mehrerer |P die bei NS » 25mm gestartet sind: 8
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Methode zum Nachweils von Feuerbrand:

Der Nachweis von Feuerbrand erfolgte durch Isolation des Erre-
gers aus verddchtigen Pflanzenproben auf Kings'B und NSA N&hr-
béden. Fiir die Bliitenuntersuchungen wurden 15 Bliten in 8 ml
gepuffertem Peptonwasser geschiittelt. Nach 1 Stunde wurde davon
auf King's B-Ndhrboden ausgestrichen. Die Identifikation von
E.amylovora erfolgte durch Koloniencharakterisierung, durch
einen Serumtest und stichprobenweise mit dem Birnentest.

Ergebnisse:

Abbildung 2: Monatssummen vom Feuer-
brandrisiko, Schaffhausen, 1987-1991

¥
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Das Feuerbrandrisiko in Schaffhausen 1987-1991:

Die Ausbreitung des Feuerbrandes wird durch die meteoroclo-
gischen Tageswerte massgebend mitbestimmt. Die Abbildung 2
zeigt die Monatssummen von berechneten Feuerbrandrisiken. Diese
weisen grosse Unterschiede in den verschiedenen Jahren auf.
Ebenso weilsen die Summen der Feuerbrandrisiken wdhrend der
Bliitezeit verschiedener Wirtspflanzen grosse Unterschiede wvon
Jahr zu Jahr auf, was in Abbildung 3 zum Ausdruck kommt. Im
Jahre 1991 war sie filir alle vor dem 10. Juni blihenden Wirts-
pflanzen sehr tief. Aus der gleichen Abbildung ist ersichtlich,
dass in der Region Schaffhausen das Obst generell niedrigere
Risikowerte wdhrend seiner Bllitezeit aufzuweisen scheint als

Ziergehtlze wie C.dammeri, C.salicifolius oder Pyracantha.
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Abbildung 3: Feuerbrandrisiko wahrend
der Bliitezeitend, Schaffhausen 1987-1891
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Befallene Pflanzenproben:
Insgesamt sind im Jahre 1989 drei Standorte mit befallenen Co-

toneaster dammeri und drei Funde von C.salicifolius entdeckt
worden. 1990 waren ein C.dammeri und vier C.salicifolius
befallen. Im Jahr 1991 wurde im August eine Einzelinfektion an
einem Birnbaum in Mammern am Bodensee gefunden, im September in
Eschenz eine befallene BOschung von C.dammeri. Alle

befallenen Pflanzen wurden jeweils sofort gerodet.

Besiedlung von Bliten durch E.amylovora:

1990 wurde E.amylovora mehrmals an Bliten von Pyracantha
nachgewiesen, ohne dass die Pflanzen krank wurden. Auch an
C.salicifolius gelang der Erregernachweis Mitte Juni, 2
Wochen spédter erkrankten die betreffenden Pflanzen. An Bliiten
von C.dammeri konnte der Erregexr nicht gefunden werden.

1991 waren ab Anfang Juli vereinzelte Bliiten von C.salici-
folius mit E.amylovora besiedelt, diese Pflanzen erkrankten

aber nicht.

Diskussion:

Die vorliegenden Untersuchungen sollen dazu beitragen, die
Verbreitung des Feuerbrandes unter den lokalen Verhdltnissen
besser verstehen zu lernen. Die grosse Bedeutung der Zier-

Wirtspflanzen fir die Ausbreitung des Feuerbrandes liber die
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Blite ist deutlich zu erkennen. Monitoring-Untersuchungen
sind eine wertvolle Hilfe bei der Ueberwachung alter
Feuerbrandherde, wenn sie mit einer Feuerbrandprognose

koordiniert werden.
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M. Nachtigall

Biologische Zentralanstalt Berlin
Institut fir Phytopathologie Aschersleben

Ein Modell zur Oberwachung des Feuerbrandes beim Kernobst

1. Einleitung

Um den Feuerbrand effektiv'zu bekdmpfen, ist die Bestimmung
von optimalen Bekdmpfungsterminen anhand wirksamer Verfah-
ren zur Uberwachung der aktuellen Befallssituation von groéf-
ter Bedeutung.

Obgleich es in den letzten Jahren nicht an Versuchen mangel-
te, derartige Prognosesysteme zu entwickeln, die teilweise
zur Interpretation zurickliegender Epidemieveridufe geeignet
sind, ist es bisher nicht gelungen, eine durchgdngig sichere
Methode fir eine mehr oder weniger langfristige Vorhersage
des Krankheitsauftretens zu entwickeln. Diese Situation
macht die intensive weitere Bearbeitung der Feuerbrandepide-
miologie unter konkreten mitteleuropdischen Bedingungen
zwingend erforderlich.

Im Ergebnis langjdhriger Untersuchungen wurde von MAURER u.
FICKE (1989) ein Oberwachungssystem erarbeitet, mit dessen
Hilfe der Kontrollaufwand reduziert wird und die Durchfih-
rung effektiver BekdmpfungsmaBnahmen mdglich ist.

2. Material und Methoden

Das System besteht aus drei Hauptkomponenten:

-~ der Erfassung von spezifischen Anlageng}unddaten zur Er-
mittlung des Anlagenrisikos auf der Grundlage eines von
Beer u.a. (1984) vorgestellten und durch uns modifizierten
Bewertungssystems. Nach Addition der Belastungspunkte fir
alle relevanten anlagenspezifischen Parameter erfolgt die
Klassifizierung der Anlagen nach einer dreistufigen Skala;

- der téglichen Wetterdatenerfassung und der Bestimmung des
sich daraus ergebenden Wetterrisikos.
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Das Resultat der Berechnung ist ein den jeweiligen Gefdhr-
dungsgrad widerspiegelndes Gesamtrisiko, das den gezielten
Einsatz von Bek&mpfungsmaBnahmen, wie z.B. Einsatz von PSM
und Befallskontrollen, gestattet und in Zukunft auch eine
Empfehlung fir den Einsatz eines Bakteriensammlers (EHRIG
u. FICKE, 1990) ermdglichen soll.

Zur Berechnung des Wetterrisikos verwendet man in Abhdngig-
keit von der vorherrschenden Wachstumsphase am besten zwel
unterschiedliche Methoden: Wahrend der Blilhphase wird das
Wetterrisiko auf der Grundlage der taglichen Maximaltempe-
ratur unter Beachtung bestimmter Temperaturschwellenwerte
nach BRULEZ u. ZELLER (1981) ermittelt. Im AnschluB an die
Blite, d.h. wahrend der Triebwachstumsphase, hat sich das
Verfahren nach BILLING (1980) am besten bewdhrt, nach dem
die Dauer von Inkubationsperioden berechnet und Infektions-
tage bestimmt werden.

Ausschlaggebend fir den Grad der potentiellen Gefédhrdung
ist die Menge der in Folge endenden Inkubationsperioden

und deren Lénge. Enden Inkubationsperioden an einem Infek-
tionstag, so ist das Befallsrisiko besonders hoch.

Nach FICKE u.a. (1988) erhdlt das Wetterrisiko bei einmali-
ger Erfiiliung der BILLING'schen Gleichung den Wert 1. Enden
2-3 Inkubationsperioden in Foige, wird dem Wetterrisiko der
Wert 2 zugewiesen, wdhrend bei mehr als drei beendeten Inku-
bationsperiocden das Wetterrisiko gleich 3 ist.

Durch Multiplikation des jeweiligen Anlagenrisikos mit dem
aktuellen Wetterrisiko wird ein anlagenbezogenes Gesamtrisi-
ko berechnet. Wéhrend bei einem Gesamtrisiko von 4 Spritzun-
gen und Kontrollen empfehlenswert sind, machen sich bei
einem Wert von 6 bzw. 9 BekémpfungsmaBnahmen unverziglich
erforderlich.

Das System wurde fir 6 MeBstellen mit jeweils 100 Anlagen
konzipiert und in den entsprechenden Arbeitsversionen in 6
Obstbaubetrieben und 2 wissenschaftlichen Einrichtungen er-
probt.
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3. Ergebnisse

Die Abbildung 1 zeigt eine Ubersicht des Feuerbrandauftretens
in einer Apfelanlage des IfP Aschersleben sowie die sich aus
dem Gesamtrisiko ergebenden Spritzempfehlungen. Deutlich zu
erkennen ist, daB von 9 im Rahmen der Bestandskontrolle re-
gistrierten Feuerbrandausbriche 8 in den Wirkungsbereich der
7 signalisierten Mittelapplikationen gefallen sind. Ledig-
lich der Termin 21.6.88 lag knapp auberhalb einer Empfehlung.
Da unseren Untersuchungen zufolge beim Apfel mit einer durch-
schnittlichen Dauer der Inkubationsperiode von 4-8 Tagen zu
rechnen ist, diirfte es aber auch in diesem Fall nicht zu einem
Befallsereignis qgekommen sein. Aus der in der Abbildung Z dar-
gestellten Analyse ist zu erkennen, dah zwel Befallsfeststel-
lungen (Mitte bzw. Ende August) nicht mehr in den Zeitraum
einer chemischen Behandlung fallen. Insgesamt wurden 5 Sprit-
zungen signalisiert, mit deren Hilfe 4 der insgesamt 6 beob~-
achteten Befallsausbriiche effektiv hdtten bekdmpft werden
konnen.

Bemerkenswert ist ferner, daB die Bekampfungsempfehlungen in
den letzten drei Jahrcen erst nach der Blihphase gegeben wur-
den.

Ein Vergleich der im Rahmen der Feuerbrandiberwachung zu kon-
trollierenden Apfelanbaufléche auf der Grundlage der bis Ok~
tober 1990 in der ehemaligen DDR geltenden Vorschriften einer-
seits und der Computersignalisation andererseits ergab am Bei-
spiel der Apfelanbaufléche des Landesgutes Eisleben eine be-
tréachtliche Einsparung sowohl der Kontrollflédche als auch des
Kontrollaufwandes.

Im Vergleich zu anderen Prognosemodellen werden mit dem hier
vorgestellten Oberwachungssystem zwar wesentlich weniger Be-
kadmpfungsmaBnahmen signalisiert, jedoch lbersteigt die An-
zahl der Empfehlungen noch immer die Zahl der in den Erpro-
bungsbetrieben tatsdchlich beobachteten Krankheitsausbriiche.

4, Diskussion

Das hier vorgestellte Uberwachungssystem hat sich im prakti-
schen Einsatz durchaus bewdhrt. Es stellt einerseits eine
Arbeitsversion fir die Praxis dar und bietet andererseits
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die MOglichkeit, darauf aufbauend weitere Untersuchungen durch-
zufihren.

Die detaillierte Analyse der umfangreichen Erprobungsergebnis-~
se ist gegenwdrtig noch nicht beendet.

Dennoch liegen neue Erkenntnisse vor, die kontinuierlich in
das System zu integrieren sind bzw. als Vorlage fiir ein neues
optimiertes System betrachtet werden kodnnen.

AbschlieBend ist zu bemerken, daB exakte Aussagen (iber die
Treffgenauigkeit und Effektivitdt der signalisierten Bekdmp-
fungsmaBnahmen nicht moglich sind, da im Untersuchungszeit-
raum kein grobBfldchiger Befall eingetreten ist.
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Abb.: 1 Feyerbrandiiberwachung und Spritzempfehiungen in

der Versuchsaniage Salzkoth 18988
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Feuerbrandilberwachung und Spritzempfehiungen in
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F. Ehrig
Bioclogische Zentralanstalt Berlin, Institut fir
Phytopathologie Aschersleben

Ein Bakteriensammler zum Nachweis von E. amvlovora in
Qbstanlagen

Alle bisher bekannt gewordenen Feuerbrandprognoseverfahren
beruhen auf der Wertung von Witterungsdaten oder auf der
Kombination eines Wetterrisikos mit einem Anlagerisiko.

Allen Prognoseverfahren ist weiterhin gemein, dald mehr poten-

tielle Befallssituationen signalisiert werden, als tatsidchlich

Feuerbrandbefall auvftritt (FICKE u.a., 1888).

Wie bei Jjeder anderen Pflanzenkrankheit ist das Auftreten des

Feuerbrandes an drei Hauptbedingungen gebunden:

- Die Unweltbedingungen missen die Bntstehung eines stabilen
parasitischen Verhdltnisses zwischen EBrreger und Wirt zu-
lassen. Diese Tatsache iest Schwerpunkt fiir die Wertung des
Wetterrisikos.

~ Die Wirtspflanze muff eine ausreichende Infektionsbereit-
schaft aufweisen. Hierzu werden geeignete Parameter im
Anlagenrisiko beriicksichtigt.

- Es muld3 infektidser Erreger vorhanden sein. Diese Bedingungen
werden in den bisher bekannten Prognoseverfahren nur unzu-
reichend erfapt.

Das Ziel nserer Untersuchungen bestand darin, auf der Grund-

lage von Prognoseverfahren beruhende Bekdmpfungsempfeh-

lungen dahingehend zu optimieren, dap die Durchfithrung von Be-

kdmpfungsmafnamen vom Nachwels des Erregers abhidngig gemacht

wird (Abb.1).
'Bedingungen

Computer
Erreger Erreger
Gefahr vorhanden nicht vorh
[ [
MaBnahmen MaBnahmen keine
Abbildung 1: MaBnahmen
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Der sicherste Beweis fiur das Vorhandensein von E. amylovora
ist durch eine sténdige Sichtbonitur auf Krankheitsbefall zu
erreichen. Diesem Verfahren sind aber aus arbeitsorganisatori-
schen Grinden Grenzen gesetzt. Der Nachweis des Erregers auf
Pflanzenteilen durch Kultur in Selektivmedien (MILLER u.
SCHROTH, 1972) hat dariiberhinaus den Nachteil, daB eine re-
prasentative Aussage Uber das Vorkommen des Erregers in der
Anlage die Untersuchung einer Vielzahl von Proben erfordert.
Wir stellten uns deshalb die Aufgabe, eine Methode zu ent-
wickeln, mit der Erregerzellen in Obstanlagen durch die Unter-
suchung von Luftproben nachweisbar sind. Hierzu wurden in der
Versuchsanlage 3Salzkoth in Aschersleben mehrjéhrige Unter-
suchungen durchgefiuhrt, tUber die bei FICKE u.a. (1880) aus-
fithrlich berichtet wurde.

Durch das Aufstellen agar- bzw. wassergefiillter Petrischalen
sowle wassergefillter Mikrotestplatten konnte gezelgt werden,
daB ein Erregernachwels aus der Luft tats8chlich m8glich ist.
Da dieses Verfahren aber einige schwerwiegende Nachteile auf-
weist, wurde eine Methode entwickelt, welche die Untersuchung
einer grdPeren, definierten Luftmenge auf Erregerzellen ge-—
stattet und zur Entwicklung des Bakteriensammlers fihrte
(EHRIG uw. FICKE, 1990). Mit diesem Ger&dt wird Luft angesaugt
und in eine Flissigkeit (100 ml) geblasen. In der Luft vorhan-
dene HErregerzellen werden in der Flissigkeit ("Fangflissig-
keit"”) suspendiert. Als Ergebnis einer mehrjihrigen Erprobung
zweier stationdr betriebener Bakteriensammler konnte deren
Funktionsf&higkeit nachgewlesen werden. Der stationire Betrieb
von Bakteriensammlern an verschiedenen Stellen in Obstanlagen
erfordert jedoch einen zu hohen Aufwand. Mit der erfolgreichen
Erprobung der stationdren Gerdte waren die Voraussetzungen ge-—
geben, einen mobilen, vielseitig und variabel einsetzbaren
Bakteriensammler zu entwickeln. Die mobile Variante des Bakte-~
riensammlers ist ein kompaktes Gerdt, daB mit einer speziellen
Haltevorrichtung an jedem Traktor befestigt werden kann. Die
Spannungsversorgung erfolgt {iber das Bordnetz des Traktors.
Der Luftdurchsatz betrégt ca. 1000 Liter pro Stunde. Der
Betrieb des Bakteriensammlers beelentrichtigt die EinsatzmSg-
lichkeiten des Traktors nicht, so daB der Bakteriensammler
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auch widhrend routineméfBiger Pflanzenschutz- und Pflegemaf3~

nahmen einsetzbar ist.

Zur Entwicklung eines geeigneten Nachweisverfahrens fiur die
Erregerzellen wurde ein Methodenvergleich unter Einbeziehung
der Agarkultur, der Immunfluoreszenztechnik (IFT), des ELISA
sowle des Dot-immunobinding-aseay (DIBA) durchgefithrt. Aus den
vorliegenden Versuchsergebniseen 18Bt sich schlufolgern, daB
mit allen gepriiften Methoden der Erregernachweis gefihrt
werden kann (FICKE u.a., 1990). Allerdings weisen sowohl die
Agarkultur, als auch die IFT und der ELISA bei der Untersu-
chung der Fangfliissigkeit wesentliche Nachteile auf (Abb. 2).

Moglichkeiten des Erregernachweises

* Auslegen der Proben cuf Agar

Nachtelle : - Zeltdauer
-~ Verunreinigungen
- geringe Probenmenge

* Immuniluoreszenztechnik

Nachieile : -~ ger&tetechnischer Auiwand
- umtangreiche praktische Erfahrungen
notwendig
- geringe Probenmenge
° ELISA
Nachieile - Zeitdauer

geringe Probenmenge

* Dot-immunobinding-assay (DIBA)

Abbildung 2:

Als Methode der Wahl erwies sich deshalb der DIBA (TOWBIN u.
GORDON, 18984).

Der DIBA stellt eine spezifische Variante des ELISA dar.
Hierbel werden die Antigene auf Nitrozellulosefilter aufge-
bracht und dort auf Grund spezifischer Materialeigenschaften
fixiert. Nach der Behandlung der Filter in einer Konjugat-
1¢sung erfolgt eine enzymatische Farbreaktion. Ein wesent-
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licher Vorteil dieser Methode besteht darin, dapB man eine
relativ grofe Menge der Fangflissigkeit auf dem Nitrozellu-
losefilter anreichern kann. Whrend die Probenmenge beim
Standard-ELISA 200 pl betrdgt, kann man beim DIBA ca. 50 ml
durch Filtration auf eine Filterfl&che von 75 mm? aufbringen.
Nach unseren Erfahrungen liegt die Nachweisgrenze beim DIBA um
1-2 Zehnerpotenzen unter der des ELISA. Wihrend mit dem ELISA
104 bis 105 Zellen pro ml nachgewiesen werden kdnnen, kann
durch den DIBA dank zusitzlicher Anreicherung und der niedri-
geren Nachweisgrenze noch eine Erregerkonzentration von 2
Zellen pro ml Fangflissigkeit erfapBt werden.

Weitere Vorteile des DIBA bestehen darin, daf die gerdtetech-
nischen Voraussetzungen fUr seine Durchfihrung gering sind,
und daf3 die Dauer der Nachweisreaktion im Vergleich zum ELISA
{ca. 40 Std.) nur 2-4 Std. betridgt. Im Hinblick auf einen
moglichen Einsatz des Bakteriensammlers in Praxisbetrieben epr-
gibt sich hieraus die Mbglichkeit, beim Auftreten des Erregers
kurzfristig reagieren zu kdnnen.

Wie bei allen serologischen Nachweisverfahren ist das Reak-
tionsergebnis des DIBA von einer Reihe Faktoren abhBngig. Dazu
gehbren z.B. die Reaktionstemperatur, die Inkubationsdauer,
die Lichteinwirkung, die Qualitdt der verwendeten Chemikalien,
die Qualitidt des Konjugates, die Eigenschaften der Nitrozellu-
losefilter und andere. Da diese Faktoren unter Praxisbedin-
gungen schwer zu standardisieren sind und um eine Aussage Uber
die in der Fangflissigkeit vorhandene Erregermenge treffen zu
k&nnen, wurde eine quantitative Variante des DIBA entwickelt.
Diese beruht darauf, daf auf die Nitrozellulosefilter neben
die Sammlerprobe Referenzproben definierter Bakterienkonzen-
trationen aufgebracht werden. Da Sammler- und Referenzproben
unter identischen Bedingungen behandelt werden, kann durch
einen direkten Vergleich der Farbintensitit der Sammler-

und Referenzproben auf die Erregerkonzentration in der Fang-
flissigkeit geschlossen werden. Uber Einzelheiten der guanti-

tativen DIBA-Variante wird an anderer Stelle berichtet.
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Eine Aussage iber eine mdgliche Korrelation zwischen Erreger-
nachweis und dem Befallsverlauf ist erst nach Auswertung des
bisher gesammelten umfangreichen Datenmaterials mdglich.
Grundsgtzlich kann jedoch eingesch8tzt werden, da mit dem
Svstem Bakteriensammler - DIBA auch geringe Erregermengen in
der Luft nachgewiesen werden konnen. Aufgrund der einfachen
Durchfiihrbarkeit des Verfahrens ist ein Einsatz unter Praxis-

bedingungen moglich.
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Erfahrungen mit neueren bakteriziden Verbindungen gegen den

Feuerbrand (Erwinis amylovora)

Nachdem in den letzten Jahren in einigen EG-Landern neben dem
Antibiotikum Streptomycin weitere bakterizide Verbindungen ge=-
gen den Feuerbrand zugelassen worden sind, in Frankreich, Bel-
gien, Niederlande z.B. das Firestop oder MBR-Fructil (BRISSET

et al. 1990, DECKERS et al. 1990), wurden von uns diese und an-
dere neuere bakterizide Verbindungen unter Freilandbedingungen
gegen Erwinia amylovora geprft, um uns ein Bild von deren Ef-
fektivitédt machen zu kénnen. Die insgesamt getesteten Versuchs-
praparate sind nachfolgend in Tab. 1 wiedergegeben.

Methodik

Als Wirtspflanzen wurden zwischen 2-5jdhrige Strducher der hoch-
anfadlligen Cotoneaster-Sorte Cotoneaster salicifelius floccosus
verwendet. Die Versuche erfolgten in randomisierten Blécken von
5-8 Versuchspflanzen Uber 2 Versuchsjahre (1989 und 19%0) auf
der Feuerbrandversuchsanlage der BBA in Kirschgartshausen.

Tab. 1 Gegen den Feuerbrand getestete Verbindungen

Produkt Wirkstoff % Firma/Labor
Kupferoxychlorid 35 Ciba Geigy
Streptomycin Streptomycinsulfat 17 Hoechst AG
Nourseothricin Aschersleben%*
S~-0208 Analog d.Oxanilinsédure 20 Sumitomo/Japan
Firestop Flumequine 80 3M-Company
Aliette Fosetyl=-Aluminium 74.6 Agrotec

* Institut f.Phytopathologie der BZA
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Zusdtzlich zu den bakteriziden Préparaten wurde das Fungizid
Aliette getestet, das in Untersuchungen von franzésischen Auto-
ren eine positive Wirkung gezeigt hatte (PAULIN et al. 1990).
Die Pflanzen wurden kinstlich infiziert, indem eine Suspension
eines hochpathogenen Stammes von E. amylovora in einer Konzen-
tration von ca. 109 Zellen/ml in die Vollblite gespriht wurde.
Die einzelnen Verbindungen wurden jeweils protektiv eingesetzt,
meist 3 std. vor der kinstlichen Infektion. Eine weitere Spritz-
ung erfolgte 3~4 Tage nach der Inokulation. Bei der Variante
Aliette wurde zusatzlich eine Behandlung 4 Tage vor der Infek-
tion eingebaut, um eine eventuell von dem Mittel ausgehende
Resistenz-~induzierende Wirkung, wie sie z.B. gegeniiber Pilzen
bekannt ist, zusdtzlich zu erfassen. Als Vergleichstandard
wurde jeweils das Antibiotikum Streptomycin eingesetzt.

Tab. 2: Feuerbrand-Bekampfung an Cotoneaster salicifolius
floceosus nach Bliiteninfektion, Xirschgartshausen 1989

| Behandlung | Konz. | Blitensténde | Befall | Wirk.|
] I % | behand. infiz. | % jgrad %|
| I ! ! l I
| Streptomycin | 0.01 | 897 42 | 4.7 | 94.4 |
| Rupferoxychlorid | 0.1 ] 972 97 | 10.0 | 87.0 |
| £-0208 | 0.03 | 857 135 | 15.8 | 79.2 |
| Aliette | 0.4 | 827 454 | 54.9 | 27.8 |
| Aliette Induktion | 0.4 | 671 273 | 40.8 | 46.2 |
| Kontrolle infiz. | - ] 1080 81¢9 | 75.9 | -
| Rontrolle H,0 |- | 1229 34 | 2.8 | = |
| | I | l |

Kiinstliche Inockulation: 31.5.1989 Bonitur: 3.7.1989




Tab. 3: Feuerbrand-Bekéméfun& an Cotoneaster salicifolius
floccosus nach Bliteninfektion, Kirschgartshausen 1990

| Behandlung | Xonz. | Blitenstdnde | Befall | Wirk.|
| | % | behand. infiz. | % |grad %]
I I I | | |
| Streptonmycin | 0.01 | 878 31 ] 3.5 | 92.8 |
| 8-0208 | 0.03 | 829 36 ] 4.3 | 91.1 |
| Nourseothricin | 0.3 | 753 19 ] 2.5 | 94.8 |
| Nourseothricin | 0.5 | 843 17 | 2.0 | 95.8 |
| Firestop ] 0.03 | 864 62 | 7.1 | 85.3 |
| Aliette | 0.4 | 702 197 | 28.1 | 42.1 |
| Kontrolle infiz. | - | 753 365 | 48.5 | = ]
| Kontrolle H,O ] - } 632 12 | 1.9 | - |
I | i | l I
Kinstliche Inokulation: 25.5.1990 Bonitur: 10.7.1990

Ergebnisse und Diskussion

Im ersten Versuchsjahr 1989 herrschten sehr gute Infektionsbe-
dingungen vor, so daB der prozentuale Blltenbefall bei Cotone-
aster salicifolius floccosus bei 75,9 % lag. Das als Standard
eingesetzte Streptomycin ergab mit > 90 % Wirkungsgrad den
besten Effekt. AuBerdem zeigte das Rupferoxychlorid mit seiner
allgemein bekannten protektiven Wirkung einen sehr guten Bekam-
pfungserfolg von mehr als 85 %. Auch das Oxanilinséure-~Analog
§-0208 erbrachte, wie schon aus anderen Versuchen hervorging,
eine gute Wirkung von nahezu 80 %. Das von den franzésichen
Autoren als effektiv gefundene Fungizid Aliette (PAULIN et al.
1990) wies eine unbefriedigende Wirkung auf (27.8 %), zeigte
jedoch eine Tendenz zu einer Resistenzinduktion , d.h. eine
deutliche Zunahme auf 46 % Bekimpfung bei einem Einsatz 4 Tage
vor der kinstlichen Inokulation. Dennoch kann dieser Wirkungs-
grad nicht als ausreichend betrachtet werden.

Im zweiten Versuchsjahr 1990 wurde zusidtzlich das Antibiotikum
Nourseothricin, das zuvor bereits in der ehemaligen DDR gute Er-
folge erzielt hatte, neben dem bereits in einigen westeuropa-
ischen Léndern zugelassenen Firestop getestet. Insgesamt lag
der Bliutenbefall in diesem Jahr deutlich niedriger bei 48.5 %.
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Mit Ausnahme von Aliette zeigten alle eingesetzten Préparate
einen sehr hohen Wirkungsgrad (Tab. 3). Noch besser als das
Streptomycin schnitt das Antibiotikum Nourseothricin in beiden
eingeszetzten Konzentrationen von 0.3 und 0.5 % ab; es lag in
beiden Fdllen bel 95 % Wirkungsgrad. Auch die Flumequine-Ver-
bindung Firestop sowie das wiederum getestete Versuchspréparat
8=0208 zeigten eine &hnlich positive Wirkung von 85.3 bzw.

91.1 %. Letztere Ergebnisse stehen in guter Ubereinstimmung mit
anderen Autoren, die unter kinstlichen und natlrlichen Infekti-
onsbedingungen an Birne und Apfel durchgefihrt wurden (DECKERS et
al. 1990, JONES and BYRDE 1987, BRISSET et al. 1990, DIMOVA-
AZIZ, 1990). Auf Grund der insgesamt sehr guten Wirkungen die-
ser neuen bakteriziden Verbindungen sollte daher eine Zulassung
fir eines dieser effektiven Mittel in die ndheren Uberlegungen
einbezogen werden, zumal sich in letzter Zeit der Feuerbrand in
bedrohlichem MaBe vor allem in den siiddeutschen Obstanbaugebieten
der Pfalz und Baden~-Wirttembergs ausgebreitet hat.
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Zur Wirkung von Pflanzenextrakten gegen den Feuerbrand (Erwinia
amylovora (Burrill) Winslow et al.)

Seit etwa vier Jahren werden an den obigen Instituten der
Biologischen Bundesanstalt Untersuchungen zur Wirkung von
Pflanzenextrakten auf den Erreger des Feuerbrandes Erwinia
amylovora durchgefithrt (MOSCH URD KLINGAUF 1989, MOSCH UND ZFLLER 1989) als
eine mégliche biclogische Alternative ZUm chemischen
Pflanzenschutz.

Bei der Uberprifung von mehr als 100 einheimischen
Pflanzenarten auf ihre Wirkung in vitro zeigten 24 pflanzliche
Auszige im Agar-Diffusionstest einen deutlichen Hemmeffekt
gegen das Pathogen (MOSCH, KLINGAUF UND ZELLER 1990).

Am wirksamsten waren Blattextrakte aus Essigbaum (Rhus typhina
L.), SchwarznuB (Juglans nigra L.) sowie Berberitze (Berberis
vulgaris L.), deren Wirkung der von Streptomycin vergleichbar
war. Nach den erfolgreichen in-vitro Ergebnissen wurden
nachfolgend drei Extrakte ausgewdhlt, um sie auch unter
Freilandbedingungen auf ihren Effekt gegen die Bakteriose zu

Uberprifen.
Material und Methoden

Als Wirtspflanzen wurden sowohl hochanfédllige Zierstriucher,
wie Cotoneaster salicifolius var. floccosus (1988 und 1989),
als auch anfillige Apfel- und Birnen-Sorten (James Grieve und
Conference) (1990) verwendet.

Getestet wurden Extrakte aus folgenden drei Pflanzenarten:
Berberis vulgaris L., Mahonia aquifolium Nutt und Rhus typhina
L. Ihre Herstellung erfolgte aus Frischblattmaterial. Dazu
wurden in einer Extraktionsapparatur (Soxhlett) Blédtter mnit
Ethanol (Jje 100 g Pflanzenmaterial + 750 ml 96% Alkohol) lber
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vier Stunden extrahiert und anschlieBend auf 1/10 ihres
Volumens eingeengt. Diese Extrakte dienten als Ausgangsmaterial
fur die Versuche und wurden unmittelbar vor den
Spritzbehandlungen mit Leitungswasser verdinnt und in den in
den Tab. 1 und 2 angegebenen Konzentrationen ausgebracht. Zum
Vergleich wurden die bakteriziden Verbindungen Streptomycin und
Kupferoxychlorid eingesetzt.

Die Versuchsanordnung bestand aus finf Wiederholungen zu Jje
einem Strauch bzw. Baum mnit 5-6 markierten Asten in voll
randomisierten Blécken. Alle Versuchspflanzen wurden wéahrend
der Vollblite zweimal mit den Pflanzenextrakten behandelt. Die
Ausbringung erfolgte mit einer Rickenspritze Dbis zZur
Tropfnasse. Nachdem die Bliten zuvor abgetrocknet waren, wurde
die kinstliche Infektion mit dem Erreger drei Stunden nach der
ersten Spritzbehandlung mit einer Bakteriensuspension von ca.
108 Zellen/ml durchgefiihrt. Als Bakterienstamm wurde ein
hochpathogenes Isclat von Cotoneaster bullatus verwendet. Als
Kontrolle dienten kinstlich infizierte Pflanzen sowie nur mit
Wasser behandelte Stré&ucher.

Der Wirkungsgrad der einzelnen Varianten wurde nach der Formel
von ABBIT (1925) berechnet.

Ergebnisse

In den Freilandversuchen mit der hochanfidligen Cotoneaster -
Art zeigten alle getesteten Préparate in beiden Versuchsijahren
einen hemmenden Effekt auf den Feuerbranderreger.

Im ersten Versuchsjahr wiesen die Extrakte zwar esine schwichere
Wirkung als das Kupferpriparat und Streptomycin auf, dennoch
konnte ihre Wirkung im Vergleich zur Xontrolle statistisch
abgesichert werden (Tab.1). Im folgenden Jahr wurde die
urspringlich eingesetzte Konzentration des Berberitze- (5%) und
des Essigbaumextrakts (2,5%) verdoppelt. In dieser erhdhten
Konzentration zeigten alle pflanzlichen Priparate wiederum sehr
positive Bek&mpfungseffekte gegen den Feuerbrand. Der
Wirkungsgrad des Essigbaumextrakts stieg auf 75,2% und lag nur
wenig unter dem zum Vergleich eingesetzten Kupferoxychlorid
(85,8%). Der Wirkungsgrad der Auszige von Berberitze und



- 50 -

Mahonie war ebenfalls relativ hoch und betrug 62% bzw. 54%
(Tab.1).

Im Jahr 1990 wurden die Freilandversuche mit den drei
Pflanzenextrakten an Obstbidumen fortgefiihrt. Leider waren in
diesem Jahr die Witterungsbedingungen fir die spétere
Symptomentwicklung, insbesondere bei den Birnenbdumen, sehr
unginstig (kalt und trocken). Trotz dieser negativen
Wettereinflisse, die 2zu  einer verzdgerten Ausbildung von
Krankheitssymptomen fiihrte, wurde durch den Einsatz des Auszugs
von Mahonia ein Wirkungsgrad von fast 43% festgestellt (Tab.2).
Die erhdhte Konzentration des Berberitze~ (16%) und
Essigbaumextrakts (8%) erwies sich dagegen fiir die Birnenbliten
als phytotoxisch, was vermutlich gemeinsam mit der Kilte die
gspdtere starke Krankheitsentwicklung zur Folge hatte. Die
Bliitenstdnde der behandelten Birnenbdume wurden bis zu 93,3%
befallen (Berberitzeextrakt) und Ubertrafen damit den Bafall
der Kontrolle (90%).

Im Versuch mit den Apfelbdumen der Sorte James Grieve wurden
dhnliche Extraktkonzentrationen wie in den Versuchen mnit
Cotoneaster salicifolius, d.h. Berberitze- 8%, Mahonie-~ 10%,
und Essigbaumextrakt 4%, angewandt.

In diesem Versuch erwies sich der Auszug von Berberitze als
sehr hochwirksam und erreichte den Wirkungsgrad von
Streptomycin (72,3%). Die Mahonievariante zeigte dagegen mnit
nur 27,3% die geringste Wirkung.

Diskussion

Die bioziden Eigenschaften von Pflanzeninhaltstoffen sind seit
langem Dbekannt und wurden durch =zahlreiche Publikationen
belegt. Diese Eigenschaften werden bislang vor allem in der
Humanmedizin, aber kaum in der landwirtschaft- und
gartenbaulichen Praxis genutzt. Erst in letzter Zeit ist das
Interesse an pflanzlichen Wirkstoffen im Pflanzenschutz grdéBer
geworden (KLINGAUF UND HERGER 1985, KLINGAUF ET AL. 1988, HIRSCEFELD UKD KLINGAUF
1988, HERGER 1991,).

Nach den in-vitro nachgewiesenen positiven Effekten einer
groBen Anzahl von Pflanzenextrakten gegen den Feuerbranderreger
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(MOSCE UND KLINGAUF 1989) konnte auch in den Freilandversuchen mit
drei ausgewdhlten Blattauszligen von Berberitze, Mahonie und
Essigbaum eine hemmende Wirkung auf das Bakterium nach
kinstlicher Bluteninfektion an der Wirtspflanze Cotoneaster
salicifolius var. floccocus festgestellt werden. Dabei Konnten
Wirkungsgrade bis 2u 75,2% bei der Essigbaumvariante im
Vergleich zu 85,8% Kupferoxychlorid erreicht werden (Tab.1).
Die Ergebnisse des einjdhrigen Versuches an Obstbiumen waren
dagegen nicht befriedigend. Eine entscheidende Rolle spielte
hier neben den Wetterbedingungen die eingesetzte
Extraktkonzentration. Eine zu hohe Konzentration des Extraktes
kann sich phytotoxisch auf Bliite und Blatt auswirken, dagegen
hemmt eine 2zu niedrige die Krankheitsentwicklung nicht in
ausreichendem MaBe. In weiteren Versuchen so0ll daher der
Optimierung der Konzentrationen aller drei eingesetzten
Extrakte noch ndher nachgegangen werden.

Die im Vergleich dazu verwendeten chemischen Bekiampfungsmittel,
das Kupferoxychlorid und das Antibiotikum Streptomycin, wiesen
insgesamt einen hoéheren Wirkungsgrad auf. Das dirfte vor allem
auf die bekannte protektive Wirkung dieser  Préparate
zurlckzufihren sein (ZELLER 1980), zumal die kinstliche Infektion
mit dem Erreger in den Versuchen bereits kurze Zeit nach der
ersten Spritzbehandlung erfolgte.

Zusammenfassend 14Bt sich nach diesen dreijdhrigen Versuchen
feststellen, daf die drei getesteten Pflanzenextrakte aus Rhus
typhina, Berberis vulgaris und Mahonia aquifolium {ber eine
bemerkenswerte bakterizide Wirkung gegen den Erreger des
Feuerbrandes Erwinia amylovoera verfligen. Weitere
Bekdmpfungsversuche vor allem an Kernobst miissen zeigen, ob die
Pflanzenausziige als ein wirksames biologisches
Bekdmpfungsverfahren zukinftig gegen diese den Obstbau
gefdhrdende Krankheit eingesetzt werden kénnen.
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Tab:1: Blutenbehandlung an Cotoneaster salicifolis floccosus. nach kinstlicher Inokulation mit
Erwinia amylovora (Burrill) Winslow et al. in Jahren 1988 und 1989

Behandlung

Kupferoxychlorid
Streptomycin
Berberitzeextrakt
Mahonieextrakt
Essigbaumextrakt
Kontrolle infiz.
Kontrolle H,0

1988 1989
Kongenw Anzahl der Blitensténde Wirkungs- Konzen- Anzahl der Blutensténde Wirkungs-
tration(%) | behandelt infiziert(%) grad(%) tration(%)|behandelt infiziert(%) grad(%)
0,1 598 7,2 80,2 0,1 1006 9,7 85,8
0,01 574 10,8 70,2 0,01 781 4,0 94,1
5,0 559 17,9 50,7 10,0 1151 25,9 62,0
10,0 506 17,0 53,2 10,0 1136 31,4 54,0
2,5 868 26,3 27,5 5,0 1009 16,9 75,2
- 534 36,3 - - 1114 68,3 -
- 562 0,3 - - 1220 1,7 -

Tab.2. Bliitenbehandlung an Obstbdumen nach kiinstlicher Inokulation mit Erwinia amylovora (Burrill) Winslow et al.

im Jahr 1990. Anzahl der Bliittensténde = 30
Birnen Apfel

Behandlung Konzen- Blitensténde Wirkungs— | Konzen- Blutenstéande Wirkungs-

tration(%)| infiz.(%) Befall(%) grad(%) tration(%)| infiz.(%) Befall(%) grad(%)
Streptomycin 0,01 2 6,7 90,5 0,01 3 10,0 72,7
Berberitzeextr. 16,0 28 93,3 0 8,0 3 10,0 72,7
Mahonieextr. 10,0 12 40,0 42,9 10,0 8 26,7 27,3
Essigbaumextr. 8,0 27 90,0 0 4,0 7 23,3 36,4
Kontrolle infiz. 21 11
Kontrolle H,0 1 1
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Chancen und Grenzen einer Biclogischen Bekampfung des Feuer-

brandes mit Hilfe bakterieller Antagonisten

Einleitung

Verfahren zur Biclogischen Bekampfung von Pflanzenkrankheiten
gewinnen gegenwidrtig immer mehr an Bedeutung. Auf die Ursachen
fur diese Entwicklung kann hier leider nicht eingegangen wer-—
den. Als wirksame Faktoren spielen dabei Bakterien als fAntago-
nisten eine besondere Rolle. Auf der anderen Seite stellen
pflanzenpathogene Bakterien in einigen Fallen auch die Zielob-
jekte von biologischen BekampfungsmaBnahmen dar. Herausragende
Beispiele hierflir sind Agrobacterium tumefaciens (Smith & Town-
send) Conn und Erwinia amvlovora (Burrill) Winslow et al.

Schon 1941 haben ARK & HUNT erstmalig Bacillus-—Isolate be-
schrieben, die den Feuerbranderreger in vitro hemmten. Mehrfach
wurden E. herbicola-Stémme iscliert, die auf E. amylovora ant-
agonistisch wirkten bzw. den Feuerbrandbefall senkten (altere
Literatur s. bei ZELLER 1974). Besonders eingehend haben sich
in letzter Zeit ISENBECK (1983) sowie ISENBECK wnd SCHULZ
(1985) mit dieser Problematik befaft. Es konnte auch gezeigt
werden, daff E. herbicola einen Antibiotikum—abhnlichen Stoff
produziert, der aber offensichtlich nicht allein fir deren ant-
agonistische Wirkung verantwortlich ist (WODZINSKI et al.
(1987), VANNESTE et al. (1990), EL-GOORANI and BEER (1991).

Die Mechanismen der Hemmwirkung auf E. amylovora sind noch
weltgehend unbekannt. Es werden neben direkten Effekten durch
antibakterielle Substanzen auch indirekte Wirkungen diskutiert,
etwa die Blockierung spezifischer fir den Erreger essentieller
Rezeptoren auf der Pflanzenoberflache oder die Induktion von

Resistenzmechanismen.

Eigene Versuche
In den letzten Jahren wurden auch im Institut flr Phytopatholo-
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gie Aschersleben Untersuchungen zur Biologischen Bekampfung des
Feuerbrandes aufgenommen. Zunachst konnten aus der Epiphyten-—
flora von Apfelbidumen ca. 100 im Plattentest aktive Hemmstoff-
bildner gewonnen werden. Die eigentliche Bewertung der antago-
nistischen Leistung gegenuber E. amylovora erfolgte im Birnen-—
fruchttest nach ISENBECK (1983). Vergleichsweise wurden auch
einige definierte E. herbicola- sowie zwei avirulente E. amy-
lovora-Stamme auf ihre Hemmwirkung gegen Feuerbrand gepruft.
Dabei zeigte sich in Abhangigkeit von der eingesetzten Konzen-
tration bei bestimmten Antagonisten, insbesondere dem Isolat
081, eine weiltgehende Unterdrickung der Feuerbrandsymptome auf

den gepriaften Birnenfrichten (Tab. 1).

Tabelle 1:

EinfluB einer Antagonistenapplikation im Birnenfruchttest
~ Laborversuch 1988 -

Antagonistenstimme Konzentration Befalls— Wirkungsgrad
index®> (nach ABBOTT)
€%4)
Erwinia amylovora— 107 Ma.g.
Kontrolle 10% 100 -
E. herbicola 107 &6 34
112y 10+ 49 51
016 107 &9 31
107 54 46
021 107 74 20
10% 45 55
081 10~ 30 VAL AR
107 0,1 GGy
089 107 50 50
10% 27 73
N.G. = picht gepraft
*) Befallsindex nach Townsend und Heuberger
Rowy statistisch gesichert (a = 0,03)

Von 1987 bis 1990 wurden regelmidBig Freilandversuche mit kunst-
lich infizierten Blaten und Trieben (Sorte 'ldared’) durchge-
fahrt. Im Falle der Blutenbehandlungen zeigten sich grofe Un-—
terschiede in Abhangigkeit vom Versuchsjahr und vom Behand—
lungszeitpunkt (= Antagonistenapplikation vor, wahrend oder

nach der Inokulation).
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Wegen Frostschadigung liegen von den Blltenversuchen nicht in
Jjedem Jahr Versuchsergebnisse vor. Qls Beispiele seien die 198%
bei Apfel (Abb. 1) und die 1990 bei Birne (Abb. 2) erzielten
Resultate angefGhrt. In beiden Fallen brachte die prophylakti-
sche Applikation der Antagonisten einen deutlich besseren
Schutz vor Feuerbrandbefall als die simultane. Ferner wird
deutlich, daf das im Birnenfruchttest (Labor) besonders wirksa-
me Isolat 081 im Freiland keine stdrkere Wirkung hatte als die

anderen Teststémme.

Wirkungegrad [%)

D T T T
Enherbleoia A V3 (]3]
ey
Antagoniaten
Applikation

simultan [ prophylaktlsoh

= « gtatlstiech gesichert

Abb. 1: Erwinia amylovora-Befall an Apfelbliten bei Antagoni-
stenapplikation im Jahr 1989 (kinstl. Infektion/n = 40
Blatenbuschel)

Im Falle von Triebbehandlungen lieflen sich ebenfalls betracht-

liche Unterschiede im Wirkungsgrad in Abhéngigkeit vom Ver-—

suchsjahr und Behandlungszeitpunkt feststellen (Tab. 2). Daraus

geht u.a. hervor, daB

- 1989 (bei besonders hohem Inokulationserfolg, der aber in der
Abbildung nicht ersichtlich ist) eine erheblich geringere Be-—
handlungsreduzierung nach Antagonistenanwendung eintrat als
in anderen Jahren und

~ sich nur die prophylaktische Anwendung der Antagonisten deut-

lich befallssenkend auswirkte.
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Antegonisten
Applkation

simuitan [ prophylaktisch

= » gtatistiach geslohert

Abb. 2: Erwinia amylovora—-Befall an Birnenbliaten bei Antagoni-
stenapplikation im Jahre 1990 (kinstl. Infektion/n = 40
Blutenbluschel)

Tabelle 2:
EinfluB einer Antagonistenapplikation auf den Triebbefall

(n = 1988: 20 Triebe; 1989, 1990: 40 Triebe)
- Wirkungsgrad nach ABBOTT -

Antagonistenstamme 1988 198% 1990* Bemerkungen
E. a.-Kontrolle 11 34 17 Anz.bef.Triebe
- - - Wirkungsgrad

prainfektionelle Ap-—
plikation von

E. herbicola 112V 100w 23 QiaA)
A 1/3 MG i1 100%=)>
081 nN.g. b B2us)
simultane Applikation

von E. herbicola 112Y &6 23 i8

A 1/3 MNeC- 11 45
081 Neg. 11 55
n.g. = nicht gepraft

*® ) 1. Infektionstermin

it statistisch gesichert (a = 0,035)

Flir die Beurteilung der Eignung von Antagonisten zur Biologi-

schen Bekampfung spielt deren Bestandigkeit am potentiellen In-—

fektionsort (Blite, Trieb) eine maBgebliche Rolle. Bei unseren
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Erhebungen zeigten sich wiederum grofle Unterschiede zwischen
den einzelnen Versuchsjahren und zwischen den Antagonisten: Als
am bestandigsten erwies sich das Isolat E. herbicola 112Y (bis
zu 30 Tagen): Stamm 081 war dagegen in zwei Versuchsjahren je-
weils nur wenige (3-5) Tage nachweisbar, im Jahre 1989 an Trie-
ben aber 30 Tage.

Der Erreger wurde von keinem der Antagonisten in situ abgeto-
tet; er konnte bis zu 40 dpi auf der Pflanzenoberflache nachge-—
wiesen werden.

Zusammenfassung

1. Durch Applikation hochaktiver Antagonisten lieB sich der
Feuerbrandbefall teilweise sehr stark reduzieren {(bis zu 0 %).
Z2. Diese guten Versuchsergebnisse konnten aber nicht in jedem
Jahr erzielt werden, der Bekampfungserfolg war offenbar stark
vorn den Witterungsbedingungen wund dem Behandlungszeitpunkt ab-
hangig.

3. Das deckt sich mit den Angaben anderer Autoren und mindert
die Aussichten fur einen praktischen fAntagonisteneinsatz zur
Feuerbrandbekampfung in naher Zukunft erheblich. Eine reelle
Perspektive wlurde sich dafiar erst dann erdffnen, wenn hochef-
fektive Mikroorganismen gefunden wiurden, die zur Langzeitbe-

siedlung der Pflanzenoberflache befahigt waren.
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Nachweis des Feuerbranderregers (Erwinia amylovora (Burrill) Winslow et al.)
mit Hilfe des ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay).

Eine rechtzeitige Erkennung des Feuerbrandes 1ist von grofer Bedeutung.
Problematisch bei der Diagnose ist die Abgrenzung zu anderen Erreger, vorallem
Pseudomonas syringae pv. syringae, da er &dhnliche Symptome hervorruft. Auch
durch abiotische EinfluBRfaktoren wie Hitze, Trockenheit cder Herbizideinsatz
konnen zu verwechselnde Symptome auftreten. Eine Unterscheidung von Saprophy-
ten, die haufig auf Blattoberfiidchen anzutreffen sind wie z.8. Erwinia

herbicola ist ebenfalls notwendig.

Der Nachweis des Feuerbranderregers erfolgt heute vorwiegend noch durch
Isolierung auf seiektiven Ndhrmedien mit nachfolgendem Pathogenitdtstest auf
den Birnenfrichten. Dieses Verfahren ist sehr aufwendig und in vielen Fdllen
nicht ausreichend spezifisch. Zudem ist der Birnentest nur in wenigen Monaten
des Jahres durchfihrbar.

Zu den Methoden, die eine kurzfristige und pridzise Diagnose ermdglichen,
gehdren seroiogische Nachweismethoden wie ELISA- und IMF-Tests. Mit beiden
sollten die Spezifitdt und Nachweisempfindlichkeit fir Frwinia amylovora
berprift und verbessert werden. Bisher kann man von einer breiten Anwendung
der Serologie fir diagnostische Zwecke im Bereich der Pflanzenbaktericloygie
noch nicht sprechen. Aufgrund der Ergebnisse aus den Vorversuchen mit
verschiedenen Varianten des ELISA-Nachweisverfahrens wurde der indirekte ELISA~
Test modifiziert und optimiert. Auf die weniger empfindiichen Varianten fiir den
Erwinia amylovora Nachweis wie den direkten und "doppelsandwich” ELISA wurde
in den weiteren Versuchen verzichtet.

Es wurden sowohl Bakteriensuspensionen als auch natirlich und kinstlich
infiziertes Pflanzenmaterial untersucht, Die Pflanzenproben stammten aus
verschiedenen deutschen Instituten. Zu Vergleichzwecken dienten £Erwinia

amylovora Stamme aus England, den USA, Agypten und aus der Tirkei.

Da die Empfindlichkeit und Selektivitdt der serologischen Nachweismethoden in
erster Linie von der Qualitidt des Antiserums abhidngig sind, wurden hierfur
mehrere Antiseren gegen verschiedene Bakterienantigene hergestelit und auf ihre
antigenen Eigenschaften Uberprift. Das Bakterium als ein Molekll verfigt lber
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mehrere Antigendeterminanten auf seiner Oberfldche. Es muBte deshalb geklidrt
werden welche Erwinia amylovora spezifisch sind.

Es wurden folgende Antikdrper durch das Immunisieren der Kaninchen gewonnen:

- ungewaschene Bakterien

- gewaschene, gefriergetrocknete Bakterien

~ Membranproteine im Bereich von 39.000 Dalton

Die Membranproteine aus Erwinia amylovora, Pseudomonas syringae pv. syringae
und Erwinia herbicolawurden durch Zugabe von Enzymen, Gradientenzentrifugation
und AufschlieBung der Zellen getrennt und anschlieBend mit der SDS-PAGE
Elektrophorese miteinander verglichen.

- GeiBeln

Es ist weiter noch nicht genau untersucht worden, ob die Virulenz von Erwinia
amy lovora mit der GeiBelentwicklung verbunden ist. Auf den Nahrmedien verliuft
die Entwicklung der GeiBeln sehr unterschiedlich. Die Bakterien auf den festen
Ndhrmedien haben meistens keine Geifel entwickelt. Um die Entwicklung zu
stimulieren wurde das U-Rohrchen-Verfahren eingesetzt und verschiedene
Wachstumsparameter Uberprift. Die Geifeln bei sehr beweglichen Bakterien wurden
abgeschert und durch mehrmalige Zentrifugation, Ammoniumsulfataussalzung und
mittels DEAE~Cellulose gereinigt.

- Lipopolysaccharide

Mittels Ultrafiltration (100.000 Da) und Ultrazentrifugation (100.000 x @)
wurden die Lipopolysaccharide von den extrazelluidren Polysacchariden getrennt,

Die weitere Trennung von EPS erfolgte mittels DEAE-Cellulose. Die eventuell
verbliebenen Restproteine wurden durch Phenolfdllung und Chloramphenicol/Iso-
alkohol beseitigt. Der indirekte Nachweis von LPS erfolgte durch KDO-Bestim-
mung, der Nachweis von EPS durch Anthron-Reaktion.

Aus Hithnereidotter wurden Antiseren gegen extrazeliuldre Polysaccharide (reines
Amylovorin) gewonnen. Dies erfolgt durch mehrmalige Zentrifugation.uhter Zugabe
von PEG und anschlieBender Alkoholfd1lung. Die Untersuchungen zeigten, daB eine
Antiserumherstellung gegen Amylovorin aufgrund des polysacchariden Charakters
des Antigens nur mit HUhnern mdglich war.

Unter Anwendung von Antikdrpern gegen ungewaschene Bakterien, gegen Amylovorin
mit Beimischung von Membranproteinen und gegen Amylovorin traten beim ELISA-
Test Kreuzreaktionen mit Pseudomonas syringae und Erwinia herbicola auf. Die
Nachweisgrenze unter Anwendung von Antikdrper gegen gewaschene Bakterien und
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gegen Membranproteine im Bereich 39.000 Da lag im Pflanzenmaterial bei 104
Bakterien/m1 und 1in Bakteriensuspension nach zusdtzliicher Zentrifugation,
wodurch der Schleim entfernt wurde, bei 10° Bakterien/m1.

Parallel zum ELISA-Test wurde der indirekte serologische Test, der IMF-Test
hinsichtlich seiner Eignung als schnelle, automatisierbare und sichere
Nachweismethode Uberprift. Die Kreuzreaktionen wurden ausschlieBYich mit
Antikorpern gegen Amylovorin festgestellt. Die Nachweisgrenze lag bei 10" 10t
Bakterien/ml im Pflanzenmaterial und in der Bakteriensuspension, die Intensitdt
der Fluoreszenz war jedoch unterschiedlich. Unter Anwendung von Antiseren gegen
Membranproteine und gegen GeiBeln war diese nicht so intensiv wie unter

Anwendung der anderen Antikérpern.

Beide serologischen Testverfahren sind wegen ihrer-wenn auch unterschiedlich-
hohen Spezifitdt, Sensitivitidt und leichten Durchfihrbarkeit nicht nur sehr
geeignet flr die Diagnose sichtbar erkrankter Pflanzen, sondern auch fir den
Nachweis eines latenten Befails. Die Proben lassen sich mittels ELISA-Test
innerhalb von 20 Stunden und mittels Immunfluoreszenz in weniger als 3 Stunden
tiberprifen. Das ELISA-Verfahren dauert zwar lidnger, ist aber bei groBen
Probenmengen gut automatisierbar.

Zur Absicherung der Nachweismethoden diente die SDS-Polyacryiamideiektropho-
rese. Anhand der Elektrophorese konnte Erwinia amylovora-Gruppe als homogen
beschrieben werden und eindeutig von den Epiphyten und anderen Erregern, die
an Kernobst ahnliche Schadsymptome verursachen, abgegrenzt werden. Die Versuche
Tassen erkennen, daf ELISA- und Immunflucreszenz Tests entsprechend modifiziert

flir den Nachweis des Feuerbranderregers geeignet sind.
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Zum Nachweis des Feuerbranderregers Erwinia amylovora durch DNA-Hybridi-
sierung

Der schnelle und sichere Nachweis des Feuerbranderregers (Erwinia amylovora)
ist von groBer Bedeutung fiir den praktischen Pflanzenschutz, z.B. bei frithem
Befall im Reiserschnittgarten oder bei evil. latenten Auftreten an importierten
Wirtspflanzen (Kernobst und Ziergehdlze). Die herkoémmlichen Nachweismetho-
den, wie das PlattenguBverfahren mit halbselektivern Medium und anschlieBender
serologischer Bestimmung (Lelliot 1967, Zeller 1975) oder der Immunofluo-
reszenstest (IF-Test) bereiten immer noch erhebliche Schwierigkeiten wegen
auftretender Kreuzreaktionen (Roberts 1980). Es wurde daher die DNA-Hybridi-
sierung zur Identifizierung von E. amylovora tberpriift und mit der zuletzt ge-
nannten Nachweismethode verglichen. Gleichzeitig wurde eine radioaktiv mar-
kierte Sonde mit einer durch Digoxigenin markierten DNA auf ihre Nachweis-
empfindlichkeiten verglichen.

Material und Methoden

Ein 5 kb grofies Sa/l-Fragment aus einem 29 kb groBen Plasmid von E. amylovora,
das in allen von uns getésteten Stimmen nachgewiesen wurde, diente als
spezifische Sonde (Falkenstein et al. 1988). Zum Nachweis wurden Bakterien aus
potentiell befallenem Pflanzenmaterial auf Standardll-Agar ausplattiert, davon
Kolonieabdriicke auf Nitrozellulose angefertigt und mit dem radioaktiv mar-
kierten 5 kb-Plasmid-Fragment hybridisiert. Zur Nicktranslation wurde 32p mar-
kiertes Desoxynucleotidiriphosphat und DNA-Polymerasel verwendet, Zum nicht-
radioaktiven Nachweis wurden die Filter mit Antik6rpern gegen Digoxigenin
inkubiert, die mit alkalischer Phosphatase konjugiert waren. Positive Kolonien
zeigten eine typische blane Anfirbung. Der Immunoftuoreszenstest (IF-Test)
erfolgte nach der EG-Methode von Van Varenberg etal. (1987). An Hand einer
Verdiinnungsreibe mit einer Reinkultur von E. amylovora (Stamm Ea7/74) er-
folgte die Uberpriifung der Nachweisempfindlichkeit.

Ergebnisse und Diskussion
Bei der Koloniehybridisierung konnte noch eine unter ca. 100 Kolonien anderer

Mikroorganismen auf der Agarplatte mit dem Nitrocellulose-Rundfilter nach-
gewiesen werden, vorausgesetzt, da die Kolonien getrennt voneinander auf-
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gewachsen waren. Bei zu starken Konzentrationen, z. B. der Bildung eines Bak-
terienrasens, ist kein Einzelnachweis mehr moglich.

Tab. 1 Vergleich der Nachweisgrenze von E. amylovora bei der DNA-
Hybridisierung zu Immunofiuoreszenzverfahren (IF-Test)

DNA-Hybridisierung
Bakt.Konz. Signalstdrke Fluoreszenz
per ml radioaktiv  nicht radioaktiv IF-Test
107 ++ ++ ++
106 +4 + ++
10° + 4+ (+) +
10 +
10° (+)

Der direkte Nachweis aus einer Suspension oder Homogenat lag bei der Rein-
kultur fiir die Hybridisierung nach radioaktiver Methode bei 104 Zellen, wihrend
die Anfirbung mit Digoxigenin 100fach weniger empfindlich war (Tab. 1). Da-
zwischen lag der IF-Test, wo bei 103 Zellen pro 10 ul ein Nachweis méglich war.
Hier treten jedoch bei der Bestimmung von Feldproben Probleme wegen Kreuz-
reaktionen mit anderen Pflanzen-assoziierten Bakterien, wie Erwinia herbicola,
Pseudomonas syringae u. a. auf. Weitere Vor- und Nachteile der dberpriiften
Nachweismethoden sind in Tab. 2 wiedergegeben.

Tab. 2 Vor- und Nachteile von IF-Test und DNA-Hybridisierung

IF-Test Hybridisierung
Nachweisgrenze niedrig ca. 1040 Zellen
(in Reinkultuor) ca. 103 Zellen/ 10 ul
Dauer 1Tag 2-3 Tage
Arbeitsaufwand gering grof
Spezifitét je nach Anti- sehr grof}
serum
Probleme Kreuzreaktion (Radioaktivitit)
moglich Kreuzreaktion
nicht bekannt
Finsatzgebiet Praxis Labor

(quantitativ)
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Insgesamt gesehen kann der Nachteil der DNA-Hybridisierung in der
Nachweisempfindlichkeit dadurch aufgehoben werden, daB8 sich durch Anrei-
cherung iiber ein halbselektives Medium E. amylovora durch Koloniehybri-
disierung vollig sicher bestimmen 146t.
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NACHWEIS UND ANALYSE VON ERWINIA AMYLOVORA MIT HILFE VON PCR UND
RFLP

Der spezifische Nachweis eines Organismus mit molekularbiologischen Methoden setzt
generell voraus, daBl sein Genom DNA-Sequenzen trégt, die in anderen Organismen ganz
fehlen oder dort durch Einfliisse der Evolution stark verdndert sind. Pflanzenpathogene
Bakterien der Art Erwinia amylovora enthalten das Plasmid pEA29, das den nahen Ver-
wandten innerhalb der Gattung Erwinia (Herbicola- und Carotovora-Gruppe), sowie ande-
ren Bakterienfamilien der epiphytischen und phytopathogenen Begleitflora fehlt. Plasmid
pEA29 stellt so ein wichtiges Unterscheidungsmerkmal dar, das den spezifischen Nachweis
von E. amylovora auf molekularer Ebene moglich macht. In der Praxis kénnen DNA.
Sequenzen, die auf diesem Plasmid lokalisiert sind, als artspezifische Marker fiir die Ver-
fahren der klassischen Nukleinsdurehybridisierung verwendet werden. Entsprechende
Koloniehybridisierungsexperimente mit Fragmenten von pEA29 haben bereits gezeigt, daB
E. amylovora durch das Plasmid pEA29 spezifisch detektiert werden kann (Falkenstein et
al., 1988). Das ubiquitire Vorkommen des Plasmids in allen bisher untersuchten natiir-
lichen Isolaten des Feuerbranderregers spricht fiir eine positive Selektion der plasmid-
tragenden Bakterien in der Natur. Fiir diese Tatsache scheinen plasmidkodierte Stoffwech-
selfunktionen verantwortlich zu sein, die den Besitz des Plasmids zum Selektionsvorteil
werden lassen (Falkenstein et al., 1989; Laurent et al., 1989).

Da die Methoden der klassischen Nukleinsdurehybridisierung sehr zeitaufwendig sind
(3-6 Tage) und oft ein groBes Maf3 an Erfahrung vorraussetzen, eignen sie sich schlecht fiir
einen routinemifigen Nachweis des Feuerbranderregers. Die Entwicklung und Etablie-
rung von einfachen, aber nicht weniger sensitiven Nachweismethoden ist daher fiir die
Laborpraxis von Vorteil. Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) vereinigt die Vorteile der
sensitiven Nukleinsdurehybridisierung mit einer einfachen und wenig zeitaufwendigen
Methodik (weniger als 1 Tag) und erscheint deshalb fiir den routineméfigen Einsatz in der
Praxis sehr geeignet. Die Anwendung der PCR-Technik, fiir den einfachen und sensitiven
Nachweis von E. amylovora in vitro, in vivo und ir planta, soll im folgenden niher erldutert
werden.

Das PCR-Nachweissystem fiir E. amylovora

Das PCR-Nachweissystem basiert, wie die oben angesprochenen Koloniehybridisierungsex-
perimente, auf dem Nachweis von Fragmenten des artspezifischen Plasmids pEA29. Da fiir
die Amplifikation in der PCR kleine DNA-Fragmente besser geeignet sind als groBe,
wurde ein 0,9 kb Pstl-Fragment des Plasmids an beiden Enden sequenziert und zwei 17 Bp-
Sequenzen ais Bindungsstellen fiir die anschlieend synthetisierten Primer ausgewihlt. Bei
Verwendung dieser Primer wird in einer optimierten PCR mit E. amylovora Gesamt-DNA
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als Target ein einziges 0,9 kb groBles DNA-Fragment amplifiziert. Nachdem in einer
Southern-Hybridisierung mit dem markierten PstI-Fragment des Plasmids als Sonde
sichergestellt wurde, dafl das Amplifikationsprodukt mit der durch die Primer flankierten
Sequenz im Plasmid des Bakteriums iibereinstimmt (Pahl, 1991), konnte das System fiir
weitere Experimente verwendet werden (Bereswill, Bellemann, Pahl, Zeller, Geider,
Manuskript in Vorbereitung).

Die Speziesspezifitit des PCR-Detektionssystems

Zum Nachweis der Spezifitdt der verwendeten DNA-Sonden (Primer) wurde phenolgerei-
nigte DNA aus verschiedenen phytopathogenen Bakierienspezies isoliert und in der PCR
untersucht. Dabei zeigte sich, daB bei Verwendung von DNA aus E. amylovora, E. chrysan-
themi, E. carotovora (ssp. carotovora, atroseptica), Pseudomonas syringae (pv. syringae,
glycinea, phaseolicola) und Agrobacterium tumefaciens, keine PCR-Amplifikationsprodukte
auftreten, die ebenso groB sind wie das durch die beiden Primer flankierte PsiI-Fragment
von pEA2S. E. amylovora kann also - mit den hier verwendeten Primern als Sonden -
unabhiingig von der Begleitflora sehr spezifisch detektiert werden. Erginzend wurden Ver-
suche durchgefiihrt, in denen E. amylovora-DNA in einem groBen UberschuB an Fremd-
DMNA der o.g. Arten nachgewiesen werden konnte. Die hohe Speziesspezifitit des Systems
wurde auBerdem durch Experimente mit lebenden Zellen (siehe unten) und Zell-
gemischen bestitigt.

Der direkte Nachweis von E. amylovora in vivo

Weitere Untersuchungen mit dem an E. amylovora angepaBten PCR-System haben gezeigt,
daB auch intakte Zellen aus Uber-Nacht-Kulturen und von festen Medien direkt in die
PCR eingesetzt und sehr sensitiv detektiert werden konnen. Dieser in vivo-Nachweis hat
entscheidende Vorteile fiir die Praxis: So kann z.B. auf die zeitaufwendige Isolation von
phenolgereinigter DNA verzichtet werden, die immer mit Verlusten verbunden ist und die
Gefahr von Fremdkontaminationen erhéht. Die sensitive Detektion von lebenden Bakte-
rien spielt aber insbesondere fiir den Nachweis des Feuerbranderregers in planta eine
grofe Rolle. Das Bakterium kann direkt, ohne zeitaufwendige Vorkultivierung in Wasch-
l6sungen von Pflanzenteilen oder in Pflanzenexsudaten nachgewiesen werden.

Die Sensitivitit des PCR-Nachweissystems in vitro und in vivo

Die Nachweisgrenze des Systems, die vor allem fiir die Feststellung des Feuerbrand-
erregers in planta eine wichtige Rolle spielt, liegt bei 10 - 50 Bakterien. Dieser Wert wurde
zunichst in Verdiinnungsreinen von DNA-Préparationen ermittelt und konnte dann durch
den Einsatz von intakten Bakterien in die PCR bestitigt werden. Dazu wurden - parallel
zur PCR - Bakterienverdiinnungen anf Standard I-Agar ausplattiert und anschlieBend
gezihlt,
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Der Nachweis des Feuerbranderregers in planta

Fiir den Nachweis von E. amylovora in planta wurden junge Apfelpflanzen verwendet, die
im Friihjahr dieses Jahres mit dem Erreger inokuliert worden waren. Die Untersuchungen
beschrinkten sich bisher auf inokulierte Blitter und Kankerzonen am Stamm, wobei nichit-
inokulierte Blitter als Kontrollen verwendet wurden. Das so definierte Probenmaterial
wurde mehrere Stunden gewaschen und die resultierende Bakteriensuspension an-
schlieBend zentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde dann resuspendiert und direkt in die
PCR eingesetzt. Die Ergebnisse zeigten, daB8 E. amylovora a) in Stammkankern (1g), b) in
Stammkankern (50-100 mg) und in ¢) inokulierten Bldttern zweifelsfrei nachgewiesen
werden konnte. Nichtinokulierte Kontrollblitter blieben stets negativ (Bereswill, Belle-
mann, Pahl, Zeller, Geider; Manuskript in Vorbereitung). In ersten Experimenten zur
quantitativen Riickgewinnung von Bakterien aus inokuliertem Blattmaterial konnten etwa
500 Bakterien sicher nachgewiesen werden.

RFLP-Analyse des Genoms verschiedener F. amylovora-Stimme

Da die genetische Homogenitét verschiedener E. amylovora - Populationen fiir den Nach-
weis des Erregers mit der PCR-Technik eine entscheidende Rolle spielt, wurde eine
RFLP-Analyse von E. amylovora-Stimmen aus verschiedenen geographischen Regionen
durchgefiihrt. Die RFLP-Analyse erlaubt die Detektion von evolutionir bedingten Verin-
derungen des Genoms auf molekularer Ebene. Dabei kénnen Insertionen, Deletionen und
(bei Veriinderung einer Schuittstelle fiir ein Restriktionsenzym) sogar Punktmutationen in
der DNA erkannt werden. Man macht sich dabei die Tatsache zunutze, dafl durch Inser-
tionen oder Deletionen in der DNA die Linge von Restriktionsfragmenten einzelner
Genomteile vergroBert oder verringert wird. Die Untersuchung von Einzelgenen, Gen-
clustern, Plasmiden oder repetetiven Sequenzen im Gesamtgenom, wird durch die spezi-
fische Hybridisierung der restringierten DNA mit komplementéren, radioaktiv oder nicht-
radioaktiv markierten DNA-Sonden erméglicht.

Zum Nachweis von RFLPs im artspezifischen Plasmid pEA29 wurde Gesamt-DNA aus
verschiedenen Stimmen des Feuerbranderregers mit Restriktionsenzymen geschnitten und
die so hergestellten Fragmente im Agarosegel aufgetrennt. Nach Transfer der DNA auf
eine Nylonmembran wurde mit markiertem Plasmid pEAZ29 ais Sonde hybridisiert um
eventuell auftretende RFLPs im Plasmid nachweisen zu konnen. Die Gesamtpopulation
verhdlt in Bezug auf die Plasmidstruktur sehr homogen, was bei der klonalen Verbreitung
dieser in Mitteleuropa geschichtlich recht jungen Krankheit auch zu erwarten war. Eine
Ausnahme bildet der Stamm E9 (von R. Goodman aus den USA), bei dem ein RFLP in
einem PsfI-Fragment des Plasmids nachgewiesen werden konnte (Pahl, 1991).

Zusammenfassung

Durch den Einsatz der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) konnte der Feuerbranderreger
E. amylovora sowohl bei Verwendung von isolierter DNA, als auch durch den direkten Ein-
satz von intakten Bakterien, in Kultur und ir planta spezifisch und sensitiv nachgewiesen
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werden, Die Detektion des Bakteriums mit der PCR-Technik bietet gegeniiber anderen
(z.B. serologischen) Nachweismethoden einige Vorteile. Hier sind vor allem der geringe
Zeitaufwand (6-8 Stunden), und die hohe Speziessperzifitdt des Systems zu nennen, das sich
zusétzlich durch eine hohe Sensitivitdt auszeichnet. Eine entscheidende methodische Ver-
besserung konnte durch den direkten Nachweis von intakten Bakterien erreicht werden.
Dadurch wird vor allem der Nachweis des Bakteriums im natiirlichen Habitat (auf Pflan-
zenteilen) in der Praxis erheblich erleichtert. Durch RFLP-Analysen konnte gezeigt
werden, da die Struktur des artspezifischen Plasmids pEA29, das die Grundlage des PCR-
Nachweises bildet, in der natiirlichen Gesamtpopulation des Erregers sehr homogen ist.
Das bedeutet fiir die PCR-Technik, daB auch Neuisolate mit dieser Methode schnell und
einfach charakterisiert werden kénnen.
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FAKTOREN FUR DIE WECHSELWIRKUNG VON ERWINIA AMYLOVORA MIT PFLANZEN

Um den Feuerbrand (ZELLER, 1974; VAN DER ZWET und KEIL, 1979; GEIDER, 1990) auf
Wirtspflanzen auszubreiten, miissen diese von Erwinia amylovora kolonisiert und schlie3-
lich geschidigt werden. Molekular-genetische Untersuchungen haben das Verstéindnis fiir
die Voraussetzungen im bakteriellen Stoffwechsel in den letzten Jahren erweitert. Aufler-
dem liefert die Molekularbiologie DNA-Sonden (FALKENSTEIN et al., 1988) und andere
Methoden, um den Feuerbranderreger spezifisch und empfindlich nachzuweisen und Iso-
late auf Grund ihrer Hybridisierungssignale zu differenzieren. Die DNA-Hybridisierungen
mit radioaktiv und nicht-radioaktiv markierten Sonden werden in diesem Heft an anderer
Stelle diskutiert wie auch der Nachweis von E. amylovora durch Amplifikation definierter
Fragmente in einem DNA-Gemisch mit Hilfe der PCR-Methode (polymerase chain
reaction). AuBerdem wurde untersucht, inwieweit sich E. amylovora-Isolate durch Hybridi-
sierungen mit Sonden aus dem Bakterien-Genom bzw. durch unspezifische Sonden aus
repetetiven Sequenzen unterscheiden lassen.

Durch Transposon-Mutagenese wurden apathogene E. amylovora-Mutaten erzeugt und
charakterisiert (s. Beitrag von BELLEMANN et al.). Mutanten mit verminderter Virulenz
wurden durch Inaktivierung des Gens fiir Levan-Sucrase (s. Beitrag von (GEIER UND
(GEIDER), aber auch mit Defekten in der Regulation der EPS-Synthese (BERNHARD et al,,
1990) oder durch Entfernen des 29 kb groBen E. amylovora-Plasmids (FALKENSTEIN et al.,
1989) erzeugt.

Pflanzenzellen kénnen entweder das Bakterienwachstum hemmen und das Pathogen
abwehren (Nicht-Wirtspflanzen) oder vom Pathogen besiedelt werden (Wirtspflanzen). In
beiden Fillen sind fiir Bakterien und Pflanzenzellen zahlreiche Wechselwirkungen
erkennbar, die in diesem Beitrag diskutiert werden sollen.

Apathogene Mutanten

Der Erreger des Feuerbrands wurde bisher meist aus Pflanzen mit Krankheitssymptomen
isoliert und durch Virulenztests, auf selektiven Platten und mit Immunfluoreszenz identifi-
ziert, Apathogene Mutanten wurden gelegentlich im Labor beobachtet. Auf Saccharose-
haltigem Agar sind mitunter nicht-schleimende Kolonien zu erkennen, die in der Synthese
des Exopolysaccharids Levan gestort sind. Die von R. Goodman isolierte Mutante E8 hat
auBlerdem einen Defekt in der Synthese von Amylovoran, dem heterogenen Polymer von
E. amylovora (AYERS et al.,, 1979). Die spontane Mutante P66 ist nicht in der Lage ist, bei
Nicht-Wirtspflanzen eine hypersensitive Reaktion (HR) hervorzurufen (WALTERS et al.,
1990). Damit sind zwei wichtige Typen von Mutanten gekennzeichnet. Fehlen der
Schleimbildung und der Verlust der Fahigkeit, bei Nicht-Wirtspflanzen HR hervorzurufen,
filhren auch bei molekular-genetisch erzeugten Transposon-Mutanten zu apathogenen
Mutanten.
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Meist wurden die Mutanten durch Insertion des Transposons TnS oder Derivaten des
Bakteriophagen Mu erzeugt. Neben Defekten in der EPS-Synthese und in der HR-Induk-
tion wurden auch Mutanten fiir die Eisenaufnahme (Siderophore) (VANNESTE et al., 1990)
und der Aminosdure-Synthese (Auxotrophie) beschrieben (BELLEMANN und GEIDER, zur
Veroffentlichung eingereicht).

Abschwichung der Virulenz

In allen von uns untersuchten Isolaten des Feuerbranderregers ist ein 29 kb grofes Plasmid
vorhanden (FALKENSTEIN et al., 1988). Im Stoffwechsel der Bakterienzelle ist es an der
Thiaminsynthese (Vitamin B,)-Synthese beteiligt (LAURENT et al, 1989). Im Labor
erzeugte Plasmid-freie Stimme sind auf vnreifen Birnen und Birnensimlingen weniger
virulent als der Elternstamm (FALKENSTEIN et al., 1989). Mutanten im Genabschnitt fiir
Levansucrase kénnen sich ebenfalls auf Saccharose-haltigen Trieben von Birnensdmlingen
schlecht ausbreiten (s. Beitrag von GEIER UND GEIDER). Die Expression des Enzyms ist
konstitutiv in E. amylovora, sie scheint jedoch auch vom rcsA-Protein, einem Aktivator der
EPS-Synthese, beeinfluit zu werden (BERNHARD et al, 1990). Neben der Sekretion von
Levansucrase werden von E. amylovora auch Proteasen ausgeschieden (SEEMULLER und
BeEr, 1977). Mutanten mit Defekten in der Amylovoran-Synthese produzieren keine
aktive Protease I, jedoch wird dieser Ausfall durch genetische oder biochemische Restau-
rierung der EPS-Synthese behoben (unverdffentlicht). Protease kénnte bei der Entstehung
von Feuerbrandsymptomen eine begleitende Rolle spielen, wie es auch fiir das Phytotxon
Dihydroalanin (DHP) beobachtet wurde (SCHWARTZ et al., 1991). DHP wird nur von eini-
gen E. amylovora-Stdmmen produziert, ohne daf} diese in der Ausprigung von Krankheits-
symptomen stark verdndert sind.

Gene mit EinfluB auf die Regulation der Amylovoran-Synthese verdndern die Ent-
stehung von Krankheitssymptomen durch E. amylovora. Aus Daten von E. coli und E.
stewartii ist zu schlieBen, dafl es mehrere Regulator-Gene fiir die Synthese von Kapselpoly-
saccharide von Gram-negativen Bakterien gibt (Cook und CopLIN, 1990). Bei E. amylovora
haben wir das resA-Genprodukt als einen Regulator fiir die Amylovoran-Synthese charak-
terisiert (BERNHARD et al., 1990). Transposon-Mutanten im resA-Gen zeigen herabgesetzte
Virulenz und konnen durch die entsprechenden Gene aus E. stewartii und E. coli teilweise
komplementiert werden, Die Sequenz des rcsA-Gens hat groBe Ahnlichkeit mit dem ent-
sprechenden Gen aus den beiden anderen Organismen, ist also fiir Gram-negative Bakte-
rien konserviert.

Pflanzliche Abwehrreaktionen

Pflanzen haben zahlreiche Strategien entwickelt, um pathogene Organismen zu erkennen
und sie moglichst an der Kolonisierong des Pflanzengewebes zu hindern. Die Induktion
von frithen Abwehrreaktionen wie die Phenylalanin-Ammonium-Lyase Expression (PAL),
die Bildung von Phytoalexinen und die hypersensitive Reaktion (HR) spielen dabei eine
wesentliche Rolle (HAaRLBROCK und ScHEEL, 1987).

HR ist an einen Genabschnitt des E. amylovora-Chromosoms gebunden, der kloniert
und in E. coli transferiert wurde (BAUER und BEER, 1991). Damit kann E. coli auf der
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Pflanze HR auslosen. Die einzelnen molekulare Vorgénge in der Pflanzenzelle sind fiir
HR noch unklar, jedoch ist die Fahigkeit von Bakterien, sich im Gewebe von Nicht-Wirts-
pflanzen zu vermehren, wichtig. PAL steht am Anfang von zahlreichen weiteren Schritten,
die zu pflanzlichen Reaktionen gegeniiber dem Pathogen fiihren. Wihrend Amylovoran
oder Wildtyp-Bakterien bei kultivierten Birnenzellen keine PAL-Induktion hervorrufen, ist
die kapsellose Mutante M1 (galE) ein Induktor der PAL-Synthese (Metzger, Schwartz,
Geider, unveréffentlicht).

Phytoalexinbildung kann besonders einfach an kultivierten Petersiliezellen gemessen
werden. Amylovoran ist ein Induktor dieser Synthese, wihrend andere Polysaccharide die-
sen Effekt bei Zellen von Persilie als Nicht-Wirtspflanze nicht hervorriefen (ScHwWARTZ
und GEIDER, unverdffentlicht). Es bleibt offen, ob Amylovoran direkt oder Begleitsubstan-
zen fiir diesen Effekt verantwortlich sind.

Amylovoran ist bei kultivierten Birnenzellen nicht in der Lage, Abwehrreaktionen zu
induzieren, wie es oben fiir die PAL-Induktion bei Persiliezellen beschrieben wurde. EPS
scheint daher fiir Wirtspflanzen eine wichtige Rolie fiir die Maskierung des Pathogens zu
spielen. Andererseits konnen Pflanzenstoffe wie organische Sauren (Maleinséiure), Zucker
(Sorbit, Fruktose) oder Aminosduren (Aspargin auf E. amylovora chemotaktisch
(Raymunpo und Rigs, 1980) oder bei der Expression von Reporter-Genen (CHANG und
GEIDER, unverdéffentlicht) aktiv sein.

ZUSAMMENFASSUNG

Apathogene Mutanten des Feuerbranderregers E. amylovora sind oft nicht mehr in der
Lage, ein saures Exopolysaccharid, das Amylovoran, zu synthetisieren oder an Nicht-
Wirtspflanzen HR zu induzieren (Tabelle 1). Regulationsmutanten der EPS-Synthese und
Stdmme ohne ein 29 kb groBes Plasmid sind in der Bildung von Krankheitssymptomen ab-
geschwicht. Bei Abwehrreaktionen von kultivierten Pflanzenzellen wurden die Wirkung
von EPS und von E. amylovora-Mutanten auf Phytoalexinbildung und PAL-Induktion ge-
messen.. Withrend Birnenzellen im allgemeinen fiir E. amylovora und dessen Polysaccha-
ride unempfindlich sind, reagieren Petersiliezellen durch Phytoalexininduktion auf die
Zugabe von Amylovoran. Die bakterielle Kapsel scheint das Bakterium bei Wirtszellen vor
Erkennen als Pathogen zu schiitzen.

Tabelle 1: E. amylovora-Mutanten mit Defekten bei der Ausbildung von Feuverbrand-

symptomen
Phinotyp apathogener Mutanten: Teilvirulente Mutanten:
1) keine EPS-Synthese (Amylovoran) 1) Verlust von 29 kb Plasmid
2) ohne hypersensitive Reaktion (HR) 2) keine Levan-Sucrase
oder defekte dsp-Gene 3) kein Dihydrophenylalanin

3) keine Bildung von Siderophoren (Eisen-Aufnahme) 4) ochne Protease Sekretion?
4) Verlust einiger Stoffwechsel-Syntheseleistungen 5) ohne Aktivator filr EPS-Synthese
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DIE ROLLE VON EXOPOLYSACCHARIDEN BEI ERWINIA AMYLOVORA

Bakterielle Polysaccharide

Phytopathogene Bakterien produzieren eine Vielzahl von Polysacchariden, die als
Kapsel in Erscheinung treten bzw. als extrazellulire Polysaccharide (EPS) in die
Umgebung abgegeben werden. Obwohl sie schon frithzeitig nachgewiesen wurden, ist
ihre Bedeutung als Pathogenitits- oder Virulenzfaktor erst in neuerer Zeit genauer do-
kumentiert worden. Thre konkrete Funktion im Pathogenitétsprozess ist noch nicht ein-
deutig geklidrt. Als Beispiele seien hier einige Bakterienarten aufgefiihrt, bei denen der
Synthese von Exopolysacchariden eine Bedeutung bei der Pathogenese beigemessen
wird: Erwinia stewartii, ein Pathogen an Mais, synthetisiert ein Exopolysaccharid, das aus
Glucose, Galaktose und Glucuronsdure besteht (Coplin et al, 1986); Pseudomonas
solanacearum, der Verursacher der Bakterienwelke an einer Vielzahl wichtiger
Kulturpflanzen, synthetisiert ein hochmolekulares EPS, das hauptsichlich aus N-
Acetylgalactosamin  besteht (Cook und Sequiera, 1991) und auch Xanthomonas
campesiris pv. campestris, ein Pathogen hauptséchlich an Brassica-Arten, produziert ein
komplexes Exopolysaccharid, Xanthan, das aus einer Pentasaccharid-Grundeinheit mit
der Zusammensetzung Glucose, Mannose, Glucuronsdure, Acetat und Pyruvat besteht
(Harding et al., 1987);

Fiir den Feuerbranderreger Erwinia amylovora sind auBier einem Lipopolysaccharid
(LPS) verschiedene Exopolysaccharide beschrieben worden: Amylovoran, das auch als
EPS im engeren Sinne bzw. als Amylovorin bezeichnet wird (Goodman ef al., 1974;
Bennet and Billing, 1978) und Levan (Gro8 ef al., 1989;

Die Struktur eines LPS-Typs von E. amylovora ist bestimmt worden und stelite sich
fiir verschiedene E. amylovora-Isolate als dhnlich heraus (Ray er al., 1986). Es besteht
aus einem "core" QOligosaccharid aus Octonsdure (KDO), Heptose, Glucose und
Aminozuckern das mit weiteren Oligosacchariden, bestehend aus Fucose, D-Galaktose
und D-Glucose verkniipft ist (Ray er al, 1987). Mutanten, die spezifische Defekte in der
LPS-Biosynthese aufweisen, sind noch nicht isoliert worden. Dadurch ist die Bedeutang
des LPS fiir den Krankheitsprozess noch unklar. Das Exopolysaccharid Amylovoran, auf
das nachfolgend eingegangen wird, ist am Verlauf der Bakteriose direkt beteiligt: alle
bisher untersuchten Amylovoran-negativen E. amylovora-Stdmme sind apathogen.

Biochemische Charakterisierung des Amyloverans
Im Verlauf einer Feuerbrandinfektion tritt unter giinstigen Bedingungen an den

Pflanzen ein Exsudat in Form von Schieimtrépfchen oder Fiden auf (Ehrig und Ficke,
1987; Ehrig et al, 1987). Dieses Exsudat besteht aus einer Polysaccharidmatrix in die
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Bakterienzellen eingebettet sind. Das Polysaccharid des Exsudats ist in seinen
Komponenten identisch mit dem Exopolysaccharid, das in Suspensionskultur gebildet
wird und mit der Kapsel, die E. amylovora in Minimalmedium synthetisiert (Bennet and
Billing, 1980). Das Exopolysaccharid kann aus dem zellfreien Uberstand einer
Suspensionskultur nach Ethanolfdllung isoliert werden. Das Vorhandensein einer
Kapsel ist durch Negativ-Kontrastierung mit Tusche im Lichtmikroskop (Bennet and
Billing, 1978), sowie durch Rutheniumrot (Politis and Goodman, 1980) und kationisches
Ferritin im Elektronenmikroskop nachweisbar (unveréffentlicht). Hydrolyse- und NMR-
Daten deuten auf eine Zusammensetzung des Polysaccharids aus Galactose, Glucose
und Glucuronséure hin. Ob Glucose tatsdchlich Bestandteil des Amylovorans ist, ist
noch umstritten. Ein Vorschlag zur Struktur meint, da es sich aus einem sich wieder-
holenden verzweigten Pentasaccharid ("repeating unit"), bestehend aus vier Galactose-
und einem Glucuronsduremolekiil, sowie Acetat und Pyruvat aufbaut (Smith et al.
1990). Das Vorhandensein von Glucose in den untersuchten Proben wurde hierbei auf
die Anwesenheit des ebenfalls von E. amylovora synthetisierten Glucans zuriickgefiihrt.
Das Molekulargewicht liegt im Bereich von 50 bis 150 MDalton. Typisch fiir dieses
saure Polysaccharid ist seine hohe Viskositét (Sijan et al., 1985).

Genetisch Charakterisierung eines Amylovoran-Genabschnifts

DNA-Bereiche, die in die Synthese oder Regulation von Amylovoran involviert
sind, wurden durch zwei verschiedene Ansitze isoliert. Zum einen wurde mit einem E.
amylovora-Wildtyp-Stamm eine Transposon-Mutagenese durchgefiihrt. Dazn wurde das
Transposon Tnj mittels verschiedener Suicid-Vektoren (pSUP201-Tn5, pTi::Tn5 und
fd-Tnj) in die Bakierienzelle eingefiihrt und auf Integration des Transposons in die
Gesamt-DNA der Zelle selektiert. Die DNA derjenigen Mutanten, deren Amylovoran-
produktion reduziert bzw. nicht mehr vorhanden war, wurde niher charakterisiert.
Dabei zeigte sich, dafl Insertionen des Transposons in vier verschiedenen EcoRI-DNA-
Fragmenten unterschiedlicher GroBe zu einem Verlust der Amylovoranbildung fithren
(Bellemann ef al., 1990; Bellemann und Geider; zur Verdffentlichung eingereicht).

In einem zweiten Ansatz wurden EPS-defekte Bakterien der verwandten Art E.
stewartii mit einer Genbank aus E. amylovora-DNA komplementiert (Bernhard, Coplin,
Geider, Mamuskript in Vorbereitung). Auf diese Weise wurde ein ca. 15 kb groBes E.
amylovora HindlII-DNA-Fragment gefunden, das in der Lage war bei der Mehrzahl der
bekannten E. srewartii EPS-Mutanten wieder einen EPS-positiven Phénotyp zu erzeu-
gen. Wird dieses 15 kb DNA-Fragment mutagenisiert und die Mutation durch homologe
Rekombination in das Genom von E. amylovora eingesetzt, zeigt eine Vielzahl der
Mutanten einen Amylovoran-negativen Phinotyp.

Ein Vergleich, der durch die beiden Ansdtze erhaltenen DNA-Fragmente ergab,
daB drei der vier EcoRI-DNA-Fragmente aus dem ersten Ansatz in dem 15 kb HindlII-
DNA-Fragment enthalten waren. Die Komplementationsanalyse dieses DNA-
Abschnitts zeigte, da8 auf ihm mindestens vier Komplementationsgruppen liegen, deren
Ausfall einen Amylovoran-negativen Phinotyp bei E. amylovora zar Folge hat. Ob es
sich bei diesen gefundenen Komplementationsgruppen um die Gene oder Operons
handelt, die fiir die Synthese, die Modifikationen oder den Transport des Amylovorans
verantwortlich sind, miissen weitere Untersuchungen zeigen. Zumindest wurde bei eini-
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gen E. coli-Serotypen eine derartige Einteilung der Gen-Abschnitte fiir die Synthese von
Kapselpolysacchariden bestimmt (Boulnois et al., 1987).

Die Identifizierung des Gens fiir die Galaktose-Epimerase, gal/E, sowie des Re-
gulator-Gens rcsA, die beide nicht auf dem klonierten 15 kb DNA-Fragment liegen,
zeigt jedoch, dafl micht alle Gene, die fiir die Amylovoransynthese bzw. -regulation
bendtigt werden, benachbart vorliegen. Die UDP-Galactose 4-Epimerase bildet aus
UDP-Glucose UDP-Galactose und liefert so aktivierte Galactose, einen Grundbaustein
des Amylovorans (Metzger, Bellemann, Geider; Manuskript in Vorbereitung).

Regulation der Amylovoransynthese

Die Amylovoransythese in E. amylovora ist komplex reguliert. Es scheinen sowohl
positive als auch negative regulatorische Komponenten vorhanden zu sein. Wachsen die
Bakterien in einem Vollmedium, ist die Synthese des Exopolysaccharids reprimiert. In
Minimalmedium findet sie konstitutiv statt, und in Pflanzenmaterial steigt sie um das
siebenfache an (Bennet und Billing, 1978). Bisher konnte ein Gen, rcsA, aus E.
amylovora kloniert werden, das fiir ein Protein kodiert, das eine sehr hohe Homologie
zu den RcsA Proteinen von E. coli, E. stewartii und Kiebsiella preumonice aufweist
(Bernhard et al., 1990). Ist das resA Gen auf einem Multicopyplasmid in E. amylovora
vorhanden, werden sowohl die Amylovoran- als auch die Levansynthese stimuliert
(Berphard e al., 1990). Ein defektes rcsA-Gen fithrt zu einer Verminderung der
Amylovoransynthese und infolgedessen zu einer Abschwichung der Virulenz bei E.
amylovora. In E. coli sind neben dem rcsA Gen noch drei weitere regulatorische Gene
der Kapselbiosynthese beschrieben worden: resB, resC und lon (Gottesman ef al., 1985;
Brill ef al., 1988). Das ResA Protein, das durch die Lon Protease gespalten werden kann,
stimuliert zusammen mit dem RcsB Protein die Transkription der Kapselsynthese-Gene
(Stout et al., 1991). Es wird angenommen, daf die ResB und ResC Proteine ein regula-
torisches Zwei-Komponentensystem bilden. Dabei kénnte das ResC Protein als Sensor
gegeniiber Umweltstimuli funktionieren und das ResB Protein so modifizieren, daB es
als Effektor die Kapselbiosynthese stimuliert (Stout and Gotterman, 1990). Ein dhnliches
regulatorisches System erwartet man bei E. amylovora.

Funktionen des Amylovorans

Wihrend die Bedeutung des bakteriellen Exsudats fiir die epidemiologische
Verbreitung des Feuerbranderregers bekannt ist (Zeller, 1974), kann iiber die genaue
Funktion des Amylovorans wihrend des Infektionprozesses nur spekuliert werden, Der
urspriingliche Befund, es handele sich um ein wirtsspezifisches Toxin (Goodman, 1974)
konnte nicht bestdtigt werden. Schon lange diskutiert man eine Restriktion des
Wassertransports im Leitgewebe der Wirtspflanzen (Sijam et al., 1985). Auch soll das
Quellungsvermégen des Amylovorans zu einem Kollaps des die Bakterien umgebenden
Wirtszellgewebes fithren (Schouten, 1988). Weiterhin verhindert oder verzégert das
Amylovoran durch eine Maskierung der bakteriellen Zellwand die Erkennung des
Pathogens durch die Pflanzenzelle. Dadurch setzt keine oder nur eine verzégerte
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Pflanzenabwehr ein. Alternativ konnte das Amylovoran Rezeptorstellen in der pflanzli-
chen Zellwand blockieren und so eine Erkennung verhindern. Fiir solche Modelle
spricht der Befund, daB Wildtyp-Bakterien oder Amylovoran allein bei
Birnenzellsuspesionskulturen keine Induktion der Phenylammoniumlyase (PAL), her-
vorrufen. Ganz im Gegensatz zu einer kapsellosen Mutante, die eine PAL-Induktion
hervorruft (Metzger M., unvertffentlicht). Auch scheint der spezifischen Struktur des
Amylovorans eine Bedeutung zuzukommen. Komplementiert man Amylovoran-negative
Mutanten mit einem DNA-Abschnitt aus E. stewartii, der Gene fiir die Synthese eines E.
stewartii spezifischen sauren Exopolysaccharids trdgt, synthetisieren diese Mutanten
wieder ein Exopolysaccharid, das aber verschieden von Amylovoran ist. Auf diese Weise
komplementierte Mutanten sind nicht mehr pathogen (Bernhard, Coplin, Geider;
Manuskript in Vorbereitung). Das bedeutet, daB eine spezifische Struktur in dem sau-
ren, hochmolekularen Exopolysaccharid vorhanden sein muB, um den Infektionsprozess
zu ermoglichen. Dies spricht gegen unspezifische Wirkungen des Amylovorans im
Verlauf der Pathogenese.

Aufklérung des Synthesewegs

Die Bedeutung des Amylovorans als Pathogenitétsfaktor erfordert eine detailierte
Analyse seiner Biosynthese. Erst durch Kenntniss der einzelnen Syntheseschritte, von
der Bereitstellung aktivierter Monozucker, iiber die Synthese der Grundeinheit an ei-
nem Lipidtriger, deren Modifikation, die Ausschleusung durch die innere und duflere
Membran und die Verkniipfung zu einem hochmolekularem spezifischen Polymer, er-
geben sich nene Moglichkeiten zu einer Bekdmpfung des Feuerbrands. Diese liegen in
der Charakterisierung von Substanzen, die einzelne Syntheseschritte in der
Amylovoransynthese blockieren.
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Die Levansucrase als Virulenzfaktor bei der Feuerbrandentstehung

Den extrazelluldren Polysacchariden (EPS) vieler human-, tier- und pflanzenpathogener
Bakterien wird vielfach eine Rolle als Virulenzfaktor zugeschrieben. Erwinia amylovora
besitzt die Fahigkeit zur Synthese von mindestens zwei EPS-Typen (s. Beitrige von P.
BerieMann und K. GEIDER). Neben dem sauren Heteropolysaccharid Amylovoran, ist auch
die Produktion eines Homopolymers aus Fructose bekannt (BENNET und BILLING, 1980).
Dieses Fructan konnte als typisches Levan (8-2,6-Fructofuranan) identifiziert werden (Gross
et al, 1990). Voraussetzung fiir die Levansynthese ist allerdings das Vorkommen von
Saccharose im Kulturmedium.

Die Organe héherer Pflanzen bilden das einzige natiirliche Habitat, in dem Saccharose in
groBeren Mengen vorkommt (Transport- und Speicherzucker). Die Produktion von Levan ist
deshalb wohl auch bei einer ganzen Reihe von Bakterien verbreitet, die als Epiphyt,
Bodenbakterium oder Pathogen in Kontakt zu Pflanzen stehen. Beispiele sind Bacillus subtilis
(DEDONDER, 1966), Actinomyces viscosus (PaBst et al, 1979), Acetobacter suboxydans
(Lortsyanskava et al., 1971), Zymomonas mobilis (LynNgss und DOELLE, 1983), Pseudomonas
phaseolicola (Gross und RupoLpH, 1987) sowie Erwinia herbicola (COTE und IMaM, 1989).

In ail diesen Fillen beruht die Levansynthese auf der Aktivitit einer extrazelluldren
Levansucrase (B-2,6-D-Fructan:D-Glucose 6-Fructosyltransferase; E.C2.4.1.10), die eine
Transfructosylierungsreaktion bei gleichzeitiger Freisetzung von Glucose katalysiert:

n Saccharose + Akzeptor > n Glucose + Akzeptor-(Fructose),,

Charakterisierung der Levansucrase

Auch in den Kulturfiltraten von E. amylovora ist eine betrichtliche Levansucrase-Aktivitéit
nachweisbar. Das Enzym kann durch Anionenaustauschchromatographie angereichert und
gereinigt werden. Unter vollstindig denaturierenden Bedingungen weist es bei der SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese ein Molekulargewicht von 46 kD auf (Gross et al.,, 1990).
Bei der isoelektrischen Fokusierung des zur Homogenitdt gereinigten Enzyms treten zwei
Protein-Banden mit isoelekirischen Punkten von 4,0 bzw. 3,6 auf, die beide Levansucrase-
Aktivitdt aufweisen. Daten, die aus der heterologen Expression des klonierten Levansucrase-
Gens in E. coli gewonnen wurden (s. unten), sprechen dafiir, daB diese Aufspaltung nicht auf
der Existenz von Isoenzymen beruht, sondern wahrscheinlich durch posttranslationelle
Modifikationen des Enzyms verursacht wird.
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Die Anwesenheit von Saccharose im Medium verursacht keine Zunahme der
Enzymaktivitit im Vergleich zu anderen C-Quellen wie Glucose, Sorbit oder Fructose
(unverdffentlicht). Die Expression der Levansucrase bei E. amylovora unterliegt demnach
keiner Substratinduktion sondern ist vielmehr konstitutiv. Allerdings gibt es Anzeichen fiir
eine positive Regulation unter Mitwirkung des rcsA-Genprodukts, das auch bei der
Amylovoran-Synthese als Regulator eingreift (BERNHARD et al., 1990).

Levansucrase-Mutanten und Virulenz

Die Bedeutung von Levan und Levansucrase fiir die Virulenz bzw. Pathogenitit von E.
amylovora wurde anhand geeigneter Transposon-Mutanten untersucht. Die Tn5-Mutagenese
erfolgte mit Hilfe des Suicidvektors pfdA31-TnS (METZGER, BELLEMAN, SCHWARTZ und
GrIDER, zur Verdffentlichung eingereicht), der iiber Elektroporation in einen virulenten
Wildtyp-Stamm  (Ea7/74) transferiert wurde, wo er aufgrund des fehlenden
phagenspezifischen Gen-2-Replikationsproteins nicht replizieren kann.

Durch ein Vor-Screening auf Sucrose-haltigen Agarplatten sowie mit Hilfe genauerer
enzymatischer Tests konnten unter 2000 untersuchten TnS-Mutanten zwei Klone identifiziert
werden, die einen vollstindigen Ausfall der extrazellularen Levansucrase-Aktivitit zeigten.
Diese Levansucrase-Mutanten (L.S6 und LS7) erwiesen sich als prototroph und produzierten
normale Mengen an Amylovoran (unveréffentlicht).

Auf unreifen Birnenfriichten erwiesen sich LS6 und LS7 als normal virulent und zeigten
weder im Ausmal noch im zeitlichen Ablauf der Symptomentwicklung (Schleimbildung)
Unterschiede zum Wildtyp-Ausgangsstamm. Diese Beobachtung war zu erwarten, da im
Bakterien-Schleim der inokulierten Friichte nur Amylovoran und kein Levan nachzuweisen
ist. AuBerdem enthdlt die aus dem Fruchtfleisch gewonnene Neutralzucker-Fraktion keine
Saccharose als mogliches Substrat der Levansucrase (GEIER, 1989).

Im Phloemsaft von Rosaceen wurden dagegen (neben dem typischen Rosaceen-
Transportzucker Sorbit) betrdchtliche Mengen an Saccharose gefunden (KoOLLAR und
SEEMULLER, 1990). Um dies zu beriicksichtigen, wurden weitere Virulenztests auf
vollstandigen Testpflanzen durchgefithrt. Nach Inokulation in die gritnen Triebspitzen von
Birnensdmlingen verursachten die Levansucrase-Mutanten LS6 und LS7 im Vergleich zum
Wildtyp eine deutlich verzégerte Entwicklung und Ausbreitung der fiir den Feuerbrand
typischen Nekrosen. Dies gilt vor allem fiir die frithe Phase (3 bis 7 Tage) nach der
Inokulation. Nach dieser Verzégerung erreichen die von LS6 und LS7 befallenen
Testpflanzen allerdings die volle Symptomstérke.

Die Levansucrase von E. amylovora ist also nicht essentiell notwendig fiir die Entstehung
von Feuerbrand, sie kann jedoch in Trieben den zeitlichen Verlauf der Krankheit bzw. die
Ausbreitung der Bakterien beeinflussen, so daff ihr definitionsgemi eine Rolle als
Virulenzfaktor zukommt.

Noch unzureichend gekldrt ist die mogliche Rolle der Levansucrase bei der
Primédrinfektion iber die Bliite. Saccharose ist ein Hauptbestandteil des Nektars bei
Rosaceen und kann wihrend Trockenphasen in betrichtlichen Konzentrationen auftreten
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(BEUTLER, 1930; THOMSON, 1986; WILSON et al., 1990). Eine aktive Levansucrase konnte den
Bakterien helfen, den mit hohen Saccharose-Konzentrationen verbundenen osmotischen
Stress zu bewiltigen, indem Saccharose in das osmotisch inaktive Polysaccharid Levan sowie
in schnell zu metabolisierende Glucose umgewandelt wird.

Eine weitere Funktion des Levans koénnte auch in der vielen bakteriellen Polysacchariden
zugeschriebenen Schutzwirkung gegen Austrocknung liegen (MILLER und SCHROTH, 1972;
WILSON et al., 1990).

Klonierung des Levansucrase-Gens

Ausgehend von den Levansucrase-Mutanten war eine Klonjerung des chromosomalen
DNA-Abschnitts méglich, der bei E. amylovora fiir dieses Enzym codiert. Durch
Komplementations-Versuche konnte aus einer Cosmid-Genbank zunachst ein 9,8 kb grofies
DNA-Fragment isoliert werden, das bei den Levansucrase-Mutanten den Levan-positiven
Phiinotyp restaurieren konnte (unveréffentlicht). Subklonierungen erlaubten eine weitere
Eingrenzung des eigentlichen Levansucrase-Gens auf einen 1,4 kb groflen Bereich, dessen
Sequenzierung in Arbeit ist.

Bei den Klonierungsarbeiten stellte sich heraus, dafl das levansucrase-Gen von E.
amylovora in E. coli exprimiert werden kann. Eine aktive Sekretion des Enzyms wie
vermutlich in E. amylovora erfolgt hier allerdings nicht.

Die durch heterologe Expression in E. coli gewonnene und gereinigte Levansucrase zeigt
das gleiche Molekulargewicht (46 kD) wie das homolog in E. amylovora exprimierte Enzym
(unveroffentlicht). Bei der isoelekirischen Fokusierung kommt es im sauren pH-Bereich
ebenfalls zu einer Aufspaltung in zwei aktive Protein-Banden (s. oben). Da ein DNA-
Fragment von 1,4 kb nicht fiir zwei Proteine mit je einem Molekulargewicht von 46 kD
kodieren kann, mufl man annehmen, dafl die Levansucrase von E. amylovora in zwei
posttranslationellen Modifikationen vorkommt, die bei Expression in E. amylovora und E. coli
dhnlich sind.

Zusammenfassung

Das von E. amylovora in Saccharose-haltigen Medien produzierte Levan beruht auf der
Syntheseleistung einer extrazelluldren Levansucrase, die konstitutiv exprimiert wird, Das
Enzym wurde als saures Protein mit einem Molekulargewicht von 46 kD charakterisiert. Der
dafiir kodierende chromosomale Genabschnitt konnte als 1,4 kb groles DNA-Fragment klo-
niert werden.

Transposon-Mutanten mit fehlender Levansucrase-Aktivitdt zeigen auf Birnensdmligen
eine verzégerte Ausbreitung und verursachen eine verzogerte Entwicklung der Feuerbrand-
Symptome. Der Levansucrase von E. amylovora kommt damit eine Rolle als Virulenzfaktor
zu.
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Feuerbrandresistenzpriifung bei Apfel- und Ziergehdlzen

Einleitung

Zur Bek&mpfung des Feuerbrandes sind gegenwdrtig keine zuge-
lassenen chemischen Pflanzenschutzmittel verfiigbar. Der An-
bau resistenter bzw. schwachanfdlliger Obst—~ und ZiergehoOlze
stellt damit die einzige MOglichkeit dar, die Krankheit wirk-
sam einzuddmmen. Aus der Sicht des Umweltschutzes ist dieses
Verfahren dariiber hinaus als optimal anzusehen.

Im Institut fir Phytopathologie Aschersleben sind bereits im
Jahre 1974 erste methodische Untersuchungen aufgenommen und
vor allem Apfelsorten aus dem Weltsortiment hinsichtlich
ihrer Feuerbrandresistenz untersucht worden.

In das Resistenzzichtungsprogramm des Institutes fiir Obst~
forschung Dresden-Pillnitz wurde die Feuerbrandkrankheit

1977 als ZielgréBe integriert. Die Testung des Zuchtmaterials
erfolgt dabei weiterhin im Institut fir Phytopathologie
Aschersleben (IfP).

In diesem Beitrag socll besonders die Prifmethodik vorgestellt
werden. Auf die Resultate der Feuerbrandresistenzziichtung wird

im Beitrag von Ch. FISCHER ndher eingegangen.

Resistenzpriifmethoden

1. Pflanzenmaterial

Bei Apfel sind seit 1974 Sorten und spdter Zuchtstimme im Frei-

land und im GewBchshaus getestet worden. An einer Methodik fir
die Prifung von Sdmlingspopulationen wird gegenwirtig noch ge-
arbeitet.

Birnenscorten wurden bisher nur in geringer Zahl untersucht.
Die Testung von weiteren Sorten und ZuchtstZmmen hat begonnen.
Untersuchungen an Ziergehtlzen wurden seit 1984 vor allem an
Cotoneaster, Amelanchier, Rosa, Malus, Pyracantha und Chaeno—
meles durchgefiihrt. Gegenwdrtig werden Sorbus-, Crataegus—,
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Chaenomeles—~ und Rosa-Arten gepriift.

2. Erreger

Die Verwendung hochvirulenten Pathogens fiir die Priifungen
ist eine entscheidende Voraussetzung, um dauerhafte Resi-
stenzen zu finden.

1991 konnten alle 83 im IfP vorhandenen Erwinia amylovora-
Stamme - darunter auch internationale Referenzstdmme - hin-
sichtlich ihrer Virulenz untersucht werden. An Handvered-
lungen der Sorten 'Prima' und 'Malus Robusta Nr. 5' wurden
im Gewdchshaus je Stamm 5 bzw. 10 Triebe bei einer Linge
von 7-15 c¢m inokuliert. Die Keimdichten der Bakteriensuspen—
sionen wurden auf 109 Zellen/ml eingestellt. Die Auawertung
erfolgte 4 Wochen p.i. nach folgender Formel:

Befall (%) = Nekrosenlinge (cm). 100 %
Neuwuchslinge (cm)

Da eine solche Virulenzanalyse sehr aufwendig ist, wurde-
zwischenzeitlich ein Virulenzscreening an Birnentriebstiik-
ken durchgefiilhrt mit der Zielstellung, spdter eventuell die

Zahl der Erregerstdmme fir die Virulenzanalyse zu reduzieren.

Je Sorte (‘'Alexander Lucas', 'Williams Christ', 'Konferenz')
wurden dabei die Schnittstellen von 3 Triebstiicken in die
jeweilige Suspension (109 Zellen/ml) getaucht. Nach 2-5tdgi-
ger Lagerung der Triebe in einer Feuchtkammer im Labor erfol-
te die Untersuchung der Schnittfldchen hinsichtlich Sehleim-
bildung.
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Tabelle 1

BErwinia amylovora (Ba)-Stédmme mit der hochsten Virulenz an der
Apfelsorte 'Prima' im Vergleich zum Screening-Ergebnis bei
Birnentrieben (n = 18 Schnittstellen).

Ea~Stamm Apfel Birne
(%) (befallene
Schnittstellen)
115 100 17
16 67,5 17
91 64,6 12 *
77 64,5 17
86 62,2 14
110 61,4 17
111 59,9 18
99 56,2 17
102 55,7 12 *
116 54,0 13
¥ no= 12

In der Tabelle 1 sind die E. amylovora-Stdmme mit der hdchsten
Virulenz an der Apfelsorte 'Prima' im Vergleich zum Screening-
Ergebnis bei Birne dargestellt. Da das Ziel besteht, 3 Stimme
mit der hbchsten Virulenz herauszufinden, wdre es nach diesen
einjdhrigen Ergebnissen denkbar, erst ein Screening vorzunehmen
und nur die Stdmme in die Virulenzanalyse an Handveredlungen

zu nehmen, die eine bestimmte Anzahl befallener Schnittstellen
bewirkten. Es ist geplant, diese Untersuchungen fortzusetzen.

An der Sorte 'Malus Robusta Nr. 5' verursachte nur der Stamm

Ea 77 (= Stamm CUCPB 266 aus Kanada) nennenswerten Befall (82 %).

Fiir die Inckulationen an Handveredlumgen (Apel) im Gewichshaus
wurde 1991 in Anlehnung an NORELLI u.a. (1984) ein Gemisch aus
3 Stdmmen (Ea 115, 91, 77) — Keimdichte jeweils 109 Zellen/ml -
verwendet. Flir die Untersuchungen im Freiland benutzten wir den
Stamm 115.




- 85 -

3. Inokulationsmethoden

Triebinokulationen werden im IfP Aschersleben durch die von
SCHAEFER u.a. (1975), in Anlehnung an BILLING (pefsﬁnliche
Mitteilung), entwickelte Methode vorgenommen. Dabei wird mit
Hilfe einer Nihmaschinennadel eine entsprechend der Uhrgrofe
kalibrierte Inokulummenge in die Triebspitze bzw. in den
Blattstiel des jingsten sich entfaltenden Blattes inokuliert.

Bliiteninfektionen sind nach unseren Erfahrungen besonders bei
Birnen gefidhrlicher als Triebinfektionen.

Massiver Bliitenbefall, nicht rechtzeitig erkannt, breitete sich
bei Konferenzbirnen in der Regel bis in den Stammbereich aus.
Aus diesem Grunde wurde in den letzten Jahren auch bei Apfelge-~
htlzen die Bliitenanfdlligkeit mit erfafit. Die Tabelle 2 zeigt
einige Beispiele, die beweisen, dafl es Sorten gibt, die eine
hohere Triebanfilligkeit besitzen ('Gloster'), dal aber auch

die Bliutenanfdlligkeit Uberwiegen kann.
Tabelle 2

Resistenzverhalten von Apfelsorten nach Trieb- und Bliiten—

infektion
Sorte Triebinfektion Anzahl befallener
im Gewdchshaus Bliiten- Triebe

. bligchel

im Freiland

(n=50) 1986
Auralia stark anfidllig 31 11
Yellowspur stark anfdllig 6 -
Clivia sehr schwach anfdllig 10 -~
Herma schwach anfdllig 1 6
Undine stark anféllig 23 30
Juno stark anfidllig 12 11
Wealthy stark anfidllig - -
Starkrimson resistent 2 -
Melba resistent - o
Prima resistent e -
James Grieve stark anfdllig 67 21
Gelber Kost-
licher stark anfillig 18 &
Gloster stark anfdllig 4 26

Nach unseren Erfahrungen ist es notwendig, beide Kriterien zur
Einschidtzung der Resistenz heranzuziehen. PAULIN (pers. Mittei-
lung) sieht dagegen unter franzdsischen Bedingungen die Trieb-
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anfdlligkeit als das Primat an.
In den Laborversuchen priiften wir verschiedene Methoden zur Inoku-
lation der Bliiten (Tabelle 3).

Tabelle 3

Infektionserfolg nach unterschiedlicher Inokulation des Erregers
in Birnenbliiten (Anzahl befallener Bluten)

Inokulations— Birne (n = 40)
methode '‘Konferenz' 'Alexander
Lucas'
Betropfen 35 15
Einpinseln 36 20
Nadelstich 40 33
Schnitt 40 39

Bliiten wurden betropft bzw. mit erregersuspension eingepinselt;
Blitenstiele mit einer Nadel (s.o.) angestochen. Als vierte Vari-
ante wurde die Bliite entfernt und auf die Schnittfldche Suspen-
sion getropft.

Bei den Konferenzbirnen konnten in allen Varianten hohe Infek-
tionszahlen erreicht werden, wogegen bei 'Alexander Lucas' das
Betropfen und EBinpinseln der Bliliten weniger erfolgreich waren.
Der Vergleich mit den beiden anderen Varianten 1li8t die Vermu-

tung zu, dafi es sich hier um eine Eindringungsresistenz handelt.

Im Rahmen der Resistenzpriifungen im Freiland wurden die Bliten
durch Einpinseln inokuliert. Da hierbei keine Abdrift von Erre-
gersuspension auftreten kann, ist es mbglich, gleichzeitig eine

natiirliche Ausbreitung des Befalles im Gehtlz zu erfassen.

4., Versuchsauswertung

Zur Auswertung der Triebanfdlligkeit wurde die aus der Tabelle 4

zu ersehende neue Bewertungsskala verwendet.
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Tabelle 4

Bewertungsskala fiir Triebinfektionen bei Feuerbrand am Apfel

Einteilung der Befallsldnge in % nach Boniturnoten (Wertzahlen)

9 ... 1
(erarbeitet von C. Fischer, If0 Pillnitz, nach MOLL, Kleimmachnow)

% Befallslédnge Boniturnote % Befallslidnge
(neue Einteilung) (alte Einteilung)
0 - 0,9 9 0 - 4.8
1,0 - 16,3 8 4,9 - 10,6
16,4 ~ 31,0 7 10,7 - 17,5
31,1 - 44,2 6 17,6 - 25,8
44,3 - 56,1 5 25,9 - 35,8
56,2 - 66,9 4 35,9 - 47,8
67,0 ~ 76,5 3 47,9 - 62,2
76,6 - 85,2 2 62,3 -« 79,4
85,3 - 100 1 79,5 - 100

Der Vorteil dieser im Vergleich zur #dlteren Einteilung besteht
darin, daB der Boniturnote 5 wirklich ein mittlerer Befall gegen-
iibersteht. AuBerdem ist der zulidssige Befall in der Boniturstufe

9 kleiner gewdhlt.
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Untersuchungen zur Resistenz von Apfel~ und Birnensorten gegen

den Feuerbrand (Erwinia amylovora)

Unmittelbar nach der Einschleppung des Feuerbrandes auf Schles-
wig-Holsteinisches Gebilet wurden ab 1974 von der Biologischen
Bundesanstalt in Zusammenarbeit mit dem Pflanzenschutzdienst
drei Versuchsanlagen im Befallsgebiet errichtet, um hier mit
ersten Untersuchungen zur Biologie und Bekampfung der Krank-
heit, in erster Linie aber der Resistenzprifung des einheimi-
schen Kernobst- und Ziergehélzsortiments gegen den Erreger zu
beginnen (ZELLER und MEYER 197%). Spdter nach der weiteren
Ausbreitung auf s@ddeutsche Regionen wurde dann auch dort im
Jahre 1985 eine Versuchsanlage in Kooperation mit dem Baden-
Wurtembergischen Pflanzenschutzdienst errichtet, um unter den
Bedingungen in Siddeutschland weitere Untersuchungen durchzu-
fihren, u.a. auch eine Resistenzprifung an dortigen Lokalsorten,
aber auch an den im Obstbau Gblichen Birnen- und Apfelsorten.
Es stellte sich insbesondere die Frage, ob die unterschiedli-
chen epidemiologischen Bedingungen von Nord-und Stddeutschland
einen EinfluB auf die Resistenz bzw. Anfilligkeitsreaktion des
Sortiments ausiben.

Methodik

In Norddeutschland wurden 1974 zunachst 25 Kernobstsorten ausge-
pflanzt, 1979 ein weiteres Sortiment von 35 Sorten (ZELLER 1983).
In Suddeutschland erfolgte 1986 die Auspflanzung von insgesamt 75
Apfel- und Birnensorten. Die Testung wurde jeweils nach kinstli=-
cher Infektion durchgefiihrt; mit einer Injektionsspritze wurden
3=-5 sukkulente Triebe eines jeden Baumes mit etwa 0.2 ml einer
Bakteriensuspension von ca. 10¢ Zellen/ml in die Triebspitze an

3 Stellen infiltriert. Als Bakterienstamm wurde jeweils ein
Isolat von Cotoneaster bullatus verwendet. Einzelheiten der An-
zucht und Inockulation wurden zuvor beschrieben (ZELLER und MEYER
1975) . Die Auswertung erfolgte mit Hilfe eines Boniturschemas von
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1 (schwéchster Befall) bis 5 (abgestorbener Baum). Eine Pflanze
ohne Symptome wurde mit 0 bewertet. Die Befallswerte in den Ta-
bellen beziehen sich jeweils auf die im September erfolgte Boni-
tur, da zu diesem Zeitpunkt der stérkste Befallsgrad festzu-

stellen war.

Ergebnisse und Diskussion

Die Anfélligkeit der Birnensorten war in allen 3 wegen der star-
ken Symptomentwicklung als repréasentativ ausgewdhlten Befalls-
jahren deutlich hdéher als die der Apfelsorten, z.B. waren von
den als besonders hochanfdllig eingestuften Birnensorten teil-~
weise eine hohe Anzahl von Biumen innerhalb der Vegetationsperi-
ode total abgestorben. Uberraschend war unter stddeutschen Ver-
haltnissen der Anteil an ausgefallenen Baumen niedriger und auch
der durchschnittliche Befallsgrad geringer (Tab.l). Wie in Nord-
deutschland zeigten jedoch auch hier die Sorten 'Trevoux', 'Gri-
fin von Paris', 'Vereinsdechant'!, aber auch 'Winterforelle' ein
hochanfdlliges Verhalten. Einen mittleren Anfélligkeitsgrad mit
teils starker wie auch schwacher Symptomausbildung wiesen jeweils
fWilliams', ‘'Conference', 'Clapps', 'Gute Luise' und 'Charneux’
auf. Letzteres deutet auf ein nicht klar abzugrenzendes Verhal-
ten dieser Sorten hin und entspricht auch Befunden von amevrika-~
nischen Autoren (OITTO et al. 1979, QUAMME 1977). Als hochresi-
stent war insgesamt 'Alexander Lucas' einzustufen, was auch mit
zuletzt durchgefilhrten Untersuchungen in Stdfrankreich tberein-
stimmt (THIBAULT and LEZEC 1990). Eine Ausnahme bildete 'Gel-
lerts', die allgemein als resistent bewertet wird, jedoch in
stiddeutschland eine mittlere Anfalligkeit zeigte.

Bei den Apfelsorten zeigte sich, wie schon angedeutet, eine
deutlich geringere Anfalligkeit, z.B. war Uber den gesamten
Zeitraum der Priufung kein einziger Baum vollsténdig abgestorben.
Zu den starker anfédlligen Sorten gehérten in Norddeutschland
"James Grieve', Goldparmdne', fJonathan', 'Gloster', 'Idared’,
tKlarapfel' und 'Oldenburg'. Obwohl bei der letzteren Sorte ein
deutlicher Unterschied zwischen den beiden Testjahren 1977 und
1981 vorlag, war die Infektionsrate jedoch in beiden Jahren

100 %. Zu den resistenten Apfelsorten waren neben den'Golden'-~
Abkémmlingen ‘'Jonagold’ und 'Ingol' noch die beiden fBoskoop'-
Sorten sowie ‘Ontario' und 'Jamba' zu rechnen. Zu &hnlichen Er-
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gebnissen fihrte die Testung in Siddeutschland. Insgesamt war
hier der Befallsdruck niedriger, was sich auch in der geringe-
ren Infektionsrate widerspiegelt. AuBerdem dirfte die bei allen
Apfelsorten verwendete Unterlage M 9 zusédtzlich einen negativen
EinfluR auf die Infektion ausgelbt haben, zumal diese Apfelun-
terlage als nur schwach anféllig gilt (BILLING 1978, van der
ZWET und KEIL 1979). Es zelgte sich aber auch hier, daB

z.B. 'James Grieve' sowie 'Idared’, 'Klarapfel', Jonathan’,
'Oldenburg' und ‘'Goldparméne' unter den mehr anfdlligen Sor-
ten einzureihen waren, wahrend z.B. die 'Golden'-Abkémmlinge
sowie 'Boskoop, 'Ontario' und 'Jamba' wiederum zu den resisten-
ten Sorten gehdrten. Dies steht auch weitgehend in Ubereinstim-
mung mit franzésichen Autoren, die ein gréBeres Sortiment von
Apfel- und Birnensorten in der stark befallenen Region von Bor-
deaux auf Feuerbrandresistenz getesteten (THIBAULT and

Lezec 1930).

Aus diesen ersten Befunden in Siddeutschland 148t sich ein
welitgehend &hnliches Verhalten der Birnen- und Apfelsorten ge-
geniiber dem Feuerbrand-Erreger ableiten, wenn auch kleinere Ab~
weichungen, wie z.B. bei 'Gellerts', vorhanden sind. Dies kénnte
jedoch an unterschiedlichen phé&nologischen Bedingungen in den
Versuchsjahren liegen. Weitere Untersuchungen missen diese
ersten Befunde noch weiter erhdrten.
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Nr. 510

Tab.l Feuerbrand-Anfalligkeit von Birnensorten nach kiinstlicher

Infektion

a. 1977 Norddeutschland

| Scrten anzahl % tot Befallsgrad|
[ B&ume infiziert ] |
| !
| Trevoux 4 100 4 5.0 |
| Bunte Juli 3 100 2 |
| Vereinsdechant 4 100 1 |
| Gréfin v.Paris 3 67 2 |
| Gute Luise 12 100 1 I
| Williams 25 100 - 2.5 ]
| Charneux 11 100 - |
| Conference 12 io00 4 2.5 |
| Clapps 13 100 3 2.6 |
| Gellerts 12 50 - 0.9 |
| Alexander Lukas 4 0 - - [
I !
I I
} b. 1981 Norddeutschland |
! !
| Lectier 5 100 2 4.4 [
| Trevoux 4 100 2 4.1 |
| Geisshirtle 5 100 1 2.6 |
| Gelbméstler 5 60 - 2.4 |
| Conference 11 921 3 1.7 |
| Clapps 10 80 1 1.7 |
| Williams 47 67 5 1.8 |
| Charneux 7 100 1 1.3 ]
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| Grafin v.Parils 8 100 1.3 |
| Beurre Bosc 4 50 1.2 ]
| Theilers s 100 1.1 |
| Gute Luise 10 80 0.8 |
| Schw. Wasserbirne 5 60 0.4 |
| Gellerts 5 €0 . |
| Alexander Lukas 8 62 . |
1 I
| c. 1989 siddeutschland !
I l
| Winterforelle 5 100 3.0 I
| Trevoux 5 88 3.0 |
| Pastorenbirne 10 96 |
| Herzogin Elsa 10 88 ]
| Gra&fin v.Paris 9 62 . !
| Vereinsdechant 7 97 2.4 |
| Bristol Cross 7 83 2.4 !
| Tongern 6 100 2.0 |
| Clapps 8 47 1.5 !
| Gellerts 9 49 1.5 |
| Conference 6 77 1.3 i
| Williams 10 80 1.2 |
| Beurre Bosc & 3 1.2 [
| Packhams 10 98 i.2 |
| Grand Champion 4 55 1.2 |
| General Leclerc 7 80 1.1 !
| Gute ILuise 6 28 1.0 I
| Pierre Corneille 8 62 0.8 |
| Charneux 10 24 c.8 |
| ciffards 9 4 0.1 I
l I

Alexander Lukas 10 0
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Tab. 2 Feuerbrand-Anfalligkeit von Apfelsorten nach kinstlicher
Infektion

a. 1977 Norddeutschland

Sorten Anzahl % Befallsgrad
Baume infiziert ]

James Grieve 5 100 2.6
Goldparméne 22 100

Jonathan 22 100

Gloster 4 100 2.3
Berlepsch 19 74 2.1
Klarapfel 23 96 1.8
Oldenburg 5 100 1.4
Cox Orange 19 89 1.1
Ingrid Marie 6 67 1.0
Gravensteiner 5 80 0.8
Martini 3 67 0.7
Finkenwerder 3 33 0.3
Golden Delicious 23 26 0.3
ontario 7 14 0.1

b. 1981 Norddeutschland

Oldenburg 6 100 3.1
Champ. Renette 9 100 3.0
Goldparmane [ 100 2.6
James Grieve 4 100 2.3
Jonathan 9 100 2.1
Idared 9 100 1.9
Granny Smith 5 100 1.7
Laxtons Superb 7 100 1.2
Mantet 10 90

Stark Earliest 5 100 0.8
Glockenapfel 20 25 0.7
Roter Boskoop 5 100 0.6
Melrose 10 160 0.6
Boskoop 8 100 0.5
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| Alkmene 5 80 0.4 |
| Golden Delicious 15 53 0.2
| Herbstprinz 5 80 0.2 |
| Jonagold 8 75 0.2 ]
| Ingol 7 57 0.1 |
| Jamba 3 - |
I I
I I
| c. 1989 suddeutschland |
I I
| Ingrid Marie €7 .2 |
| James Grieve 9 71 .1 ]
| Bittenfelder 10 72 1.8
| Malling Kent 9 60 1.7
| Elstar 8 52 1.7
| Champ.Renette 8 5 1.6
| Idared 2 49 1.8 i
| Zabergéu 8 40 1.6 |
| Klarapfel 8 60 1.5 |
| Engelsberger 8 57 1.5
| Jonathan 8 70 1.5 |
| Oldenburg 7 60 1.5 |
| Cox Orange 8 52 1.4 |
| Goldparméne 8 62 1.3
| Rarmijn d.Sonnav. 5 56 1.2 |
| Gelber Rambour 7 77 1.1
| Berlepsch 8 47 1.0 |
| Granny Smith 6 70 1.0
| Akane 7 65 1.0
| Hauxapfel 7 40 1.0 |
| Kardinal Bea 13 31 0.7 |
| Melrose 8 17 0.7
| Alkmene 10 1z 0.6
| Sir Prize 8 5 0.5
| altl.Pfannkuchen 8 8 0.4 |
| Gloster 11 20 0.4
| Glockenapfel 17 0.4 |
| Astramel 8 0.4 |



Brettacher
Discovery

Jamba

Mutsu
Horneburger
Ingol

Ontario
Finkenwerder
Boskoop
Gravensteiner
Schw.Orangenapfel
Maunzen
Bohnapfel
Golden Delicious
McIntosh
Jonagold

Vista Bella

Gala

Charden

10
10

10

10
10
10

- 95 _

20
10

S

10

ROl NN NN




- 96 -

Christa Fischer
Institut fiir Obstforschung Dresden-Pillnitz

Ergebnisse der Resistenzziichtung gegeniiber Feuerbrand an Apfel

Das Ziel einer effizienten Resistenzziichtung beim Apfel ist auf eine 6kologisch und biolo-
gisch wirksame Verminderung von chemischen Pflanzenschutzmafnahmen gerichtet. Das
erfordert die Erhohung des Resistenzgrades gegeniiber wirtschaftlich bedeutenden Schader-
regern, insbesondere Feuerbrand, aber auch Schorf und Mehltau. Im mitteleuropéischen
Raum hat der natiirliche Befallsdruck mit Feuerbrand so stark zugenommen, daB bei der
Obstarten Apfel, Birne und Quitte starke Schidigungen durch Ertrags- und Baumausfille
eintreten und die Bestandessicherheit der Obstanlagen stark gefihrden. Wirksame Bakteri-
zide, die sowohl aus humanmedizinischen Griinden als auch fiir den integrierten Obstanbau
vertretbar sind, fehlen. Die auf Daver wirksamste Bekdmpfungsmoglichkeit des Feuerbran-
des ist der Anbau resistenter Sorten.

Unsere Arbeiten zur Feuerbrandresistenz begannen mit dem spontanen Erstauftreten des
Feuerbrandes in der DDR 1972 mit phytopathologischen Arbeiten im Institut fiir Phytopa-
thologie Aschersleben. Gemeinsam mit dem Institut fiir Obstforschung Dresden-Pillnitz
wuorden ab 1974 umfangreiche Resistenzpriiffungen an Kultursortimenten und Pillnitzer
Zuchtmaterial vorgenommen. Mit dem Auffinden von Resistenzdonoren gegen Feuerbrand
beim Apfel in dem umfangreichen Pillnitzer Zuchtmaterial wurden seit 1977 systematische
Zichtungsarbeiten mit Einkreuzung der Feuerbrandresistenz durchgefithrt (Abb.1). Dem
Ziel der Kombination von Mehrfachresistenz mit hohen obstbaulichen Qualititseigenschaf-
ten in der Resistenzziichtung beim Apfel ordnen sich damit auch die Arbeiten zur Peuer-

brandresistenzzlichtung ein.

Material und Methoden

Im Untersuchungszeitraum von 1974 bis 1991 wurde ein umfangreiches Material aus dem
Genfond von Apfel (300 Idiotypen), von Birne (33) sowie Wildarten (9), von Apfelsorten-
Zuchtmaterial (ca. 5000 Hybriden) sowie von Apfelunterlagen- (53) und Birnenunterlagen-
Zuchtmaterial (96) getestet.

Die Resistenzprifung erfolgte in Form der Triebinfektion von veredelten Pflanzen im Ge-
wichshaus mit einem Stichprobenumfang von 50 Pflanzen je Sorte bzw. Hybride. Mit Hilfe
der Nadelstich-Inokulation wird Bakteriensuspension in den wachsenden griinen Trieb inji-
ziert. Die Konzentration betragt 1 x 10° Bakterien je ml. Zur Ermittlung des Resistenzgra-
des wird die Triebldnge vor der Inokulation sowie die Befallslinge gemessen. Die Befalls-
linge wird einem 9stufigen Boniturschema zugeordnet. Die Auswertung der Ergebnisse er-
folgt mit Hilfe der Varianzanalyse mit der Signifikanzgrenze von p = 0.05. Fir die Resis-
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tenzpriifungen wurden verschiedene Stimme von Erwinia amylovora nach vorhergehender
Analyse ihrer Virulenz verwendet.

Als Ziichtungsmethode wird fiir die Kombination der verschiedenen Resistenz- und Quali-
titsmerkmale die Kombinationsziichtung genutzt. Die verschiedenen Merkmale werden nach
Art der Konvergenzziichtung kombiniert. Vererbungsanalysen von verschiedenen Autoren
(MOORE 1946, FISCHER et al. 1983, LESPINASSE and PAULIN 1990) lassen eine po-
lygen bedingte Feuerbrandresistenz vermuten, die durch eine hohe Variabilitit charakteri-
siert ist (VAN DER ZWET et al. 1974).

Ergebnisse und Diskussion

In unserer Resistenzpriifung wurden im Kuitursortiment keine Resistenzdonoren gefunden.
Die Sommer- und Herbstsorten, besonders 'James Grieve', sind alle stark anfillig, aber
auch Wintersorten, wie 'Auralia’, 'Gloster’ und 'Idared'. Gering anfillig sind die Pillnitzer
Neuziichtungen 'Pinova' und 'Pilot' (FISCHER und SCHAEFER 1990).

Die Nutzung genetischer Resourcen ist fiir die Einkreuzung der Feuerbrandresistenz der si-
cherste und effizienteste Weg, um das Resistenzniveau in neuen Apfelsorten zu erhéhen.
Resistenzdonoren wurden aus dem Wildsortiment ermittelt, so Malus robusta, M. sublobata,
M. atrosanguinea, M. prunifolia, M. fusca (ALDWINCKLE and VAN DER ZWET 1979).
‘Novole' als F,-Hybride von M. prunifolia ist Feuverbrand-resistent (CUMMINS and
ALDWINCKLE 1983). Auch in der Wildart M. floribunda werden Resistenzgene vermutet
(NORELLI et al. 1986, FISCHER et al. 1983). In unseren Untersuchungen konnte eine
hohe Feuverbrandresistenz in Nachkommenschaften von M. floribunda im Vergleich zu
Nachkommenschaften verschiedener Kultursorten (FISCHER et al. 1983) ermittelt werden
(Abb. 2). Aus den Nachkommenschaften mit Kultursorten wurde bisher eine Hybride mit
Feuerbrandresistenz gefunden. Sie stammt aus der Kreuzung von 2 stark anfilligen Eltern-
sorten. Verschiedene resistente Idiotypen wurden in systematischen Kreuzungsplinen auf
ihre Kombinationseignung und Vererbung gepriift. Aus einem vollstindigen Dialiel mit 5
Elternsorten, davon ‘Idared' als Feuerbrand-anfilliger Sorte und 4 Feuerbrand-resistenten
Sorten ergab sich ein Anteil von Feuerbrand-resistenten Sdmlingen in den Populationen von
12 bis 53 %. Der Anteil Feuerbrand-resistenter S&mlinge variierte in den Nachkommen-
schaften "anfallig x resistent" zwischen 12 und 25 %, in Nachkommenschaften "resistent x
resistent” zwischen 26 und 53 %.

Bei Betrachtung der ziichterischen Zielstellung auf Dreifachresistenz gegen Schorf, Mehltau
und Feuerbrand wurde mit den Elternsorten, die selbst Dreifachresistenz besitzen, eine hohe
geschitzte Wahrscheinlichkeit nachgewiesen. Damit kann durch gezielte Elternwahl eine
wesentlich hohere Selektionsrate erreicht werden (Abb. 3).

Mit Hilfe von Schitzwerten der allgemeinen Kombinationseignung (gca) kann die Ver-
erbung nachgewiesen werden. Fiir Feuerbrandresistenz wurde eine Elternsorte, BX 44, 14,
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mit einem hohen gca-Wert ermittelt, dic Feuerbrandresistenz vererbt. Die hochanfillige
Elternsorte 'Idared’ ergab einen sehr niedrigen gca-Wert und vererbt ihre hohe Anfalligkeit
(Tab.1)

Die bisher dargelegten Ergebnisse betreffen das Resistenzverhalten von Apfel-Idiotypen
nach Triebinfektionen. Untersuchungen zur Bliiteninfektion von SCHAEFER (1986) erga-
ben deutliche Befallsunterschiede zwischen Trieb- und Bliiteninfektion. Daraufhin wurden
von SCHAEFER gezielte Untersuchungen auf Bliiteninfektion durchgefiihrt. Bei einer
Reihe von Idiotypen konnten keine Korrelationen zwischen Trieb- und Bliitenbefall nach-
gewiesen werden. Sowohl Apfelsorten als auch Zuchtstimme wiesen signifikante Unter-
schiede im Trieb- und Bliitenbefall auf, u.a. die Sorten 'Alkmene’, ‘Auralia’, 'Jonagold',
'Red Mclntosh' sowie die Zuchtstimme Pi-AS-175 und Pi-AS-176, andere dagegen zeigten
Ubereinstimmung im Trieb- und Blitenbefall, u.a. 'Helios', 'Piros', 'James Grieve',
'Breuhahn', 'Jonathan', 'Undine’, 'Gloster'. Fiir einen hohen Resistenzgrad stimmen die
Ergebnisse der Trieb- und Bliiteninfektion bei den Zuchtstimmen Pi-A-9, Pi-AS-173, Pi-
AS-174 und Pi-AS-180 tiberein (Tab.2). Hieraus ergibt sich die Notwendigkeit, fiir die si-
chere Bestimmung des Resistenzgrades einer Sorte sowohl auf Trieb- als auch auf Bliitenin-
fektion zu testen (FISCHER and SCHAEFER 1990).

Ziel unserer Ziichtungsarbeiten ist die Mehrfachresistenz gegen Schaderreger mit hoher
wirtschaftlicher Bedeutung. Die Kombination verschiedener Resistenzen, die im Institut
Pillnitz ziichterisch bearbeitet werden, zeigt Tab. 3. Eine hohe Effizienz wird im Anbau mit
dreifachresistenten Sorten erreicht, die gegen Schorf, Mehitau und Feuerbrand resistent
sind. In 10-jahrigen Anbauexperimenten wurde nachgewiesen, daff ohne jede Fungizidbe-
handiung von der Pflanzung an iiber die gesamte Standzeit bei resistenten Sorten keine Be-
lastung mit Schorf, Mehltau sowie anderen Pilzkrankheiten aufgetreten ist. Mit solchen
mehrfachresistenten Sorten wie 'Remo’, 'Reanda’, 'Rewena’ und 'Reglindis‘ 148t sich ein
integrierter Apfelanbau wesentlich sicherer handhaben.

Fiir den Anbauer sind in jedem Falie solche Eigenschaften wie Geschmack, Reifezeiten und
Ertragsfahigkeit, die den Marktwert einer Sorte bestimmen, von groBer Bedeutung. Das re-
sistente Apfelsortiment aus der Ziichtung von Pillnitz, das sich derzeit in verschiedenen
Lehr- und Versuchsanstalten Deutschlands in Priifung befindet, beinhaltet die unterschied-
lichsten Merkmalskombinationen mit hohem Marktwert (Tab. 4). Hohe Geschmacks- und
Ertragseigenschaften, das Angebot von resistenten Sorten in allen Reifegruppen und Mehr-
fachresistenz bieten die Gewdhr, solche Sortimente integriert bzw. biologisch anzubauen.
Damit leistet die Resistenzziichtung einen wesentlichen Beitrag fir die Reduzierung der
Produktionkosten und gleichzeitig fiir die Verminderung der Umweltbelastung.
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Zusammenfassung
Die Ziichtung auf Feuerbrandresistenz wird als ein Resistenzfaktor gleichzeitig mit Schorf-
und Mehltauresistenz im Apfel-Resistenzziichtungsprogramm des Instituts fiir Obstfor-
schung Dresden-Pillnitz bearbeitet. In Resistenzpriifungen wurden gemeinsam mit dem In-
stitut fiir Phytopathologie Aschersleben Resistenzdonoren beim Apfel gefunden, die Feuer-
brandresistenz vererben. Durch gezielte Elternwahl 1d8t sich in Kreuzungsnachkommen-
schaften die Selektionsrate auf Feuerbrandresistenz sowie auf Dreifachresistenz gegen
Schorf, Mehltau und Feuerbrand wesentlich erhbhen. Zur sicheren Beurteilung der Feuer-
brandresistenz von Idiotypen sind unter unseren klimatischen Bedingungen Trieb- und Bli-
teninfektionen erforderlich. Die in Priifungen befindlichen resistenten Apfelsorten kénnen
mit ihrem Marktwert fir den integrierten bzw. biologischen Apfelanbau angeboten werden.
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Tabelle 2

Resistenzverhalten von Apfelsorfen und Zuchistimmen gegeniiber
Feuerbrand. (1) kiinstlicher Test Triebinfektion Gewichshaus
1980 bis 1988, (2) kiinstliche Triebinfektion umnd '(3) kiimstliche
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Bliiteninfektion im Freiland 1986 und 1988, (4) natiirlicher
Befall 1985. (Bonitur 9 -~ ohne Befall)
(nach FISCHER und SCHAEFER, 1990)

Sorte/ (1) (2) (3) (4)
Zachtstamm Bonitur Befsll Befall Befall Bonitur Befall
verbal % verbal
Gewdchshaus Freiland Freiland
Alkmene 5.9 m 1 53 7,0 schw
Auraliia 4,7 m 20 81 4,0 m ~ st
Jonagold 2,7 st 6 37 540 m
Red MeInbtosh 1,3 s.8% 8 30 5,0 m
Pl=4S=-175 8,6 TeS, 0 23 9 ohne
Pi-AS=~176 7,2 schw 1 41 9 ohne
Helios 4,0 m - gt 31 55 9 ohne
Piros 4,0 m - gt 42 a7 4,0 m - gt
James Grieve 4,0 m - st 77 100 1,0 se.st
Breuhahn 5,3 m 29 44 540 m
Jonathan 5,1 m 32 57 5,0 m
Undine 3,8 st 37 73 TeUe
Gloster 3,4 at 33 31 5,0 m
Pi-A=9 8,6 res. 0 1 9 ohne
Pi-AS=-173 8,0 res, 1 3 8,5 res,
Pi=-AS-1T4 8,5 res. 0 2 9 ohne
Pi~A5-180 8,5 res. 0 2 g ohne

Armerkungs schw - schwach, m - mittel, st - stark,

\

8,8t - sehr stark, res. - registent
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Tabelle 3

Resistenzeigenschaften von resistenten Apfelsorten aus der Zichtung des Instituts flr
Obstforschung Dresder-Pillnitz (FISCHER 1989).

(Legende: = resistent, Prostvertriglichkeit hoch
{z)} schwach resistent
o mittel anfE1li
« gtark anfdllig

Soxte Schorf Mehltau  Feuerbrand Bakteriep- Obstbaum Winter~- Bliten=
brand spinmmilbe frost frogt
Remo z b4 x o o x b 4
Reglindis = (x) (x) ] x x
Retina x (x) o o (x) - z
Reka z (x) ) x - (x) -
Remuxra b4 b4 o o x o)
Reanda < X x 0 - o b4
Renora x (x) 0 o o (x) x
Rewensa x x X b4 o o b4
Rens z o x {x) - o X
Relinde x (x) o x -
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Tab. 4
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Schoriresistenz {1935}

polygen [ Antonowka )

Schoriresistenz {1938)

monogen { Wildarien | 1 L,

20 Johre Unterbrechung der Arbeiten
und Verluste durch Kriegselnwirkungen

Schorlresistenz {1962} Holziroslresistenz {1957}

polygen, monogen, kombinlert

Mehltouresistenz §1972)

Sorten, Schorfresist. - Mat,

[ Bakterienbrand (1974)

Feuerbrondresistenz {1977}

Mehltouresistenz {1978)

Wildarten Blitenfrostresislenz {1980)

Obstbaumspinnmilbe (1984) l
1990 . /

Ausiese ouf kombinierie Resisienz,
Fruchlguaelitét, Ertrog u.a. Merkmole

25 Zuchtstomme in Sortenprifung

Abb. 1. Resistenzziichtung beim Apfcl — Entwicklung und Zuchtetap-

pen mit Einordnung der biotischen und abiotischen Resistenz in das
Ziuchtungsprogramm. ~
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g \ Feuerbrandresistenz von Apfel-MNachkommenschaften
A
\
60 - \
EY o F2 von Cox x Oldenburg
. -—---—--—F1 von Undine
g 0- \ Fx. F M.flor {bund
g \ \‘ seersnenenen Fg, By Vo“_ flor a
g N\ ~———— F; von Ciivia
E - 5 K
5 40 - \ 2 o o 35 s Fy von Antonovka
A\ s -
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© ~N
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< 30 -
3
8
(=]
-
2 204
=
10
] i ] 1 ] { g 1 i
1 2 3 4 5 ] 7 8 9 Wertzahl
sehr stark anféllig mittel anfdllig resistent

Abb. 2 : Feuerbrandresistenz von Apfelnachkommenschaften, ermittelt im kiinstichen Test am Institut fiir Phytopa-

thologie Aschersleben
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Abb. 3¢ Dialleltafel - rxelative HAdufigkelten von Sa&mlingen ohne
Befall mit Feuerbrand (¥), Schoxf (8) sowie ohne bis schwacher
Befall mit Mehltau (M) 1987; geschitzte Wahrscheinlichkeiten
(r}; Anzahl erforderlicher S8&mlinge (n) £ir Selektion idrei-
fachresistenten Samlings (FISCHER 1989) .

o

Idared Pi-A-44,14 BX 44,14 Pi-AS-8,5 Pi-AS-8,28
Idared P=v.005 P=0.0007 . P=0.0016 P=0.0031
S 2= GO0 n=lls ne6ls — R=322
N .
M - anfillig W 17, || 153 o1 1] = el 7
e r | N iv o1 in vl 3l (e s f [3)
B B Pul. 0187
»_AL ) P=0.0208 $=0.0078 Pul,
l\l A 4(},’1.‘ axd8 ] m=128 (] n=53
S —anfillig ™ _ —
M 7 33| i3s| [1o as] 140 3 a8 {46 TZ]
I —resistent v s | |u ¥ ] [} ¥ 8 1
] Smo.0720 . i '2{;"
BX 44,14 ne=ld A
MY
S\ S
M — resislent 500 56| |28 53] |49] |54
r- ¥ a M ¥ 5 T3
) ] “p=0.0519
Pi-AS-8,5 n=19

SN
M — resistent

r/

Pi-AS-8,28
SN

M — resistent
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Friedegunde Persiel

Aus der Bundesanstalt fUr Zlchtungsforschung im Wein- und Gartenbau,
Institut fiir gartenbauliche Pflanzenziichtung, Ahrensburg

Stand der Resistenzziichtung gegen die Feuerbrandkrankheit, Erwinia amylovora
(Burr.) Winslow et al., bei Cotoneaster

Einleitung

An der Bundesforschungsanstalt fiir gartenbauliche Pflanzenziichtung wurde
im Jahre 1974 gemeinsam mit der Biologischen Bundesanstalt und dem Bund
Deutscher Baumschulen mit der Resistenzziichtung gegen die Feuerbrandkrank-
heit bei Cotoneaster begonnen.

Nach der Prifung von 15 nicht apomiktischen Arten und Sorten auf einem
Feld bei Husum in den Jahren 1974 und 1975 (Persiel, Peters und Zeller
1978) wurde zundchst mit der Auslese resistenter Pflanzen bei der boden-
deckenden Art C. dammeri begonnen. Als bei ihr schon Fortschritte erzielt
worden waren, wurden noch die aufrecht wachsenden Arten C. franchetii,

C. salicifolius und C. watereri in das Programm aufgenommen.

1983 konnten bereits 16 resistente Klone des C. dammeri an eine Gruppe von
Baumschulen abgegeben werden. Zwei dieser Klone erhielten Sortenschutz und
sind jetzt unter den Namen C. dammeri "Thiensen" und C. dammeri "Holsteins
Resi" im Handel (Losing 1989, Persiel 1989).

Uber die Fortschritte der Auslese bei C. franchetii bis zur 4. Generation
im Jahre 1988 haben Persiel und Zeller (1990) bereits berichtet.

Die Arbeiten an C. salicifolius und C. watereri und ihre Ergebnisse sollen
im folgenden Bericht vorgestellt werden.

Material und Methoden

Das Ausgangsmaterial fir die Resistenzziichtung bei Cotoneaster waren
spaltende Samlingspopulationen. In den Generationen nach 1975 wurden
Nachkommen einzelner resistenter Strducher gepriift, die von Baumschul-
Fachleuten aufgrund ihres Wuchses und ihres Fruchtschmuckes ausgewdhlt
worden waren. Alle Priifungen nach 1975 fanden im Gewdchshaus statt.
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Ausgesdt wurde im Januar in eine Mischung aus Torf und Sand.

Die Aussaaten wurden danach sechs Wochen lang im Kiihlraum bei + 59¢
gehalten und danach bei 15°C bis 20°C im Gewachshaus aufgestellt. Sechs
Monate nach der Aussaat wurden die Simlinge mit dem Bakterienstamm C 6/6
infiziert. Eine Suspension von 108 Bakterienzellen/ml wurde in 3 bis 5
Triebe jeder Pflanze injiziert.

Sechs bis acht Wochen nach der Injektion wurden die einzelnen Triebe der
Pflanzen nach folgendem Schema beurteilt:

keine Symptome
= die Spitze des infizierten Triebes ist braun
die Hdlfte des infizierten Triebes ist braun

i

der ganze infizierte Trieb ist braun
bergreifen der Infektion auf nicht infizierte Triebe
die Pflanze ist tot

ST PBWw N - O
1

13

Der aus den Triebbonituren errechnete Durchschnitt ist der Krankheitsgrad
jeder Pflanze. Die Pflanzen jeder Nachkommenschaft werden aufgrund ihres
Krankheitsgrades den folgenden Klassen zugeordnet:

it

Krankheitsgrad 0,0 - 1,5
Krankheitsgrad 1,6 - 2,9
Krankheitsgrad 3,0 - 5,0

1. resistent
2. schwach anfdllig
3. stark anfdllig

it

Ausgelesen werden nur Pflanzen mit den Krankheitsgraden 0,0 bis 0,5.

Ergebnisse und Ausblick

In der Zeit zwischen 1975 und 1990 konnten bei €. salicifolius und
C. watereri erst drei Generationen geprift werden.
Die Abbildung zeigt bedeutende Unterschiede zwischen den beiden Arten:
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1. Fir C. watereri schienen nach der Prifung im Jahre 1975 mit 57 % resi-
stenten und 43 % anfdlligen Pflanzen die Voraussetzungen fiir die Auslese
giinstiger zu sein als fir C. salicifolius, deren Population 16 % resistente
und 84 % anfdllige Pflanzen aufwies.

2. Doch war der Auslesefortschritt von der ersten zur dritten Generation
bei C. watereri geringer als bei C. salicifolius.

Die prozentualen Verdnderungen in den Klassen "resistent" und “schwach

anfallig" sind in der Tabelle zusammengefaBt.

Tabelle: Ausleseerfolge gegen Erwinia amylovora bei C. salicifolius und
C. watereri im Jahre 1990

Art Nachkom- n % Veranderung
menschaft gepriift resistent schw.anfdllig
C. salicifolius 1 39 + 50,2 + 28,2
2 40 + 6,0 + 52,5
C. watereri i 9 + 20,5 + 11,1
2 83 - 6,7 + 38,6

Der relativ hohe Anteil resistenter Pflanzen von 77,8% in der Nachkommen-
schaft Nr. 1 von C. watereri muB allerdings wegen des zu kleinen Umfanges
dieser Nachkommenschaft unter Vorbehalt gesehen werden.
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Gut gewachsene Pflanzen unter den ausgelesenen resistenten beider
Cotoneaster-Arten sollen vegetativ vermehrt werden. Die Klone werden nach
kiinstlicher Infektion nochmals auf ihre Widerstandsfahigkeit gegen das
Bakterium gepriift.

Sollten die bisher erzielten Ergebnisse dadurch bestdtigt werden, konnten
resistente Klone der beiden Arten in absehbarer Zeit an Baumschulen
abgegeben werden.

Eine Aufzucht und Priifung weiterer Samlingsgenerationen wéare dann nicht
mehr notig, obwohl noch keine Homozygotie der Resistenz erreicht ist, weil
C. salicifolius und C. watereri in der Praxis vegetativ vermehrt werden.
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