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Erstnachweis von Diplodia mutila an

Ligustrum vulgare - Beitrige zur Taxonomie

In der vorliegenden Arbeit wurde der Erstnachweis des
Auftretens von Diplodia mutila an Ligustrum vulgare er-
bracht. Im Rahmen eines Infektionsversuches wurde die
Pathogenitit eines von Liguster stammenden Isolates
von D. mutila bei Ligustrum vulgare ‘Atrovirens‘, Prunus
avium und Thuja occidentalis ‘Smaragd‘ bestétigt, nicht
jedoch bei den Geholzarten Crataegus monogyna und
Forsythia x intermedia.

Im Rahmen eines Wachstumsversuches wurde fiir das
Isolat von Liguster 25°C als optimale Temperatur des
Myzelwachstums ermittelt.

Stichworter: Diplodia mutila, Botryosphaeria stevensii,
Ligustrum vulgare, Erstnachweis, Taxonomie

This is the first report of Diplodia mutila on Ligustrum
vulgare. The pathogenicity of an isolate originating from
privet was confirmed by inoculation tests. The patho-
genicity tests were positive for Ligustrum vulgare ‘Atro-

von Botryosphaeria stevensii Shoemaker

First report of Diplodia mutila on Ligustrum vulgare,
taxonomy of Botryosphaeria stevensii Shoemaker

virens’, Prunus avium and Thuja occidentalis ‘Smaragd’,
but negative for Crataegus monogyna and Forsythia x
intermedia.

In vitro trials showed an optimum temperature for
mycelial growth of 25°C for the isolate from privet.

Key words: Diplodia mutila, Botryosphaeria stevensii,
Ligustrum vulgare, first report, taxonomy

Im Jahr 2011 wurde in einem Privatgarten in Niederoster-
reich Absterben einer Hecke von Liguster (Ligustrum vul-
gare L.) beobachtet (Abb. 1).

Auf zuriicksterbenden Zweigen waren Pilzfruchtkor-
per erkennbar, die aufgrund der Morphologie der Koni-
dien zur Anamorphe von Botryosphaeria stevensii Shoe-
maker, Diplodia mutila (Fr.) Mont., gehorten.

B. stevensii ist eine in Friichten, Samen, Zweigen und
Blittern endophytische Art (ALvAREZ-LoAYzA et al., 2008,
2011). Sie ist weit verbreitet und tritt auf zahlreichen
Wirtspflanzen (meist Gehélzen) als Saprophyt und fakul-
tativer Parasit, z.B. Wundparasit auf, was fiir viele Arten

Universitit fiir Bodenkultur, Abteilung fiir Garten-, Obst- und Weinbau, Wien, Osterreich?

Bundesforschungs- und Ausbildungszentrums fiir Wald, Naturgefahren und Landschaft, Institut fiir Waldschutz, Wien, Osterreich2
Bundesforschungs- und Ausbildungszentrums fiir Wald, Naturgefahren und Landschaft, Institut fiir Waldgenetik, Wien, Osterreich3
Osterreichische Agentur fiir Gesundheit und Erndhrungssicherheit, Institut fiir Nachhaltige Pflanzenproduktion, Wien, Osterreich4

DI Julia Kuch, Universitdt fiir Bodenkultur, Abteilung fiir Garten-, Obst- und Weinbau, Gregor-Mendel-Strafse 33, 1180 Wien,

Osterreich, E-Mail: julia.kuch@hotmail.com

Dr. Thomas L. Cech, Bundesforschungs- und Ausbildungszentrums fiir Wald, Naturgefahren und Landschaft, Institut fir
Waldschutz, Seckendorff-Gudent-Weg 8, 1131 Wien, Osterreich, E-Mail: thomas.cech@bfw.gv.at

Dr. Heino Konrad, Bundesforschungs- und Ausbildungszentrums fiir Wald, Naturgefahren und Landschaft, Institut fiir Wald-
genetik, Seckendorff-Gudent-Weg 8, 1131 Wien, Osterreich, E-Mail: heino.konrad@bfw.gv.at

Univ.-Doz. Dr. Gerhard Bedlan, Osterreichische Agentur fiir Gesundheit und Erndhrungssicherheit, Institut fiir Nachhaltige
Pflanzenproduktion, SpargelfeldstraRe 191, 1220 Wien, Osterreich, E-Mail: gerhard.bedlan@ages.at

13. November 2013



JuLIA KUCH et al., Erstnachweis von Diplodia mutila an Ligustrum vulgare - ...

Abb. 1.

Durch Diplodia mutila geschiddigte Ligusterhecke.

der Botryosphaeriaceae charakteristisch ist (SLIPPERS und
WINGFIELD, 2007). In den vergangenen Jahren wurde B. ste-
vensii als Erreger von Krebswucherungen und Triebster-
ben an Geholzen identifiziert. Vor allem im mediterranen
Bereich ist der Erreger ein ernstes Problem an Eichen
(Racazzi et al., 2000). Auch im Obstbau nehmen wirt-
schaftlich bedeutende Schidden durch B. stevensii zu
(MARTINEZ, 2010). Liguster war bisher nicht als Wirts-
pflanze von B. stevensii bekannt.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde daher zuerst
die Identitét des Pilzes mittels morphologischer und mole-
kularer Methoden festgestellt, wobei auch auf die Ver-
wandtschaft von Botryosphaeria stevensii/Diplodia mutila
und anderen Botryosphaeria- bzw. Diplodia-Arten naher
eingegangen wird. Danach wurden biologische Parame-
ter (Temperaturabhéngigkeit der Konidienkeimung sowie
des Myzelwachstums) und die Pathogenitét der Pilzart an
Liguster und einigen anderen Geholzen untersucht.

Material und Methoden

Bestimmung der Art — Morphologie

Zur morphologischen Artbestimmung wurden Frucht-
korper absterbender Ligusterzweige unter Anwendung
der géngigen mykologischen Routinemethoden der Licht-
mikroskopie untersucht. Fiir die Ermittlung der Konidien-
malSe wurden pro Probe mindestens 20 Konidien gemes-
sen.

Zusatzlich wurden Herbarbelege von Diplodia mutila
(inkl. Synonyme wie Sphaeropsis malorum (Berk.) Berk.,
D. quercina Westend., D. quercus Fuckel) sowie Belege dhn-
licher Arten aus dem Naturhistorischen Museum Wien in
die Untersuchungen einbezogen und die Grof3en der Koni-
dien verglichen.

Kulturversuche

Die nachstehend beschriebenen Versuche erfolgten mit
einem Isolat aus Sporenmaterial der Proben vom Liguster
(CJKD).

Konidienkeimung. Zur Ermittlung des Beginnes der Koni-
dienkeimung wurden reife Konidien aus Fruchtkoérpern
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vom natiirlichen Substrat (Liguster) in Kartoffel-Dextrose-
Agar (PDA) - Petrischalen verteilt, die Schalen bei 25°C
aufbewahrt und der Zustand der Konidien bis zu deren
Keimung stiindlich kontrolliert.

Wachstumsversuch. Zur Feststellung der Minimal-, Opti-
mal- und Maximaltemperatur des Myzelwachstums wur-
den Einzelsporkulturen auf PDA {iberimpft und die Scha-
len in Klimaschranken bei 16 h hell/8 h dunkel inkubiert.
Das Wachstum wurde bei 5°C, 10°C, 15°C, 20°C, 25°C,
30°C, und 35°C untersucht. Der Versuch erfolgte in
20-facher Wiederholung (n = 140).

Nach 1, 2, 3, 4, 5 und 6 Tagen wurde der Durchmesser
des Myzels gemessen. Die statistische Auswertung erfolgte
mit Hilfe der Varianzanalyse unter Verwendung von Micro-
soft Office Excel 2007.

Infektionsversuch. Die Pathogenitit des Isolates CJK1 an
Liguster und anderen Geholzarten wurde mittels eines
Infektionstests iiberpriift. Die Auswahl der Arten erfolgte
nach ihrer Bedeutung innerhalb der Ziergehélze in Oster-
reich. Im Sommer 2011 wurden jeweils 15 Pflanzen von
Ligustrum vulgare ‘Atrovirens‘, Prunus avium, Crataegus
monogyna, Thuja occidentalis ‘Smaragd‘ und Forsythia x
intermedia mit dem Isolat beimpft (Myzel-Inokulation in
die Rinde). Weitere 25 Pflanzen wurden als Kontrolle,
wie beschrieben, behandelt, aber nicht beimpft. Die ino-
kulierten Pflanzen wurden im Glashaus der Osterreichi-
schen Agentur fiir Gesundheit und Erndhrungssicherheit
(AGES) bei durchschnittlich 27,4°C (Min: 26,5°C, Max:
28,1°C) und durschnittlich 47,1% rF (Min: 35,8% rF,
Max: 61,1% rF) exponiert. Die Symptomauspragung an
den Versuchspflanzen wurde insgesamt viermal in ein-
monatigen Abstédnden erfasst und dokumentiert, die Lange
der Nekrosen gemessen und das Auftreten von Frucht-
korpern iiberpriift. Fiir die statistischen Berechnungen
wurden verschiedene Verfahren unter SPSS 9.0 (SPSS
Inc.) verwendet. Zur Erfiillung der Koch‘schen Postulate
wurde der Pilz von den infizierten Pflanzen riickisoliert.
Die Bestimmung dieser Isolate erfolgte mit molekularen
Methoden.

Molekulargenetische Charakterisierung
Zur Bestitigung der morphologischen Diagnose wurden
zum Vergleich ein Isolat von Liguster und jeweils ein
Isolat von Diplodia pinea (an Pinus sylvestris; leg. T. CECH,
08.2011, Wien) und Phaeobotryosphaeria visci (syn. Sphae-
ropsis visci, an Viscum album; leg. J. KucH, 08.2011, Wien)
an mehreren Genabschnitten untersucht. Zusétzlich wurde
auch ein Isolat von Sphaeropsis tumefaciens Hedges (ATCC
20908; von Callistemon viminalis, Ort nicht bekannt) in
die Untersuchungen einbezogen, um ausschlief3en zu kon-
nen, dass es sich an Liguster um diesen zunéchst vermu-
teten Erreger handelt. Ebenso wurden die aus dem Infek-
tionsversuch riickisolierten Pilzstimme genetisch charak-
terisiert.

Die DNA wurde mit dem DNeasy® Plant (Mini) Kit
(Qiagen) extrahiert. Die folgenden Genregionen wurden
mit den jeweiligen Primern untersucht: 18S, ITS und 28S
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Abb. 2. Unpigmentierte Konidien mit aufgebrochenem Pyknidium
(Anilinblau-Lactophenol-Firbung).

der ribosomalen DNA (Primer: NS1, NS4; ITS1, ITS4;
LROR, LR5; WHITE et al., 1990), sowie B-Tubulin und Aktin
(Bt2a, Bt2b; act-512f, act-783R; GrLass und DONALDSON,
1995; CarBONE und KonN, 1999). Die PCR wurde nach
DE WET et al. (2008) durchgefiihrt, unter Verwendung von
peqGOLD Polymerase (PEQLAB)1. Die Basenabfolge der
so gewonnen Fragmente wurde mittels Sanger-Sequen-
zierung iiber einen privaten Anbieter ermittelt (CRC DNA
Sequencing Facility, Chicago). Zur Rekonstruktion der
Stammbédume wurden Neighbor-joining und Maximum
parsimony-Verfahren, die in der Software MEGA Version
5 (Tamura et al., 2011) implementiert sind, verwendet.

In Anlehnung an die Arbeit von DE WET et al. (2008)
wurde auch eine gemeinsame Auswertung der ITS, £-Tubu-
lin und Aktin-Genregionen vorgenommen. Dafiir wurden
die Alignments dieser drei Genregionen in einer Eingabe-
datei kombiniert und &hnlich wie die einzelnen Genregio-
nen analysiert. Bei dieser Auswertung wurden alle von
DE WET et al. (2008) verwendeten Gensequenzen sowie
die eigenen Sequenzen von CJK1 (D. mutila) und CJK2
(D. pinea) verwendet. Wie bei pE WET et al. (2008)
beschrieben, wurde Mycosphaerella konae (Isolat STE-
U2125) als Outgroup in dieser Analyse verwendet. Auf
die Anwendung eines Partitionshomogenitétstests fiir die-
sen kombinierten Datensatz wurde verzichtet, da ein sol-
cher bereits von DE WET et al. (2008) durchgefiihrt wor-
den war, und zeigte, dass die verschiedenen Genregionen
homogene Mutationsraten und damit ein dhnliches phy-
logenetisches Signal anzeigen. Die Kombination des Daten-
satzes stellte also kein Problem dar.

Ergebnisse
Fruchtkérper

Die schwarzen, kugeligen Pyknidien waren einzeln und
in Gruppen im Rindengewebe eingesenkt, was mit der

1 http://www.peqlab.de/wcms/de/produkte/index.php?do
= getArticlesByGroup&which = Pol: Zugriff am 06.04.2012

Abb. 3.

Reife, pigmentierte Konidien, teilweise bereits zweizellig.

Beschreibung von SHOEMAKER (1964) und ALVES et al.
(2004) fur D. mutila tibereinstimmt.

Konidien

Die Pyknidien enthielten dickwandige, aseptierte und glatt-
wandige, ldangliche bis eiférmige und an beiden Enden
abgerundete Konidien, die zunéchst farblos, spéter braun
und gelegentlich septiert waren (Abb. 2 und 3). Im Zuge
des Versuches zur Konidienkeimung (siehe unten) wurde
festgestellt, dass auch vollstdndig farblose Konidien bereits
keimféahig waren. Die Konidienmal3e betragen 20,38~
29,17 x 7,22-12,20 ym und im Mittel 24,68 x 9,0 1 ym
(Tab. 1).

Wie Tab. 1 zeigt, liegen die Langen-Werte des Belegs
von Liguster innerhalb der Bandbreite des Isotyps von
MONTAGNE, die Sporenbreiten hingegen liegen darunter.
Im Vergleich mit Belegen einiger Synonyme von D. mutila
erkennt man, dass bei einer recht weiten Bandbreite der
Konidiengrof3en der Beleg vom Liguster (1) im Spektrum
liegt (Tab. 1).

Konidienkeimung

Die Konidienkeimung setzte bereits nach 5 %2 Stunden
ein. Innerhalb von 24 Stunden waren mit freiem Auge
Myzelien sichtbar. Diese rasche Keimung bei vergleichs-
weise hohen Temperaturen deckt sich mit den Ergebnis-
sen von URBEZ-TORRES et al. (2006).

Myzel

Das Isolat CJK1 bildete auf PDA ein anfangs weil3es flocki-
ges Luftmyzel, das sich bei einer Temperatur von 25°C
bereits nach 4 Tagen braun verfarbte (Abb. 4). Nach einer
Inkubation von einem Monat war das Myzel bei 25°C
schwarz verfarbt (Abb. 5). Bei anderen Temperaturen
erfolgte diese Verfarbung deutlich langsamer.

Tab. 2 veranschaulicht das Myzelwachstum bei unter-
schiedlichen Inkubationszeiten (IZ) und Inkubations-
temperaturen (IT).

Das Myzelwachstum setzte beim Isolat CJK1 bei 5°C
ein, um bis zum Optimum von 25°C anzusteigen. Ab
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Tab.1. Konidiengréfien, Beleg CJK1 (Ligustrum vulgare), Belege aus dem Naturhistorischen Museum Wien (NHM).

Isolat Art Wirt Lange der Sporen Breite der Sporen Jahr Leg. Beleg-
[pm] [um] nummer
NHM bzw.
Zitat

1 Diplodia Ligustrum (20.38-) 24.68 (-29.17)  (7.22-)9.01(-12.20) 2011 J.Kuch CJK1
mutila vulgare

K(M)99664*  Diplodia Populus nigra  (23.5-) 25.1-25.7 (-27.4) (12.4-) 13.2-13.5(-14.3) n.b. Montagne Avvesetal.,
mutila 2004

3 Diplodia Ulmus glabra  (23.42-) 24.82 (-27.63)  (10.71-) 13.59 (-15.67) 1996  Butin 2003
mutila

4 Diplodia Quercus sp.  (12.73-) 15.886 (-18.734) (7.174-)9.336 (-12.838) 1894  Fuckel 2302
quercus

5 Sphaeropsis  Malus sp. (18.84-) 21.18 (-23.79)  (8.32-)9.51(-11.81) 1921  J.F. 651
malorum Brenckle

6 Diplodia Ligustrum (13.78-) 19.752 (-24.03)  (6.76-) 9.71(-13.85) 1913 F. Petrak 661
ligustri vulgare

7 Diplodia Ligustrum (12.83-) 14.63 (-16.13)  (4.33-)5.27(-7.64) 1918 F. Petrak 387
ligustri vulgare

8 Diplodia Quercus (9.88-) 12.42 (-14.96) (4.11-)5.11(-6.24) 1944  K.H. 2228
quercina pubescens Rechinger

9 Diplodia Quercus (7.51-) 9.84 (-12.11) (3.61-) 5.39 (-7.53) 1918 F. Petrak 392
quercina pedunculata

10 Diplodia Populus nigra  (12.65-) 15.23 (-17.87) (3.5-) 5.75 (-8.16) 1874 Saccardo 339
mutila

* KonidiengréRen des Isotyps von D. mutila aus ALves et al. (2004)

Abb. 4. Oberseite von PDA-Kulturen des Isolates CJK1 nach 4 Tagen
bei Temperaturen von 10°C, 15°C, 20°C, 25°C und 30°C (im Uhrzeiger-
sinn, links in der Mitte beginnend).

30°C nahm das Wachstum ab und bei 35°C war kein
Wachstum mehr festzustellen. Die Mittelwerte der einzel-
nen Temperaturstufen wurden in EXCEL mittels einer ein-
faktoriellen Varianzanalyse verglichen (Abb. 6). Sie unter-
schieden sich signifikant (p = 0.05).

Journal fiir Kulturpflanzen 66. 2014

Abb. 5. Verfirbung des Myzels von PDA-Kulturen des Isolates CJK1-
von Hell zu Dunkel bei 25°C; nach 2 Wochen weif-gréulich (rechts),
nach 4 Wochen schwarz (links).

Infektionsversuch

Im Infektionsversuch zeigten sich bei den Pflanzen von
Forsythia sowie Crataegus keinerlei Krankheitssymptome,
und das inokulierte Isolat konnte nicht riickisoliert wer-
den. Bei den anderen Arten (Ligustrum, Prunus) waren
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Tab. 2. Durchschnittliches Myzelwachstum (mm) von Isolat CJK1 auf PDA bei verschiedenen Inkubationstemperaturen (IT)
und nach 1-6 Tagen Inkubationszeit (1Z). Ein Durchmesser von 5 mm stellt den Ausgangspunkt dar. Jede Stichprobe wurde
horizontal und vertikal vermessen, von den Stichproben (n = 20) proTemperaturstufe und pro Zeiteinheit (Tage) ist der Mittel-

wert dargestellt

1Z/IT 5°C 10°C 15°C 20°C 25°C 30°C 35°C
1 5 5 10 12 16 16 5
2 5 9 22 29 41 35 5
3 5 11 33 39 57 45 5
4 5 14 47 53 80 55 5
5 5 17 56 63 >90 66 5
6 5 20 65 71 >90 76 5
90,0
80,0 /1/ =
70,0 I
= — 10°C
E 60,0 //II///I 15°C
3 500 s — 25°C
3 //I/ / Abb. 6. Wachstum des Myzels
g 40,0 — 20°C des Isolates CJK1 bei unterschied-
< /}//I / PO lichen Temperaturstufen auf PDA.
g 30,0 Ein Durchmesser von 5 mm stellt
2 50 /j/ -+ 5C das Ausgangniveau des Wachs-
’ % //" . tums dar. Die horizontale Achse
10.0 — 35°C zeigt die Anzahl der Inkubations-
’ — o ® ® ® ° tage. Die Linien basieren auf den
0,0 beobachteten Mittelwerten und
die Fehlerbalken stellen das
1 2 3 4 5 6 95%ige Konfidenzintervall dar.

Abb. 7.
Verfarbungen des Gewebes zu sehen. Rund um die Inokulationsstelle
haben sich bereits Fruchtkérper gebildet.

Infektionsstelle bei Ligustrum vulgare. Es sind deutlich die

rund um die Impfstelle Nekrosen entstanden (Abb. 7),
bzw. trat eine Spitzendiirre auf (Thuja occidentalis). Riick-
isolierungen des Isolates waren bei diesen Pflanzenarten
erfolgreich. Bei Ligustrum vulgare kam es bei einigen der
Versuchspflanzen zusétzlich auch zum Absterben von
Trieben oberhalb der Inokulationsstelle. Bei diesen Arten

wurde die Pathogenitét somit nachgewiesen und die Ergeb-
nisse wurden statistisch ausgewertet.

Die untere Grenze des 95%-Konfidenzintervalls lag bei
beiden Pflanzenarten deutlich iiber diesem Grenzwert.
Die mit CJK1 inokulierten Pflanzen unterschieden sich
somit signifikant von der Kontrollgruppe hinsichtlich der
Nekrosenldnge (p <0.001, Mann-Whitney U-Test). Der
Median liegt bei Ligustrum vulgare hoher als der Median
bei Prunus avium und die Werte bei Ligustrum vulgare
streuen starker (Abb. 8).

Bei Thuja occidentalis ‘Smaragd‘ war der Leittrieb in
seiner Gesamtheit betroffen. Hier wurde die Symptom-
auspragung in die Kategorien ,kein Zuriicksterben“ und
nZuriicksterben® unterteilt. Die Triebe vertrockneten von
der Impfstelle ausgehend oberhalb (Wipfeldiirre), was mit
einer Braunfarbung eingeleitet wurde. Da 3 Pflanzen des
inokulierten Kollektives ausfielen (Trockenschiden), ver-
blieben 12 Individuen in diesem Kollektiv. Am Ende des
Versuches waren 7 dieser 12 Individuen oberhalb der Ino-
kulationsstelle abgestorben, 5 zeigten keine Symptome.
Bei den 5 Individuen der Kontrollgruppe waren ebenfalls
keine Symptome sichtbar. Die statistische Absicherung der
Pathogenitét des Isolates CJK1 bei Thuja occidentalis ‘Sma-
ragd‘ erfolgte mit einem y2-bzw. Mann-Whitney U-Test:

Die Anteilswerte und Konfidenzintervalle innerhalb
des Kollektivs der inokulierten Pflanzen waren:
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Abb. 8. Linge der Nekrosen bei Ligustrum vulgare und Prunus avium
im Vergleich.

Kein Zuriicksterben: (5 von 12): 41,7% (CI: 19% -69%)
Zuriicksterben: (7 von 12): 58,3% (CI: 32% —-81%)

Molekulargenetische Charakterisierung

In Abb. 9 ist das Ergebnis der Analyse mittels Maximum
Parsimony dargestellt. Die Analyse mittels neighbour-joi-
ning Verfahren lieferte beinahe identische Ergebnisse und
wird daher nicht dargestellt.

Bei ITS hat CJK1 100% Identitdt mit der als Haupt-
gruppe definierten Gruppe ,.B. stevensii/D. mutila“; in
dieser Gruppe liegt auch das Isolat (CBS112553) welches
von ALVES et al. (2004) in deren Untersuchung verwendet
und als Isotyp designiert wurde. Die Art D. africana ist
eng verwandt mit D. mutila (Damm et al., 2007). Dies
zeigt sich auch im ITS-Stammbaum. Zwei Isolate von
D. mutila von Quercus agrifolia aus Kalifornien gruppie-
ren sich sehr nahe an diese Art. Das Isolat von S. tumefa-
ciens welches in die Untersuchung mit einbezogen wor-
den war, ist nicht ndher mit den anderen untersuchten
Arten verwandt. Es konnte somit ausgeschlossen werden,
dass es sich bei dem Erreger des Triebsterbens an Liguster
um diesen, zunichst als Krankheitserreger an Liguster
vermuteten Organismus handelt.

In Abb. 10 ist das Ergebnis der kombinierten Analyse
nach der Arbeit von bE WET et al. (2008) dargestellt. Auch
hier ist die Gruppierung des Isolates von Liguster eindeu-
tig bei D. mutila/B. stevensii.

Diskussion

Die morphologischen Untersuchungen ergaben weitge-
hende Ubereinstimmung des auf Liguster aufgetretenen
Pilzes mit B. stevensii/D. mutila.

Die weite Bandbreite der Sporenmal3e von D. mutila
(Literatur und Vergleichsuntersuchung der Herbarbelege)
rechtfertigt die Einordnung des Pilzes vom Liguster von
den Konidienmaf3en her in die Art D. mutila.
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Abb.9. Maximum parsimony Baum der Isolate von D. mutila aus
dieser Arbeit und der GenBank. Zusdtzlich in dieser Arbeit sequen-
zierte Arten sind in Fettbuchstaben beschriftet. Der Consensus-Baum
aus 261,,most parsimonious“ Bdumen ist dargestellt. Der consistency
index ist 0.872587 (0.780000), der retention index ist 0.902941
(0.902941), und der composite index ist 0.787895 (0.704294) fiir alle
Stellen im Alignement bzw. fiir Parsimony-informative Stellen (in
Klammern). Die Prozentzahl der Biume, in denen die assoziierten
Taxa zusammenclustern ist neben den Knoten dargestellt. Der MP-
Baum wurde durch den Close Neighbor-Interchange Algorithmus, bei
dem die Anfangsbdume durch zufillige Ankniipfung der Sequenzen
(mit 10 Wiederholungen) ermittelt wurden. Liicken im Alignement
wurden als fehlende Daten fiir alle Individuen interpretiert. Von den
insgesamt 511 Positionen im Alignement waren 80 fiir die Analyse
informativ.

Das im Wachstumsversuch ermittelte Temperaturopti-
mum stimmt mit dem von URBEZ-TORRES et al. (2006) fest-
gestellten {iberein.

Durch Sequenzanalysen der ribosomalen DNA sowie
zwei weiterer nuklearer Genregionen erfolgte die Identi-
fizierung von B. stevensii als die 2011 an Liguster aufge-
tretene Pilzart. Damit ist der Erstnachweis des Erregers
an dieser Geholzart erbracht. Allerdings steht eine taxo-
nomische Bearbeitung von B. stevensii unter Einbezie-
hung der Typusbelege von bisher auf Ligustrum beschrie-
benen Diplodia-Arten noch aus.
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Abb. 10. Neighbour-Joining Baum basierend auf der Kombination
der Genregionen ITS, -Tubulin und Aktin. Vergleichssequenzen aus
pE WET et al. (2008). Abgebildet ist der Konsensus-Baum aus 1000
Bootstrap-Replikaten, Distanzen wurden nach der Kimura-2-Parame-
ter-Methode berechnet. Zahlen zeigen die %-Anzahl der gesamten
Bdume die die jeweilige Gliederung teilen. Der Mafdstabsbalken gibt
die Distanz zwischen den Sequenzen an (Basensubstitution/Posi-
tion). Insgesamt wurden 798 Positionen von 42 Taxa in die Analyse
einbezogen. Die Analyse wurde mit MEGA v5 durchgefiihrt.

Die enge Verwandtschaft zu D. pinea/Sph. sapinea ist
deutlich in der 18S und ITS Sequenz zu sehen, dies wird
auch von SmiTH und Stanosz (1995) bestétigt. Die Haupt-
gruppe von D. mutila in der phylogenetischen Auswer-
tung, der auch das Isolat CJK1 von Liguster angehort,
wird vor allem von Isolaten von Wein und Apfel gebildet,
es sind jedoch auch Isolate von Prunus, Fraxinus, Citrus,
Acer, sowie Ilex, Paris und Phoenix darunter. Diese Gruppe
von Isolaten diirfte die am weitesten verbreitete sein und
auch den grof3ten Wirtspflanzenkreis aufweisen.

Neben der Hauptgruppe von D. mutila, der die Mehr-
zahl der Isolate angehort, wurden bei den Analysen auch
4 weitere Gruppen entdeckt, die teilweise auf starke Wirts-
spezifitdt und kryptische Artbildung hindeuten.

Auch ZHou und Stanosz (2001a, 2001b) und ALVES et
al. (2004) bemerken, dass D. mutila noch starke Variation
in sich birgt, die noch aufgeklart werden muss. Die vor-
liegende Arbeit hat dazu wichtige Erkenntnisse gebracht,
an die in weiteren Untersuchungen angekniipft werden
kann. Die erste Untergruppe wird von 4 Isolaten gebildet,
die alle von Esche (Fraxinus excelsior) aus Nordeuropa
(Lettland, Litauen, Schweden) und den Niederlanden
stammen. Der Erreger wurde unter anderem in den letz-
ten Jahren sehr hdufig im Zuge des Eschentriebsterbens
erwahnt. Die primére Ursache des Eschentriebsterbens
ist der Pilz Chalara fraxinea (KowaLski, 2006). Eine Reihe
von Pilzen ist an der Esche identifiziert worden, die ver-
antwortlich fiir krebsartige Wucherungen und das Abster-
ben von Triebspitzen sind. Am haufigsten waren: Alterna-
ria alternata, Chalara spp., Cytospora ambiens, Diplodia
mutila, Fusarium lateritium, Gloeosporidiella turgida, Pho-
mopsis controversa und Phomopsis scobina (KowaLski und
LUKOMSKA, 2005; HEYDECK et al., 2005). Es ist zu erwihnen,
dass D. mutila sehr haufig in Studien mit dem Eschen-
triebsterben als Sekundéirparasit bezeichnet wird. Diese
Arbeit zeigt, dass die Isolate des Erregers an Fraxinus
excelsior nicht gleich gesetzt werden konnen mit den Iso-
laten von D. mutila aus der Hauptgruppe.

Die zweite Untergruppe wird von zwei Isolaten von
Quercus agrifolia aus Kalifornien gebildet. Diese Isolate
zeigen hohe Sequenzhomologie mit einer relativ neu
beschriebenen Art, D. africana (Damwm et al., 2007), die
bisher nur aus Siidafrika bekannt war. Diese Isolate konn-
ten D. africana zugerechnet werden, bzw. stellen sie eine
eigene eng verwandte Art dar. Moglicherweise ist diese
(oder sehr dhnliche Arten) also auch in anderen subtro-
pischen Klimaten verbreitet.

Die dritte Gruppe wird von Isolaten gebildet, die einer-
seits von Esche in Europa sowie von Wein aus Kalifornien
stammen. Auch diese Gruppe wurde durch die Bootstrap-
ping-Werte stark unterstiitzt. Im Alignement der Sequen-
zen sind bei diesen Isolaten mehrere Insertionen zu bemer-
ken, was auf relativ starke Divergenz zur Hauptgruppe
schliel3en l&sst.

Die vierte Untergruppe, die von nur einem Isolat von
Pyrus communis aus Portugal gebildet wird, ist diejenige,
die am stédrksten von den iibrigen abweicht und ebenfalls
noch eingehender untersucht werden sollte. WOLLENWEBER
und HocHAPFEL (1941) beschreiben eine Varietit von
D. mutila von Pyrus communis in Polen (Schlesien). Diese
var. major soll grof3ere Konidien als D. mutila haben und
dhnelt damit D. africana. Auch hier wéaren weitere Unter-
suchungen insbesondere in Bezug auf diese 4. Unter-
gruppen sicher lohnend. Diese vier Untergruppen waren
sehr gut durch die Bootstrap-Werte unterstiitzt. Einge-
hende morphologische und weitere molekulare Untersu-
chungen sind notig, um zu klaren ob es sich dabei um
eigene Arten handelt (kryptische Artbildung; vgl. ALvEs
et al., 2004).

Diplodia mutila wird auch als Pathogen von Koniferen
beschrieben (z.B. Juniperus scopulorum). Auch der Infek-
tionsversuch in dieser Arbeit bestétigt die Pathogenitit
an Thuja. Allerdings sind in der Genbank bisher keine
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Vertreter der Art von Koniferen enthalten. bE WET et al.
(2008) weisen darauf hin, dass es auch zu Verwechslungen
zwischen D. cupressi, die nur an Koniferen vorkommt,
und D. mutila gekommen sein kénnte. So auch in der
Arbeit von ALVES et al. (2004): dort werden zwei Isolate
von Juniperus félschlich als B. stevensii bezeichnet, wah-
rend es sich tatsdchlich um D. cupressi handelt (ALVES et
al., 2006). Auch Verwechslungen mit D. pinea konnten
vorkommen. Ob D. mutila tatséchlich spontan auch an
Koniferen vorkommt, sollte noch eingehender untersucht
werden.

Sphaeropsis tumefaciens, der Erreger eines Krebses an
verschiedenen Citrus-Gewédchsen sowie an Nerium und
Ilex, ist offenbar nicht ndher mit D. mutila und anderen
Vertretern der Botryosphaeriaceae verwandt. Die néchs-
ten Verwandten stammen offenbar aus der Gruppe der
wenig untersuchten Capnodiales; Taxonomie und Syste-
matik sind daher noch zu kléaren. Statt Sphaeropsis ist
nach DENMAN et al. (2000) Diplodia zu verwenden; da es
allerdings bereits eine Art Diplodia tumefaciens (Shear)
Zalasky (an Pappel) gibt (ZALasky, 1964), ist der Name
daher nicht eindeutig und bedarf dringend einer Revision.

Im Infektionsversuch erwies sich B. stevensii vom Ligus-
ter als pathogen an Ligusterpflanzen sowie an Pflanzen
von Prunus avium, es entwickelten sich Rindennekrosen
von einigen Zentimetern Linge. Weiterfithrende Literatur
zur Pathogenitét von B. stevensii an Prunus avium wurde
nicht gefunden. MoRET BENASET und NADAL PUIG-DEFABREGAS
(1991) wiesen in Katalonien B. stevensii unter anderem
auch an Prunus avium nach, es fehlen jedoch Hinweise
auf die Pathogenitat und die Symptomauspragung.

Bei Thuja occidentalis ‘Smaragd‘ 16ste die Inokulation
Wipfelsterben aus: Auch zu dieser Pflanzenart fanden
sich zur Symptomatik bei Befall mit B. stevensii in der
Literatur keine Hinweise.

An Crataegus und Forsythia wurde in der vorliegenden
Untersuchung mit dem B. stevensii - Isolat vom Liguster
keine Pathogenitét festgestellt. Dies ist insbesondere bei
WeiRdorn interessant, da B. stevensii beim nahe ver-
wandten Apfel als Pathogen auftritt (HARMON, 2005).
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