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Kurzfassung

Claudia Metz

Einfluss des Pathogengenotyps auf die antagonistische Wirksamkeit von

Ulocladium atrum gegen Botrytis cinerea

Der Pilz Botrytis cinerea (Pers.) ist ein weltweit verbreitetes nekrotrophes Pathogen mit
einem grolken Wirtsspektrum, verbunden mit hohen wirtschaftlichen Schaden.
Wiederholte Anwendungen von Fungiziden mit dem gleichen Wirkmechanismus flihren
rasch zum Auftreten von resistenten Stammen. Biologische Verfahren kénnen daher eine
Alternative bzw. Ergadnzung zur chemischen Bekampfung sein und ebenso zu einem
Resistenzmanagement von Fungiziden genutzt werden. Der saprophytische Hyphomycet
Ulocladium atrum wurde als Antagonist gegen den Erreger des Grauschimmels bereits an
verschiedenen Kulturpflanzen beschrieben. Die antagonistische Wirksamkeit beruht auf
der konkurrierenden Besiedlung von nekrotischem Pflanzengewebe, wodurch die
epidemische Entwicklung von B. cinerea beeinflusst wird.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirksamkeit von U. atrum gegen verschiedene
Genotypen von B. cinerea untersucht. Die verwendeten Pathogengenotypen wurden nach
morphologischen und physiologischen Eigenschaften, sowie ihrer Sensitivitat gegen
Wirkstoffe verschiedener botrytizider Wirkstoffklassen differenziert. Die antagonistische
Wirksamkeit von U. afrum konnte sowohl unter kontrollierten Bedingungen auf
nekrotischen Rebenblattern, im Gewachshaus an Begonien-, Paprika- und
Rebenjungpflanzen, sowie in  mehrjdhrigen Erhebungen unter praktischen
Anbaubedingungen an verschiedenen Standorten und Rebsorten im Weinbau
nachgewiesen werden. Der Pathogengenotyp von B. cinerea hatte grof3en Einfluss auf die
antagonistische Wirksamkeit von U. atrum. Dieser Einfluss stand jedoch nicht in
Zusammenhang mit isolatspezifischen Eigenschaften, wie der SporengréRe, dem
Wachstumsverhalten, der Aggressivitat oder der Fungizidsensitivitat. Desweiteren war
eine geeignete Gestaltung von Ausbringungsparametern, wie dem Zeitpunkt, der
Haufigkeit und der Sporendichte von U. atrum wichtig, aber auch das
Anzuchtndhrmedium war von erheblicher Bedeutung. Bei einer Etablierung des
Antagonisten im Pflanzenbestand konnte weder ein negativer Einfluss auf die Entwicklung
und Ertragsbildung der Kulturpflanze noch auf den Ausbau und die Qualitat des Weines
beobachtet werden. Durch eine befallsorientierte Staffelung von Anwendungen aus U.
atrum und Fenhexamid konnte der Grauschimmelbefall der Trauben signifikant reduziert
und zusatzlich der Botrytizideinsatz gemindert werden. Bei hohem Befallsdruck, wie im
Jahr 2000, konnte mit U. atrum aufgrund der rasanten Entwicklung von B. cinerea an den
Trauben keine signifikante Reduktion des Grauschimmels erzielt werden. Durch die
geringe Sensitivitdt des Antagonisten gegen Pflanzenschutzmittel ist eine Integration in

praxisibliche Pflanzenschutzmalinahmen moglich.



Abstract

Claudia Metz

Influence of pathogen genotype on the antagonistic efficacy of Ulocladium atrum in

the control of Botrytis cinerea

The necrotrophic fungus Botrytis cinerea (Pers.) is a pathogen with a wide host range
causing economical losses in many crops worldwide. Effective control of the pathogen
using fungicides with the same mode of action is restricted by the fast development of
resistant isolates. Biocontrol may offer a supplementary or alternative crop protection tool
and also can be used for the management of fungicide resistance. The saprophytic
hyphomycete Ulocladium atrum has been described for its antagonistic potential against
gray mould in various crops. The efficacy of U. atrum depends on the saprophytical
competition with B. cinerea during the colonization of necrotic plant tissue, affecting the
epidemic spread of the multicyclic pathogen.

In this work the efficacy of U. atrum in the biocontrol of various genotypes of B. cinerea
was investigated. The strains were differentiated for their morphological and physiological
characteristics, as well as on their sensitivity against common botryticides from different
chemical groups. The antagonistic potential of U. afrum has been proven under controlled
conditions on necrotic grapevine leaves, in greenhouse crops such as begonia, sweat
pepper and grapevine plantlings as well as under field conditions in grapes on different
cultivars and at several locations over several years. The aggressiveness of B. cinerea
strains differed in various crops indicating specific interactions between pathogen and
host species. The efficacy of the antagonist U. atrum was also influenced by the genotype
of the pathogen strain to be controlled. The differences in vulnerability to the antagonistic
activity of U. atrum were neither correlation to strain specific characteristics like spore
size, growth or aggressiveness nor to fungicide sensitivity. Furthermore, efficacy of
disease control depended on the reasonable coordination of application parameters like
spore concentration applied, timing and number of U. atrum applications, as well as the
growth media used for spore production of the antagonist. Neither the crop development
nor the quality of the wine fermentation was negatively affected by the application of U.
atrum.

Alternate applications of U. atrum and the botryticide fenhexamid reduced the gray mould
infection on berries significantly, whereby the number and dosage of fungicides
decreased. However, at high disease pressure like in 2000, the efficacy of U. atrum was
not able to reduce significantly the rapid spread of B. cinerea on the grapes, because the
incidence of U. atrum on berries decreased before harvest and the antagonistic activity
depending on nutrient competition became insufficient. The antagonist showed low
sensitivity against pesticides and may be integrated in existing crop protection strategies

in viniculture.
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Einleitung 1

1. EINLEITUNG

Die Ausdehnung der Ilandwirtschaftlichen Flachen und die Intensivierung ihrer
Bewirtschaftung haben zu einer deutlichen Steigerung der Ertrage geflihrt, oft aber auch
des Befallsdruckes durch Pathogene. In der Landwirtschaft konnten die Ertrage durch den
Einsatz von synthetischen Diinge- und Pflanzenschutzmitteln deutlich gesteigert werden.
Die Chemikalien beeintrachtigten jedoch auch das mikrobiologische Gleichgewicht,
wodurch auch weiterhin hohe Schaden durch Pathogene und Insekten auftreten kénnen
(LEwis und PAPAvizAS 1991). Es wird standig nach neuen umweltfreundlicheren
Alternativen in der landwirtschaftlichen Produktion und im Gartenbau gesucht, die die
Anwendung von  chemischen  Pflanzenschutzmitteln  reduzieren und die
Anwendungslicken der chemischen Praparate fillen (BUuTT et al. 2001). Biologische
Verfahren kénnen eine Alternative oder eine Erganzung zur chemischen Bekampfung

sein, bzw. zu einem Management von Fungizidresistenzen genutzt werden.

Das Auftreten von Pflanzenkrankheiten wird, seitdem es die Landwirtschaft gibt,
beschrieben. Die Gattung Bofrytis ist eine der ersten Pilzgattungen, die in der Geschichte
als Pflanzenpathogen beschrieben wurde, erstmals in Jahr 1729 von MICHELI. Diese
Gattung umfasst 22 Arten, wovon eine grof3e Anzahl wirtsspezifisch ist, wie B. aclada, B.
elliptica, B. fabae, B. squamosa und B. tulipae (JARVIS 1980a). B. cinerea ist die am
haufigsten auftretende Art der Gattung Botrytis mit einem sehr grof3en Wirtspflanzenkreis
von Uber 200 verschiedenen Pflanzenarten; der Name B. cinerea stammt von Haller
(1771). Der genetische bzw. biologische Zusammenhang zwischen B. cinerea und
Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetzel., den asexuellen (anamorphen) und sexuellen
(telomorphen) Entwicklungsstadien des selben Pilzes, wurde erstmals 1866 von de Bary
aufgeklart (FARETRA und ANTONACCI 1987, FARETRA und POLLASTRA. 1988,
ROSSLENBROICH und STUEBLER 1999a).

Botrytis cinerea ist ein weltweit verbreiteter Ascomycet, der eine Vielzahl unterschiedlicher
Gewebe infiziert und dort sehr viele verschiedene Symptome verursachen kann
(DAUGHTREY et al. 1995). Eine frihe Erkennung von B. cinerea kann durch eine latente
Infektion des pflanzlichen Gewebes erschwert werden. Der Befall ist dann haufig erst kurz
vor der Ernte sichtbar und schadigt die Frichte, wenn die Umweltbedingungen dies
begunstigen (CHARDONNET et al. 2000, MCCLELLAN und HEWITT 1973). Der Erreger des
Grauschimmels ist sowohl in Gewachshauskulturen als auch im Weinbau eines der am
haufigsten auftretenden Pathogene. B. cinerea bendtigt zu seiner Entwicklung eine rel.
Luftfeuchte von Uber 95 %, exogene Nahrstoffe sowie seneszentes Gewebe. Der Trend
zu immer intensiveren AnbaumafRnahmen im Weinbau, zusammen mit den immer

spateren Ernteterminen zur Steigerung des Zuckergehaltes der Trauben, verbunden mit
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optimalen Klimabedingungen, fordert dabei den Pathogenbefall (ROSSLENBROICH und
STUEBLER 1999a). An Weinreben kann ein Grauschimmelbefall zu Ertragsverlusten von
bis zu 40 % und zu geminderter Qualitat fuhren (EMMETT und NAIR 1991, FARETRA und
POLLASTRO 2001, PEARSON und GOHEEN 1998). Nur in den seltensten Fallen ist ein Befall
mit B. cinerea an weillen Weinreben, die so genannte Edelfaule, erwiinscht. Ein spater
Befall durch das Pathogen verursacht ein Trocknen der Beeren und ein Aufkonzentrieren
des Zuckergehaltes, jedoch keine Erhdhung des Sauregehalts. Aus diesen Trauben
werden Weine, die als Spat- bzw. Beerenauslese bezeichnet werden, produziert. Dieses
Phanomen der Edelfaule wurde erstmals 1888 von MULLER-THURGAU beschrieben
(DITTRICH 1989).

Eine Bekampfung von B. cinerea stellt eine Herausforderung dar, da das Pathogen die
Fahigkeit besitzt, saprophytisch zu leben, Pflanzengewebe schnell zu besiedeln, sowie
reichlich Sporen zu produzieren, die sich durch Luftbewegung im Bestand verbreiten
kénnen. Vorbeugende Malnahmen stellen somit ein Hauptaugenmerk bei der
Bekampfung eines Grauschimmelbefalls dar. Es bestehen verschiedene Mallnahmen zur
Kontrolle von B. cinerea in einem Pflanzenbestand. Dazu zahlen unter anderem
kulturtechnische MalRnahmen, die eine Entwicklung von B. cinerea in einem Bestand
reduzieren koénnen, wie die Klimafihrung unter kontrollierten Bedingungen, die
Verwendung von weniger anfalligen Sorten, die Dingung, die Anbauzeitpunkte, die
verwendeten Produktionssysteme, sowie Hygienemallnahmen (DAUGAARD 1999,
HAUSBECK und MOORMAN 1996, MERTELY et al. 2000, RATTINK 1992). KOHL et al. (1995¢)
zeigen, dass durch Entfernen von seneszenten Blattern in einem Zwiebelbestand der
Sporengehalt in der Luft Gber der Kultur deutlich reduziert und somit die epidemische
Entwicklung von B. cinerea verzogert werden konnte. HygienemalRnahmen alleine kénnen
jedoch nicht ausreichend die Verbreitung von B. cinerea reduzieren. Die Zichtung von
resistenten Pflanzen ist sehr kompliziert, in den verschiedenen Entwicklungsstadien der
Pflanzen sind verschiedene Resistenzmechanismen beteiligt. Zwischen den
Pflanzenarten wird eine unterschiedliche genetische Grundlage dieser Resistenzen gegen
B. cinerea beobachtet (ELAD und EVENSEN 1995).

Die chemische Bekampfung ist eine effektive Malnahme um ein Auftreten von B. cinerea
an einer Vielzahl von Kulturpflanzen zu verringern. Es stehen Fungizide aus
verschiedenen Wirkstoffgruppen zur Verfigung, deren Wirksamkeit fortlaufend verbessert
wurde (BRENT 1995). Trotzdem treten immer wieder Resistenzen gegen einzelne
Wirkstoffe auf. Schon sehr schnell nach der Einflhrung von Benzimidazolen und
Dicarboximiden traten in den 1960er und 1970er Jahren durch die intensive Ausbringung

der Wirkstoffe resistente Isolate von B. cinerea auf, wodurch sich ihr Nutzen deutlich
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schmalerte (SMITH 1988). Aufgrund der negativen Kreuz-Resistenz von Diethofencarb mit
Benzimidazolen konnte B. cinerea aber auch weiterhin, z. B. mit Kombinationen aus
Diethofencarb und Carbendazim, erfolgreich bekampft werden. In den letzten Jahrzehnten
wurden einige Botrytizide aus anderen Wirkstoffgruppen auf den Pflanzenschutzmarkt
gebracht, die Anilinopyrimidine Cyprodinil und Pyrimethanil, das Hydroxyanilid
Fenhexamid und das Phenylpyrrol Fludioxonil (ROSSLENBROICH und STUEBLER 1999a).
Auch gegen diese Fungizide werden bereits Resistenzen aus verschiedenen Regionen
und Kulturen verzeichnet (BIRCHMORE und FORTSTER 1996, BIRCHMORE et al. 1996,
CHAPELAND et al. 1998, LEROUX et al. 1999). Resistenzen, wie sie fur B. cinerea
beschrieben werden, umfassen haufig mehrere Fungizide auch aus unterschiedlichen
Wirkstoffgruppen (BRENT 1995). Dabei wird die Resistenz von B. cinerea gegen Wirkstoffe
mit signifikanten genetischen Anderungen in Zusammenhang gebracht (Yourman et al.
2000), wobei die veranderte Fungizidsensitivitdt der Genotypen durch ein bzw. mehrere
Gene codiert wird (YARDEN und KATAN 1993, FARETRA und POLLASTRO 1991, POLLASTRO
et al. 1996). YOURMAN et al. (2000) beschrieben sogar die Entwicklung einer Resistenz
gegen Vinclozolin in zuvor sensitiven Populationen, ohne dass der Wirkstoff zur
Anwendung kam. Diese Beobachtung werden auf eine genetische Instabilitat einiger
Populationen von B. cinerea zurlckgefihrt (YOURMAN et al. 2001). All diese
Beobachtungen betonen die Fahigkeit von B. cinerea, gegen fungizide Substanzen
genetisch basierende Resistenzen auszubilden. Das im Jahr 1981 gegrindete ‘Fungicide
Resistance Action Committee' (FRAC) erarbeitet Strategien zur Reduzierung von
Fungizidresistenzen in der Praxis (BIRCHMORE und FORTSTER 1996). Zur Verringerung der
Resistenzentwicklung von B. cinerea gegen fungizide Wirkstoffe wird nur eine einmalige
Anwendung von Verbindungen mit gleichem Wirkmechanismus im Jahr empfohlen
(LEROUX und MONCOMBLE 1994, LEROUX und SPOTTS 2003).

Durch die haufig auftretenden Resistenzen von B. cinerea gegen fungizide Wirkstoffe
besteht ein zunehmender Bedarf nach Alternativen zur chemischen Bekampfung.
Natlrlich auftretende antagonistische Mikroorganismen kénnen eine mogliche Alternative
darstellen. Der Marktanteil von biologischen Produkten im Pflanzenschutzsektor ist derzeit
mit unter 2 % noch sehr niedrig (BIDOCHKA 2001, COPPING und MENN 2000). Die Zahl der
pilzlichen Produkte auf dem Markt zur Bekdmpfung von Pflanzenkrankheiten hat sich in
den letzen Jahren jedoch deutlich erhéht, momentan werden ca. 40 Produkte auf dem
weltweiten Agrarmarkt angeboten (WHIPPS und LUMSDEN 2001).

Die Wirksamkeit von Mikroorganismen zur Bekampfung von Pflanzenkrankheiten oder
von Insekten wird schon seit langer Zeit untersucht. Erstmals wurde 1879 von

Metschnikoff die Anwendung des insektenpathogenen Pilzes Metarhizium anisopliae
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gegen den Blatthornkafer Anisoplia austriaca (Scarabaeidae) beschrieben (FERRON
1978). WoobD (1951) berichtetet erstmals lber die Nutzung von Antagonisten gegen B.
cinerea. Er inokulierte seneszente Salatblatter mit Antagonisten wie Penicilium
clavariaeforme, Fusarium sp. und Pseudomas sp., um eine Primarinfektion mit B. cinerea
zu unterdricken. Eine ahnliche antagonistische Wirksamkeit von einigen Bakterien wie
Bacillus sp., Pseudomonas sp und Chromobacterium sp., sowie Actinomyceten und
anderen Pilzen wurde auch von NEWHOOK (1951a, b) gezeigt. WOOD (1951) beschrieb die
saprophytische Aktivitat auf totem Pflanzengewebe als einen Grund fur die Kontrolle des
Pathogenbefalls unter natlrlichen Bedingungen. NEWHOOK (1957) applizierte
Sporensuspensionen von Cladosporium herbarum und Penicillium sp. im spaten Stadium
der Blite von Tomaten und verringerte so den Fruchtbefall mit B. cinerea. BHATT und
VAUGHAN (1962) zeigten, dass Applikationen von C. herbarum bei abgehender Bllte unter
kontrollierten Bedingungen den Fruchtbefall an Erdbeeren deutlich reduzierten. Die
biologische Wirksamkeit einiger Bakterien gegen B. cinerea an Chrysanthemen und Roter
Beete wurde von BLAKEMAN und FRASER (1971) und BLAKEMAN (1972) beschrieben.
Jedoch verdeutlichten diese Autoren, dass der Einsatz nicht unter praktischen
Bedingungen erfolgte. Seit den 1970er Jahren wurden die Studien mit Antagonisten
gegen B. cinerea intensiviert. Dabei wurde die Wirksamkeit von Bakterien, Hefen und
Pilzen gegen B. cinerea in verschiedenen Kulturen beschrieben (ELAD 1996, PAULITZ und
BELANGER 2001). Zu den untersuchten Hefen zahlen Candida pulcherrima (COOK 2002),
Exophiala jeanselmei an Rosen (REDMOND et al. 1987), Pichia guilliermondii bei der
Lagerung von Apfeln (WISNIEWSKI et al. 1991) und Klockera apiculata (MCLAUGHLIN et al.
1992), sowie die Bakterien Pseudomonas cepacia an Apfeln und Pfirsichen (JANISIEWICZ
und ROITMAN 1988), Serratia liquefaciens an Weinreben (WHITEMAN und STEWARD 1998),
Bacillus brevis an Chinakohl (SEDDON und EDWARDS 1993) und Bacillus subtilis an
Weinreben (PAUL et al. 1997). Besonders viele Untersuchungen erfolgten zu Trichderma
spp. (ELAD 1995, ELAD und KIRSHNER 1993, HARMAN et al. 1996, TRONSMO und HJELJORD
1998). Jedoch wurde auch das Potenzial anderer Pilze, wie Gliocladium roseum und
Penicilium sp. an Erdbeeren (SUTTON und PENG 1993b), Gliocladium catenulatum zur
Nacherntebehandlung (COPPING und MENN 2000), Pythium radiosum an Tafeltrauben
(PAUL 1999) und Ulocladium atrum, aufgefuhrt. Dabei basierte die biologische
Wirksamkeit der Mikroorganismen auf unterschiedlichen Wirkmechanismen, wie
Antibiose, Hyperparasitismus, induzierter Resistenz und der Konkurrenz um Raum und
Nahrstoffe (BLAKEMAN und FOKKEMA 1982, KOHL and FOKKEMA 1998b)

Das antagonistische Potenzial des Hyphomyceten U. atrum wurde erstmals 1993 von
KOHL et al. (1993b) beschrieben. Der Pilz wird als ein potenzieller Mikroorganismus fiir die

Anwendung im Gewachshaus und Freiland dargestellt (ELMER und KOHL 1998, KOHL et al.
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1995a). Durch die ahnlichen Umweltanspriiche eines Isolates von U. atrum (Ua 385) und
des Pathogens B. cinerea konnte die Wirksamkeit von U. afrum gegen den Erreger des
Grauschimmels an einer grolen Zahl verschiedener Kulturpflanzen nachgewiesen
werden (FRUIT 2001, BoFF 2001, KOHL und FOKKEMA 1998a). Der saprophytische Pilz U.
atrum besitzt das Potenzial mit B. cinerea wahrend der Besiedlung von nekrotischem
Pflanzengewebe zu konkurrieren (KOHL et al. 1995c). Durch die antagonistische
Wechselwirkung kann die epidemischen Entwicklung des Pathogens beeinflusst werden,
wobei es zu einer Reduktion der Sporulation von B. cinerea kommt (KOHL et al. 1995b).
Auch die gute Wirksamkeit anderer Ulocladium Arten gegen B. cinerea wird beschrieben.
So wird Ulocladium oudemansii in Italien und Neuseeland als Handelsprodukt Botry-Zen®
vertrieben (ANONYM 2003).

Eine Vielzahl von Antagonisten zur Bekdmpfung von Bodenpathogenen wird aufgefihrt,
dagegen ist der Einsatz von Mikroorganismen gegen Blattpathogene noch selten
(CoPPING und MENN 2000). Dies liegt hauptsachlich an den relativ gunstigen
Umweltbedingungen in der Rhizosphare, die besser fir eine erfolgreiche Anwendung von
biologischen Organismen manipuliert werden kénnen. Dort herrschen wesentlich stabilere
Bedingungen als in der Phyllosphare, wo eine dynamische Umwelt mit zyklischen und
nichtzyklischen Einflussfaktoren wie Temperatur, rel. Luftfeuchte, Taubildung, Regen,
Wind und Strahlung eine Etablierung der Antagonisten deutlich erschweren. Ebenso wird
die Besiedlung der Wurzel durch eine relativ glatte, konvexe Oberflache erleichtert, im
Gegensatz zur unebenen Blattoberflache mit Blattadern, -haaren, Stromata und Wachsen.
Viele der Antagonisten benédtigen exogene Nahrstoffe, um sich an der Pflanze zu
etablieren, die in der Phyllosphare im Gegensatz zur Rhizosphéare sehr limitiert sind
(ANDREWS 1992).

Verschiedene Mikroorganismen wurden auf ihre Wirksamkeit als Gegenspieler von
Pathogenen in der Phyllosphare untersucht. Unter gunstig gewahlten Bedingungen
konnten mehrfach gute Wirksamkeit erzielt werden. Bei einem grof3flachigen Einsatz im
Gewachshaus oder unter Feldbedingungen war die Pathogenkontrolle jedoch meist nicht
ausreichend (BUTT et al. 2001). Dieses kann durch viele Einflussfaktoren bedingt sein.
Ahnlich der zuvor beschriebenen Entwicklung von Fungizidresistenzen ist B. cinerea
ebenfalls in der Lage Resistenzen gegen Mikroorganismen, die Antibiotika produzieren,
zu entwickeln. LI und LEIFERT (1994) berichteten als Erste Uber die Entstehung einer
Resistenz von B. cinerea gegen den biologischen Mikroorganismus Bacillus subtilis CL
27. Die erfolgreiche Nutzung von nicht Antibiotika bildenden Mikroorganismen, wie U.
atrum, unterliegt anderen Parametern. So kann ein Mikroorganismus nicht tberleben und

wirksam bleiben, wenn er sich nicht an die Pflanze und ihre Umwelt anpasst. Der



6 Einleitung

Antagonist muss ebenso mit anderen Mikroorganismen konkurrieren, sich an die
wechselnden Umweltbedingungen anpassen und auf der Blattflache eine aktive
Population etablieren kdnnen, bis seine aktive Wirksamkeit gegen ein Pathogen
notwendig wird (ELAD 1993, WHIPPS und LUMSDEN 2001). Grinde fir die inkonsistente
Wirksamkeit von Antagonisten unter Freilandbedingungen werden haufig im
unzureichenden Wissen der Populalationsdynamik der Antagonisten unter
Freilandbedingungen gesucht (BIDOCHKA 2001). Aus diesem Grund, aber auch vor dem
Hintergrund der dkologischen Folgeabschatzung der Ausbringung von Antagonisten in die
Umwelt, wurden viele Untersuchungen zur Populationsdynamik von Antagonisten
durchgefthrt. Dabei wurden morphologische und immunolgische Methoden, sowie
molekulare Marker genutzt, um die Eigenschaften der Antagonisten zu charakterisieren
(BIDOCHKA 2001, KARPOVICH-TATE und DEWEY 2001, ZIMAND et al. 1993). Kaum jedoch
fanden Untersuchungen zum Einfluss des zu unterdriickenden Pathogengenotyps auf den

Anwendungserfolg der Antagonisten statt.

Das Pathogen B. cinerea ist eine sehr variable Art, das die Fahigkeit besitzt, sich schnell
wechselnden Umweltbedingungen anzupassen. Populationen, die sich sexuell
reproduzieren, sind genetisch starker verschieden als solche, die sich asexuell
reproduzieren (BURDON und WOLFE 1985, GoOODWIN et al. 1992). Durch die
Rekombination kommt es zur Entwicklung von neuen Genotypen innerhalb einer
Population (BRENT und HOLLOMON 1998). Das Pathogen B. cinerea weist eine grolie
genetische Diversitat und morphologische Variabilitat auf (CHARDONNET et al. 2000, Di
LENNA et al 1981, Moyano et al. 2003, YOURMAN et al. 2000, 2001). Mit Hilfe von RAPD-
Primern konnte festgestellt werden, dass sich mit nur wenigen Ausnahmen fast alle
Isolate aus einer Gewachshauspopulation genetisch unterschieden (KERSSIES und
BOSKER-VAN-ZESSEN 1997). Die somatische Variabilitdt zwischen Isolaten wird mit der
mehrkernigen und heterokaryotischen Natur der Hyphen und Sporen und der Aneuploidie
des Kernes beschrieben (BUTTNER et al. 1994, VAN DER VLUGT-BERGMANS et al. 1993).
Eine Ursache dieser Variation kann die Aktivitdt von transponierbaren genetischen
Elementen sein (LEVIS et al. 1997). GIRAUD et al. (1997, 1999) beschreiben B. cinerea als
einen Komplex aus Geschwister-Arten, die sympatrisch an vielen Wirtspflanzen auftreten.
So wurden von Weinreben zwei sympatrische Subpopulationen von B. cinerea isoliert.
Wahrend eine Subpopulation haufiger an den Rebentrauben zu finden war, homogen und
besser an die Gegebenheiten angepasst und somit lokaler Herkunft zu sein schien, wurde
die Zweite als migrierte Subpopulation beschrieben. MARTINEZ et al. (2003) zeigten, dass
phenotypische Charakteristika der beiden genannten Subpopulationen dazu genutzt

werden koénnen, epidemiologische Unterschiede zu untersuchen.
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Diese Untersuchungen lassen die Variabilitdt der Populationen von B. cinerea deutlich
werden. Solche Eigenschaften des Pathogens erklaren sicherlich einen Teil seines
Erfolges hinsichtlich seiner raumlichen Ausbreitung, des groflen Wirtspflanzenkreises
oder auch der Fahigkeit gegen viele chemische Wirkstoffe Resistenzen zu entwickeln.
Umso wichtiger erscheint, dass Anwendungen von antagonistisch wirksamen
Mikroorganismen gegen B. cinerea vor dem Hintergrund des Pathogengenotyps
betrachtet werden. Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Einflisse verschiedener
Genotypen von B. cinerea auf die Wirksamkeit von U. atrum gegen das Pathogen zu
untersuchen und die Konsequenzen fur die Anwendung des Antagonisten zu diskutieren.
Unter kontrollierten Bedingungen wurde die antagonistische Wirksamkeit gegen
verschiedene Isolate von B. cinerea an mehreren Wirtspflanzen untersucht. Die
Integration des Antagonisten in konventionelle Anbauverfahren wurde beispielhaft fir den

Weinbau gepriift.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Versuchsorganismen
2.1.1 Mikroorganismen

Die Untersuchungen wurden mit dem Antagonisten Ulocladium atrum (Pers.), sowie dem
Pathogen Botrytis cinerea (Pers.) ex. Fr., dem Erreger des Grauschimmels mit einem

weiten Wirtspflanzenkreis, durchgefihrt.

2.1.2 Pflanzen

Als Wirtspflanzen wurden Jungpflanzen von Begonien (Begonia-Elatior-Hybriden llona
Line) der Sorte ‘Mariette’, Paprika (Capsicum annum (L.)) cv. “Yolo Wonder B‘ und

Weinreben (Vitis viniferea (L.)) cv. ‘Muller Thurgau® verwendet.

Die Freilanduntersuchungen erfolgten an etablierten Weinstocken (Vitis viniferea (L.)) der
Sorten ‘Kerner’ und ‘Muller Thurgau’. Die Angabe der Entwicklungsstadien der Reben
erfolgte nach der BBCH Skala von LANCASHIRE et al. (1991) bzw. LORENZ et al. (1994).

2.2 Pflanzenschutzmittel

Fungizide mit botrytizider Wirksamkeit

Fir die Myzelwachstumsexperimente kamen Cyprodinil und Fludioxonil als technische
Wirkstoffe, die in einem Wasser/ Aceton/ Emulgator-Gemisch angesetzt wurden, zum
Einsatz. Dabei wurde Aqua demin., dass 1 % Aceton und 0,03 % Emulgator NP 15

enthielt, verwendet.

Tab. 1: Wirkstoffe der eingesetzten Pflanzenschutzpraparate bei den Untersuchungen
des Myzelwachstums in vitro und des Befalls an Rebenjungpflanzen.

Aufwand
Wirkstoff(e) a.i. Praparat -menge Wirkstoffklasse Hersteller
Carbendazim 250 g/ kg Botrylon® 0,125 % Benzimidazole Bayer
+ Diethofencarb + 250 g/ kg + Carbamate CropScience
Cyprodinil 3759/ kg Switch® 0,06 % Anilinopyrimidine Syngenta
+ Fludioxonil + 250 g/ kg + Phenylpyrole
Fenhexamid 510 g/ kg Teldor® 0,1 % Hydroxyanilide Bayer
CropScience
Pyrimethanil 400 g/ | Scala® 0,125 %  Anilinopyrimidine Bayer
CropScience
Tolylfluanid 505 g/ kg Euparen M WG® 0,25 % Phenylsulfamide Bayer
CropScience
Vinclozolin 500 g/ kg Ronilan WG® 0,1 % Dicarboximide BASF
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Andere Wirkstoffe lagen in handelsiblichen Formulierungen vor und wurden mit Aqua
demin. auf die gewlinschte Anwendungskonzentration verdinnt. Zur Anwendung kamen

(Scala®),

(Euparen®), Vinclozolin (Ronilan®) und eine Kombination aus Carbendazim und

die Handelspréaparate Fenhexamid (Teldor®), Pyrimethanil Tolylfluanid
Diethofencarb (Botrylon®). In den Befallsuntersuchungen an Rebenjungpflanzen wurden
alle Wirkstoffe als formulierte Praparate, Cyprodinil und Fludioxonil als Switch®, mit den

praxisiblichen Aufwandsmengen wie in Tabelle 1 beschrieben, durchgefuhrt.

Andere Pflanzenschutzmittel unter Freilandbedingungen

Versuchsbegleitend wurden in den Freilanduntersuchungen konventionelle Spritzfolgen
mit Pflanzenschutzmitteln, wie in Tabelle 2 aufgeflhrt, ausgebracht. Die formulierten
Praparate wurden in vitro zur Untersuchung der Fungizidsensitivitdt von U. atrum und B.

cinerea verwendet.

Tab. 2: Wirkstoffe der in den Freilandversuchen die  konventionellen
PflanzenschutzmalRnahmen eingesetzten Praparate.

Wirkstoff (e) a.i. Praparat Hersteller

Azoxystrobin 250 g/l Quadris® Syngenta

Cymoxanil 300 g/kg Equation Pro® DuPont de Nemours

+ Famoxadone +225 g/kg

Dimethomorph 150 g/l Forum® BASF

Dithianon 750 ¢/l Delan® BASF

Fenarimol 120 g/ Rubigan® Dow AgroScience

Fenarimol 59,8 g/ | Vento® Dow AgroScience

+ Quinoxyfen +196,7 g/ |

Folpet 400 g/ kg Ridomil Gold Combi® Syngenta

+ Metalaxyl-M + 50 g/kg

Iprovalicarb 60 g/ kg Melody M® Bayer CropScience

+ Tolylfluanid +375 g/ kg

Mancozeb 750 g/ kg Dithane Ultra® Bayer CropScience

Metiram 700 g/ kg Polyram Combi® BASF

Parathion-methyl 405 g/ kg ME 605® Bayer CropScience

Penconazol 100 ¢/l Topas® Syngenta

Propineb 705 g/ kg Antracol® Bayer CropScience

Spiroxamin 499 g/l Prosper® Bayer CropScience

Schwefel 800 g/kg Netzschwefel Stahler Agrochemie

Triadimenol 52 g/kg Bayfidan® Bayer CropScience

Vinclozolin 500 g/kg Ronilan® BASF
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2.3. Pflanzenanzucht unter kontrollierten Bedingungen

Alle Versuchspflanzen wurden im Gewachshaus bei Temperaturen von 20 + 5 °C und
relativer Luftfeuchte von 60 bis 80 % angezogen. Paprikapflanzen wurden nach Aussaat
und Entfaltung der Keimblatter pikiert, Begonien als bewurzelte Stecklinge von der Fa.
Dimmen (Reinberg, Deutschland) bezogen und getopft. Sprossstecklinge der Weinreben
wurden 28 Tage in ‘Oasis-growing-medium‘ (Fa. Agrimedia, Wachenheim) in Hydrokultur
angezogen und nach dem Bewurzeln getopft. Die Pflanzen wurden in Plastiktopfen (9 x 9
x 9 cm) mit Klassmann ‘Spezialmischung‘ (70 % Vol. Weilstorf und 30 % Vol. Schwarztorf,
pH 5,0 bis 5,5) kultiviert und zwei Mal wdchentlich mit Wasser durch eine Matten-
bewasserung und einmal wochentlich mit 0,2 %-igen Flori 2 Flissigdinger (Fa. Euflor,
Munchen) versorgt. Um einem Befall mit Echten Mehltau vorzubeugen, wurde in der
Rebenanzucht zusatzlich wdchentlich mit einem Kombi-Verdampfer (Fa. Paul Hickner
GmbH & Co KG fleur ami, Deutschland) Netzschwefel ausgebracht. Eine Tagesléange von
16 Stunden wurde mit einer Zusatzbeleuchtung mit Hilfe von Natriumdampfleuchten
(Philips SGR 140, Deutschland) Gewahr leistet. Fur die Versuche wurden Jungpflanzen

verwendet, bei denen vier Blatter vollstandig entwickelt waren.

Fir Untersuchungen auf nekrotischem Blattgewebe wurden Blattscheiben mit einem
Korkbohrer (& 0,18 cm) aus voll entwickelten Rebenblattern gestanzt. Nach
vierzehntagigem Pressen und Trocknen zwischen Papier wurden die Blattscheiben mit
Gamma-Strahlen von 4 Mrad sterilisiert (y Gramm STER B. V., Niederlande).

2.4 Herstellung von Kulturmedien

Die aufgefuhrten Kulturmedien wurden bei 121 £ 1 °C und 1 bar fur 20 Minuten
autoklaviert und anschlieBend mit je 17 ml in Petrischalen von 9 cm Durchmesser

ausgegossen.

Potato-Dextrose-Agar (PDA)
Potato-Dextrose-Agar (Merck) 379

Aqua demin. 11

Hafermehl-Agar (Hafer)
Schmelzflocken (Kélin) 30g
Agar agar (Sigma) 20g

Aqua demin. 11
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Malz-Extrakt-Agar (MEA)
Malz-Extrakt-Agar (Merck) 48 g

Aqua demin. 11

Wasseragar
Agar agar (Sigma) 20g

Aqua demin. 11

2.5 Anzucht von Antagonist und Pathogen
2.5.1 Herkunft der Isolate

Der Antagonist U. atrum, Isolat Ua385, wurde von nekrotischen Blattern der Lilie, das
Pathogen B. cinerea, Isolat 0 (Bc 700), von Gerbera isoliert (KOHL 1995a) und von Plant
Research International (PRI, Wageningen, Niederlande) fiir die Untersuchungen bereit
gestellt. Weitere 40 Isolate von B. cinerea wurden charakterisiert und auf ihre
Wechselwirkung mit dem Antagonisten hin untersucht. Die Isolate 1 bis 57, sowie die
Isolate 71 bis 74 wurden von der Fa. Bayer CropScience (Monheim, Deutschland), bzw.
von der Bayerischen Landesanstalt fur Weinbau und Gartenbau (Veitshéchheim,
Deutschland) zur Verfligung gestellt. Aus Privatgarten wurden im Jahr 2002 die Isolate
105, 106 und 107 isoliert. In Tabelle 3 sind die Herkunft, die Wirtspflanzen, von denen die

Isolate isoliert wurden, und weitere Informationen zu den Isolaten dargestellt.

2.5.2 Erhaltung und Vermehrung

Die Vermehrung von U. atrum und B. cinerea erfolgte durch Ubertragen eines
bewachsenen Myzelsticks auf Petrischalen mit Hafermehl-Agar bzw. PDA. Die
Uberimpften Platten wurden bei 20 £ 1 °C (16 h Tag/ 8 h Nacht) inkubiert. Fir die
Untersuchungen wurden 7 bis 14 Tage alte Kulturen von B. cinerea, bzw. 28 Tage alte

Kulturen von U. atrum verwendet.

Zur Erhaltung der Pathogenitat der Pilze wurden Sporensuspensionen auf das Cryobank-
System (Fa. Master Diagnostica, Reinfeld) gesetzt und bei — 80 °C eingefroren. Im
Abstand von zwei Monaten wurden ‘Cryobank-Perlen* mit Sporen auf Agar aufgetaut und

neue Kulturen angelegt.
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Tab.3: Herkunft der Isolate von B. cinerea.

Isolat Herkunft? Wirtspflanze® Sensitvitit gegeniiber Fungizide?
0 (700) Niederlande  Gerbera sensitiv
1 sensitiv
Italien sensitiv gegen Fenhexamid
4 sensitiv
5 sensitiv
6
9 Fenhexamid'
10 Tolylfluanid’
12 resistent gegen Vinclozolin, Rovral, BCM, Sumisclex
14 Italien
17 Deutschland Fenhexamid'’
19  Deutschland Erdbeere Fenhexamid'’

20 Deutschland Erdbeere

22 Deutschland  Erdbeere

24 Deutschland  Erdbeere sensitiv

27

28

29 Erdbeere sensitiv

32 Erdbeere

33 Italien

34 Italien

35 Italien

37 Japan

39 Salat

43 Salat Tolylfluanid’

46 resistent gegen Tolylfluanid

48 resistent gegen Benomyl, sensitiv gegen Sumisclex
49 sensitiv gegen Benomyl, resistent gegen Sumisclex
50 resistent gegeniiber Benomyl und Sumisclex
52 resistent gegen Euparen

53 Erdbeere

54 Erdbeere

55 resistent gegen Benomyl, Sumisclex

56 Fenhexamid'

57 Erdbeere Fenhexamid'

71 Deutschland  Rebe

72 Deutschland Rebe

73 Deutschland  Rebe

74 Deutschland  Rebe ohne Fungizidbehandlung
105 Bonn Rose Fenhexamid’
106 Dusseldorf Paeonien Fenhexamid’
107  Dusseldorf Paeonien Fenhexamid'’

! stammt aus Bestanden, die mit den aufgefiihrten Fungiziden behandelt wurden
% soweit bekannt
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2.5.3 Herstellung der Sporensuspension und des Inokulums

Anzucht auf Potato-Dextrose-Agar (PDA) und Hafermehl-Agar

Bewachsene Nahrmedium-Platten wurden mit 10 ml Leitungswasser und 0,01 % Tween
20 beschichtet, ehe die Sporen mit einem Spachtel abgekratzt und Uber ein vierfaches
Mulltuch abgefiltert wurden. Die Sporenkonzentration wurde mit Hilfe einer Fuchs-
Rosenthal-Kammer bestimmt und auf die benétigte Sporendichte zwischen 1 x 10°

Sporen/ ml und 1 x 10° Sporen/ ml eingestelit.

Anzucht auf Getreide

Zur Herstellung von gréReren Mengen der Sporensuspension von U. afrum wurden
Sporen von U. atrum auf Kérnern in Polypropylen-Beuteln mit Membran (3 LS, Sylvan,
NL) angezogen. Ungebeizte Haferkérner (300 g) oder Bulger — geschalte Weizernkorner,
gekocht, riickgetrocknet und geschrotet - (250 g) wurden Uber Nacht in Wasser gequollen
und anschliel3end in Polypropylen-Beuteln bei einer Temperatur von 121 + 1 °C und mit 1
bar Druck im Abstand von 24 Stunden zwei Mal fir 20 Minuten autoklaviert. Nachdem die
Kérner abgekuhlt waren, wurden diese unter sterilen Bedingungen mit jeweils 1 ml
Sporensuspension von U. atrum (2 x 10° Sporen/ ml) angeimpft. Die Kérnerbeutel wurden
anschliefend bei 20 + 1 °C (16 h Licht/ 8 h Dunkelheit) fir 2 Wochen (Bulger) bzw. vier
Wochen (Haferkdrner) inkubiert, wobei diese mindestens alle zwei Tage geschittelt
wurden, um ein Verklumpen der myzelbewachsenen Korner zu verhindern. Durch
Abwaschen der Korner wurde eine Sporensuspension von U. atrum gewonnen. Dabei
wurden die Kdorner in Baumwollbeutel gefiillt und zwei Mal mit 5 | Leitungswasser unter
Zugabe von 0,01 % Tween 80 fiur jeweils 10 Minuten in einer Campingwaschmaschine
(Nova MW super 2000 SR, Nova, Maastrich, Niederlande) gewaschen. Die Sporendichte
der Suspension wurde mit Hilfe einer Fuchs-Rosenthal-Kammer bestimmt und auf die

benétigte Sporendichte von 4 x 10° Sporen/ ml bzw. 2 x 10° Sporen/ ml eingestellt.

2.6 Applikationsverfahren

Inokulationen des Pathogens erfolgten, wenn nicht anders erwahnt, mit
Sporensuspensionen des Referenzisolates 0.

2.6.1 Spriihapplikation von Blattern bzw. Blattscheiben

In vitro- Untersuchungen

Unter sterilen Bedingungen wurden Sporensuspensionen der Organismen mit Hilfe eines
sehr feinen Pumpzerstaubers auf y-bestrahlte nekrotische Blattscheiben (& 1 cm) von

Reben ausgebracht. Die Gber Nacht auf Wasseragar ausgelegten Blattscheiben wurden
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mit ca. 0,3 ml Sporensuspension von (1 x 10° Sporen/ ml) bespriiht und in einer Zeitreihe

von 3 bis 14 Tagen auf Wasseragar inkubiert.

Mikroskopische Untersuchungen

Fur die mikroskopischen Untersuchungen wurden Suspensionen mit einer Sporendichte
von 1 x 10° Sporen/ ml mit Hilfe eines Pumpzerstaubers auf lebendes Blattgewebe und y-
bestrahlte nekrotische Blattscheiben ausgebracht. Die Sporensuspensionen wurden auf
lebende Rebenblatter mit und ohne Zugabe von Malz-Extrakt-Bouillon (Merck) appliziert.
AnschlieRend wurden die Proben in durchsichtigen Feuchtekammern bis zu sechs
Stunden inkubiert.

2.6.2 Sprihapplikation von Pflanzen unter kontrollierten Bedingungen

Jungpflanzen wurden mit ca. 20 ml Sporensuspension von U. atrum bzw. B. cinerea oder
einem Gemisch beider Pilze unter Zugabe von 2 % Malz-Extrakt-Bouillon (MEB) tropfnass
mit Hilfe eines Pumpzerstdubers bespriiht. Um optimale Inkubationsbedingungen zu
Gewahr leisten wurden die behandelten Pflanzen fir 48 Stunden bei Dunkelheit und 100

% rel. Luftfeuchte aufgestellt.

2.6.3 Spritzapplikation auf Rebstécke im Freiland

Kirrweiler

In Kirrweiler wurden in beiden Versuchsjahren Sporensuspensionen von U. atrum, die auf
Haferkérner angezogen wurden, mit einer Basisaufwandmenge von 600 I/ ha und einer
Sporendichte von 2 x 10° Sporen/ ml verwendet. Alle Applikationen, sowohl die
Behandlungen mit U. atrum, als auch die konventionellen Pflanzenschutzmalinahmen,

wurden bei 4 bar mit einem Spritztunnel durchgeflihrt.

Marienthal

In  Marienthal wurden die Sporensuspensionen von U. atrum mit einer
Sporenkonzentration von 4 x 10° Sporen/ ml und 2 x 10° Sporen/ ml und die Spritzbriihe
des Botrytizid Fenhexamid (Teldor®) mit einer Birchmeier M125 Motorriickenspritze bei 3
bar mit 600 I/ ha ausgebracht. Im gesamten Weinberg wurden versuchsbegleitend
konventionelle  Spritzfolgen mit  Pflanzenschutzmitteln  durch  die  Staatliche

Weinbaudomane Marienthal mit Feldspritzen durchgefuhrt.

2.7 Erfassung der Pilzentwicklung
2.7.1 Sporengrofe

Sporen von 13 Tage alten auf PDA gewachsenen Kulturen ausgewabhlter Isolate von B.

cinerea und von 28 Tage alten Kulturen von U. atrum wurden mikroskopisch untersucht.
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Es wurden sowohl die Lange als auch die Breite einzelner Sporen vermessen und das
Langen/ Breiten- Verhaltnis bestimmt. AnschlieBend wurde das Volumen der
Einzelsporen der Isolate von B. cinerea anhand der Formel nach SHIRANE et al. (1989)

berechnet.

Vol [um?] = (Lange x Breite x Breite x )/ 6

2.7.2 Keimung und Keimschlauchlangenwachstum

Untersuchungen ausgewabhlter Isolate von B. cinerea

Sporensuspensionen ausgewahlter Isolate von B. cinerea, mit einer Inokulumdichte von 1
x 10° Sporen/ ml und Zugabe von Malz-Extrakt-Bouillon (MEB), wurden auf frische
Rebenblatter ausgebracht und anschlieBend in durchsichtigen Feuchtekammern bei
Raumtemperatur sechs Stunden inkubiert. Die Blattproben wurden mit dem
Flureszenzfarbstoff Diethanol angefarbt und sofort mikroskopisch bei einer 40fachen
Vergrolterung untersucht. Zur Charakterisierung der verschiedenen Isolate des
Pathogens wurde die Keimrate von 100 Sporen mit drei Wiederholungen sowie die Lange

und Anzahl der entwickelten Keimhyphen (n = 30) verglichen.

Untersuchung von U. atrum

Sporensuspensionen von U. atrum wurden mit einer Sporenkonzentration von 1 x 10°
Sporen/ ml auf lebenden Blattern und nekrotische Blattscheiben mit und ohne Zugabe von
Malz-Extrakt-Bouillon (MEB) appliziert und anschliefiend bei Raumtemperatur flr drei bis
funf Stunden in durchsichtigen Feuchtekammern inkubiert. Die Blattproben wurden mit
dem Flureszenzfarbstoff Diethanol angefarbt und sofort mikroskopisch bei einer 40fachen
Vergrofierung untersucht. Die Keimrate von 3 x 100 Sporen des Antagonisten wurde nach
einer Keimdauer von einer bis sechs Stunden bestimmt. AnschlieRend wurde die weitere
Entwicklung des Pilzes anhand der Anzahl der ausgebildeten Keimhyphen von 100
Sporen, wie auch der Keimschlauchlange (n = 30) drei bis funf Stunden nach Applikation

verglichen. Alle Untersuchungen wurden mit je drei Wiederholungen durchgeflhrt.

Untersuchung von U. atrum nach Applikation im Freiland

In den Freilanduntersuchungen wurden zur Uberprifung der Sporensuspension von U.
atrum vor den Spritzungen Petrischalen (n = 8) mit Wasseragar im Bestand aufgehangt,
auf denen nach 12-stindiger Inkubation die Keimrate von U. afrum ausgewertet wurde.

Bei allen Spritzungen konnte eine Keimrate von uber 95 % bestimmt werden.
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2.7.3 Makroskopische Charakteristika des Myzels und Sklerotienausbildung

Das radiale Myzelwachstum von 41 Isolaten von B. cinerea wurde auf verschiedenen
Nahrmedien in Klimaschranken (16 h Tag/ 8 h Nacht) bei 20 + 1 °C untersucht. Der
tagliche Zuwachs des Myzels wurde wiederholt bis zum vierten Tag nach Uberimpfung
eines Myzelstiickes auf Potato-Dextrose-Agar (PDA), Malz-Extrakt-Agar (MEA) und
Hafermehl-Agar bestimmt. Makroskopisch wurde nach 14 Tagen das Aussehen des
Myzels, hinsichtlich Farbung und Wuchsform bewertet. Die Anzahl und GroRe der

gebildeten Sklerotien wurde nach 21 Tagen ermittelt.

2.7.4 Sporulationsrate

Sowohl Sporensuspensionen von U. atrum, als auch ausgewahlte Isolate von B. cinerea
wurden mit einer Sporendichte von 1 x 10° Sporen/ ml auf sterile Blattscheiben von
Weinreben appliziert und bei 100 % rel. Luftfeuchte inkubiert. Die Sporenausbildung

wurde taglich Uber einen Zeitraum von 14 Tagen nach Applikation ermittelt.

An U. atrum wurde zudem der Einfluss der Sporendichte auf die Sporulationsrate
untersucht. Dazu wurden Konzentrationen von 1 x 10% 1 x 10° 1 x 10° und 1 x 10’
Sporen/ ml verwendet und die Proben nach funf bzw. sechs Tagen Inkubation

ausgewertet.

2.7.5 Ermittlung der Aggressivitat

Aggressivitat beschreibt die Fahigkeit eines Pathogens, eine Pflanze zu befallen und die
Schwere der von dem Pilz verursachten Krankheit. FUr 41 Isolate von B. cinerea wurde
die Aggressivitat an Rebenjungpflanzen verglichen. Dazu wurde die Starke des Befalls
nach Inokulation mit einer Sporenkonzentration von 1 x 10° Sporen/ ml ermittelt. Zudem
wurde der Einfluss der Wirtspflanze und der Inokulumdichte auf die Aggressivitat
ausgewahlter Isolate untersucht. Rebenpflanzen wurden mit Sporendichten von 4 x 10°
Sporen/ ml und 1 x 10° Sporen/ ml inokuliert, Begonien- und Paprikapflanzen mit 1 x 10°
Sporen/ ml. Zwei Tage nach Inkubation bei Dunkelheit und 100 % rel. Luftfeuchte erfolgte

die optische Auswertung der befallenen Blattflache.

2.7.6 Bewertung der Pilzentwicklung

2.7.6.1 Erfassung unter kontrollierten Bedingungen

Bewertung der Sporulation

Von je sechs Blattscheiben wurden die Sporen einzeln mit Tween-haltigem Wasser (0,01

% Tween 20) durch flinfminttiges RuUhren auf einem Magnetrihrer (300 rpm)
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abgewaschen und mit Hilfe einer Fuchs-Rosentahl-Kammer die Dichte der
Sporensuspension bestimmt. Anschlielend wurde die Anzahl der Sporen auf die Flache

der Blattscheiben umgerechnet.

Bewertung des Pathogenbefalls

Zwei Tage nach Inokulation wurde der prozentuale Anteil nekrotisierter Blattflache je
Pflanze im Verhaltnis zur gesunden Blattflache optisch bewertet, jeweils mit flnf

Wiederholungen.

Wirkungsgrades nach Abbott:

Der Wirkungsgrad von U. afrum bzw. der Fungizide auf das Pathogen wurde nach
ABBOTT (1925) berechnet.

(Kontrolle [%] - Behandlung [%]) x 100
Kontrolle [%]

Wirkungsgrad [%] =

2.7.6.2 Erfassung im Freiland

Entwicklung und Etablierung von U. atrum

An den Standorten Kirrweiler und Marienthal wurde in beiden Vegetationsperioden die
Etablierung und Entwicklung von U. atrum an Weinreben beobachtet. Dazu wurden in
regelmafiigen Abstidnden Rindenstiicke mit 9 mm Durchmesser, sowie Bliten- und
Beerenproben genommen, 100 Proben je Behandlungsvariante. Alle Proben wurden
sieben Tage bei Zimmertemperatur auf Haferagar inkubiert. Die Zahl der Proben, an

denen U. atrum mikroskopisch nachgewiesen werden konnte, wurde bestimmt.

Entwicklung von B. cinerea

In beiden Vegetationsperioden wurde die Entwicklung und der Befall von B. cinerea an
Rebenrinde von zweijahrigem Holz, Bliten und Beeren beobachtet. Die Beprobung und

Inkubation erfolgte wie bereits zuvor fur den Antagonisten beschrieben.

Optische Bonitur des Grauschimmelbefalls der Trauben

Ab Entwicklungsstadium BBCH 81 wurde der prozentuale Anteil befallener Beeren je
Traube geschatzt und die Anzahl der befallene Trauben je Behandlung erfasst. Je
Behandlungsvariante wurde das Mittel der Befallswerte bzw. —haufigkeit aus vier

Wiederholungen berechnet.
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2.8 Wirksamkeit von Ulocladium atrum gegen Botrytis cinerea

2.8.1 Mikroskopische Untersuchungen der friihen Entwicklung beider Pilze

Gleichzeitige Applikationen von U. atrum und lIsolat 0 von B. cinerea erfolgten mit
Sporendichten von je 1 x 10° Sporen/ ml auf lebenden Rebenblattern unter Zugabe von
MEB und nekrotischen Blattscheiben ohne den Zusatzstoff. Die Inkubation der beiden
Organismen erfolgte flir 6 Stunden bei 100 % rel. Luftfeuchte, anschlieBend wurde die
Keimrate und die Keimschlauchlange beider Organismen bestimmt, sowie die Anzahl

ausgebildeter Hyphen von U. atrum.

2.8.2 Sporulation von B. cinerea in Abhangigkeit der Sporenkonzentration des

Antagonisten

Bei gemeinsamer Anwendung beider Pilze wurde U. afrum mit Sporenkonzentrationen
von 1 x 10* Sporen/ ml bis 1 x 107 Sporen/ ml einen Tag vor oder gleichzeitig mit Isolat 0
von B. cinerea, 1 x 10* Sporen/ mlund 1 x 10° Sporen/ ml, auf nekrotischen Blattscheiben
appliziert (Abb. 1). Die Auswertung erfolgte funf Tage nach Inokulation, die Beeinflussung
der Sporulationsrate beider Pilze wurde als Wirkungsgrad ausgedruckt. In gleicher Art
wurde die Wirksamkeit gegenlber verschiedenen Isolaten von B. cinerea Uberprift. Die
Applikationen von U. atrum erfolgten mit Sporenkonzentrationen von 1 x 10° Sporen/ ml

und 1 x 10° Sporen/ ml, die von B. cinerea mit 1 x 10° Sporen/ ml.

Inokulation B. cinerea

T
T ! >

1 Tag vor gleichzeitig 5 Tage

Applikation U. atrum Auswertung

Abb. 1: Schematische Darstellung des Ablaufes der Untersuchungen zur Wirksamkeit
von U. atrum gegen B. cinerea auf nekrotischen Rebenblattern.
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2.8.3 Wirksamkeit von U. atrum auf den Pathogenbefall an verschiedenen

Kulturpflanzen

2.8.3.1 Zeitintervalle zwischen der Applikation beider Pilze

An Begonien- und Rebenjungpflanzen wurde U. atrum mit Sporenkonzentration von 1x
10° Sporen/ ml appliziert, B. cinerea (Isolat 0) mit 1x 10° Sporen/ ml und 4 x 10° Sporen/
ml. Die Applikationen erfolgten gleichzeitig und mit zeitlichen Intervallen zwischen einem
bis sieben Tagen von U. atrum vor B. cinerea (Abb. 2). Die Auswertung des Befalls
erfolgte zwei Tage nach Inokulation des Pathogens und Inkubation bei Dunkelheit und

100 % rel. Luftfeuchte. Die Wirksamkeit des Antagonisten wurde nach Abbott berechnet.

Inokulation B. cinerea Auswertung

gleic;zeitig 2 'Tl'age
7 7 T 1 3 >

7 Tage 4 Tage 2 Tage 1 Tag 1 Tag

Applikation U. atrum

Abb. 2: Schematische Darstellung des Ablaufes der Untersuchungen zur Wirksamkeit
von U. atrum gegen B. cinerea an Pflanzen.

2.8.3.2 Verschiedene Isolate von B. cinerea

Beide Organismen wurden gleichzeitig auf Jungpflanzen von Begonien, Weinreben und
Paprika appliziert, sowie U. atrum einen Tag vor B. cinerea (Abb. 2). Das Pathogen wurde
dabei mit einer Inokulumdichte von 1 x 10° Sporen/ ml und der Antagonist mit zwei
verschiedenen Sporenkonzentrationen von 4 x 10° Sporen/ ml und 1 x 10° Sporen/ ml
ausgebracht. Die Auswertung der Pflanzen erfolgte zwei Tage nach Inokulation von B.

cinerea und Inkubation bei Dunkelheit und 100 % rel. Luftfeuchte in Feuchteschranken.

2.9 Bestimmung der Fungizidsensitivitat

2.9.1 In vitro- Untersuchungen

Myzelwachstumstest

In vitro wurde die hemmende Wirkung von Pflanzenschutzmitteln auf das radiale
Myzelwachstum von U. atrum bzw. B. cinerea untersucht. Technische Wirkstoffe bzw.
formulierte Praparate wurden dem Agar, nach Abkidhlen auf 50 °C, in den

Konzentrationen von 0,1 ppm, 1 ppm, 10 ppm, 50 ppm und 100 ppm a.i. zugesetzt.
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Untersuchungen zur Sensitivitdt der 41 Isolate von B. cinerea gegen verschiedene
botrytizide Wirkstoffe wurden auf PDA durchgefiihrt. In weiteren Myzelwachstumstests
wurde die Wirksamkeit verschiedener Pflanzenschutzmittel auf U. atrum und Isolat 0 von
B. cinerea auf Haferagar untersucht. Das Beimpfen erfolgte durch Aufsetzten eines
Stuckes mit Myzel bewachsenen Agars (& 0,5 cm) auf den mit Fungizid versetzten Agar
und anschlieBender Inkubation bei Raumtemperatur. Die Auswertung des radialen
Myzelwachstums erfolgte vier Tage nach dem Uberimpfen des Myzelstiickes auf Agar.
AnschlieBend wurde der ECso-Wert - die Konzentration des technischen Wirkstoffes,

welche in Relation zur unbehandelten Kontrolle 50 % Hemmung verursacht - bestimmt.

Keimtest

Unter kontrollierten Bedingungen wurde die Wirkung verschiedener formulierter
Pflanzenschutzmittel auf die Keimung von U. atrum und das lIsolat 0 von B. cinerea
untersucht. 10 ml einer Sporensuspension (1 x 10° Sporen/ ml) wurde auf den mit
Fungizidldsung versehenen Hafermehl-Agar ausplattiert. 12 Stunden nach Inkubation bei
Raumtemperatur und 100 % rel. Luftfeuchte wurde die Keimrate von 100 Sporen mit drei

Wiederholungen mikroskopisch bestimmit.

2.9.2 Prifung des Botrytis-Befalls an Reben

Protektive Applikationen von Fungiziden mit botrytizider Wirksamkeit erfolgten mit
praxisublichen Aufwandmengen. Die Praparate wurden mit Hilfe eines Pumpzerstaubers
tropfnass auf die Rebenpflanzen gespriiht. Nach dem Abtrocknen des Spritzbelages Uber
Nacht wurden die Pflanzen mit Sporensuspensionen verschiedener Isolate des
Pathogens mit 1 x 10° Sporen/ ml inokuliert und fiir zwei Tage bei 100 % rel. Luftfeuchte
inkubiert. Die Auswertung erfolgte durch optische Bonitur der geschadigten Blattflache.

Die Ergebnisse wurden als Wirkungsgrad nach Abbott dargestellt.

210 Mikroskopische Untersuchungen
2.10.1 Lichtmikoskopie

2.10.1.1 Vitalpraparate

Die friihen Entwicklungsstadien von U. atrum und B. cinerea wurde an Sporen untersucht,
die in vitro auf Nahrmedium aufgetragen und in vivo auf verschiedene Blattoberflachen
appliziert wurden. Fur die mikroskopischen Untersuchungen wurden die Proben sowohl

im ungefarbten als auch gefarbten Zustand verwendet.
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2.10.1.2 Fixierung

Myzelwachstum und Infektionsstrukturen der Pilze U. atrum und B. cinerea wurden an
fixierten Praparaten untersucht. Dazu wurden zu verschiedenen Zeiten nach Applikation
und Inkubation beider Organismen alleine bzw. in Gegenwart voneinander mit einem
Korkbohrer (& 0,8 cm) Blattproben genommen. Die Blattscheiben wurden in ECM-
Lésung (Ethanol- Chloroform- Milchsaure im Verhaltnis 6:3:1) fixiert, wobei es zur
Aufhellung des Blatigewebe kam. Die Praparation erfolgte Uber 28 Tage bei

Raumtemperatur.

2.10.1.3 Farbetechniken

Vitalpraparate
Die Keimhyphenausbildung und das Myzelwachstum der Pilze wurde auf

unterschiedlichen Blattgeweben an Vitalpraparaten untersucht. Blattscheiben mit einem
Durchmesser von 0,8 cm wurden auf einen Objekttrager gelegt und mit zwei Tropfen
Diethanol (0,05 %) beschichtet. Der Flureszenzfarbstoff farbte die Sporen und

Keimschlauche auf den Blattern sofort blau an.

Fixierte Préparate

Die Entwicklung beider Organismen auf und im Blattgewebe wurde an fixierten
Praparaten nach Farbung mit Saurefuchsin-Lactophenol (Fluka, Buchs, CH) untersucht.
Die Praparate wurden nach Fixierung fur ein bis zwei Stunden in 0,01 prozentige
Saurefuchsin-Lactophenol-Losung gelegt. Der Farbstoff bindet an Kohlenhydrate und

farbte die Pilzstrukturen pink an.

2.10.1.4 Mikroskopie

Untersuchungen zur pilzlichen Entwicklung wurden mit einem Leitz DMRB Fotomikroskop
(Leika, Wetzlar), welches flir die flureszenzmikroskopischen Untersuchungen mit einem
Filterblock A (BP 340-380 nm, LP 425 nm) ausgestattet war, mit 40facher und 100facher
Vergrolerung durchgefiihrt. Mit Hilfe einer digitalen Kamera (SONY, Japan) und Software
(Discus Version 4.20, Hilgers, Konigswinter) war eine Vermessung der Sporengréf3e und

Keimschlauchlange moglich.

2.10.2 Transmissionselektronenmikroskopie

2.10.2.1 Praparation

Agarsticke mit Sporen von U. atrum, die 28 Tage auf PDA gewachsen waren, sowie

Proben von Rebenblattern zu verschiedenen Zeitintervallen nach Applikation und
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Inkubation von U. afrum und B. cinerea wurden flr zwei Stunden bei Raumtemperatur in
einer Losung aus 2 % Form- und Glutaraldehyd in 0,1 M Natriumcacodylat- Puffer nach
KARNOVSKY (1965) fixiert. Nach funfmaligem Waschen der Proben in 0,1 M
Natriumcacodylat-Puffer erfolgte ein Nachfixieren in zwei prozentigem Osmiumtetroxid
nach DALTON (1959). Anschlielend wurden die Proben erneut vier Mal in 0,1 M
Natriumcacodylat- Puffer gewaschen, bevor diese in einer aufsteigenden Ethanol-Reihe
(30 %, 50 %, 70 %, 90 % und 100 %) fur jeweils 20 Minuten dehydriert wurden. Zur
Einbettung der Proben wurde ERL-Harz (10 g ERL 4206 (Vinylcyclohexandioxid), 6 g
D.E.R. (Diglycidaminoethanol von Polypropylenglycol), 26 g NSA (Nonenylsuccinatan-
hydrid) und 0,4 g S-1 (Dimethylaminoethanol)) nach SPURR (1969) verwendet. Die Proben
wurden in einer aufsteigenden ERL-Harz/ Propylenoxid Reihe (1:3 fir 12 Stunden, 1:1
und 1:3 flr jeweils 4 Stunden) bei 4 °C Uberflihrt, ehe die anschliefiende Polymerisation in
100 %tigen ERL-Harz in Flachbettschalen fir acht Stunden bei 70 °C erfolgte.

Zur Herstellung der Semidinnschnitte wurden die Harzblocke mit 0,1 %igem Toluidinblau
vorgefarbt und mit einem Diamantmesser Ultradinnschnitte (60 bis 100 ym) angefertigt
und auf Nickelgrids platziert. Die Kontrastierung der Schnitte erfolgte mit zwei

prozentigem Uranylacetat bei Dunkelheit.

2.10.2.2 Mikroskopie

Die Untersuchungen der Ultradinnschnitte erfolgte mit einem Transmissionselektronen-
mikroskop EM 109 (Fa. Zeiss, Jena). Fiur die Fotografie wurden Filme mit 25 ASA

(Technical Pan, Fa. Kodak) verwendet.

2.10.3 Rasterelektronenmikroskopie

Die Oberflache der Sporen von U. atrum sowie Wechselwirkungen der beiden
Organismen auf der Blattoberflache von Reben wurden mikroskopisch untersucht. Die
Proben wurden ohne Fixierung und Beschichtung mit Hilfe des Rasterelektronen-
mikroskops XL 30 ESEM (Fei/ Philips, Kassel) betrachtet. Die Untersuchungen
entstanden im Low-Vaccum-Modus bei 3,7 Torr und 4 °C unter Verwendung des

Gaseous-Secondary-Electron- Detektors.

2.11 Freilandversuche

An zwei Standorten mit unterschiedlichen Klimabedingungen wurden in den Jahren 2000
und 2001 vier Freilandversuche an Weinreben Vitis vinifera angelegt. Die

Untersuchungen wurden an etablierten Weinstocken der Sorten ‘Muller Thurgau® am
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Standort Marienthal (Ahrtal) und ‘Kerner* am Standort Kirrweiler (Pfalz) durchgefuhrt. Die

Erziehung der Weinreben erfolgte als Rundbogen an Drahten.

2.11.1 Kirrweiler

2.11.1.1 Versuchsanlage

Kirrweiler liegt an der Sidlichen Weinstralde in der Pfalz, im mit 23.000 ha Anbauflache
zweitgroten Weinbaugebiet Deutschlands. Es herrscht fast mediterranes Klima, mit 9 °C
im Jahresmittel und 1800 Sonnenstunden pro Jahr, und einer guten Verteilung der
Niederschlage von 700 mm im Jahr. In Kirrweiler wurden die Versuche auf
Versuchsflachen der Fa. Bayer Cropscience Deutschland GmbH durchgefiihrt. Jede
Variante wurde mit 12 bzw. 18 Pflanzen in einer Reihe mit jeweils vier nebeneinander

liegenden Wiederholungen durchgeflihrt.

2.11.1.2. Versuchsdurchfiihrung

Die Wirksamkeit von U. atrum alleine und alternierend mit dem Botrytizid Fenhexamid
wurde an Reben untersucht. Die Behandlungen wurden anschlieBend mit einer

unbehandelten Kontrolle, die ohne Botrytizidanwendung blieb, verglichen.

2000

In der Vegetationsperiode 2000 wurden funf Varianten angelegt, wobei eine Variante mit
dem Botrytizid Fenhexamid als Standard zu BBCH 61 und 77 behandelt wurde. Die
Behandlungen der Parzellen mit Sporensuspensionen von U. atrum erfolgte zweimalig
bzw. viermalig zu BBCH 55 und 68 bzw. BBCH 55, 61, 68 und 77. Eine alternierende
Behandlung von U. atrum und Fenhexamid erfolgte zu den Entwicklungsstadien BBCH 55
und 68 bzw. BBCH 61 und 77 (Tab. 4).

Tab. 4: Versuchsanlage an Weinreben Vitis vinifera (cv. ‘Kerner') in Kirrweiler (Pfalz) in
der Vegetationsperiode 2000 und 2001.

Behandlung Anzahl Behandlungen/ Entwicklungsstadium bei Applikation
2000 2001

ohne Botrytizid

Botrytizid ! 2x BBCH61und 77 2x BBCH 75 und 81
U. atrum 2x BBCH 55 und 68 5x BBCH 55, 61,68, 75 und 81
4 x BBCH 55, 61,68 und 77
Alternierend U. atrum 2x BBCH 55 und 68 3 x BBCH 55, 68 und 75
und Botrytizid 2x BBCH 61 und 77 1x BBCH 81

10,1 % Teldor® (Fenhexamid)
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2001

In der Vegetationsperiode 2001 wurden vier Varianten angelegt, wobei eine Variante mit
dem Botrytizid Fenhexamid als Standard zu BBCH 75 und 81 behandelt wurde. Die
Behandlungen der Parzellen mit Sporensuspensionen von U. atrum erfolgte finfmalig zu
BBCH 55, 61, 68, 75 und 81. Bei der alternierenden Variante wurden drei Applikationen
von U. atrum zu BBCH 55, 68 und 75 mit einer Fenhexamid- Behandlung zum
Entwicklungsstadium BBCH 81 erganzt (Tab. 4).

2.11.2 Marienthal

2.11.2.1 Versuchsanlage

Das Weinbaugebiet Ahr (115 — 240 m Uber NN) ist eines der nordlichsten Anbaugebiet
Deutschlands mit ca. 520 ha, zu 85 % mit roten Rebsorten bestockt. Es ist ein Terrain mit
kargen Grauwacke- und Schieferverwitterungsbodden in steiler Terassenlage mit glinstiger
Hangneigung, Uberdurchschnittlich hoher Sonneneinstrahlung und vorteilhafter Verteilung
der Niederschlage von 600 - 650 mm im Jahr. Im engen Talbereich des Marienthaler
Stiftsgarten, einem kommerziell genutzten Weinberg der Staatlichen Weinbaudomane
Marienthal, wurden Versuche an Weinreben der Sorte ‘Mdiller Thurgau’ in einer
Blockanlage mit Kleinparzellen von 65 m? zu je drei Reihen mit jeweils 12 Pflanzen,
durchgefihrt. Der Pflanzabstand betrug 1 m in der Reihe und 1,8 m zwischen den Reihen.

Fir die Probennahme und Bonitur wurden jeweils nur die Mittelreihen verwendet.

2.11.2.2 Versuchsdurchfiihrung

Tab. 5: Versuchsanlage an Weinreben Vitis vinifera (cv. ‘Muller Thurgau‘) in Marienthal
(Ahrtal) in der Vegetationsperiode 2000 (Applikationen erfolgten zu den
Entwicklungsstadien BBCH 53, 61, 68 und 79 der Reben).

Behandlung Anzuchtmedium von U. atrum Sporenkonzentration

ohne Botrytizid

Botrytizid '

Ulocladium atrum Haferkorner 2 x 10° Sporen/ ml
Ulocladium atrum Bulger 4 x 10° Sporen/ ml
Ulocladium atrum Bulger 2 x 10° Sporen/ ml

10,1 % Teldor® (Fenhexamid)
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Tab. 6: Versuchsanlage an Weinreben Vitis vinifera (cv. ‘Muller Thurgau‘) in Marienthal
(Ahrtal) in der Vegetationsperiode 2001.

Behandlung Zahl der Behandlungen SlE PR EE I (]

Behandlung
ohne Botrytizid
Botrytizid ' 2x BBCH 79 und 85
Fruhe Spritzfolge
Ulocladium atrum 4 x BBCH 55, 61, 68 und 79
Spate Spritzfolge
Ulocladium atrum 4 x BBCH 61, 68, 79 und 85

10,1 % Teldor® (Fenhexamid)

2000

In der Vegetationsperiode 2000 wurden flinf Varianten im Weinberg angelegt, wobei die
Parzellen viermalig zu den Entwicklungsstadien BBCH 53, 57, 68 und 79 behandelt
wurden. Zum Vergleich wurden Sporensuspensionen von U. afrum angezogen auf
Haferkdrnern mit 2 x 10° Sporen/ ml und Bulger- Anzuchtmedium mit 4 x 10° Sporen/ ml

und 2 x 10° Sporen/ ml ausgebracht (Tab. 5).

2001

In der Vegetationsperiode 2001 wurden Spritzfolgen mit unterschiedlicher Terminierung
ausgebracht, eine friihe Behandlung erfolgte zu den Entwicklungsstadien BBCH 55, 61,
68 und 79 und eine spate Behandlung zu BBCH 61, 68, 79 und 85. Zu den
Behandlungsterminen wurde jeweils Sporensuspensionen von U. atrum mit einer Dichte

von 2 x 10° Sporen/ ml ausgebracht (Tab. 6).

2.11.3 Ertragsermittlung und Weinausbau

Die Ernte der Trauben erfolgte an beiden Standorten durch Handlese. In Marienthal
wurden nur die Trauben mit einem geringen Befall aus den Mittelreihen jeder Parzelle am
27. September 2000 bzw. am 04. Oktober 2001 geerntet. Anschliellend wurde das
Gewicht, der Alkohol- und der Zuckergehalt sowie der pH-Wert bestimmt. In Kirrweiler
wurden die Trauben am 09. Oktober 2000 bzw. 11. Oktober 2001 geerntet. Aus dem
Gemisch der Wiederholungen jeder Behandlung wurde der Zucker- und Sauregehalt

bestimmt.

Der Weinausbau der Trauben der verschiedenen Behandlungen erfolgte an beiden
Standorten durch die jeweiligen Versuchsansteller. Wahrend des Garverlaufs wurde der
Einfluss der Behandlungen auf die Aktivitdt der Hefe bestimmt, indem 21 Tage lang die

Gewichtsabnahme, Gesamtgewicht inklusive Glasballon, gewogen wurde. In Kirrweiler
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wurden nach Beendigung des Ausbaues der Zucker-, Alkohol- und Restzuckergehalt

sowie der Sauregehalt und die Weinqualitat durch sensorische Prufung bestimmt.

2.11.4 Meteorologische Datenerfassung

Marienthal

In Marienthal wurden Klimadaten mit Hilfe einer Wetterstation, die am Rand des
Weinbergs aufgestellt war, erfasst. Die Blattndsse wurde mit Sensoren, die zwei Meter
Uber dem Boden im Bestand positioniert waren, die rel. Feuchte und Temperatur mit
Flhlern, die einen Meter iber dem Bestand angebracht wurden, gemessen. Die Daten
wurden in Intervallen von 10 Minuten mit Hilfe eines Opus Il Datenloggers (Fa. Lufft Mess
und Regeltechnik, Deutschland) und der Software SmartGraf 1.64-Opus (Fa. Lufft Mess
und Regeltechnik, Deutschland) erfasst und gespeichert. Die Auswertung der Klimadaten

erfolgte nach Bildung des taglichen Mittelwertes.

Kirrweiler
Die Wetterdaten fir den Standort Kirrweiler wurden von der nahe gelegen Wetterstation
der SLFA Neustadt (Staatliche Lehr- und Forschungsanstalt fir Landwirtschaft, Weinbau

und Gartenbau, Neustadt an der Weinstrale, Deutschland) bezogen.

212 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit der Software SPSS fur Windows, Vers. 11.0 (Fa.
SPSS, Chicago, USA). Die Daten wurden auf Normalverteilung geprift und
varianzanalytisch verrechnet. Es wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05
angenommen. Unterschiede zwischen zwei Mittelwerten wurden mit t-Test verrechnet,
beim multiplen Mittelwertsvergleich mit Tukey-Test bzw. Student-Newmann-Keul-Test.
Der Dunnett-Test diente der Verrechnung von Unterschieden bei nur einer
Bezugsvariante. Bei den Rindenprobenerhebungen im Freiland lagen die Daten haufig
nicht als Normalverteilung vor und eine Verrechnung erfolgte mit dem rangvarianz-
analytischen Test nach Kruskal-Wallis. Unterschiedliche Buchstaben in den Abbildungen
und Tabellen kennzeichnen signifikante Unterschiede der Mittelwerte. In der Arbeit sind

Ergebnisse einzelner, reprasentativer Versuche dargestellt.

Die Berechnung der ECso-Werte erfolgte mit der Software SAS fir Windows, Vers. 8.0
(SAS Institute, USA). Mit Hilfe einer Syntax von Prof. Haverkamp (Bonn, Deutschland)

wurde eine nichtlineare Kurvenanpassung durchgefuhrt.
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3. ERGEBNISSE

Das Isolat 385 des saprophytischen Hyphomyceten Ulocladium atrum wurde als
Antagonist gegen das Pathogen Botrytis cinerea bereits an mehreren Kulturpflanzen
beschrieben. Die antagonistische Wirksamkeit beruht auf Konkurrenz um Nahrstoffe und
der Besetzung von oOkologischen Nischen und somit auf der Beeinflussung der
epidemischen Entwicklung des Pathogens. In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss
des Pathogengenotyps auf die antagonistische Wirksamkeit von U. afrum gegen B.
cinerea untersucht. Die Untersuchungen wurden sowohl unter kontrollierten Bedingungen
in einem Biotestverfahren auf nekrotischen Rebenblattern, als auch an Begonien-,
Paprika- und Rebenjungpflanzen durchgefuhrt. Eine Differenzierung der Isolate wurde
anhand ihrer morphologischen und, physiologischen Charakteristika und ihrer Fungizid-
Sensitivitat gegen wichtige Botrytizide aus verschiedenen Wirkstoffklassen vorgenommen.
AnschlieBend wurde die Konkurrenzwirkung von U. atrum gegen B. cinerea unter
praktischen Anbaubedingungen im Weinbau untersucht, um die Mdglichkeiten einer
Anwemdung des Antagonisten gegen den Erreger des Grauschimmels an Weinreben zu

Uberprifen.

3.1 Charakterisierung verschiedener Isolate von Botrytis cinerea

Zur Differenzierung der verwendeten lIsolate von B. cinerea wurden verschiedene
Wachstumsparameter untersucht. Experimente wurden in vitro und in vivo durchgefihrt,

um mikro- und makroskopische Eigenschaften des Pathogens zu beschreiben.

3.1.1 Wachstum und vegetative Entwicklung auf unterschiedlichen Nahrmedien

Auf den Nahrmedien PDA (Potato-Dextrose-Agar), MEA (Malz-Extrakt-Agar) und
Hafermehl-Agar wurden die Isolate von B. cinerea hinsichtlich ihrer Entwicklung
makroskopisch charakterisiert. Das radiale Myzelwachstum der Isolate wurde taglich
gemessen, sowie das Aussehen des Myzels und die Ausbildung von Sporen 14 Tage und
die Sklerotienbildung 21 Tage nach dem Uberimpfen der Isolate auf PDA Nahrmedium
bewertet (Bild 1).

Am ersten Tag nach dem Uberimpfen konnte auf MEA und PDA bereits an drei Viertel
bzw. einem Drittel der Isolate Myzelwachstum beobachtet werden, wohingegen auf
Hafermehl-Agar das Wachstum erst am zweiten Tag einsetzte (Abb. 3). Ab dem zweiten
Tag nach Uberimpfen eines Myzelstiicks auf PDA lag der tagliche Zuwachs im
Durchschnitt der 41 Isolate bei 2,2 cm. Einige Isolate, wie 4 und 57, hatten bereits den

Petrischalenrand (8 cm Wachstum) erreicht, andere Isolate zeigten ein deutlich
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Abb. 3: Radiales Myzelwachstum verschiedener Isolate von Boftrytis cinerea auf
unterschiedlichen Nahrmedien bei 20 + 1 °C (n = 5; unterschiedliche Buchstaben
kennzeichnen Signifikanz nach Tukey bei p < 0,05 am Tag 4).
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langsameres Wachstum. Isolat 12 wuchs nur halb so schnell um 3,7 cm und die Isolate 49

und 72 noch langsamer, weniger als 2,4 cm der Petrischale wurden bewachsen.

Auf MEA und Hafermehl-Agar war der durchschnittliche tagliche Mycelzuwachs mit 2 cm
bzw. 1,7 cm deutlich geringer als auf PDA. Zwischen den lIsolaten konnten auch auf
diesen Nahrmedien Unterschiede im Myzelwachstum beobachtet werden. Einige der
getesteten Isolate zeigten Auffalligkeiten in ihrem Wachstum. Das Isolat 49 wies auf allen
Nahrmedien einen gleich bleibend geringen Wuchs von unter 2,5 cm auf. Auf PDA und
Hafermehl-Agar wuchs Isolat 12 deutlich langsamer als auf MEA. Isolat 1 wuchs auf
Hafermehl-Agar mit 3,6 cm nach vier Tagen nur halb so schnell wie auf den beiden
anderen Medien. Bei anderen Isolaten, wie z. B. 5, 33, 34 und 35, konnten keine

Unterschiede im Wuchs zwischen den verwendeten Nahrmedien festgestellt werden.

Das Myzel der Isolate, die nach 14 Tagen nur sehr schlecht bzw. Gberhaupt nicht auf PDA
Nahrmedium sporulierten, wurde hinsichtlich Farbung und der Wuchsform bewertet (Tab.
7). Es bildete sich flaches bis watteahnliches Myzel auf dem Nahrmedium aus, das von

weild, beige bis hin zu grau gefarbt war.

Die Halfte der verwendeten Isolate von B. cinerea sporulierte bereits nach vier bis sieben

Tagen in erheblichem Umfang. Fir Isolat 12 konnte sogar bereits nach drei Tagen eine

sehr starke Sporulation festgestellt werden. An weiteren 25 % der Isolate konnten unter

Isolat 12 Isolat 14 Isolat 19

Isolat 20 Isolat 27 Isolat 28

Bild 1: Vegetative Entwicklung verschiedener Isolate von Botrytis cinerea auf PDA.
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Tab. 7: Makroskopische Charakteristika des Myzels verschiedener Isolate von Botrytis
cinerea bei unterschiedlicher Belichtung (n = 5; 20 + 1 °C; 16 h hell/ 8 h dunkel;
visuelle Bonitur des Myzels und der Sporulation nach 14 Tagen bzw. der
Sklerotienausbildung nach 21 Tagen; Wachstum auf PDA).

WeiRlicht UV Licht
Isolate Myzelaussehen Sporulation Beginn [d] Sklerotien GroRe Sporulation

0 ++ 4 - - ++
1 ++ 5 - - ++
3 + 5 + klein ++
4 weily, flach - - - - +
5 ++ 6 + mittel ++
6 beige, flach - - + grofy ++
9 + 6 + mittel ++
10 ++ 4 - - ++
12 +++ 3 - ++
14 + 6 ++ grof} ++
17 weil3, flach - - +++ klein +
19 ++ 7 + groR ++
20 hellgrau, flach + 7 ++ mittel ++
22 weily, watteahnlich + 7 ++ klein ++
24 beige, flach + 7 - - ++
27 weild, flach + 7 ++ klein ++
28 weil3, flach + 7 + grof} ++
32 grau, wattedhnlich - - - - ++
33 ++ 5 - - ++
34 ++ 5 - - ++
35 ++ 5 + grof} ++
37 weil}, flach - - - - +
39 grau, watteahnlich + 6 - - ++
43 ++ 4 - - ++
46 ++ 6 ++ groR ++
48 ++ 6 ++ grof} ++
49 beige, flach + 5 + klein ++
50 hellgrau, flach + 7 +++ klein ++
52 weil3, flach - - +++ klein +
53 ++ 5 - ++
54 weil3, flach + 4 + grofy +
55 ++ 6 ++ klein ++
56 ++ 6 + grof} ++
57 + 7 - - ++
71 ++ 7 - - ++
72 hellgrau, wattedhnlich - - - - +
73 weild watteahnlich - - + klein +
74 ++ 7 + grof} ++
105 ++ 7 + grof} ++
106 grau, flach - - ++ klein +
107 ++ 7 + grof} ++

+++ sehr stark  ++ stark + gering + vereinzelt - keine

klein: <0,2cm mittel: 0,2cm >0,5cm grol®: >0,5cm
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Weilllicht keine oder nur sehr geringe Sporenbildung beobachtet werden, wie z. B. bei
Isolat 4 und 72. Eine deutlich bessere Sporulation der Isolate konnte durch UV Licht

erzielt werden. Lediglich Isolat 4 und 72 sporulierte dort sehr schwach.

Die Ausbildung von Sklerotien konnte an Uber der Halfte der Isolate festgestellt werden.
Isolate wie 5 und 35 bildeten nur wenige, dafiir aber grofe Sklerotien aus, hingegen

wurden von den Isolaten 50 und 52 sehr viele kleine Sklerotien gebildet.

3.1.2 Untersuchungen zur Sporengrofe

Nach dreizehntagigem Wachstum auf PDA wurden Sporen von 12 |Isolaten von B. cinerea
vom Nahrmedium abgewaschen und die entsprechenden Sporensuspensionen
mikroskopisch untersucht (Bild 2a). Dabei wurden die Sporen hinsichtlich ihrer Lange und
Breite ausgemessen (Tab. 8). Anschliel’end wurde das Verhaltnis zwischen Lange und

Breite und das durchschnittliche Sporenvolumen der einzelnen Isolate bestimmt (Abb. 4).

Die Isolate von B. cinerea unterschieden sich in ihrer Sporenlange und —breite, die
zwischen 9 und 12 ym bzw. 7 und 8 um lag. Diese Unterschiede in der GroRe der
einzelnen Sporen spiegelte sich in dem Langen/ Breitenverhaltnis der einzelnen Sporen
wieder. Einige Isolate, wie die Isolate 12, 35 und 43, wiesen ein sehr groRes Langen/
Breiten- Verhaltnis von Uber 1,5 auf, bei Isolat 33 wiederum lag dieses deutlich niedriger

bei unter 1,2.

Tab. 8: SporengroRe verschiedener Isolate von Botrytis cinerea (n = 80 Sporen; 13 Tage
nach Uberimpfen auf PDA; 20 + 1°C; unterschiedliche Buchstaben innerhalb
einer Saulengruppe kennzeichnen Signifikanz nach Student-Newman-Keuls bei p

<0,05).
Verhaltnis

Isolat Lange [um] Breite [um] Lange/ Breite

0 10,3+ 1,1 cd 76+£0,6 bc 1,36 £0,15 b

1 109+1,1 b 8,0+£0,7 a 1,36 +0,16 b

5 10,5+1,3 ¢ 8,0+£09 a 1,32+0,18 bc

10 9,7+1,7 de 72+09 d 1,35+ 0,22 bc

12 11,2+16 b 72+09 d 1,57£0,25 a

24 9,8+1,1 de 76+09 bc 1,30+ 0,17 bcd

33 94+1,1 ef 79+£0,7 a 1,19+£0,13 e

34 10,3+£1,0 cd 8,1+0,8 a 1,27 £ 0,13 cd

35 12,0+1,8 a 8,0+£09 a 1,52+£0,23 a

43 99+1,5 de 66+06 e 1,51£0,24 a

48 9,9+1,0 de 78+£0,7 ab 1,28 £0,16 bcd

57 90+12 f 74+08 cd 1,23+0,18 de

Mittel + s * 10,2+ 0,8 76+0,5 1,34 £ 0,12

* Mittel der 12 Isolate + Standardabweichung
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Abb. 4. Sporenvolumen verschiedener Isolate von Botrytis cinerea (n = 80 Sporen; 13
Tage nach Uberimpfen auf PDA; 20 + 1°C; * Mittel der 12 Isolate;
unterschiedliche Buchstaben innerhalb einer Saulengruppe kennzeichnen
Signifikanz nach Student-Newman-Keuls bei p < 0,05).

Das Sporenvolumen der Isolate von B. cinerea unterschied sich entsprechend deutlich
voneinander (Abb. 4). Das grof3te Volumen wiesen die Sporen von Isolat 35 mit 400 pym?
auf, welches sich signifikant vom Volumen der Sporen von Isolat 43 unterschied. Dieses
lag mit 230 ym*®* um 45 % niedriger. Das Sporenvolumen der anderen Isolate lag
dazwischen. Das Volumen einzelner Sporen innerhalb eines Isolates wich sehr stark
voneinander ab. Bei Isolat 12 lag das durchschnittliche Volumen bei 300 ym?3, wobei das
Minimum um 45 % niedriger bei 140 ym?® und das Maximum doppelt so hoch bei 630 pm?

lag.

3.1.3 Keimung und Keimschlauchwachstum auf der Blattoberflache

Auf lebenden Rebenblattern wurden Keimung und Keimschlauchwachstum ausgewahiter
Isolate von B. cinerea untersucht. Dazu wurden Sporensuspensionen, denen Malz-

Extrakt-Bouillon (MEB) zu zwei Prozent zugesetzt wurde, auf Rebpflanzen aufgespriiht

Tab. 9: Keimrate verschiedener Isolate von Botrytis cinerea unter Zugabe von MEB (2 %)
nach sechsstindiger Entwicklung auf lebenden Rebenblattern (n= 3 x 100
Sporen; 20 + 1 °C; unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen Signifikanz nach
Tukey bei p <0,05).

Sporenkeimrate der Isolate von B. cinerea [%)]

0 1 5 10 12 24 33 34 35 43 48 57

98 a 99 a 99a 91bc 90c 96 a 99 a 99 a 97 a 9% a 95ab 100a
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20pm a

Appressorium

Spoi Penetrationsstelle
A
10 pm e

Bild 2:

a: Hyaline Sporen; Durchlichtmikroskopie

Bildung von Keimporen, Fluoreszenmikroskopie; Diethanol-Farbung

Keimende Spore mit einer Keimhhyphe; Fluoreszenmikroskopie; Diethanol-Farbung

Keimende Spore mit zwei Keimhhyphe; Fluoreszenmikroskopie; Diethanol-Farbung

®© 2 o T

Keimende Spore mit Appressorium Uber der Penetrationsstelle auf Begonienblatt;
Durchlichtmikroskopie; Saurefuchsin-Farbung
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und sechs Stunden bei Wasserdampf-gesattigter Luft inkubiert. Das Keimverhalten wurde

nach Anfarben mit dem Farbstoff Diethanol an ausgestanzten Blattstlicken beobachtet.

Die Keimrate der meisten Isolate von B. cinerea lag mit Uber 95 % gekeimten Sporen sehr
hoch (Tab. 9). Lediglich die Keimung der Sporen von Isolat 10 und 12 war signifikant
niedriger als die der anderen Isolate, lag aber dennoch bei 90 %. Ein Grofiteil der Isolate
von B. cinerea bildete bei der Sporenkeimung nur einen Keimschlauch aus (Bild 2c).
Dagegen konnte an bis zu 15 % der ausgezahlten Sporen der Isolate 35 und 57 die
Ausbildung von zwei Keimschlauchen, wie in Bild 2d dargestellt, beobachtet werden. Die
durchschnittliche Lange der ausgebildeten Keimschlauche der Sporen von Isolat 12 war
nach sechstindiger Inkubation mit 9 uym am niedrigsten (Abb. 5). Bei Isolat 35
entwickelten sich mit 21 uym fast doppelt so lange Keimschlduche. Die Streuung der
Keimschlauchlangen bei den schwach wachsenden Isolaten war deutlich niedriger als bei

den starkwachsenden.

3.1.4 Sporulation auf nekrotischem Blattgewebe

Auf nekrotischer Blattoberflache wurde die Sporulation ausgewahlter Isolate von B.
cinerea untersucht. Runde Blattscheiben wurden auf Wasseragar ausgelegt und mit einer
Sporensuspension der Isolate inokuliert und inkubiert. Uber einen Zeitraum von 14 Tagen
wurden in Intervallen die neu gebildeten Sporen von den Blattscheiben abgewaschen und

die Sporulationsrate bestimmt (Tab. 10).
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Abb. 5: Keimschlauchlangenwachstum verschiedener Isolate von Boftrytis cinerea unter
Zugabe von MEB (2 %) nach sechsstundiger Entwicklung auf grinen
Rebenblattern (n= 60 Keimschlauche; 20 + 1°C; unterschiedliche Buchstaben
kennzeichnen Signifikanz nach Tukey bei p < 0,05).
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Tab. 10: Sporulationsrate der lIsolate von Botrytis cinerea auf nekrotischen Rebenblattern [1000 Sporen/ cm? Blattfliche] (n = 6;
Inokulumkonzentration 1 x 10° Sporen/ml; Auswertung 3 bis 14 Tagen nach Inokulation; 20 + 1°C; unterschiedliche Buchstaben
innerhalb einer Spalte kennzeichnen Signifikanz nach Tukey bei p < 0,05).

Sporulationsrate [1000 Sporen/ cm? Blattflache]

Isolat Tag 3 Tag 4 Tag 5 Tag 6 Tag 7 Tag 10 Tag 14
0 6,6 ab 135,3 a 496,7 a 620,7 a 663,8 a 721,5 a 977,5 abcd
+0,3 +3,4 +9,3 +18,1 +15,0 +254 +17,4
1 1,3 ab 24,5 bc 187,0 cde 427,7 abc 479,9 abc 553,7 ab 610,1 bcdef
+0,2 +1,3 +7,0 +14,2 +20,9 +20,2 +13,1
5 00 b 4,6 bc 32,5 ef 257,3 cde 314,3 bcd 3276 b 437,7 ef
+0,0 +0,3 +1,8 +3,9 +12,6 +7,6 +8,6
10 11,3 a 157,2 a 3979 ab 590,2 ab 650,1 a 794,4 ab 818,3 abcde
+1,6 +57 +13,5 +15,7 +151 +451 +23,3
12 1,3 ab 544 b 328,3 bc 485,4 abc 472,2 abc 459,6 ab 505,3 cdef
+0,2 +4,3 +7,6 +17,8 +19,6 +19,5 +14,4
24 00 b 4,0 bc 139,9 def 160,5 de 242,7 cd 524,5 ab 716,9 abcde
+0,0 +0,6 +79 +3,7 +94 +13,3 + 30,1
33 4,6 ab 4,6 bc 163,8 cdef 350,11 cd 371,4 bc 3999 b 407,8 ef
+0,5 +0,6 +11,7 +10,5 +11,0 +9,0 +23,5
34 2,7 ab 11,3 bc 135,3 cdef 299,1 cd 586,2 ab 576,9 ab 1017,3 abc
+0,2 +0,8 +6,1 + 99 +18,8 +16,9 +46,0
35 00 b 170,4 a 319,0 bc 439,0 abc 553,1 ab 936,4 ab 1082,3 ab
+0,0 +3,5 +9,6 +6,3 +16,6 + 26,8 +34,0
43 0,7 b 23,9 bc 240,7 bcd 430,4 abc 713,5 a 763,9 ab 1226,2 a
+0,2 +1,0 +9,4 +11,3 +9,1 +8,5 +53,8
48 1,3 ab 41,1 bc 298,4 bcd 371,4 bcd 443,6 abc 474,8 ab 472,8 def
+0,2 +2,1 +10,7 +15,7 +12,9 +13,3 +11,6
57 00 b 3,8 bc 145,9 def 180,3 de 282,6 cd 432,7 ab 661,7 abcde
+0,0 +0,6 +6,9 +3,2 +5,6 +11,3 +221
Mittel der 2,5 52,6 240,5 384,3 481,1 580,5 744,5
Isolate +3,5 +63,6 +131,3 +145,2 +156,6 +184,4 + 2771
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Im Mittel der Isolate war am dritten Tag nach der Inokulation mit weniger als 3 x 10°
Sporen/ cm? Blattflache eine sehr niedrige Sporulationsrate festzustellen. Diese stieg
innerhalb der folgenden vierundzwanzig Stunden sprunghaft um Uber das Zwanzigfache
auf 5,3 x 10* Sporen/ cm? Blattfliche an und bis zum fiinften Tag nach Inokulation
nochmals um das Viereinhalbfach auf 2,4 x 10° Sporen/ cm? Blattflache. Am sechsten und
siebten Tag erhohte sich die Sporenbildung weiterhin taglich um das 1,6 fache bzw. 1,25
fache und blieb daraufhin bis zum 14 Tag mit 7,5 x 10° Sporen/ cm? Blattfliche annahernd
konstant. Bei Betrachtung der Einzelisolate wurde ein sehr unterschiedliches
Sporulationsverhalten deutlich. Sowohl die tagliche Sporenbildung, als auch das Ausmalf}
der Sporulation lag bei einzelnen Isolaten deutlich unter bzw. Uber dem beschriebenen
Durchschnittsverlauf der Isolate. Die Sporulationsrate der Isolate 12, 33 und 48 war in den
ersten sieben Tagen vergleichbar mit dem Durchschnitt der Isolate, jedoch bildeten diese
Isolate in den folgenden Tagen kaum noch neue Sporen aus. Nach 14 Tagen war die
Sporulationsrate der Isolate 12 und 48 um ein Drittel niedriger, bei Isolat 33 war die
Sporenbildung sogar fast nur halb so gro3 wie im Durchschnitt der Isolate (Abb. 6).
Hingegen wurde bei Isolat 0 innerhalb der ersten sechs Tage ein tiber dem Durchschnitt
liegender Anstieg der Sporenbildung auf 6,2 x 10° Sporen/ cm? Blattflaiche festgestellt.

Nach 14 Tagen erhohte sich die Sporulationsrate um weitere 40 % auf fast
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Abb. 6: Sporulationsrate der Isolate von Boftrytis cinerea auf nekrotischen
Rebenblattern (n = 6; Inokulumkonzentration 1 x 10° Sporen/ml; Auswertung 6
bzw. 14 Tage nach Inokulation; 20 + 1°C; * Mittel der 12 Isolate).
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1 x 10° Sporen/ cm? Blattfliche und lag damit 25 % Uber dem Durchschnitt. Ahnlich
verhielten sich die Isolate 10, 35 und 43. Die Sporulationsrate des Isolates 5 verlief
durchgehend auf einem deutlich niedrigerem Niveau als der Durchschnitt der Isolate.
Anfanglich konnte eine um ein Drittel geringere Sporulationsrate festgestellt werden, die
nach 14 Tagen mit 4,4 x 10° Sporen/ cm? Blattfliche sogar um 40 % geringer als das

Mittel der Isolate lag.

3.1.5 Aggressivitat an verschiedenen Wirtspflanzen

An Jungpflanzen von Weinreben, Begonien und Paprika wurden Untersuchungen zur
Aggressivitat der Isolate von B. cinerea durchgefuhrt. Zunachst wurde die Befallsstarke
fur alle verwendeten Isolate einzeln an Rebenpflanzen ermittelt, um anschlieRend mit
ausgewahlten Isolaten den Einfluss der Wirtspflanze und der Inokulumdichte auf die

Aggressivitat zu untersuchen.

3.1.5.1 Einfluss des Isolates

Alle Isolate von B. cinerea wurden an Rebenjungpflanzen, die im Gewachshaus
angezogen worden waren, auf ihre Aggressivitat gegentber der Wirtspflanze geprift.
Dazu wurden die Reben mit einer Sporensuspenion der Isolate inokuliert und bei 100 %
rel. Luftfeuchte inkubiert, um dann den prozentualen Anteil der befallenen Blattflache zu

ermitteln. Zwei Tage nach Inokulation mit Isolat 0 zeigten sich an den Weinreben die

Isolat
w
~
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befallene Blattflache relativ zum Referenzisolat 0 [%]

Abb. 7: Aggressivitat der Isolate von Botrytis cinerea im Vergleich zum Referenzisolat 0
an Weinreben (n = 5; 2 Tage nach Inokulation; Inokulumkonzentration 1 x 108
Sporen/ ml; Signifikanz nach Dunnett bei p < 0,05).



38 Ergebnisse

typischen Symptome von B. cinerea mit recht hohen Befallsschaden von 50 % bis 70 %
(Bild 3). Auf Grund der hohen Befallswerte von Isolat 0 und der groRen Anzahl der zu
testenden Isolate, die nicht alle gleichzeitig untersucht werden konnten, wurde Isolat 0 als
Refernzisolat gewahlt und der Befall der anderen Isolate darauf prozentual bezogen (Abb.
7).

Das Referenzisolat 0 erwies sich als sehr aggressiv an Rebenpflanzen, da nur sechs der
verwendeten Isolate starkere Symptomauspragungen an den Blattern der Testpflanzen
verursachten. So verursachten nur die Isolate 34 und 17 deutlich hdhere Schaden. Keine
Unterschiede in ihrer Aggressivitat im Vergleich zu Isolat 0 zeigten lediglich die funf
Isolate 3, 5, 20, 33 und 35. Die restlichen drei Viertel der Isolate verursachten zum Teil
nur sehr geringe Blattsymptome an den Reben. Dabei wies ein Viertel der Isolate
signifikant geringere Aggressivitat als das Referenzisolat 0 auf, es konnte ein bis zu 80 %
geringerer Befall beobachtet werden. Dies war z. B. fur die Isolate 1, 10, 24 und 32 zu

beobachten

3.1.5.2 Wechselwirkung mit der Inokulumdichte

Mit einer Auswahl von 12 Isolaten, die sich in den vorhergehenden Untersuchungen
deutlich in ihrer Aggressivitat an Reben unterschieden, wurde der Einfluss der

Inokulumkonzentration auf die Befallsstarke ermittelt. Dazu wurden Jungpflanzen von
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Abb. 8: Aggressivitat ausgewahlter Isolate von Boltrytis cinerea bei unterschiedlicher
Inokulumdichte an Weinreben (n = 5; 2 Tage nach Inokulation; * Mittel der 12
Isolate;  unterschiedliche Buchstaben innerhalb einer  S&ulengruppe
kennzeichnen Signifikanz nach Student- Newman- Keuls bei p < 0,05).
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Weinreben mit Sporensuspensionen von 4 x 10° Sporen/ ml und 1 x 10° Sporen/ ml
inokuliert und zwei Tage bei 100 % rel. Luftfeuchte inkubiert, um dann den prozentualen

Anteil der befallenen Blattflache zu ermitteln.

Verwendete man eine um 40 % geringere Inokulumdicht von 4 x 10° Sporen/ ml, war der
Befall im Durchschnitt der 12 Isolate an den Reben mit 22 % nur halb so grof? wie bei der
hohen Sporendichte (Abb. 8). An den Pflanzen verursachten iber zwei Drittel der Isolate
bei Inokulation mit 4 x 10° Sporen/ ml eine um (ber 60 % geringere Symptomauspragung
als bei der hohen Inokulumdichte von 1 x 10° Sporen/ ml. Einen wesentlich geringeren
Einfluss der verwendeten Konzentration konnte bei den Isolaten 1 und 35 festgestellt
werden. Der Befall lag mit 30 % bzw. 48 % nur um ca. 15 % niedriger als bei der hohen

Sporendichte.

3.1.5.3 Wechselwirkung mit der Wirtspflanze

Mit einer Auswahl von 12 Isolaten, die deutliche Unterschiede in ihrer Aggressivitat
gegenlber Reben aufwiesen, wurde die Wechselwirkung mit der Wirtspflanze auf die
Aggressivitat untersucht. Dazu wurden Jungpflanzen von Weinreben, Begonien und
Paprika inokuliert und zwei Tage bei 100 % rel. Luftfeuchte inkubiert, um dann

anschlielend den prozentualen Anteil der befallenen Blattflache zu ermitteln.
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Abb. 9: Aggressivitat ausgewahlter lIsolate von Botrytis cinerea an verschiedenen
Kulturpflanzen (n = 5; 2 Tage nach Inokulation; Inokulumkonzentration 1 x 10°
Sporen/ ml; * Mittel Gber 12 Isolate; unterschiedliche Buchstaben innerhalb einer
Saulengruppe kennzeichnen Signifikanz nach Tukey bei p < 0,05).
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Bild 3:

Begonie

Paprika

Weinrebe

Symptomauspragung von Botrytis cinerea an verschiedenen Jungpflanzen bzw.
Blattern (links unbehandelt, rechts mit B. cinerea inokuliert).
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Alle getesteten Isolate konnten die drei Kulturpflanzen schadigen (Bild 3). Durchschnittlich
kam es bei Reben und Begonien zu einem ahnlichem Schadigungsniveau von ca. 45 %
(Abb. 9). Auffallend war der im Mittel der Isolate deutlich hdhere Schadigungsgrad von 57
% der Paprikapflanzen. Die Aggressivitat der 12 Isolate war deutlich abhangig von der
Wirtspflanze. Wahrend an den Reben Isolat 34 zur starksten Schadigung fihrte, waren
die Begonienpflanzen wesentlich geringer befallen. Andererseits schadigte Isolat 57 die
Begonien am starksten, konnte die Weinreben jedoch nicht starker als das Mittel der
Isolate schadigen. Andere Isolate, wie die Isolate 5, 33 und 35, die an Reben und
Begonien nicht besonders auffallig waren, konnten zusatzlich zu den Isolaten 34 und 57

die Paprikapflanzen am starksten schadigen.

3.1.6 Sensitivitiat gegeniiber fungiziden Wirkstoffen

Die Sensitivitdt verschiedener lIsolate von B. cinerea wurde gegenuber botrytiziden
Substanzen mit unterschiedlichen Wirkmechanismen untersucht. Dabei wurden sowohl
der Einfluss technischer Wirkstoffe wie auch handelsibliche Produkte in vitro auf das

Myzelwachstum als auch in vivo auf den Befall an Rebenjungpflanzen verwendet.

3.1.6.1 Einfluss auf das Myzelwachstum

Auf wirkstoffhaltigem PDA diente die Hemmung des Myzelwachstums vier Tage nach
Uberimpfen eines Myzelstiicks zur Berechnung von ECs-Werten der verschiedenen
Fungizide (Tab. 11). Das Anilinopyrimidine Cyprodinil und das Phenylpyrol Fludioxonil
wurden als technische Wirkstoffe verwendet. Ebenso kamen Fenhexamid (Teldor®),
Pyrimethanil (Scala®), Tolylfluanid (Euparen®), Vinclozolin (Ronilan®) und eine
Kombination aus Carbendazim und Diethofencarb (Botrylon®) als formulierte Produkte zur

Anwendung.

Alle Isolate von B. cinerea waren gegen die Wirkstoffmischung von Carbendazim und
Diethofencarb mit ECso-Werten von < 0,01 ppm sehr sensitiv. Fludioxonil musste mit fast
1 ppm 100fach héher konzentriert werden, um ein ahnliches Ergebnis zu erzielen. Bei
Vinclozolin und Pyrimethanil lagen die ECso-Werte einiger Isolate mit ca. 4 ppm bzw. 50
ppm deutlich héher. Die Unterschiede in der Sensitivitat der Isolate von B. cinerea
gegeniiber Fenhexamid und Cyprodinil waren im Wirkstoffvergleich am gréften, mit
weniger als 0,01 ppm bis tber 100 ppm. Im Durchschnitt aller Isolate lagen die ECso-
Werte fur Tolylfluanid am hochsten. Der Wirkstoff musste mit mehr als 0,1 ppm
wenigstens 10fach hoher konzentriert werden als andere Wirkstoffe. Auffallend war die

hohe Empfindlichkeit von Isolaten wie z.B. Isolat 0, 1, 24, 39 und 71 gegentiber allen
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Tab. 11 Einfluss botrytizider Wirkstoffe mit unterschiedlichem Wirkmechanismus auf das
Myzelwachstums verschiedener Isolate von Botrytis cinerea (n = 5; 4 Tage nach
Uberimpfen eines Myzelstlicks auf PDA).

ECso - Wert [ppm]

Carbendazim

Isolat + Cyprodinil Fenhexamid Fludioxonil Pyrimethanil Tolylfluanid Vinclozolin
Diethofencarb

0 <0,01 0,75 <0,01 0,08 0,61 1,55 0,37
1 <0,01 0,01 0,02 0,09 2,81 16,00 0,35
3 <0,01 0,13 0,08 0,06 1,42 >100 0,62
4 <0,01 0,03 0,09 0,12 0,33 >100 ° 0,56
5 <0,01 11,28 0,02 0,78 1,44 >100 ° 0,51
6 <0,01 0,10 0,07 0,07 1,88 73,91 0,49
9 <0,01 0,06 <0,01 <0,01 1,20 0,70 0,43
10 <0,01 <0,01 0,05 0,02 0,41 >100 ° 3,74
12 <0,01 <0,01 0,07 <0,01 0,12 0,46 1,85
14 <0,01 0,42 0,43 0,04 13,02 5,81 0,19
17 <0,01 <0,01 >100 " <0,01 0,45 1,26 0,17
19 <0,01 4,45 0,03 0,02 0,57 1,95 0,99
20 <0,01 0,04 >100 " 0,02 0,56 0,85 0,18
22 <0,01 0,06 0,17 0,05 0,14 4,51 0,08
24 <0,01 <0,01 0,07 0,02 0,04 1,45 0,12
27 <0,01 2,16 0,16 0,37 3,13 1,22 0,92
28 <0,01 0,05 0,09 0,08 0,62 4,76 0,09
32 <0,01 0,97 0,14 <0,01 5,32 13,76 0,12
33 <0,01 51,22 0,07 0,33 28,70 6,10 0,11
34 <0,01 0,02 0,07 <0,01 30,10 7,40 0,11
35 <0,01 <0,01 0,17 0,04 48,45 1,38 0,11
37 <0,01 14,10 0,10 0,03 25,22 3,49 1,92
39 <0,01 0,07 0,08 0,01 1,19 9,94 0,11
43 <0,01 <0,01 0,09 0,07 2,84 34,88 3,30
46 <0,01 1,48 0,02 0,04 0,61 41,36 0,06
48 <0,01 1,47 0,09 0,03 0,58 >100 ° 0,11
49 <0,01 6,42 0,84 0,10 4,08 97,95 2,13
50 <0,01 <0,01 0,02 0,03 0,29 18,99 3,67
52 <0,01 >100 ° >100 " 0,02 24,42 1,86 0,73
53 <0,01 0,02 0,10 0,05 0,55 52,81 0,11
54 <0,01 0,10 0,60 0,39 0,80 5,73 0,09
55 <0,01 0,08 0,10 <0,01 0,58 >100 ° 0,06
56 <0,01 15,25 0,08 0,03 16,94 4,88 0,06
57 <0,01 0,28 6,10 0,06 1,05 8,60 0,30
71 <0,01 0,38 0,09 0,04 0,74 2,31 0,40
72 <0,01 0,59 0,03 <0,01 0,52 18,38 0,28
73 <0,01 0,02 0,11 0,05 0,54 >100 ° 0,30
74 <0,01 0,01 0,10 0,03 0,55 >100 ° 0,37
105 <0,01 1,81 0,09 0,07 2,01 1,31 0,91
106 <0,01 45,32 0,06 0,08 4,77 0,70 0,12
107 <0,01 22,05 0,02 0,09 0,29 0,14 2,38

* ECso-Wert auRerhalb des getesteten Konzentrations-Bereiches (0 — 100 ppm)
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untersuchten Wirkstoffen. Einige Isolate zeigten gegenlber einzelnen Aktivsubstanzen
nur geringe Sensitivitat. So lagen die ECso-Werte der Isolate 3, 48 und 55 gegenlber
Tolylfluanid und der Isolate 17 und 20 gegenulber Fenhexamid tber 100 ppm. Dagegen
waren die Isolate 34 und 35 gegenlber Pyrimethanil und Isolat 12 gegentber Vinclozolin
weniger sensitiv. An einzelnen Isolaten konnte eine geringere Wirksamkeit gegenuber
mehreren Wirkstoffen festgestellt werden. Bei den lIsolaten 10, 43, 49 und 50 war die
Sensitivitdt sowohl gegen Tolylfluanid als auch Vinclozolin verringert. Hohere ECso-Werte
fur Cyprodinil, Fludioxonil und Pyrimethanil konnten fir die Isolate 5, 27 und 33 ermittelt

werden.

3.1.6.2 Einfluss auf den Befall an Weinreben

An Weinreben wurden im Gewachshaus Inokulationsexperimente mit ausgewahlten
Isolaten von B. cinerea zur Bestimmung der Fungizidsensitivitdt durchgefihrt. Dabei
wurden die Rebenpflanzen mit praxistblichen Aufwandmengen der Wirkstoffe behandelt
und nach Abtrocknung mit einer Sporensuspension des Pathogens inokuliert. Nach zwei
Tagen Inkubation bei 100 % rel. Luftfeuchte wurde der Befall der Pflanzen mit B. cinerea
und die Wirksamkeit der Fungizide bewertet. Die Einzelwirkstoffe Fenhexamid (Teldor®),
Pyrimethanil (Scala®), Tolylfluanid (Euparen®) und Vinclozolin (Ronilan®) wurden ebenso
wie die Wirkstoffkombinationen Carbendazim und Diethofencarb (Botrylon®) sowie

Cyprodinil und Fludioxonil (Switch®) als Handelsprodukte angewendet.

Alle Isolate erwiesen sich gegenliber der Wirkstoffmischung Carbendazim und
Diethofencarb sowie den Wirkstoffen Tolylfluanid und Fenhexamid als sehr sensitiv(Tab.
12). Im Mittel der 12 Isolate von B. cinerea konnte eine Wirksamkeit von Uber 97 %
ermittelt werden. Fir die Fungizide Vinclozolin und Pyrimethanil, bzw. das Gemisch aus
Cyprodinil und Fludioxonil lag der Wirkungsgrad niedriger, bei 80 % bis 90 %. Auffallend
war die hohe Empfindlichkeit der Isolate 33, 48 und 57 gegeniliber allen untersuchten
Botrytiziden. Einige Isolate waren nur gegen ein Handelsprodukt unempfindlich. So lag die
Wirksamkeit von Pyrimethanil fir die Isolate 5 und 34 bzw. von dem Wirkstoffgemisch aus
Cyprodinil und Fludioxonil fur Isolat 1 deutlich unter dem Mittel aller Isolate. Bei einigen
Isolaten konnte auch eine verminderte Wirksamkeit gegeniber mehreren Wirkstoffen
beobachtet werden. Die Wirksamkeit von Vinclozolin und dem Wirkstoffgemisch aus
Cyprodinil und Fludioxonil lag bei Isolat 12 deutlich unter dem Mittel aller 12 Isolate.
Dagegen war die Empfindlichkeit von Isolat 24 gegenuber Pyrimethanil und dem Gemisch

aus Cyprodinil und Fludioxonil verringert.
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Tab. 12: Einfluss fungizider Handelsprodukte mit praxistblichen Aufwandmengen auf
den Befall ausgewahlter Isolate von Botrytis cinerea an Weinreben (n = 5; 2
Tage nach Inokulation).

Wirkungsgrad nach ABBOTT [%]

Carbendazim Cyprodinil
Isolat und und Fenhexamid Pyrimethanil Tolylfluanid Vinclozolin
Diethofencarb Fludioxonil

0 97 92 92 99 100 100
1 100 74 100 98 96 98
5 100 88 96 59 89 100
10 98 88 100 84 100 65
12 100 79 97 100 91 45
24 96 51 96 56 100 96
33 98 91 100 88 100 99
34 99 91 98 63 100 97
35 92 100 100 100 97 100
43 94 87 100 78 95 100
48 100 100 100 99 97 100
57 100 98 98 100 100 100
Mittel* 98 87 98 85 97 83

* Mittel der 12 Isolate

3.2 Charakterisierung von Ulocladium atrum

Zur Charakterisierung des verwendeten Isolats 385 von U. atrum wurde die Morphologie
und das Wachstum des Pilzes mikro- und makroskopische untersucht. Die Experimente

erfolgten an lebendem bzw. nekrotischem Blattgewebe von Weinreben.

3.2.1 Untersuchungen zur Morphologie

Der Hyphomycet U. atrum bildet durchsichtiges, blass olive-braunes, septiertes Myzel aus
(Bild 2a). Seitlich, meist rechtwinklig, aus dem Myzel bilden sich verzweigte, septierte
Sporentrager, mit jeweils nur einer endstandigen Spore. Die blass braunen bis
dunkelbraunen, durchsichtig bis undurchsichtig gefarbten Sporen werden 16,3 + 2,4 ym x
13,5 + 2,4 ym grof® (Tab. 13). Diese sind dickwandigen, rund bis oval geformt und haben

eine raue, ‘himbeerartigen’ Oberflache mit einigen Einschnirungen (Bild 3b und 3d).
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Bild 4: Sporen von Ulocladium atrum

a: braune Sporen und hyalines Myzel; Durchlichtmikroskopie

b: Sporen mit typischer Septierung und ‘himbeerartiger' Oberflache; Durchlicht-
mikroskopie

c: Querschnitt durch ein Spore bestehend aus Kammern; Transmissionselektronen-
mikroskopie, Uranylacetat-Farbung

d: Keimende Spore auf Rebengewebe mit typischer Septierung und ‘himbeerartiger’
Oberflache; Rasterelektronenmikroskopie

e: Querschnitt durch eine keimende Spore, die auf der Oberflache eines Rebenblattes
wachst; Durchlichtmikroskopie, Toluidinblau-Farbung
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Tab. 13: SporengréBe von Ulocladium atrum (n = 60 Sporen; 30 Tage nach Uberimpfen
auf Hafermehl-Agar; 20 + 1 °C; Durchschnitt + Standardabweichung).

Lange [pum] Breite [um]

16,3+2,4 13,5+24

Meist besitzen die Sporen eine Hauptsepte und mehrere rechtwinkelige, Y-férmige
langsgerichtete oder schrdge Septierungen mit bis zu acht Zellen je Spore (Bild 3c). Auf

Agar bildet der Pilz schwarze Kolonien aus.

3.2.2 Etablierung und Entwicklung auf der Blattoberflache

An der Blattoberflache von Reben wurden die Keimung und das Keimschlauchwachstum
von U. atrum nach Applikaton einer Sporensuspension und Inkubation bei 100 % rel.
Luftfeuchte untersucht. Der Einfluss von lebendem und nekrotischem Blattgewebe, sowie

einer Zugabe von Malz-Extrakt-Bouillon (MEB) zur Sporensuspension wurde erfasst.

Die Geschwindigkeit der Keimung der Sporen auf den verschiedenen Oberflachen
unterschied sich deutlich voneinander (Abb. 10). Auf nekrotischen Rebenblattern keimten
zwei Stunden nach Inokulation bereits ein Viertel der Sporen von U. atrum, wahrend auf
lebenden Blattern die Keimung erst eine Stunde spater einsetzte. Durch Zugabe von MEB

zur Sporensuspension konnte die Keimgeschwindigkeit von U. atrum auf lebenden
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Abb. 10: Einfluss des Pflanzengewebes bzw. dem Zusatz von Malz-Extrakt-Bouillon zur
Sporensuspension auf die Keimrate der Sporen von Ulocladium atrum auf
Rebenblattern (n = 3 x 100 Sporen; 20 + 1 °C; unterschiedlich Buchstaben zur
jedem Boniturtermin kennzeichnen Signifikanz nach Tukey p < 0,05).
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Blattern dem der auf nekrotischem Gewebe angeglichen werden. Drei Stunden nach
Applikation konnte ein starker Anstieg der Keimrate auf 94 % von U. atrum auf lebenden
Blattgewebe unter Zugabe von MEB zur Sporensuspension festgestellt werden. Auf
getrockneten Blattern verlief die Keimung etwas langsamer, nach drei Stunden erhohte
sich die Keimrate auf 73 %, erreichte nach finf Stunden aber ebenfalls tUber 90 %. Auf
frischen Blattern ohne Zugabe von MEB verlief die Keimung der Sporen von U. atrum
dagegen deutlich langsamer. Nach drei Stunden waren ca. zehn Prozent und nach vier
Stunden ca. 40 % der untersuchten Sporen gekeimt. Die Keimrate lag damit bei weniger
als der Halfte der auf nekrotischer Oberflache. Erst nach Uber funf Stunden glich sich die
Keimrate der verschiedenen Varianten auf einem Niveau von ca. 94 % gekeimter Sporen
an. Sechs Stunden nach Inokulation von U. atrum konnten keine signifikanten
Unterschiede mehr auf den unterschiedlichen Pflanzengeweben festgestellt werden, 94 %

der Sporen keimten aus.
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Abb. 11: Einfluss des Pflanzengewebes bzw. dem Zusatz von Malz-Extrakt-Bouillon zur
Sporensuspension auf das Keimschlauchlangenwachstum der Sporen von
Ulocladium atrum auf Rebenblattern (n = 30 Keimschlauche; 20 + 1 °C;
unterschiedlich Buchstaben zur jedem Boniturtermin kennzeichnen Signifikanz
nach Tukey p < 0,05).
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Die Keimschlauche der Sporen von U. atrum entwickelten sich sehr unterschiedlich auf
den verwendeten Blattoberflachen (Abb. 11). Auf toten getrockneten Rebenblattern
konnte zwar nach drei Stunden bereits die Ausbildung von Keimschlauchen festgestellt
werden, jedoch setzte erst nach finf Stunden das Langenwachstum ein, die
Keimschlauchlange betrug durchschnittlich 17 uym. Dagegen waren die auf frischen
Rebenblattern ausgebildeten Keimschlauche bereits nach drei Stunden 8 pm lang.
Innerhalb jeder weiteren Stunde nach Applikation konnte fast eine Verdopplung der
Keimschlauche festgestellt werden, nach funf Stunden lag diese bei 27 ym. Verwendete
man zur Inokulation zusatzlich MEB, konnte das Wachstum noch weiter beschleunigt
werden, nach funf Stunden waren die Keimschlduche mit 46 pym um 41 % langer als ohne
MEB.

Untersuchungen zur Keimhyphenzahl je Spore zeigten einen deutlichen Einfluss der Art
der verwendeten Blattoberfliche und dem Zusatz von Malz-Extrakt-Bouillon zur
Suspension von U. afrum (Tab. 14). Nach finf Stunden konnten jedoch keine

signifikanten Unterschiede mehr bei den ausgebildeten Keimhyphen festgestellt werden.

Tab. 14: Einfluss des Pflanzengewebes bzw. dem Zusatz von Malz-Extrakt-Bouillon zur
Sporensuspension auf die Anzahl ausgebildeter Keimhyphen je Spore von
Ulocladium atrum (n = 3 x 100 Sporen; 20 + 1 °C; unterschiedliche Buchstaben
zu jedem Boniturtermin kennzeichnen Signifikanz nach Tukey bei p < 0,05).

Anzahl der Keimhyphen je Spore [%]

Keim-
Gewebeart dauer [h] 1 2 3 4 Ots*
3 62,2 28,8 7,0 0,0 1,5 b
) +20,2 +14,5 + 5,8 + 0,0 +0,6
tote Blatter 4 48,6 36,0 13,5 1,9 17 b
ohne MEB +14,6 + 87 + 4,3 + 1,7 +0,8
5 38,1 38,5 20,2 3,2 1,9 ab
+14,3 + 2,6 +10,7 + 3,1 +0,8
3 83,6 16,4 0,0 0,0 1,2 a
lebende + 3,8 + 3,8 + 0,0 + 0,0 +0,4
MEB + 79 + 7.1 + 3,3 + 0,0 +0,6
5 43,3 43,9 11,5 1,3 1,7 a
+17,6 + 56 + 97 + 23 +0,4
3 30,0 49,4 16,3 4,3 1,9 ¢
lebende + 1,2 + 4,7 + 5,0 + 1,0 +0,8
Blatter 4 31,8 39,8 24,7 3,7 20 c
it MEB + 3,8 + 6,9 + 4.8 + 1,9 +0,9
m 5 34,7 41,7 20,6 3,0 20 b
+ 8,5 + 35 +12,1 + 0,7 +0,8

* Durchschnitt £ Standardabweichung
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Auf den getrockneten Rebenblatter entwickelten nach drei Stunden Inkubation 60 % bzw.
30 % der Sporen eine bzw. zwei Keimhyphen. Nach weiteren zwei Stunden hatte jeweils
ein Drittel der Sporen eine bzw. zwei Keimhyphen, und 20 % der Sporen drei Keimhyphen
ausgebildet. Im Gegensatz dazu bildeten an lebenden Blattern anfanglich ca. 85 % der
Sporen nur eine Keimhyphe aus. Zu einem spateren Zeitpunkt veranderte sich dies
jedoch, so dass keine signifikanten Unterschiede mehr zum totem Blattgewebe
festgestellt werden konnten. Nach funf Stunden bildeten 45 % bzw. 10 % der Sporen auch
zwei bzw. drei Keimhyphen aus. Es konnten maximal vier Hyphen je Spore beobachtet
werden. Durch die Verwendung von Malz-Extrakt-Bouillon bei der Applikation von U.
atrum auf lebende Rebenblatter stieg die Zahl ausgebildeter Keimhyphen je Spore
deutlich gegentiber Applikationen ohne MEB. Bereits nach drei Stunden bildeten 50 % der
Sporen zwei bzw. 16 % drei Keimhyphen aus. Bei vier Prozent der Sporen konnten zu
diesem frihen Zeitpunkt vier Hyphen beobachtet werden. Diese Verteilung veranderte

sich nur unwesentlich innerhalb der nachsten Stunden.

3.2.3 Sporulation auf nekrotischem Blattgewebe

Die Sporulation von U. atrum wurde auf nekrotischen Rebenblattern untersucht. Auf
Wasseragar ausgelegte Blattscheiben wurden mit einer Sporensuspension behandelt und
bei 100 % rel. Luftfeuchte inkubiert.

3.2.3.1 Einfluss der Inkubationsdauer

Zunachst wurde der Einfluss der Inkubationsdauer auf die Sporulationsrate in
Zeitintervallen von drei bis 14 Tagen bestimmt (Tab. 15). Die Sporulation von U. atrum auf
nekrotischen Rebenblattern setzte erst nach finf Tage Entwicklung ein. Am sechsten Tag
lag die Sporulationsrate bereits bei 58.000 Sporen/ cm? Blattflache und verdoppelte sich

bis zum zehnten Tag auf 126.000 Sporen/ cm?.

Tab. 15: Sporulation von Ulocladium atrum auf nekrotischen Rebenblattern (n = 6;
Sporendichte 1 x 10° Sporen/ ml; 20 + 1 °C; Durchschnitt =+
Standardabweichung).

Sporulationsrate [1000 Sporen/ cm? Blattflache]

Tag 4 Tag 5 Tag 6 Tag 7 Tag 10 Tag 14

0,0£0,0 8,0£0,5 57,7+24 87,56+4,2 126,0 +4,2 104,1+1,9
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3.2.3.2 Einfluss der Sporendichte

In der folgenden Untersuchung wurde der Einfluss der Sporendichte von U. atrum auf die
Sporulationsrate des Pilzes bestimmt. Auf Grund der deutlichen Unterschiede aus den
vorhergehenden Untersuchungen wurden die Werte finf und sechs Tage nach
Applikation ermittelt (Abb. 12). Sporenkonzentrationen von 1 x 10* Sporen /ml bis 1 x 10’
Sporen /ml fihrten nach flnftagiger Inkubation zu einem Anstieg der Sporulationsrate von
ca. 17.000 auf 100.000 Sporen/ cm? Blattflache. Wurde die Inkubationszeit um einen Tag
verlangert, kam es zu einem Uberproportionalen Anstieg der Sporulationsrate. Die Werte
stiegen von 83.000 auf 230.000 Sporen/ cm? Blattflache an, wobei bei einer
Sporenkonzentration von 1 x 10° Sporen /ml die maximale Sporulationsrate erreicht

wurde. Diese konnte durch héhere Sporendichten nicht mehr gesteigert werden.

3.3 Einfluss von Bortytis cinerea auf die Wechselwirkung mit Ulocladium atrum

Anhand verschiedener Wachstumparameter wurde der Einfluss des verwendeten Isolats

von B. cinerea auf die Wechselwirkungen mit U. atrum in vitro und in vivo untersucht.

3.3.1 Bedeutung des Applikationszeitpunktes auf die Wirksamkeit von U. atrum

Der Einfluss des Zeitpunktes der Applikation beider Organismen auf die Wirksamkeit von
U. atrum wurde sowohl anhand der Sporulationsrate auf nekrotischen Rebenblattern wie

auch dem Befall mit B. cinerea an unterschiedlichen Kulturpflanzen untersucht.

300 -
(] Tag 5 W Tag b6 c
250
200 + b

150

100 -

Sporulationsrate von U. atrum
[1000 Sporen/ cm? Blattflache]

50 -

1x104 1x10° 1x 108 1x 107
Sporendichte [Sporen/ ml]

Abb. 12: Sporulationsrate von Ulocladium atrum auf nekrotischen Rebenblattern in
Abhangigkeit der Sporendichte (n = 5; 20 + 1 °C; unterschiedliche Buchstaben
zu jedem Boniturtermin kennzeichnen Signifikanz nach Tukey p < 0,05).
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3.3.1.1 Einfluss auf die Sporulation von beiden Organismen

Der Einfluss des Applikationszeitpunktes von U. atrum und B. cinerea auf die Sporulation
beider Organismen wurde auf nekrotischen Rebenblattern untersucht. Dabei wurden
beide Pilze gleichzeitig bzw. zeitlich versetzt mit einer Sporendichte von 1 x 10° Sporen/
ml appliziert und die Sporulationsrate nach finf Tagen Inkubation bei gesattigter Luft

durch Abwaschen der Sporen von den Blattscheiben bestimmt.

Je grofer das Intervall zwischen den Applikationen von U. atrum und B. cinerea auf den
Rebenblatteren war, um so starker konnte die Sporulation von B. cinerea beeintrachtigt
werden (Abb. 13). Bei gleichzeitiger Applikation beider Organismen konnte die
Sporulation von B. cinerea nur um 30 % reduziert werden, dagegen kam es bei U. atrum
zu einer Reduktion um 90 %. Applikationen mit U. afrum einen Tag im Voraus
verursachten bei beiden Pilzen eine Reduktion der Sporulation von ca. 70 %.
Anwendungen mit zwei Tagen Differenz verringerten die Sporulation von B. cinerea schon
um 90 %. Applikationen von U. atrum vier und sieben Tage vor dem Pathogen konnten
die Sporulation von B. cinerea sogar vollstandig unterdriicken, wobei zu diesem Zeitpunkt

keine Beeinflussung der Sporulation von U. atrum festgestellt werden konnte.

W B. cinerea O U. atrum
100

*

80

60

40

Wirkungsgrad nach ABBOTT [%]

[ !

7d 4d 2d 1d U. atrum gleichzeitig
mit B. cinerea

U. atrum vor B. cinerea

Abb. 13: Einfluss des Applikationszeitpunktes von Ulocladium atrum auf die Sporulation
der beiden Organismen auf nekrotischen Rebenblattern (n = 6; 20 + 1 °C;
Sporendichte von 1 x 10° Sporen/ ml; an jedem Pilz Signifikanz nach t - Test bei
p< 0,05).
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3.3.1.2 Einfluss auf den Befall mit B. cinerea an verschiedenen Kulturpflanzen

Der Einfluss des Applikationszeitpunktes beider Pilze auf die Wirksamkeit von U. atrum
gegen einen Befall mit B. cinerea wurde an verschiedenen Kulturpflanzen untersucht.
Begonien- und Rebenpflanzen wurden mit beiden Pilzen gleichzeitig bzw. mit
Zeitintervallen von einem bis sieben Tagen Differenz inokuliert und anschliefiend bei 100
% rel. Luftfeuchte inkubiert. Dabei wurde U. atrum mit 1 x 10° Sporen/ ml ausgebracht, die
Inokulumdichte von B. cinerea variierte zwischen 1 x 10° Sporen/ ml und 4 x 10° Sporen/
ml. Zwei Tage nach Applikation des Pathogens wurde die befallene Blattflache jeder

Pflanze bestimmit.

An Begonien filhrten Inokulumdichten von 1 x 10° Sporen/ ml zu ca. 50 % Blattschaden
(Abb. 14). Eine um 40 % héhere Sporenkonzentration von 4 x 10° Sporen/ ml verursachte
einen um 20 % hoéheren Befall. Gleichzeitige Applikationen von U. afrum und B. cinerea
bei hoher Inokulumdichte von 4 x 10° Sporen/ ml filhrten zu einer Reduktion um 80 % des
Blattbefalls auf 15 %. Geringere Wirkung zeigten dagegen Applikationen mit einem
Zeitintervallen zwischen den Ausbringungen. Lediglich die Applikation von U. atrum einen
und zwei Tage vor B. cinerea konnte eine signifikante Wirksamkeit von U. atrum auf den

Pathogenbefall Gewahr leisten. Bei einem Tag Differenz zwischen den Applikationen

B. cinerea
O 1 x 10° Sporen/ ml M 4 x 10° Sporen/ ml
100 4
a
— 80 ab
§ ab < i
g : :
a a
ﬁ 60 - ¢ a
% l ab
E bc c
2 40
o
q—g c
)
© d
20 4
n.d. n.d. n.d. n.d.
1d 1d 2d 3d 4d 5d 6d 7d
U. atrum U. atrum U. atrum vor B. cinerea

nach gleichzeitig
B. cinerea  mit B. cinerea

Abb. 14: Einfluss des Applikationszeitpunktes von Ulocladium atrum auf den Blattbefall
mit Botrytis cinerea an Begonien (n = 5; U. atrum mit 1 x 10° Sporen/ ml; 20 + 1
°C; n.d. — nicht durchgefiihrt; unterschiedliche Buchstaben innerhalb einer
Inokulumdichte von B. cinerea kennzeichnen Signifikanz nach Tukey bei p <
0,05).
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konnte der Befall auf 30 % halbiert werden, wohingegen bei zwei Tagen Differenz
zwischen den Applikationen der Befall um 43 % reduziert werden konnte. Dagegen
zeigten Ausbringungen von U. atrum zwischen drei und sieben Tagen vor B. cinerea nur

einen geringen bis keinen Einfluss auf die Befallsstarke.

Die Wirksamkeit von U. atrum gegen B. cinerea mit einer niedrigeren Inokulumdichte von
mit 1 x 10° Sporen/ ml war &hnlich der hohen Sporenkonzentration des Pathogens.
Signifikante Unterschiede in der Befallsstarke konnten bei der Ausbringung von U. atrum
einen Tag vor B. cinerea festgestellt werden, es kam zu einer Befallsreduktion von ca. 60
%. Langere Zeitintervalle brachten keine Vorteile. Bei gleichzeitiger Ausbringung beider
Pilze war U. atrum zwar auch deutlich wirksam, konnte jedoch nicht die gute Wirksamkeit

im Vergleich zu U. atrum einen Tag vor dem Pathogen appliziert erreichen.

3.3.2 Untersuchungen zur Sporulation von B. cinerea und U. atrum bei

gemeinsamer Besiedlung von Blattern

Auf nekrotischen Rebenblattern wurde der Einfluss der Sporendichte und des
Applikationszeitpunktes von U. atrum auf die Sporulationsrate von B. cinerea in
Abhangigkeit der Inokuldichte des Pathogens untersucht. U. atrum wurde einen Tag vor
bzw. gleichzeitig mit B. cinerea auf angefeuchtete Blatter gespriht. FUnf Tage nach
Inkubation der Blattscheiben auf Wasseragar bei 100 % rel. Luftfeuchte wurde die
Sporulationsrate beider Organismen nach Abwaschen der Blatter mikroskopisch
ausgezahlt. Die gegenseitige Beeinflussung der Sporulation wurde anhand des

Wirkungsgrad nach Abbott dargestellt.

3.3.2.1 Sporulation von B. cinerea in Gegenwart von U. atrum

Applikationen von U. atrum einen Tag vor B. cinerea reduzierten die Sporulation des
Pathogens signifikant um 60 % bei einer gleich hohen Sporenkonzentration beider
Organismen von 1 x 10* Sporen/ ml (Abb. 15). Applikationen von U. atrum mit 1 x 10°
Sporen/ ml zeigten eine deutlich gréliere Wirkung auf die Sporulationsrate von B. cinerea,
es traten kaum noch Sporen auf den nekrotischen Rebenblattern auf. Bei der zehnfach
hdéheren Sporendichte konnte die Sporulation von B. cinerea sogar vollstadndig unterdrickt
werden. Bei Verwendung einer 100fach héheren Inokulumdichte von B. cinerea mit 1 x
10° Sporen/ ml konnte die niedrigste Sporendichte von U. atrum die Sporulation von B.
cinerea nur halb so stark wie bei B. cinerea mit einer Konzentration von 1 x 10* Sporen/
ml unterdriicken mit 33 % Wirksamkeit. Ab einer Konzentration von 1 x 10° Sporen/ ml
konnte U. afrum die Sporulation von B. cinerea signifikant reduzieren, der Wirkungsgrad
lag bei Uber 87 %.
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Abb. 15: Einfluss der Sporendichte und des Applikationszeitpunktes von Ulocladium
atrum auf die Sporulation von Botrytis cinerea auf nekrotischen Rebenblattern
(n = 6, 5 Tage nach Applikation, 20 + 1 °C; Markierungen innerhalb einer
Saulengruppe kennzeichnen Signifikanz nach Dunnett bei p < 0,05).

Bei gleichzeitiger Applikation von Antagonist und Pathogen auf getrockneten
Blattscheiben war die Wirkung von U. atrum deutlich geringer. Die hdchste
Sporenkonzentration des Antagonisten mit 1 x 10’ Sporen/ ml konnte die Sporulation von
B. cinerea nur um 30 % reduzieren, bei der 100fach hdheren Sporendichte von B. cinerea
mit 1 x 10° Sporen/ ml sogar nur um 18 %. Die anderen getesteten Konzentrationen von
U. atrum zeigten deutlich geringere Wirksamkeit. Bei einer Sporendichte von 1 x 10*
Sporen/ ml konnte fast keine Beeinflussung der Sporenbildung von B. cinerea mehr
festgestellt werden.

3.3.2.2 Sporulation von U. atrum in Gegenwart von B. cinerea

Die Sporulation von U. atrum wurde in Gegenwart von B. cinerea deutlich beeinflusst
(Abb. 16). Applikationen von B. cinerea einen Tag nach U. atrum mit Sporendichte von 1 x
10’ Sporen/ ml verringerten die Sporulation von U. atrum um 50 %. Bei den niedrigeren
Sporenkonzentrationen von U. atrum beeinflusste das Pathogen die Sporulation von U.
atrum deutlich geringer, es konnte bei den Sporendichten mit 1 x 10° Sporen/ ml bzw. 1 x
10* Sporen/ ml von U. atrum ein Wirkungsgrad von 74 % bzw. sogar 90 % festgestellt
werden. Applikationen von B. cinerea mit einer 100fach hoheren Inokulumdichte

beeinflussten die Sporulation von U. afrum deutlich starker. Bei gleicher
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Abb. 16: Einfluss von Botrytis cinerea auf die Sporulation von Ulocladium atrum auf
nekrotischen Rebenblattern in Abhangigkeit der Sporendichte und des
Applikationszeitpunktes von U. atrum (n = 6, 5 Tage nach Inokulation, 20 + 1
°C; keine Signifikanz nach Dunnett bei p < 0,05).

Sporenkonzentration beider Organismen konnte drei Viertel der Sporulation von U. atrum
unterdrickt werden. Appliziete man U. afrum mit einer 10fach geringeren
Sporenkonzentration als B. cinerea, so konnte die Sporulation von U. atrum fast
vollstandig beeinflusst werden. Gleichzeitige Applikationen beider Organismen flihrten zu
einer deutlichen Unterdrickung der Sporulation von U. afrum. Bei der hdchsten
getesteten Sporendichte von U. atrum unterdriickte B. cinerea bei einem tausenstel der
Sporenkonzentration von U. atrum die Sporulationsrate um 74 %. Steigende
Inokulumdichten von B. cinerea verstarkten die Sporulationshemmung von U. atrum, bis
hin zur vollstandigen Unterdriickung.

3.3.3 Einfluss von U. atrum auf die Sporulation verschiedener Isolate von B. cinerea

Die Wirksamkeit von U. afrum auf die Sporulationsrate ausgewahlter Isolate von B.
cinerea wurde auf nekrotischen Rebenblattern untersucht. Dabei wurde U. atrum mit der
Sporendichte von 1 x 10° Sporen/ ml bzw. von 1 x 10° Sporen/ ml appliziert und B.
cinerea mit 1 x 10° Sporen/ ml. Beide Pilze wurden gleichzeitig und einen Tag versetzt auf
Blattscheiben gespruht. Nach finf Tagen Inkubation auf Wasseragar bei 100 % rel.
Luftfeuchte wurde die Sporulationsrate der Isolate von B. cinerea bestimmt. Die
Wirksamkeit von U. atrum auf die Sporulation von B. cinerea wurde anhand des
Wirkungsgrad nach Abbott dargestellt.
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Abb. 17: Einfluss des Applikationszeitpunktes von Ulocladium atrum auf die
Sporulationsrate verschiedener Isolate von Botrytis cinerea auf nekrotischen
Rebengeweben (n = 6; Inokulumdichte von B. cinerea 1 x 10° Sporen/ ml; 20 +
1 °C; * Mittel der Isolate).

Bei gleichzeitiger Applikation beider Pilze lag die Wirksamkeit von U. atrum bei einer
Sporenkonzentration von 1 x 10° Sporen/ ml im Mittel der 12 Isolate bei 34 % (Abb. 17).
Eine ahnliche Wirksamkeit konnte bei den lIsolaten 12, 33, 34, 35 und 57 festgestellt
werden. U. atrum beeinflusste die Sporulation von Isolat 5 deutlich starker und wies 70 %
Wirksamkeit auf, dagegen konnte bei Isolate 48 keine Beeintrachtigung der Sporulation
beobachtet werden. Zeitversetzte Applikationen steigerten die Wirksamkeit von U. atrum
im Durchschnitt der 12 Isolate auf 88 %. Dabei kam es zwischen den Isolaten nur zu
kleineren Unterschieden. Die Sporulation von Isolat 43 konnte zu drei Viertel unterdriickt

werden, bei den Isolaten 5 und 35 sogar fast vollstandig.

Bei Applikationen von U. atrum mit einer geringeren Sporendichte von 1 x 10° Sporen/ ml
lag die Wirksamkeit von U. atrum auf die Sporulation von B. cinerea deutlich niedriger
(Abb. 18). Bei gleichzeitiger Applikation beider Pilze lag die Wirksamkeit mit 18 % nur halb
so hoch wie bei der héheren Sporenkonzentration von U. atrum. Gegen die Isolate 24 und
57 konnte eine ahnliche, gegen Isolat 10, 35 und 43 eine etwas hdhere Wirksamkeit
bestimmt werden. Wie schon zuvor beobachtet konnte U. atrum die Sporulation von Isolat
5 mit fast 50 % deutlich starker verringern, wahrend Isolat 48 wiederum nicht
beeintrachtigt wurde.

Bei Applikation von U. atrum einen Tag vor B. cinerea konnten im Gegensatz zur héheren

Sporenkonzentration deutliche Unterschiede im Wirkungsgrad gegenuber den
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Abb. 18: Einfluss des Applikationszeitpunktes von Ulocladium atrum auf die
Sporulationrate verschiedener Isolate von B. cinerea auf nekrotischen

Rebengewebe (n = 6; Inokulumdichte von B. cinerea 1 x 10° Sporen/ ml; 20 + 1
°C; * Mittel der Isolate).

verschiedenen Isolaten festgestellt werden. Die Wirksamkeit des Antagonisten lag im
Mittel der Isolate mit 35 % um zwei Drittel niedriger als bei der hdheren Sporen-
konzentration. Ein ahnliches Wirkniveau konnte bei den Isolaten 0, 5, 33, 34, 35 und 57
beobachtet werden. Die Sporulation von Isolat 10, 12 und 24 konnte nur bis zu 60 %
unterdriickt werden und lag damit um ein Drittel niedriger als bei der hohen Sporendichte.

Dagegen reduzierte U. atrum die Sporulation von Isolat 1 und 48 nur sehr wenig.

3.4 Wirksamkeit von Ulocladium atrum gegeniiber verschiedenen Isolaten von

Botrytis cinerea unter praktischen Anbaubedingungen im Unterglasanbau

Anhand von Untersuchungen zur Ausbildung von Befallssymptomen von B. cinerea wurde
der Einfluss ausgewahlter Isolate von B. cinerea auf die Wirksamkeit von U. afrum an
Jungpflanzen von Begonien und Paprika unter praktischen Anbaubedingungen im
Gewachshaus untersucht. Unter gleichen Bedingungen wurde auch die Wechselwirkung
der Pilze auf Weinrebenjungpflanzen beobachtet. Das Pathogen und der Antagonist
wurden gleichzeitig sowie mit einem Tag Abstand auf die Pflanzen appliziert. Nach
zweitagiger Inkubation bei 100 % rel. Luftfeuchte wurde der Befall mit B. cinerea an den

Pflanzen bewertet.
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3.4.1 Wechselwirkungen an Begonien

Sporensuspensionen von U. atrum und B. cinerea wurden mit 4 x 10° Sporen/ ml bzw. 1 x
10° Sporen/ ml an Begonienpflanzen appliziert (Abb. 19). Die gleichzeitige Applikation von
U. atrum und B. cinerea fuhrte im Durchschnitt der Isolate zu einer Befallsreduktion von
60 %, ahnlich wie sie bei den Isolate 12, 43 und 48 zu beobachten war. Der Wirkungsgrad
gegen die Isoalte 1, 10 und 35 lag deutlich niedriger, wahrend die Isolate 0, 5, 24 und 34
wesentlich besser unterdriickt wurden. Die durchschnittliche Wirksamkeit von U. afrum
gegen eine Folgeapplikation mit einem Intervall von einem Tag lag ca. 40 % hdher als bei
gleichzeitiger Ausbringung. Auffallig waren die nur geringen Abweichungen der
Einzelisolate von diesem Mittel. Die Isolate 35 und 43 wurden schwacher, die Isolate 5

und 48 besser bekampft.

In weiteren Untersuchungen wurde die Inokulumdichte von B. cinerea gesteigert, so dass
beide Organismen mit gleicher Sporenkonzentration von 1 x 10° Sporen/ ml appliziert
wurden (Abb. 20). Bei gleichzeitiger Ausbringung der Pilze wurde der Blattbefall mit B.
cinerea im Mittel der Isolate um 44 % verringert, ahnlich wie bei den Isolaten 35, 43 und
48. Wie bereits zuvor beobachtet, lag der erzielte Wirkungsgrad gegen die Isolate 1, 10
und 33 mit unter 30 % deutlich niedriger. Ebenso lie} sich eine Reduktion der Isolate 0, 5

und 34 bei dieser Sporendichte erkennen.

Der durchschnittliche Wirkungsgrad von U. atrum, einen Tag vor B. cinerea appliziert, lag

an Begonienpflanzen bei 77 % und damit um 75 % Uuber dem Niveau der zuvor
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Abb. 19: Einfluss des Applikationszeitpunkts auf die Wirksamkeit von Ulocladium atrum
gegenuber ausgewahlten Isolaten von Botrytis cinerea an Begonienjung-
pflanzen (n = 5; Sporendichte U. atrum 1 x 10° Sporen/ ml; * Mittel der Isolate).
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Abb. 20: Einfluss des Applikationszeitpunkts auf die Wirksamkeit von Ulocladium atrum
gegenuber ausgewahlten Isolaten von Botrytis cinerea an Begonienjung-
pflanzen (n = 5; Sporendichte U. atrum 1 x 10° Sporen/ ml; * Mittel der Isolate).

betrachteten gleichzeitigen Applikation. Auffallend waren die wiederum nur kleinen
Abweichungen der Einzelisolate von diesem Mittelwert. Wie zuvor lie® sich Isolat 33

weniger gut und Isolat 5 etwas starker bekampfen.

3.4.2 Wechselwirkungen an Weinreben

Rebenjungpflanzen wurden mit Sporensuspensionen von B. cinerea mit 4 x 10° Sporen/
ml und 1 x 10° Sporen/ ml und U. atrum mit der hohen Sporendichte appliziert und bei 100
% rel. Luftfeuchte zwei Tage inkubiert. Bei gleichzeitiger wie auch sequenzieller
Ausbringungen von U. atrum gefolgt von B. cinerea mit einem Tag Abstand wurde im
Durchschnitt der Isolate stets 44 % bzw. 47 % Wirksamkeit des Antagonisten gegen das
Pathogen erzielt. Bei gleichzeitiger Applikation von Antagonist und Pathogen konnte der
Befall der Pflanzen mit Isolat 34 gar nicht und bei den Isolaten 35 und 48 mit unter 20 %
nur sehr gering bekampft werden (Abb. 21). Dagegen erreichte U. atrum gegenliber den
Isolaten 0, 5, 43 und 57 mit Uber 75 % fast doppelt so hohe Wirksamkeit wie der
Durchschnitt der Isolate. Applikationen von U. atrum einen Tag vor B. cinerea konnten
einen Befall der Weinreben mit Isolat 10 gar nicht beeinflussen und zeigten bei Isolat 34
mit 11 % nur ein Viertel der Wirkung des Durchschnitts der Isolate. Dagegen konnte Isolat
57 mit 88 % fast doppelt so gut wie der Durchschnitt der Isolate bekampft werden.

Unabhangig vom Applikationszeitpunkt war auffallig, dass U. atrum bei Isolat 5 nur sehr
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Abb. 21: Einfluss des Applikationszeitpunkts auf die Wirksamkeit von Ulocladium atrum
gegenlber ausgewahlten Isolaten von Botrytis cinerea an Rebenjungpflanzen in
(n = 5; Sporendichte U. atrum 1 x 10° Sporen/ ml; * Mittel der Isolate).

geringe Wirksamkeit zeigte, wohingegen durch den Einsatz des Antagonisten der Befall
der Reben mit Isolat 57 deutlich verringert werden konnte.

Applikationen der Rebenpflanzen mit Suspensionskonzentrationen von jeweils 1 x 10°
Sporen/ ml beider Pilze fiihrte im Durchschnitt der Isolate zu ahnlichen Befallswerten wie
zuvor bei verschiedenen Sporendichten beschrieben (Abb. 22). Im Mittel der Isolate
reduzierte U. atrum bei gleichzeitiger Ausbringung 40 % des Befalls, wahrend die
Ausbringung von U. afrum einen Tag vor B. cinerea die Wirkung des Antagonisten um 20
% steigern konnte. Die Isolate von B. cinerea unterschieden sich jedoch hinsichtlich ihrer
Bekampfbarkeit durch den Antagonisten in Abhangigkeit des Applikationszeitpunktes
deutlich voneinander. Gleichzeitige Ausbringung beider Pilze konnte einen Befall mit
Isolat 12 und 35 nicht reduzieren. Jedoch zeigte U. atrum bei den lIsolaten 0, 5 und 43

eine um mindestens 80 % hohere Wirksamkeit als fiir den Durchschnitt der Isolate.

Applikationen von U. atrum einen Tag vor B. cinerea konnten einen Befall der Reben bei
Isolat 10 nur wenig reduzieren, wahrend bei Isolat 43 der Wirkungsgrad mit 65 % um ein
Drittel hoher als der Durchschnitt lag. Die Wirksamkeit von U. atrum konnte bei den
Isolaten 1 und 57 sogar um uUber 50 % gesteigert werden. Unabhangig vom
Applikationszeitpunkt konnte auch bei gleich hoher Sporenkonzentration beider Pilze ein
Befall der Reben mit Isolat 34 nur schlecht durch U. atrum bekampft werden. Ahnlich
schlechte Wirksamkeit des Antagonisten konnte auch bei Isolat 10 festgestellt werden.

Dagegen zeigte U. atrum gute Bekdmpfungserfolge bei den Isolaten 0 und 43.
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Abb. 22: Einfluss des Applikationszeitpunkts auf die Wirksamkeit von Ulocladium atrum
gegenlber ausgewahlten Isolaten von Botrytis cinerea an Rebenjungpflanzen
(n = 5; Sporendichte U. atrum 1 x 10° Sporen/ ml; * Mittel der Isolate).

3.4.3 Wechselwirkungen an Paprika

Paprikapflanzen wurden mit Suspensionkonzentrationen von 4 x 10° Sporen/ ml bzw. 1 x
10° Sporen/ ml der Pilze U. atrum und B. cinerea appliziert und bei 100 % rel. Luftfeuchte
zwei Tage inkubiert. Im Mittel der ausgewahlten Isolate von B. cinerea kam es bei
gleichzeitiger Applikation beider Pilze zu einer Befallsreduktion an den Pflanzen von 39 %
(Abb. 23). Das Ausbringen von U. atrum einen Tag vor B. cinerea steigerte den
Wirkungsgrad auf 63 %. Dabei konnten deutliche Unterschiede in der Wirksamkeit des
Antagonisten gegen verschiedenen lIsolaten von B. cinerea festgestellt werden. Bei
gleichzeitiger Applikation beider Pilze konnte U. atrum den Befall der Paprikapflanzen
durch die Isolate 0 und 5 mit bis zu 20 % Wirkung nur wenig beeinflussen. Wohingegen
die Wirksamkeit des Antagonisten bei Isolat 33 um 75 % Uber dem Mittel der Isolate lag,
bei Isolat 43 konnte mit 82 % sogar eine doppelt so hohe Wirksamkeit erzielt werden.
Applikationen von U. atrum einen Tag vor B. cinerea erreichten bei den Isolaten 5 und 12
mit 18 % bzw. 31 % die geringste Wirksamkeit auf den Befall an Paprikapflanzen.
Dagegen konnte der Einsatz des Antagonisten den Befall der Pflanzen bei einigen
Isolaten sehr gut unterdriicken. So lag die Wirkung von U. afrum gegen die Isolate 0, 10,
24 und 33 mit 20 % bis 30 % uber dem durchschnittlichen Wirkungsgrad. Unabhangig
vom Applikationzeitpunkt fielen die schlechte Wirksamkeit von U. atrum gegeniber Isolat

5, sowie die hohen Wirkungsgrade gegentber Isolat 33 auf.
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Abb. 23 Einfluss des Applikationszeitpunkts auf die Wirksamkeit von Ulocladium atrum
gegenlber ausgewahlten Isolaten von Botrytis cinerea an Paprikajungpflanzen
(n = 5; Sporendichte U. atrum 1 x 10° Sporen/ ml).

3.5 Anwendungen von Ulocladium atrum zur Bekampfung von Botrytis cinerea im

Weinbau

In den Vegetationsperioden 2000 und 2001 wurden an den Standorten Kirrweiler und
Marienthal Applikationen mit dem Antagonisten U. atrum und dem Botrytizid Fenhexamid
als Fungizidstandard an Weinreben durchgefiihrt. In Intervallen wurden Rindenproben,
Bluten und Beeren der Reben auf eine Besiedlung und Entwicklung von U. atrum beprobt.
Gleichzeitig wurde die Wirkung von U. afrum sowie des Fungizids Fenhexamid auf den

Befallsverlauf von B. cinerea an Rinde, Bliten und Beeren der Reben untersucht.

3.5.1 Entwicklung von Botrytis cinerea im Vegetationsverlauf

An den Dbeiden Standorten Kirrweiler und Marienthal konnte in beiden
Vegetationsperioden sowohl ein Befall mit Botrytis cinerea an der Rebenrinde wie auch
ein Grauschimmelbefall der Weintrauben nachgewiesen werden. Die Probennahme

erfolgte in den Kontrollen ohne Botrytizid- Einsatz.

3.5.1.1 Standort Marienthal

Am Standort Marienthal wurde die Entwicklung von B. cinerea an Weinreben der Sorte
‘Muller Thurgau® untersucht. In der Vegetationsperiode 2000 waren schon im Mai Phasen
mit sommerlich hohen Temperaturen zu beobachten, gefolgt von starken Schwankungen
der Temperatur und der rel. Luftfeuchte bis Anfang Juli (Abb. 24). Ab Mitte Juli herrschten
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Abb. 24: Einfluss der Witterung auf die Entwicklung von Ulocladium atrum bzw. Botrytis
cinerea auf der Rebenrinde und den Grauschimmelbefall der Trauben der Sorte
‘Muller Thurgau' am Standort Marienthal in der Vegetationsperiode 2000 (Pfeile
kennzeichnen Applikationstermine von U. atrum, B. cinerea ohne Behandlung).

konstant niedrige Temperaturen, die sich bis zur Mitte August erhdéhten, um danach
wieder abzufallen. Ab Mitte September konnten wieder hohe Temperaturen festgestellt

werden. Die rel. Luftfeuchte blieb ab Ende Juni relativ konstant hoch mit Gber 80 %.

Der Pathogenbefall an der Rebenrinde verlief in der Vegetationsperiode auf einem
niedrigen Niveau und lag bis ca. sechs Wochen vor der Ernte (BBCH 81) bei unter 10 %.
Lediglich zu BBCH 55 verdoppelte sich die Zahl der besiedelten Rindenstiicke mit B.
cinerea kurzzeitig von 10 % auf 20 %. Bis zur Ernte zu BBCH 89 kam es zu einer
deutlichen Erhéhung der Befallsdichte der Rindenstiicke auf 77 %. An den Trauben nahm
der Grauschimmelbefall sehr stark in den letzten vier Wochen vor der Ernte zu. Ende
August konnte der Beginn des Grauschimmelbefalls an den Trauben festgestellt werden.
Die Entwicklung des Grauschimmels steigerte sich innerhalb von vier Wochen auf 43 %.
Allein in der letzten Woche vor der Ernte konnte eine Befallszunahme um 42 %

beobachtet werden.

Am Standort Marienthal herrschten Uber die gesamte Vegetationsperiode 2001 stetige

Schwankungen der Temperatur und rel. Luftfeuchte (Abb. 25). Nach einem kiihlen
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Abb. 25: Einfluss der Witterung auf die Entwicklung von Ulocladium atrum bzw. Botrytis
cinerea auf der Rebenrinde und den Grauschimmelbefall der Trauben der Sorte
‘Muller Thurgau' am Standort Marienthal in der Vegetationsperiode 2001 (Pfeile
kennzeichnen Applikationstermine von U. atrum, B. cinerea ohne Behandlung).

Frahjahr, folgte ein maRig warmer Sommer, in dem einzelne Phasen zu Ende Juni, Ende
Juli und Mitte August sehr hohen Temperaturen aufwiesen. Ab Anfang September konnte
eine hohe rel. Luftfeuchte und gleichmaRig niedrige Temperaturen, vereinzelt traten schon

Nachtfroste auf, festgestellt werden.

Wie im Jahr zuvor war ein niedriger Anfangsbefall mit B. cinerea an der Rinde zu
beobachten, die Entwicklung der Rindenbesiedlung verlief konstant bei ca. 20 %. Erst zu
BBCH 85 kam es zu einem Anstieg, der letztendlich zu einer Verdoppelung der
Isolierungsrate auf 50 % flhrte. Der Befallsdruck zur Ernte lag deutlich unter dem des
Vorjahres. Der Grauschimmelbefall an den Rebentrauben war deutlich niedriger als im

Vorjahr. Bis zur Ernte stieg der Pathogenbefall der Trauben nur auf 11 % an.

3.5.1.2 Standort Kirrweiler

Am Standort Kirrweiler wurde die Entwicklung von B. cinerea an Weinreben der Sorte
‘Kerner’ bestimmt. In der Vegetationsperiode 2000 folgte einem kuhlem feuchten Mai ein
trockener, wechselhaft warmer Juni mit stark abfallender rel. Luftfeuchte zur Mitte des

Monats (Abb. 26). Lediglich am 3. Juni trat ein starker Regenschauer mit 50 mm auf. Im
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Abb. 26: Einfluss der Witterung auf die Entwicklung von Ulocladium atrum bzw. Botrytis
cinerea auf der Rebenrinde und den Grauschimmelbefall der Trauben der Sorte
‘Kerner’ am Standort Kirrweiler in der Vegetationsperiode 2000 (Pfeile
kennzeichnen Applikationstermine von U. atrum, B. cinerea ohne Behandlung).

Juli gab es eine kihlere Phase mit verstarkter Niederschlagstatigkeit und erhohter rel.
Luftfeuchte, der ein warmerer August mit nur noch vereinzelten Niederschlagen folgte. Bis
zur Ernte im Herbst kam es zu einer Temperaturabnahme und die Niederschldge nahmen

erneut zu.

Zu Beginn der Vegetationsperiode konnte an ca. 20 % der untersuchten Rindenproben B.
cinerea nachgewiesen werden. Es kam zu einem kurzzeitigem Anstieg vor der Bllte zu
BBCH 61 auf 40 %, gefolgt von einer Verringerung bis zu BBCH 68 um zwei Drittel auf 13
%. Bis zu BBCH 77 stieg der Rindenbefall von B. cinerea gleichmallig erneut auf 35 % an,
gefolgt von einer erneuten Reduktion des Auftretens des Pathogens. Ab dem
Rebenstadium BBCH 81 erhdhte sich die Isolierungsrate des Pathogens stetig auf 56 %.
Ein sehr starker Befall mit dem Erreger des Grauschimmels konnte in der
Vegetationsperiode 2000 an den Rebentrauben zur Ernte, wie auch schon in Marienthal,
festgestellt werden. Durch eine sehr starke Pathogenentwicklung stieg der Befall der
Trauben von einem anfanglich niedrigen Niveau von 12 % innerhalb von 15 Tagen bis zur

Ernte auf 60 % an.
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In der Vegetationsperiode 2001 folgte nach einem sehr warmen Mai ein Temperaturabfall
zu Beginn des Junis (Abb. 27). Anschlieliend stiegen die Temperaturen bis zur Mitte des
Sommers gleichmagig an. Mitte Juli und Mitte August folgten zwei vierzehntagige Phasen
mit sehr hohen Temperaturen und niedriger rel. Luftfeuchte. Ab Ende August kam es zu
einem deutlichen Temperaturabfall bis zum Herbst hin. Uber die gesamte
Vegetationsperiode konnten meist gleichmalig verteilte Niederschlage mit einer

deutlichen Zunahme ab September festgestellt werden.

Die Pathogenentwicklung an der Rebenrinde verlief auf einem ahnlichen Niveau wie im
Vorjahr. Der Befall entwickelte sich etwas gleichmaRiger und blieb bis zu BBCH 81
konstant zwischen 10 % und 20 %. Bis zur Ernte zu BBCH 89 erhdhte sich die
Befallsdichte kontinuierlich auf 50 %. Ahnlich wie im Vorjahr kam es erst ca. drei Wochen
vor der Ernte zu einem starken Anstieg des Grauschimmelbefalls der Trauben auf 34 %.

Das absolute Befallsniveau erreichte damit nur zwei Drittel des Vorjahres.
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Abb. 27: Einfluss der Witterung auf die Entwicklung von Ulocladium atrum bzw. Botrytis
cinerea auf der Rebenrinde und den Grauschimmelbefall der Trauben der Sorte
‘Kerner* am Standort Kirrweiler in der Vegetationsperiode 2001 (Pfeile
kennzeichnen Applikationstermine von U. atrum, B. cinerea ohne Behandlung).
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3.5.2 Besiedlung und Entwicklung von U. atrum im Vegetationsverlauf

Am Standort Marienthal konnte Ulocladium atrum Uber die gesamte Vegetionsperiode der
beiden Versuchsjahre 2000 und 2001 sowohl die Rinde, wie auch die Bluten und Beeren

besiedeln und sich auf den verschiedene Pflanzenteilen entwickeln.

3.5.2.1 Untersuchungen zum Anzuchtmedium und zur Sporendichte von U. atrum

Im Jahr 2000 wurde am Standort Marienthal der Besiedlungserfolg von U. afrum an
Rinde, Bliten und Beeren von Weinreben in Abhangigkeit des verwendeten
Anzuchtmediums, sowie der Sporenkonzentration untersucht. Nach der ersten Applikation
des Antagonisten zu Beginn der Vegetationsperiode konnte U. atrum an bis zu 90 % der
beprobten Rindensticke nachgewiesen werden (Abb. 28). Innerhalb von zehn Tagen fand
eine Reduktion auf 40 % bis 50 % statt. Jede weitere Ausbringung des Antagonisten im
Bestand fuhrte zu erneutem Anstieg der Besiedlung der Rebenrinde mit U. afrum, jedoch

war die Rlckisolierung nach jeder Applikation ricklaufig.

Mit zunehmender Sporendichte erhdhte sich die Wiederfindungsrate von U. afrum. Durch
die Verwendung einer Sporenkonzentration von 2 x 10° Sporen/ ml konnte der
Besiedlungsverlauf auf ein deutlich héheres Niveau gehoben werden, so dass zum
Erntetermin die Isolierungsrate von U. atrum bei 43 % der Rindenstlcke lag, wahrend bei

der geringeren Sporenkonzentration von 4 x 10° Sporen/ ml nur 21 % der Rindenproben
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Abb. 28: Einfluss der ausgebrachten Sporenkonzentration und des Anzuchtmediums von
Ulocladium atrum auf die Rindenbesiedlung an der Rebsorte ‘Miller Thurgau’
am Standort Marienthal in der Vegetationsperiode 2000 (n = 4 x 25; Pfeile
kennzeichnen die Applikationszeitpunkte von U. atrum; unterschiedliche
Buchstaben zu einem Boniturtermin kennzeichnen Signifikanz nach Mann-
Whitney Rang Sum Test bei p < 0,05).
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besiedelt waren. Die Anzucht von U. atrum auf dem Nahrmedium Bulgar im Vergleich zu
Haferkdrnern erhdhte die Besiedlung der Rinde nach der Blite um 15 % bis 30 %. Um
eine gleiche Besiedlungsdichte zu erlangen, musste flir das Haferkornndhrmedium eine

funffach héhere Sporendichte verwendet werden.

Zu Beginn der Vegetationsperiode konnte U. atrum 98 % der Bliten besiedeln (Tab. 16).
Nach BBCH 75 bis zu BBCH 89 verlief die Besiedlung der Beeren ricklaufig. Zum
Erntetermin konnte eine Reduktion um zwei Drittel auf 32 % festgestellt werden. Eine
erneute Applikation des Antagonisten zu BBCH 79 erhdhte kurzzeitig das Auftreten von U.

atrum an den Beeren um ein Viertel von 68 % auf 88 %.

Die Konzentration der Sporensuspension hatte zu Beginn der Vegetation keinen Einfluss
auf die Etablierung des Antagonisten auf den Bliten, es wurden bei allen Behandlungen
mindestens 92 % bis 98 % der Bluten besiedelt. Jedoch verlief die Abnahme des
Beerenbefalls bei einer niedrigeren Sporendichte von 4 x 10° Sporen/ ml deutlich
schneller. Bereits zu BBCH 81 konnten nur noch von 39 % der beprobten Beeren U.
atrum isoliert werden. Zu BBCH 85 konnte sich der Antagonist bei allen Behandlungen
lediglich an einem Drittel der Beeren etablieren. Unterschiede in der Besiedlungsdichte,
hervorgerufen durch die verschiedenen Sporendichten, konnten fast durchgehend

statistisch abgesichert werden. Ahnlich wie an der Rinde musste eine fiinffach héhere

Tab. 16: Einfluss der ausgebrachten Sporenkonzentration und des Anzuchtmediums von
Ulocladium atrum auf die Besiedlung und Etablierung des Antagonisten auf
Bliten und Beeren von Reben (cv. ‘Miller Thurgau‘) am Standort Marienthal in
der Vegetationsperiode 2000 (n = 4 x 30; Ausbringung von U. atrum zu BBCH
53, 57, 68 und 79; unterschiedliche Buchstaben innerhalb einer Spalte
kennzeichnen Signifikanz nach Mann- Whitney Rang Sum Test bei p < 0,05).

Anzucht- Sporen- Besiedlung und Etablierung von U. atrum [%)]

medium von konzentration zu Entwicklungsstadium BBCH

Behandlung U. atrum [Sporen/ ml] 57 68* 73 75 77 79 81 85

ohne
Botrytizid Ob Oc Oc Ob Oc Oc Oc Ob
Botrytizid Ob Oc 0c Ob Oc 0Oc 0O0c Ob

U. atrum Haferkorner 2x10° 92a 95a 100a 78a 57b 76b 54ab 35a

5
U. atrum Bulgar 4x10 96a 86a 91b 72a 54ab 69b 39c 37a

6
U. atrum Bulgar 2x10 98a 91ab 100a 78a 68a 88a 71a 32a

* nach Applikationen von U. atrum
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Sporenkonzentration des Antagonisten, angezogen auf dem Nahrmedium Haferkérner im
Vergleich zu Bulgar, ausgebracht werden, um vergleichbar hohe Wiederfindungsraten von

U. atrum an den BlUten und Beeren zu erlangen.

3.5.2.2 Untersuchungen zur Terminierung von U. atrum

Im Jahr 2001 wurde am Standort Marienthal fir die Applikationen von U. atrum an den
Weinreben eine frilhe Ausbringungsfolge zu BBCH 55, 61, 68 und 79 mit einer spaten zu
BBCH 61, 68, 79 und 85 verglichen (Abb. 29). Das Niveau der Besiedlung von U. atrum
an der Rinde lag im Jahr 2001 bei der frihen Spritzfolge deutlich unter dem des
vorangegangenen Jahres. Nach der ersten Applikation zu Beginn der Vegetationsperiode
waren lediglich 41 % der Proben mit dem Antagonisten besiedelt. Bis zur nachsten
Applikation zu BBCH 61 war die Entwicklung des Antagonisten auf sechs Prozent
ricklaufig. Nach jeder weiteren Applikation konnte ein leichter Anstieg der
Rindenbesiedlung festgestellt werden, die Besiedlungsdichte lag konstant zwischen 15 %
und 25 %. Bei einer spateren Ausbringungsfolge erzielte die erste Applikation von U.
atrum einen deutlich niedrigeren Besiedlungsanstieg an der Rinde, auf 20 %. Bis zu
BBCH 79 verlief die Entwicklung ahnlich der friihen Applikationsfolge, danach fihrten die
beiden Ausbringungen des Antagonisten zu BBCH 79 und BBCH 85 jeweils zu einer
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Abb. 29: Einfluss der Terminierung von Ulocladium atrum auf die Rindenbesiedlung (cv.
‘Muller Thurgau‘) am Standort Marienthal in der Vegetationsperiode 2001 (n = 4
x 25; Pfeile kennzeichnen Applikationszeitpunkte von U. atrum; Markierungen
zu einem Boniturtermin kennzeichnen Signifikanz nach Mann-Whitney Rang
Sum Test bei p <0,05).
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Tab. 17: Einfluss der Terminierung von Ulocladium atrum auf die Besiedlung und
Etablierung des Antagonisten auf Bliten und Beeren (cv. ‘Muller Thurgau‘) am
Standort Marienthal in der Vegetationsperiode 2001 (n = 4 x 30,
unterschiedliche Buchstaben innerhalb einer Spalte kennzeichnen Signifikanz
nach Mann- Whitney Rang Sum Test bei p < 0,05).

Besiedlung und Etablierung von U. atrum [%]

Entwicklungsstadium zum zu Entwicklungsstadium BBCH

Behandl Applikationszeitpunkt

ehandiung [BBCH] 57 61 61* 68 79+ 85
ohne Botrytizid 0Ob Ob 0b 0b 0b 0 a
Botrytizid 79 und 85 0b 0b 0b 0b Ob O0a
frih 55, 61, 68 und 79 56a 36a 72a 70a 25a 0 a
U. atrum (4 x)
spat 61, 68, 79 und 85 Ob Ob 74 a 57 a 33a 0*a

U. atrum (4 x)

* nach Applikationen von U. atrum

kurzzeitigen Verdopplung der Besiedlungsdichte. Zum Erntetermin lag die
Wiederfindungsrate von U. afrum an der Rebenrinde bei beiden Ausbringungsfolgen auf

einem niedrigen Niveau von unter zehn Prozent.

Die Besiedlungsdichte von U. atrum an den Bluten und Beeren lag im Jahr 2001 auf
einem deutlich niedrigeren Niveau als im Vorjahr (Tab. 17). Direkt nach der Applikation
konnte U. atrum mit hohen Ruckisolationsraten von Bluten und Beeren bestimmt werden.
Diese lagen zu BBCH 61 bei Uber 70 %. Im weiteren Vegetationsverlauf nahm die
Etablierungsrate jedoch stetig ab. Auch wiederholte Ausbringungen des Antagonisten zu
BBCH 68 und BBCH 79 konnten die negative Entwicklung nicht aufhalten, so dass zu
BBCH 85 keine Besiedlung mit U. atrum mehr an den Beeren nachgewiesen werden
konnte. Die frihe und die spate Ausbringungsfolge unterschieden sich hinsichtlich des
Besiedlungsverlaufs nicht voneinander. Die anfangliche Besiedlung mit U. atrum zu BBCH
57 und BBCH 61 mit 56 % bzw. 36 % auf Grund der frihen Applikationsfolge hatte kaum

Einfluss auf den weiteren Verlauf der Besiedlung der Bliten und Beeren mit U. atrum.

3.5.3 Einfluss von U. atrum auf die Entwicklung von B. cinerea im

Vegetationsverlauf

Am Standort Marienthal konnte ein Befall mit Botyrtis cinerea sowohl an der Rebenrinde
wie auch den Bluten bzw. Beeren der Weinrebensorte ‘Muller Thurgau‘ nachgewiesen
werden. Die Entwicklung des Pathogens wurde durch Applikationen von U. atrum bzw.

das Botrytizid Fenhexamid beeinflusst.
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3.5.3.1 Untersuchungen zum Anzuchtmedium und zur Sporendichte von U. atrum

Im Jahr 2000 wurde am Standort Marienthal die Wirksamkeit von U. atrum in
Abhangigkeit des Anzuchtmediums sowie der Sporendichte auf die Entwicklung von B.
cinerea an der Rebenrinde untersucht (Abb. 30). Fenhexamid- Anwendungen konnten
den Befallsanstieg bis drei Wochen vor der Ernte verzogern und das Befallsniveau bis zu
BBCH 89 deutlich reduzieren. In der letzten Woche vor der Ernte lag der Befall der Rinde
ohne Behandlungen bei 80 %. Applikationen mit dem Botrytizid verringerten das
Pathogenaufkommen um 30 % bis 50 %. Ahnlich dem Fungizid konnte eine Anwendung
von U. atrum den Anstieg des Rindenbefalls um ca. 10 Tag verzdgern, die Unterdrickung
der Pathogenentwicklung verlief jedoch auf einem wesentlich niedrigeren Niveau. Die U.
atrum Applikationen fiihrten zu einem 15 % bis 25 % niedrigerem Aufkommen von B.
cinerea an der Rebenrinde. Dabei konnte weder ein signifikanter Einfluss der

Sporenkonzentration noch des Anzuchtndhrmediums von U. atrum festgestellt werden.

Untersuchungen an Bliten und Beeren der Weinreben zeigten einen &hnlichen
Befallsverlauf wie an der Rinde (Tab. 18). Nach zunachst sehr niedrigem Befallsdruck
erhdhte sich zu einem friheren Zeitpunkt (BBCH 79) die Isolierungsrate des Pathogens

von den Beeren um das Fiinffache. Der Bliten- und Beerenbefall setzte somit einen
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Abb. 30: Einfluss des Anzuchtmediums und der ausgebrachten Sporenkonzentration von
Ulocladium atrum auf die Entwicklung von Botrytis cinerea auf der Rebenrinde
(cv. ‘Maller Thurgau‘) am Standort Marienthal in der Vegetationsperiode 2000 (n
= 4 x 25; Pfeile kennzeichnen Applikationszeitpunkt von U. atrum bzw. des
Botrytizids Fenhexamid; Markierungen zu einem Boniturtermin kennzeichnen
Signifikanz nach Mann-Whitney Rang Sum Test bei p < 0,05).
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Tab. 18: Einfluss des Anzuchtmediums und der ausgebrachten Sporenkonzentration von
Ulocladium atrum auf die Entwicklung von Botrytis cinerea an Bluten und
Beeren der Reben (cv. ‘Miller Thurgau‘) am Standort Marienthal in der
Vegetationsperiode 2000 (n = 4 x 30; Applikationen zu BBCH 53, 57, 68 und
79; unterschiedliche Buchstaben innerhalb einer Spalte kennzeichnen
Signifikanz nach Mann- Whitney Rang Sum Test bei p < 0,05).

_ Befall mit B. cinerea [%]
'Lr\::;if::, Sporenkon- zu Entwicklungsstadium BBCH
von zentration

Behandlung , _. .~ [Sporen/ml] 57+ 68+ 73 75 77 79* 81 85
ohne 6a 7ac 3a 3ab 13a 61a 67a 68a
Botrytizid

Botrytizid 1a 1ab 1a O0Ob 18a 7b 26b 53b
U. atrum Haferkérner 2 x 10° 4a O0b 1a 8a 22a 49a 63ab 69a
U. atrum Bulgar 4x10° 3a 2bc 2a 3ab 17a 50ac 70a ©68a
U. atrum Bulgar 2x10° 1a O0b 1a 8a 14a 28c 52ab 72a

* nach Applikation von U. atrum bzw. Botrytizid

Monat friher ein als der Rindenbefall. Applikationen von Fenhexamid und U. atrum,
angezogen auf Bulgarndhrmedium mit einer Sporendichte von 2 x 10° Sporen/ ml, zeigten
kurzzeitig eine deutliche Reduktion des Pathogenbefalls. Wahrend das Fungizid den
Befall von 60 % auf sieben Prozent reduzierte, halbierte U. atrum die Wiederfindungsrate
von B. cinerea. Die Unterdriickung von B. cinerea war nur kurzzeitig und es kaman den
Beeren mit Applikationen von U. afrum zu einem starkeren Anstieg als an den
Rebenbeeren mit Botrytizideinsatz. Zum Erntezeitpunkt konnte nur fiir die Fenhexamid-

Anwendungen ein signifikanter Befallsriickgang nachgewiesen werden.

3.5.3.2 Untersuchungen zur Terminierung von U. atrum

In der Vegetationsperiode 2001 wurde am Standort Marienthal die Wirksamkeit einer
frGhen und spaten Spritzfolge von U. atrum auf den Pathogenbefall an Rebenrinde, Bliten
und Beeren untersucht. Die Applikationen mit Fenhexamid reduzierten den Rindenbefall
zu BBCH 79, einem befallsschwachen Zeitpunkt, nur geringfligig von 17 % auf 12 %,
wohingegen zu einem starkeren Befallsstadium zu BBCH 85 eine signifikante Reduktion
von 48 % auf finf Prozent festzustellen war (Abb. 31). Neben den Fungizid-Applikationen
wurde eine friilhe (BBCH 55, 61, 68 und 79) und eine spate Spritzfolge (BBCH 61, 68, 79

und 85) mit U. atrum durchgefuhrt. Die frihe Behandlung mit U. atrum reduzierte den
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Abb. 31: Einfluss der Terminierung von U. afrum auf die Entwicklung von B. cinerea an
der Rebenrinde (cv. ‘Miller Thurgau‘) am Standort Marienthal in der
Vegetationsperiode 2001 (n = 4 x 25; Pfeile kennzeichnen die
Applikationszeitpunkte von U. atrum bzw. des Botrytizids Fenhexamid;
unterschiedliche Buchstaben zu jedem Boniturtermin kennzeichnen Signifikanz
nach Mann-Whitney Rang Sum Test bei p < 0,05).

Rindenbefall um 30 %. Dagegen bewirkte die spate Applikation kurzzeitig eine Reduktion

um 65 %, die sich jedoch bei ansteigendem Befallsdruck deutlich auf 20 % verringerte.

Ahnlich den Untersuchungen an der Rinde erhdhte sich das Vorkommen von B. cinerea
an den Bliten und Beeren erst zu einem spateren Zeitpunkt in der Vegetationsperiode
2001 (Tab. 19). Der Befall stieg ab BBCH 79 von weniger als 10 % auf 45 % zu BBCH 85
an. Die Pathogendichte lag um ein Drittel niedriger als im Vorjahr. Weder eine
Behandlung mit dem Botrytizid noch mit U. afrum fuhrte zu signifikanten Befalls-

unterschieden.

3.5.4 Wirksamkeit von U. atrum gegen den Grauschimmelbefall an Trauben

Ein Grauschimmelbefall der Weintrauben durch Botrytis cinerea konnte am Standort
Marienthal in beiden Vegetationsperioden beobachtet werden. Zur Bewertung des Befalls
mit B. cinerea wurden als Indikatoren die Befallsstarke, als befallene Traubenflache, und
die Befallshaufigkeit, als Anzahl der Traubenproben mit Befallssymptomen,

herangezogen.
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Tab. 19: Einfluss der Terminierung von U. afrum auf die Entwicklung von B. cinerea an
Bluten und Beeren von Reben (‘Muller Thurgau‘) am Standort Marienthal in der
Vegetationsperiode 2001 (n = 4 x 30; keine Signifikanz nach Mann- Whitney
Rang Sum Test bei p <0,05).

Befall mit B. cinerea [%)]

Entwicklungsstadium zum zu Entwicklungsstadium BBCH

Behand| Applikationszeitpunkt

ehandlung [BBCH] 57 61 68 79 85
ohne Botrytizid 6 1 8 13 45
Botrytizid 79 und 85 7 2 8 8* 48*
U. atrum (4 x) 55, 61, 68 und 79 7* 2* 3 13* 54
frih
U. atrum (4 x) 61 68. 79 und 85 6 1* 2* 10* 46*
spat T

* nach Applikation von U. atrum bzw. Botrytizid

3.5.4.1 Untersuchungen zum Anzuchtmedium und zur Sporendichte von U. atrum

Im Jahr 2000 wurde am Standort Marienthal die Befallsentwicklung von B. cinerea an
Trauben der Rebsorte ‘Miller Thurgau‘ bei unterschiedlicher Applikationen von U. atrum
verglichen. Die Behandlungen unterschieden sich in der ausgebrachten Sporendichte und
dem verwendeten Anzuchtmedium von U. afrum. In den letzten vier Wochen vor der Ernte
kam es zu einer sehr starken Zunahme des Befalls mit B. cinerea an den Trauben, auf 43
% (Abb. 32). Das Botrytizid Fenhexamid verringerte den Grauschimmelbefall der Trauben
signifikant, zum Erntezeitpunkt konnte eine Befallsreduktion um 70 % festgestellt werden.
Behandlungen mit einer Sporendichte von 2 x 10° Sporen/ ml von U. atrum fiihrten bei der
Verwendung des Anzuchtmediums Bulgar zu einer deutlich niedrigeren
Befallsentwicklung von B. cinerea an den Trauben. Bei anfanglich leichtem Befall konnte
eine signifikante Befallsreduktion um die Halfte bis zu einem Drittel erzielt werden. Die
Wirksamkeit liel3 mit steigendem Befallsdruck nach. Dagegen erzielten Behandlungen mit
geringeren Sporendichte von 4 x 10° Sporen/ ml deutlich schwéachere Wirksamkeit gegen
das Pathogen. Der Befall lag nur finf bis zwolf Prozent unter dem der unbehandelten
Kontrolle. Neben den Sporensuspensionen von U. atrum, angezogen auf dem
Nahrmedium Bulgar, wurden auch Sporensuspensionen von U. atrum, angezogen auf
Haferkérnern, appliziert. Bei gleich hoher Sporenkonzentrationen von 2 x 10° Sporen/ ml
lag die Grauschimmelreduktion der Trauben der Variante Haferkérner niedriger als bei der
Variante Bulgar. Eine Woche vor der Ernte konnte eine um zehn Prozent schwachere

Wirksamkeit festgestellt werden, der Befall lag bei 28 %.
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Abb. 32: Einfluss des Anzuchtndhrmedium und der Sporenkonzentration von Ulocladium
atrum auf die Entwicklung des Grauschimmelbefalls an Trauben cv. ‘Miller
Thurgau am Standort Marienthal in der Vegetationsperiode 2000 (n = 4 x 25;
unterschiedliche Buchstaben zu jedem Boniturtermin kennzeichnen Signifikanz
nach Tukey bei p < 0,05).

Tab. 20: Einfluss des Anzuchtndhrmediums und der Sporenkonzentration von
Ulocladium atrum auf die Befallshaufigkeit der Trauben cv. ‘Miller Thurgau' mit
dem Erreger des Grauschimmels Botrytis cinerea am Standort Marienthal in der
Vegetationsperiode 2000 (n = 4 x 25; unterschiedliche Buchstaben zu jedem
Boniturtermin kennzeichnen Signifikanz nach Tukey bei p < 0,05).

Befallshaufigkeit der Trauben mit Botrytis cinerea [%)]

August September
27 7 20 27

BBCH 81 BBCH 85 BBCH 85 BBCH 89
ohne Botrytizid 54 a 86 a 100 a 99 a
Botrytizid 49 a 50 b 59 b 89b
U. atrum (Haferkérner) 51a 84 a 98 a 100 a
2 x 10°® Sporen/ ml
U. atrum (Bulgar) 49 a 86 a 95 a 98 a
4 x 10° Sporen/ ml
U. atrum (Bulgar) 44 a 79 a 89 a 99 a

2 x 10°® Sporen/ ml
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Bereits Ende August 2000 konnte an tber 50 % der beprobten Trauben ein Befall mit B.
cinerea festgestellt werden (Tab. 20). Bis zur Ernte stieg die Pathogenentwicklung stark
an, es waren nur noch wenige Trauben befallsfrei. Durch Fenhexamid- Anwendungen
konnte die Befallshaufigkeit der Trauben deutlich gesenkt werden, bis zum 20. September
(BBCH 85) waren stets weniger als 60 % befallen. In den letzten Wochen konnte jedoch
ein sprunghafter Anstieg auf fast 90 % festgestellt werden. Behandlungen von U. atrum
mit einer Sporenkonzentration von 2 x 10° Sporen/ ml wiesen sieben bis zehn Prozent
mehr befallsfreie Trauben auf als unbehandelte Trauben. Unterschiede konnten bis eine
Woche vor der Ernte beobachtet werden, waren jedoch nicht statistisch absicherbar.
Diese Befallsunterschiede konnten an den Trauben mit der flnffach niedrigeren
Sporendichte von 4 x 10° Sporen/ ml und auch bei U. atrum angezogen auf Haferkdrnern
nicht mehr nachgewiesen werden. Es wurden ahnliche Befallsraten mit B. cinerea wie an

den Trauben ohne Behandlung festgestellt.

3.5.4.2 Untersuchungen zur Terminierung von U. atrum

Im Jahr 2001 wurde am Standort Marienthal ein friihe mit einer spaten Spritzfolge von U.
atrum verglichen. Bei einer geringen Befallsniveau der Trauben von 11 % konnte der
Pathogenbefall durch Fenhexamid- Anwendungen signifikant auf drei Prozent gehalten
werden (Abb. 33). Ausbringungen von U. atrum verringerten die Starke des
Grauschimmelbefalls auf ein Niveau von unter acht Prozent. Die friilhe und spate

Applikationsfolge von U. atrum unterschieden sich kaum voneinander.

Tab. 21: Einfluss unterschiedlicher Spritzfolgen von Ulocladium atrum auf die
Befallshaufigkeit der Trauben (cv. ‘Miller Thurgau‘) mit dem Erreger des
Grauschimmels Botrytis cinerea am Standort Marienthal in der
Vegetationsperiode 2001 (n = 4 x 25; unterschiedliche Buchstaben zu jedem
Boniturtermin kennzeichnen Signifikanz nach Tukey bei p < 0,05).

Befallshaufigkeit der Trauben mit Botrytis cinerea [%]

September Oktober
18 28 3
BBCH 85 BBCH 85 BBCH 89
ohne Botrytizid 56 a 84 a 83 a
Botrytizid 38a 43 b 56 b
U. atrum frih 60 a 72 a 78 a
BBCH 55, 61, 68 und 79
U. atrum spat 54 a 68 a 81a

BBCH 61, 68, 79 und 85
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Abb. 33: Einfluss unterschiedlicher Teminierung der Applikationsfolgen von U. atrum auf
die Entwicklung des Grauschimmelbefalls an Trauben cv. ‘Miller Thurgau‘ am
Standort Marienthal in der Vegetationsperiode 2001 (n = 4 x 25;
unterschiedliche Buchstaben zu jedem Boniturtermin kennzeichnen Signifikanz
nach Tukey bei p < 0,05).

Ahnlich wie im Vorjahr konnte im Jahr 2001 zum Entwicklungsstadium BBCH 85 an (iber
50 % der Trauben ein Grauschimmelbefall festgestellt werden (Tab. 21). Bis zum 28.
September konnte ein Anstieg der Befallshaufigkeit auf 84 % beobachtet werden, die sich
bis zur Ernte konstant hielt. Fenhexamid- Anwendungen senkten die Befallshaufigkeit der
Trauben deutlich. Bis zu BBCH 85 waren nur ca. 40 % der beprobten Trauben mit B.
cinerea befallen, jedoch konnte zu BBCH 85 ein Anstieg auf 56 % beobachtet werden.
Dagegen hatten Applikationen von U. afrum nur einen geringen Einfluss auf den
Grauschimmelbefall der Trauben. Zu BBCH 85 konnte an bis zu 20 % weniger Trauben
Symptome festgestellt werden. Die Wirksamkeit hob sich bis zu BBCH 89 auf, da keine
Unterschiede mehr zu Trauben ohne Behandlung festgestellt werden konnten. Die beiden

Applikationsfolgen von U. atrum unterschieden sich kaum voneinander.

3.5.5 Anwendung von U. atrum im integrierten Pflanzenschutz

Am Standort Kirrweiler wurde in den Vegetationsperioden 2000 und 2001 der Einfluss der
Applikationen von U. afrum und dem Botrytizid Fenhexamid alleine mit einer
alternierenden Behandlung von U. atrum mit dem Fungizid an Rinde, Blite und Beeren
von Weinreben der Sorte ‘Kerner’ untersucht. Zusatzlich wurde im ersten Jahr der
Einfluss der Anzahl der Applikationen von U. atrum auf die Entwicklung von B. cinerea

bestimmt.
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3.5.5.1 Besiedlung und Entwicklung von U. atrum im Vegetationsverlauf

In der Vegetationsperiode 2000 konnte nach der ersten Applikation von U. afrum zu
BBCH 55 eine Besiedlung von 53 % der beprobten Rindenstiicke festgestellt werden
(Abb. 34). Die Besiedlungsdichte reduzierte sich bis BBCH 68 auf 40 %. Durch eine
erneute Applikationen zu diesem Entwicklungsstadium konnte die Rindenbesiedlung auf
ihr altes Niveau von 50 % gehoben werden und blieb bis BBCH 85 konstant, um dann
kurz vor der Ernte auf ca. 30 % zu fallen. In der alternierenden Applikationsfolge wurden
zu BBCH 61 und BBCH 77 zusatzlich zwei Fenhexamid-Applikationen durchgefihrt.
Diese hatten keinen Einfluss auf die Entwicklung des Antagonisten an der Rebenrinde.
Zwei zusatzliche Ausbringungen von U. afrum fuhrten zu einer h6heren Besiedlungsrate
mit dem Antagonisten an der Rinde. Zu BBCH 61 kam es zu einem nur kurzzeitigen
Anstieg auf 85 %, wahrend eine erneute Applikation zu BBCH 77 zu einer
Niveauverschiebung der Besiedlung von 43 % auf 76 % fuhrte. Erst zur Ernte verlor sich

der Einfluss der beiden zusatzlichen Ausbringungen von U. atrum.

An Bliten und Beeren konnte in Kirrweiler im Jahr 2000 unabhangig der verschiedenen
Applikationsfolgen des Antagonisten zu BBCH 68 von Uber 90 % der Proben U. atrum
reisoliert werden (Tab. 22). Bis BBCH 79 verringerte sich die Besiedlungsdichte deutlich
auf 12 % bis 27 %. Dieses Niveau wurde fur eine langere Periode gehalten. Sechs

Wochen vor der Ernte zu BBCH 85 konnte eine erneute Reduktion der Besiedlungsrate

— —U. atrum (2x) —— U. atrum (4x) — Alternierend
{ Teldore J Teldor®
1007 v Ua Ua Ua
F | v v v
g _
S 80
5 . a
S 60 * :
IR
Q b~
X 40‘\\\
5
®
c
3 20-
£
e
O T T T T T T T T T
18.5 1.6 15.6 29.6 13.7 27.7 10.8 24.8 7.9 21.9
BBCH 55 61 68 73 77 79 81 85

Abb. 34: Einfluss von Ulocladium atrum in alternierenden Applikationen mit Fenhexamid
auf die Besiedlung und Etablierung des Antagonisten auf der Rinde der
Rebsorte ‘Kerner am Standort Kirrweiler in der Vegetationsperiode 2000 (n = 4
x 25; Pfeile kennzeichnen Inokulationszeitpunkte von U. afrum bzw. des
Botrytizids Fenhexamid; unterschiedliche Buchstaben zu einem Boniturtermin
kennzeichnen Signifikanz nach Mann-Whitney Rang Sum Test bei p < 0,05).
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Tab. 22: Einfluss von Ulocladium atrum in alternierenden Applikationen mit Fenhexamid
auf die Besiedlung und Etablierung des Antagonisten auf Bliten bzw. Beeren
von Reben (cv. ‘Kerner) am Standort Kirrweiler in der Vegetationsperiode 2000
(n = 4 x 30, unterschiedliche Buchstaben innerhalb einer Spalte kennzeichnen
Signifikanz nach Mann- Whitney Rank Sum Test bei p < 0,05).

Entwicklungsstadium zum

. . o
Applikationszeitpunkt Besiedlung und Etablierung von U. atrum [%]

[BBCH] zu Entwicklungsstadium BBCH

Behandlung U. atrum Botrytizid 68 77 79 81 81 85
ohne 0c 0c Oc Ob Ob Oc
Botrytizid

Botrytizid 61 und 77 0c 0c Oc Ob 0Ob Oc
U. atrum (4 x) 55, 61, 68 90*ab 66*a 12b 23a 27a 3b

und 77
U. atrum (2x) 55und 68 90*b 53 b 27a 26a 21a 9a

Alternierend 55 und 68 61und 77 96*a 51 ab 26a 24 a 26 a 7b

* nach Applikation von U. atrum

festgestellt werden. Nur noch an drei Prozent der beprobten Beeren konnte U. afrum
gefunden werden. Diese Entwicklung von U. atrum war fur die unterschiedlichen
Ausbringungen &hnlich, vier Behandlungen oder alternierende Applikation mit zwei

Fenhexamid- Anwendungen fuhrten nur zu sehr geringen Unterschieden.

In der Vegetationsperiode 2001 wurden am Standort Kirrweiler erneut Applikationen von
U. atrum und dem Botrytizid Fenhexamid alleine mit einer alternierenden Behandlung, bei
der eine Ausbringung des Antagonisten vor der Blite zu BBCH 61 ausgesetzt und die
letzte Applikation durch eine Fungizidspritzung ersetzt wurde, verglichen. Ahnlich wie im
Vorjahr konnte U. afrum zu Beginn der Vegetationsperiode 2001 nach der ersten
Applikation des Antagonisten von 60 % der beprobten Rindenstlcke reisoliert werden
(Abb. 35). Die Besiedlungsrate reduzierte sich bis zu BBCH 75 schnell auf 17 %. Dieses
Niveau blieb konstant und verringerte sich erst zur Ernte erneut. Die Uberlebensrate an
der Rinde lag zu BBCH 89 mit nur vier Prozent sehr niedrig. Direkt nach den
Applikationen von U. atrum kam es stets nur kurzzeitig zu einem sprunghaften Anstieg der
Besiedlung der Rinde um 30 % bis 50 %, gefolgt von deutlichen Reduktionen. Im
Vergleich zu funfmaliger Ausbringung des Antagonisten zeigte sich nach BBCH 61 bei der
alternierenden Applikation UOber die gesamte Vegetationsperiode ein niedriges
Besiedlungsniveau von U. afrum, dabei zeigten die Fenhexamid- Applikationen keinen

Einfluss auf die Entwicklung von U. afrum.
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Abb. 35: Einfluss von Ulocladium atrum in alternierenden Applikationen mit Fenhexamid
auf die Besiedlung und Etablierung des Antagonisten auf der Rinde der
Rebsorte ‘Kerner am Standort Kirrweiler in der Vegetationsperiode 2001 (n =4
x 25; Pfeile kennzeichnen Inokulationszeitpunkt von U. afrum bzw. des
Botrytizids Fenhexamid; unterschiedliche Buchstaben zu einem Boniturtermin
kennzeichnen Signifikanz nach Mann-Whitney Rang Sum Test bei p < 0,05).

3.5.5.2 Einfluss von U. atrum auf die Entwicklung von B. cinerea im
Vegetationsverlauf

Vegetationsperiode 2000

Am Standort Kirrweiler wurde im Jahr 2000 der Einfluss der Anzahl der Applikationen von
U. atrum auf die Entwicklung von B. cinerea an der Rinde der Weinrebe der Sorte ‘Kerner
bestimmt. Gleichzeitig wurde die Wirkung einer alternierenden Spritzfolge mit dem
Botrytizid Fenhexamid untersucht. Die Anwendungen von Fenhexamid konnten B. cinerea
an den untersuchten Rindenproben deutlich um bis zu 95 % unterdriicken (Abb. 36). In
den letzten drei Wochen vor der Ernte konnte ein stetiger Anstieg des Pathogens auf 56

% nachgewiesen werden. In dieser Phase lie} jedoch die Wirkung des Fungizids nach.

Zur Ernte konnte eine fungizide Wirksamkeit von 60 % ermittelt werden. Ahnlich der
Fungizidvariante konnten die Anwendungen von U. atrum das Pathogen deutlich um bis
zu 95 % unterdricken. Die Wirksamkeit des Antagonisten lie3 ebenso drei Wochen vor
der Ernte nach, so dass noch eine Reduktion der Rindenbesiedlung mit B. cinerea von 30
% bestimmt werden konnte. Bei der alternierenden Applikation, in der zwei Applikationen

des Antagonisten durch Fenhexamid ersetzt wurden, konnte ein additiver Effekt
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Abb. 36: Einfluss von Ulocladium atrum in alternierenden Applikationen mit Fenhexamid
auf die Entwicklung von Botrytis cinerea auf der Rebenrinde (cv. ‘Kerner’) am
Standort Kirrweiler in der Vegetationsperiode 2000 (n = 4 x 25; Pfeile
kennzeichnen Applikationszeitpunkt von U. afrum bzw. des Botrytizids
Fenhexamid; unterschiedliche Buchstaben zu jedem Boniturtermin
kennzeichnen Signifikanz nach Mann- Whitney Rank Sum Test bei p < 0,05).

festgestellt werden. Bis zur Ernte konnte nur ein geringer Anstieg des Rindenbefalls mit B.

cinerea verzeichnet werden, was eine deutliche Reduktion des Pathogenbefalls um 77 %
bewirkte.

Im Vergleich zur Rinde konnte an den Bliten und Beeren der Weinrebe der Sorte ‘Kerner
eine ahnliche Pathogenentwicklung festgestellt werden, jedoch lag das Befallsniveau
deutlich Uber dem an der Rinde (Tab. 23). Nach zunachst niedrigem Befall konnte zu
BBCH 79 sechs mal haufiger B. cinerea von den Beeren (52 %) isoliert werden als nach
dem letzten Applikationstermin zu BBCH 77, der Befall steigerte sich bis zur Ernte auf 90
%. Damit setzte der Befall an den Beeren, wie auch in Marienthal, bereits einen Monat vor
dem an der Rinde ein. Der Einsatz des Botrytizids flihrte wahrend der gesamte
Vegetationsperiode zu einer signifikanten Verringerung des Pathogenbefalls an Bliten
und Beeren. Bei einem Befallsdruck von tber 50 % zu BBCH 79 konnte kurzzeitig eine
Reduktion um 70 % erzielt werden, diese fungizide Wirksamkeit verringerte sich im Laufe
der Vegetation auf 42 Prozent. Sowohl der Antagonist alleine oder alternierend mit
Fenhexamid zeigten eine geringere Wirksamkeit gegen B. cinerea an den Beeren als die
reine Botrytizid- Anwendung. Eine alternierende Behandlung wirkte nur halb so gut wie

das Fungizid. Die Entwicklung des Pathogens konnte anfanglich zu BBCH 79 um 40 %
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Tab. 23: Einfluss von Ulocladium atrum in alternierenden Applikationen mit Fenhexamid
auf die Entwicklung von Botrytis cinerea an Bliten und Beeren von Reben (cv.
‘Kerner) am Standort Kirrweiler in der Vegetationsperiode 2000 (n = 4 x 30,
unterschiedliche Buchstaben innerhalb einer Spalte kennzeichnen Signifikanz
nach Mann- Whitney Rank Sum Test bei p < 0,05).

Entwicklungsstadium zum Befall mit B. cinerea [%)]

Applikationszeitpunkt [BBCH] zu Entwicklungsstadium BBCH
Behandlung U. atrum Botrytizid 68* T7* 79 81 85 85
ohne 1a 8ab 52a 70 a 70 a 92 a
Botrytizid
Botrytizid 61 und 77 2a 24a 16 b 40b 35b 50b
U. atrum 55, 61, 68 und 4 a 3b 43a 67a ©556a 88a
(4 x) 77
U. atrum 55 und 68 2a 9ab 63a 79c 56ab 90a
(2x)
Alternierend 55 und 68 61 und 77 2a 11a 32ab 53b 50ab 79a

* nach Applikation von U. atrum bzw. Botrytizid

reduziert werden, jedoch bei einem hohen Befallsdruck zu BBCH 85 nur noch um 15 %.
Die Unterdrickung von B. cinerea in den Parzellen mit vier Ausbringungen des

Antagonisten lag deutlich niedriger bei vier bis 20 Prozent.

Vegetationsperiode 2001

Am Standort Kirrweiler wurde in der Vegetationsperiode 2001 die Wirksamkeit von U.
atrum alleine und alternierend mit dem Botrytizid Fenhexamid auf die Entwicklung von B.
cinerea auf der Rebenrinde der Sorte ‘Kerner’ untersucht. Bei einer gleichmafigen
Pathogenentwicklung von unter 20 % an der Rebenrinde fihrten zwei Behandlungen mit
dem Wirkstoff Fenhexamid zu einer signifikanten Befallsreduktion, die zwischen 80 % und
98 % lag (Abb. 37). Zum Erntetermin zu BBCH 89 konnten bei den Fungizid-
Behandlungen nur auf zehn Prozent der Rindenproben B. cinerea nachgewiesen werden.
Behandlungen mit U. atrum flhrten mehrmals kurzzeitig zu einer Reduktion des
Pathogenbefalls an der Rinde. Bei aufgehender Blite zu BBCH 61 konnte der Befall
signifikant um 76 % reduziert werden. Durch wiederholte Anwendung des Antagonisten
konnte eine Besiedlung mit B. cinerea zu BBCH 75 erneut um 50 % gesenkt werden.
Nach den Applikationen lie die Wirkung von U. atrum jedoch schnell nach, so dass die
Pathogenentwicklung im Vergleich zu Rindenstiicken ohne Botrytizid-Behandlung nur
geringflgig beeinflusst wurde. Deutlichere Unterschiede entwickelten sich ab BBCH 85
bis zu BBCH 89. Das Pathogen wurde weniger haufig von der Rebenrinde isoliert. Der
Befall war um ein Drittel auf 35 % verringert. Bei der alternierenden Behandlung wurde im

Vergleich zur finfmaligen Ausbringung von U. atrum die Vorblite- Behandlung zu BBCH
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Abb. 37: Einfluss von Ulocladium atrum in alternierenden Applikationen mit Fenhexamid
auf die Entwicklung von Botrytis cinerea auf der Rebenrinde (cv. ‘Kerner) am
Standort Kirrweiler in der Vegetationsperiode 2001 (n = 4 x 25; Pfeile
kennzeichnen die Applikationszeitpunkte von U. atrum bzw. des Botrytizids
Fenhexamid; unterschiedliche Buchstaben zu jedem Boniturtermin
kennzeichnen Signifikanz nach Mann-Whitney Rang Sum Test bei p < 0,05).

61 ausgelassen und eine Applikation zu BBCH 81 durch Fenhexamid ersetzt. Es konnte
im Vergleich zur Variante mit U. atrum alleine ein ahnlicher Befallsverlauf von B. cinerea
festgestellt werden. Zur Ernte stellte sich eine hohere Wirksamkeit gegen das Pathogen
ein. Es wurde mit 29 % Befall eine Halbierung des Auftretens von B. cinerea an der
Rebenrinde im Vergleich zu unbehandelten Pflanzen beobachtet.

3.5.5.3 Wirksamkeit von U. atrum auf den Grauschimmelbefall an Trauben

Vegetationsperiode 2000

In Kirrweiler wurde im Jahr 2000 die Befallsentwicklung von B. cinerea an Trauben der
Rebsorte ‘Kerner’ in Abhangigkeit der Haufigkeit der Behandlungen von U. atrum
untersucht. Gleichzeitig wurde der Einfluss einer alternierenden Spritzfolge mit dem
Botrytizid Fenhexamid erfasst. Fenhexamid- Anwendungen reduzierten den Befall der

Trauben mit B. cinerea signifikant (Abb. 38). Nach fast vollstindiger Kontrolle des
Pathogens bei anfanglich geringem Befall von 12 % bis zu BBCH 85, wurde zur Ernte
lediglich eine Reduktion des Befalls von 60 % auf 24 % durch die Fungizid-Applikationen
ermittelt. Vier Behandlungen mit U. atrum fihrten bei dem anfanglich schwachen Befall zu
einer Wirksamkeit von 13 %. Zur Ernte konnte der Grauschimmelbefall hingegen um 20 %
reduziert werden. Die zwei Applikationen von U. atrum zeigten im Vergleich zu vier

Behandlungen eine deutlich verringerte Wirksamkeit, Unterschiede zur Variante ohne
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Abb. 38: Einfluss von Ulocladium atrum in alternierenden Applikationen mit Fenhexamid
auf die Entwicklung des Grauschimmelbefall an Trauben (cv. ‘Kerner’) am
Standort Kirrweiler in der Vegetationsperiode (n = 4 x 25; unterschiedliche
Buchstaben zu jedem Boniturtermin kennzeichnen Signifikanz nach Tukey bei p
<0,05).

Botrytizid waren kaum mehr erkennbar. Bis zu BBCH 85 zeigte die alternierende
Applikationsfolge, bei der Applikationen von U. atrum zu BBCH 55 und 68 alternierend mit
Fenhexamid zu BBCH 61 und BBCH 78 ausgebracht wurden, ahnliche Effekte auf den
Pathogenbefall der Trauben wie die Fungizid-Applikationen und zwar deutlich wirksamer
als die Variante mit U. afrum alleine. Zur Ernte konnte jedoch eine deutlich schwachere
Wirksamkeit der alternierenden gegenuber der reinen Fungizidspritzfolge ermittelt

werden. 37 % der Tauben zeigten einen Befall mit Grauschimmel.

Im Jahr 2000 wurde in Kirrweiler die Anzahl der befallenen Traubenproben mit
Schadsymptomen von B. cinerea als Befallshaufigkeit bestimmt. Bereits zu einem sehr
frihen Zeitpunkt in der Vegetationsperiode, Anfang August, konnte ein Befall mit B.
cinerea nachgewiesen werden (Tab. 24). Die Anzahl befallener Trauben mit Symptomen
stieg gleichmaRig bis zu BBCH 89 an, so dass zur Ernte kaum noch Trauben befallsfrei
waren. Durch Fungizidspritzungen konnte die Befallsrate der Trauben bis Ende August
auf funf Prozent reduziert werden. In den folgenden drei Wochen erhéhte sich der
Grauschimmelbefall an den Trauben auf 34 %, und stieg bis zum Erntetermin auf Gber 80
% an. Vier Applikationen von U. atrum verringerten die Befallshaufigkeit bis Ende August

um uber 50 %, verloren jedoch in den drei folgenden Wochen deutlich an Wirksamkeit.
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Tab. 24: Einfluss von Ulocladium atrum in alternierenden Applikationen mit Fenhexamid
auf die Befallshaufigkeit der Trauben (cv. 'Kerner) mit dem Erreger des
Grauschimmels  Botrytis cinerea am  Standort Kirrweiler in  der
Vegetationsperiode 2000 (n = 4 x 25; unterschiedliche Buchstaben zu jedem
Boniturtermin kennzeichnen Signifikanz nach Tukey bei p < 0,05).

Befallshaufigkeit der Trauben mit Botrytis cinerea [%]

August September Oktober

4 23 31 7 21 6

BBCH 79 81 85 85 85 89
gg’:;tizi ] 18 a 20a 40a 67a 77 a 9 a
Botrytizid 1b 1c 5b 23c 34c 86 a
Alternierend 3b 3c 6b 29 bc 53b 95 a
U. atrum (4x) 1b 13 a 13b 48 ab 75a 97 a
U. atrum (2x) 6b 14 a 27 a 52 a 83 a 97 a

Zur Ernte waren keine signifikanten Unterschiede zu den Trauben ohne Botrytizid-Einsatz
mehr festzustellen. Zwei Behandlungen von U. afrum fuhrten an den Rebentrauben zu
einer verringerten Wirksamkeit. Eine alternierende Behandlung brachte keine Steigerung

der Wirksamkeit, diese war niedriger als bei der reinen Fenhexamid- Anwendung.

B ohne Botrytizid O Botrytizid O Alternierend B U. atrum (5x)
40+

30+
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J
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Abb. 39: Einfluss von Ulocladium atrum in alternierenden Applikationen mit Fenhexamid
auf die Entwicklung des Grauschimmelbefalls an Trauben (cv. ‘Kerner) am
Standort Kirrweiler in der Vegetationsperiode Jahr 2001 (n = 4 x 25;
unterschiedliche Buchstaben zu jedem Boniturtermin kennzeichnen Signifikanz
nach Tukey bei p < 0,05).
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Vegetationsperiode 2001

Im Jahr 2001 wurden am Standort Kirrweiler Applikationsfolgen mit U. afrum und dem
Fungizid Fenhexamid alleine mit einer alternierenden Behandlung verglichen. Bei der
alternierenden Ausbringung wurde die Inokulation des Antagonisten vor der Blite zu
BBCH 61 ausgesetzt und die letzte Applikation durch eine Botrytizidspritzung ersetzt.
Durch die alleinige Fenhexamid- Anwendungen zu BBCH 75 und BBCH 81 konnte der
Traubenbefall mit B. cinerea unter zehn Prozent gehalten werden, trotz starkem
Befallsanstieg auf 34 % an den unbehandelten Trauben (Abb. 39). Finfmalige
Applikationen von U. atrum verringerten den Traubenbefall deutlich, bis zur Ernte konnte
eine Wirksamkeit von Uber 40 % ermittelt werden. 20 % der Rebentrauben zeigten
Symptome. Bei der alternierenden Behandlung lag die Wirksamkeit gegen den

Grauschimmelbefall zwischen den Effekten der beiden anderen Behandlungen bei 60 %.

3.5.6 Integration von U. atrum in konventionelle Pflanzenschutzverfahren

Im konventionellen Weinbau werden Spritzfolgen mit Pflanzenschutzmittel ausgebracht,
um die Pflanzen vor Befall durch pilzliche und tierische Schadorganismen zu schitzen.
Nachfolgend wurde die Nutzung von Applikationen mit U. atrum als Bestandteil solcher
konventioneller MaRnahmen untersucht. Dazu wurde der Einfluss der an den beiden
Standorten Marienthal und Kirrweiler in den Versuchsjahren 2000 und 2001 flr
versuchsbegleitende konventionelle Spritzfolgen verwendeter Praparate in vitro und im

Freiland auf U. atrum untersucht.

3.5.6.1 In vitro- Sensitivitat gegeniiber Pflanzenschutzmitteln

An den Standorten Marienthal und Kirrweiler wurden in den Jahren 2000 und 2001
konventionelle PflanzenschutzmaRnahmen mit Fungiziden und Insektiziden durchgefiihrt.
In begleitenden Laborversuchen wurde die Sensitiviat von U. atrum und B. cinerea auf
diese Produkte anhand der Sporenkeimung und des Myzelwachstums untersucht (Tab.
25). Dabei wurden die Handelspraparate mit 0, 0,1, 1, 10, 50 und 100 ppm aktive
Substanz Wirkstoff getestet. Die Botrytis-Standardprodukte Fenhexamid und Vinclozolin
zeigten gegen die Sporenkeimung von B. cinerea einen ECso-Wert von 0,3 bzw. 1,8 ppm
a.i. und gegen das Myzelwachstum sogar von weniger als 0,1 ppm a.i.. Spezialfungizide
zur Bekdmpfung von u. a. Echten und Falschen Mehltau zeigten weniger als ein
funfzigstel bis keinen nachweisbaren Einfluss auf die Sporenkeimung von U. atrum und B.
cinerea. Die Sterolbiosynthesehemmer Fenarimol, Penconazol und Triadimenol
verringerten jedoch deutlich das Myzelwachstum beider Organismen. Fur Fenarimol
wurde ein ECso-Wert von 0,5 ppm a. i. gegen U. atrum, flr Penconazol ein ECso-Wert von

1,0 ppm a. i. gegen B. cinerea als hochste Wirksamkeit bestimmt. Diese Werte
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beschreiben ein Funftel bis ein Zehntel der Wirksamkeit von Fenhexamid bzw. Vinclozolin
gegen B. cinerea. Protektiv wirksame Fungizide mit breitem Wirkungsspektrum hatten
eine Verringerung der Sporenkeimung und des Myzelwachstums zur Folge. Das
Wirkniveau gegen die Sporenkeimung lag deutlich unter einem Finftel, gegen das
Myzelwachstum unter einem Hunderstel der Wirksamkeit der Botrytizide. Lediglich
Mancozeb zeigte eine héhere Sporenkeimhemmung von B. cinerea als der Standard
Fenhexamid. Auffallend war die deutliche Wirksamkeit des Insektizids Parathion-methyl
gegen B. cinerea. Mit ECs-Werten von 1,5 und 6 ppm a. i. gegen die Sporenkeimung
bzw. das Myzelwachstum des Pathogens glich die Wirksamkeit der eines Basisfungizids.

Eine Wirkung gegen U. atrum konnte hingegen nicht beobachtet werden.

Tab. 25: In vitro- Sensitivitdt von Ulocladium atrum bzw. Botrytis cinerea gegenuber
Fungiziden aus unterschiedlichen Wirkstoffklassen, verwendet flir die
konventionellen Pflanzenschutzmaldnahmen an Reben wahrend der
Freilandversuche an den Standorten Marienthal und Kirrweiler in den
Vegetationsperioden 2000 und 2001 (n = 4; Auswertung nach 7d; 20 °C; Hafer -
Nahrmedium).

ECs¢ [ppm a. i.]

Ulocladium atrum Botrytis cinerea
Sporen- Myzel- Sporen- Myzel-

Wirkstoff Handelspraparat keimung wachstum keimung wachstum
Fenhexamid Teldor® >100 81,5 0,3 0,1
Vinclozolin Ronilan W® > 100 > 100 1,8 0,1
Azoxystrobin Quadris® >100 >100 16,0 >100
Dimethomorph Forum® > 100 97,7 >100 > 100
Dithianon Delan® 19,5 43,2 2,6 19,0
Fenarimol Rubigan® >100 0,5 >100 12,7
Fenarimol Vento® > 100 5,6 > 100 > 100
+ Quinoxyfen
Folpet Ridomil Gold 1,7 8,3 1,6 70,3
+ Metalaxyl-M Combi®
Iprovalicarb Melody M® > 100 > 100 > 100 2,7
+ Tolylfluanid
Mancozeb Dithane Ultra® 6,2 16,9 0,1 12,1
Metiram Polyram Combi® 11,9 69,3 11,7 71,0
Netzschwefel Sulphur >100 > 100 >100 >100
Parathion-methyl* ME 605® > 100 >100 1,5 6,3
Penconazol Topas® > 100 1,4 51,5 1,0
Propineb Antracol WG® 46,4 34,9 11,3 >100
Spiroxamine Prosper® > 100 6,6 > 100 10,8
Triadimenol Bayfidan® > 100 7,2 > 100 12,5

* insektizider Wirkstoff mit fungizider Nebenwirkung
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3.5.5.2 Kombination von U. atrum mit konventionellen PflanzenschutzmaBnahmen

Der Einfluss der konventionellen Pflanzenschutzmaflinahmen auf den Entwicklungsverlauf
von B. cinerea an den ansonsten unbehandelten Weinreben und auf die Besiedlung von
U. atrum an Rebstdcken mit viermaliger Applikationsfolge des Antagonisten wurde in den
Vegetationsperioden 2000 und 2001 an den Standorten Marienthal und Kirrweiler verfolgt.
Die Untersuchungen wurden durch Beproben der Rebenrinde durchgefiinrt. Am Standort
Marienthal konnte in beiden Vegatationsperioden keine Beeinflussung der
Rindenbesiedlung mit beiden Pilze durch die FungizidmalRnahmen festgestellt werden. In
Kirrweiler in der Vegetationsperiode 2000 stieg vor der Blite zu BBCH 61 die Anzahl der
Rindenstucke, von denen B. cinerea isoliert werden konnte, zunachst auf 40 % an und
verringerte sich dann bis BBCH 68 um zwei Drittel auf 13 % (Abb. 40). Bis zum
Entwicklungsstadium BBCH 77 stieg der Rindenbefall von B. cinerea, an Weinreben ohne
sonstige Behandlung, gleichmafig, wenn auch langsam, wieder auf 35 % an, jedoch kam
es bis zu BBCH 79 zu einer erneuten Halbierung des Auftretens des Pathogens an den
Rindenstlcken. Auffallig war, dass der deutliche Rickgang der Rindenbesiedlung von B.
cinerea mit Tankmixapplikationen des Fungizides Spiroxamine und dem Insektizid
Parathion-methyl einherging. Weitere Spritzungen von Fungiziden in der Vegetation

zeigten keinen Einfluss auf die Entwicklung. Ebenso konnte keine Beeinflussung von
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Abb. 40: Einfluss konventioneller Pflanzenschutzmallinahmen auf die Besiedlung und
Etablierung von U. atrum sowie die Entwicklung von Botrytis cinerea auf der
Rebenrinde (cv. ‘Kerner) am Standort Kirrweiler in der Vegetationsperiode
2000 (n = 4 x 25; Pfeile kennzeichnen Applikation konventioneller
Pflanzenschutzmalinahmen (ohne Botrytizid) und Ausbringung des
Antagonisten; 1 — Propineb, 2 — Triadimenol, 3 — Spiroxamine und 4 —
Parathion-methyl).
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U. atrum festgestellt werden. Dagegen konnte in der Vegetationsperiode 2001 in
Kirrweiler B. cinerea bis zu BBCH 81 konstant mit einer Haufigkeit von 10 % bis 20 % an
der Rebenrinde nachgewiesen werden, obwohl gleichzeitig Tankspritzungen mit

Spiroxamine und Parathion-methyl durchgefiihrt wurden.

3.5.6 Einfluss auf den Beerenertrag und den Ausbau des Weines

An den Standorten Marienthal und Kirrweiler wurden die Weintrauben durch Handlese
geerntet und der Ertrag je Pflanze sowie der Zuckergehalt bestimmt. Anschlie®end wurde
von allen Behandlungen Wein in Glasballons ausgebaut und der Garverlauf beobachtet.
In Kirrweiler wurde der gewonnene Wein auf seinen Alkohol-, Restzucker- und
Sauregehalt, wie auch den pH Wert untersucht. Zudem wurde eine sensorische Prufung

und Bewertung des ausgebauten Weins durchgeflihrt.

In Marienthal konnte der Traubenertrag in beiden Vegetationsperioden durch
Applikationen des Botrytizid im Vergleich zu ohne Botrytizid- Anwendungen gesteigert
werden. Der Ertrag im Jahr 2000 lag bei den Fungizid-Behandlungen drei Mal so hoch mit
2,4 kg pro Pflanze (Tab. 26), wahrend er im Folgejahr nur um 13% auf 2,7 kg je Pflanze
gesteigert werden konnte (Tab. 27). Die Anwendungen von U. atrum flihrten in beiden
Vegetationsperioden kaum zu Veranderungen des Traubenertrags. Dabei zeigten die
unterschiedlichen Anwendungen des Antagonisten, wie das verwendete Anzuchtmedium,
die Inokulumdichte oder auch unterschiedlich terminierte Spritzfolgen von U. atrum,
keinen Einfluss. In Marienthal wurden die Rebentrauben cv. ‘Miller Thurgau‘ in beiden

Vegetationsperioden mit einem relativ niedrigen Zuckergehalt von 62 bis 65 °Oechsle

Tab. 26: Einfluss der Sporendichte und des Anzuchtndhrmediums von Ulocladium atrum
auf den Ertrag, Alkohol-, Zuckergehalt und pH Wert der Rebentrauben Sorte
‘Mdller Thurgau® am Standort Marienthal zum Erntetermin am 27. September
2000 (n = 4; unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen Signifikanz nach
Tukey bei p <0,05).

Konzentration Ertrag pro Alkoholgehalt Zuckergehalt

[Sporen/ ml] Pflanze [kg] [°/ o0] [°Oechsle] pH Wert
ohne Botrytizid 09b 9,33 ab 63 a 3,6a
Botrytizid 24 a 8,85b 65 a 3,6a
U. atrum 2 x 10° 1,1b 8,95 ab 64 a 3,7a
Haferkorner
U. atrum 4x10° 09b 9,65 a 63 a 3,6a
Bulgar
U. atrum 2 x 10° 1,1b 9,58 ab 64 a 3,7a

Bulgar
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Tab. 27: Einfluss des Applikationszeitpunktes von Ulocladium atrum auf den Ertrag,
Alkohol-, Zuckergehalt und pH Wert der Rebentrauben Sorte ‘Muller Thurgau'
am Standort Marienthal zum Erntetermin am 4. Oktober 2001 (n = 4; keine
Signifikanz nach Tukey bei p < 0,05).

Ertrag pro Pflanze Alkoholgehalt Zuckergehalt
[kg] [°/ oo] [°Oechsle] pH Wert
ohne Botrytizid 24 8,15 62 3,3
Botrytizid 27 7,93 63 3,1
U. atrum frih 21 7,90 63 3,1
BBCH 55, 61, 68 und 79
U. atrum spat 2,1 8,63 64 3,2

BBCH 61, 68, 79 und 85

geerntet. Im Vergleich dazu lag der Zuckergehalt der Trauben der Rebsorte ‘Kerner‘ in

Kirrweiler deutlich héher, in den Anwendungen mit Fenhexamid bei 80 bzw. 85 °Oechsle

(Abb. 28). Bei den Varianten mit U. atrum lag der Zuckergehalt noch um weitere 5 bis 10

°Oechsle hoher.

Tab. 28: Einfluss von Ulocladium atrum in alternierenden Applikationen mit Fenhexamid
auf den Zuckergehalt der Rebentrauben Sorte ‘Kerner' am Standort Kirrweiler
zum Erntetermin am 10. Oktober 2000 und den Alkohol-, Restzucker- und
Sauregehalt des Weines nach Ausbau im Glasballon mit anschlieRender
sensorischer Prifung (Analyse 12. Januar 2001).

Ernte Weinausbau
Zuckergehalt Alkoholgehalt Restzucker Siure  sensorische Prufung*
[°Oechsle] [Vol. %] [g/1] [9/11  Note Bemerkung
ohne 85 11,7 10,9 7.5 1,0  harmonisch, feine
Botrytizid Sisse, fruchtig
Botrytizid 80 11,7 11,6 9,1 1,0 sauber,
schone Frucht
Alternierend 89 12,1 15,6 7,0 1,0 sauber, streng,
nicht rund
U. atrum (4x) 88 11,5 16,5 7,3 1,0 sauber, fruchtig,
saftig, schén
U. atrum (2x) 91 11,9 10,2 6,9 1,0 sauber, fruchtig,

schon, Bukett

* sensorische Prifung: 1 - sehr gut

3 — befriedigend

5 — mangelhaft
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Abb. 41 Einfluss von Ulocladium atrum in alternierenden Applikationen mit Fenhexamid
auf den Garverlauf beim Ausbau des Weines (cv. ‘Kerner) am Standort
Kirrweiler (Ballonabfullung am 17. Oktober 2001).

Wahrend des Ausbaues des Weines konnte kein Einfluss der Behandlungen auf den
Garverlauf der Rebsorte ‘Kerner’ festgestellt werden (Abb. 41). Nachdem die Weine der
verschiedenen Varianten ausgebauten waren konnten keine Unterschiede im
Alkoholgehalt nachgewiesen werden. Auffallend war hingegen der deutlich hohere
Sauregehalt der mit Fenhexamid behandelten Parzellen im Jahr 2000, dieser lag um 2 g/ |
Uber dem der Ubrigen. Spritzfolgen mit viermaliger Behandlung von U. atrum sowie
Applikationen alternierend mit U. afrum und Botrytizid hatten einen hoheren
Restzuckergehalt zur Folge (Abb. 28).
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4. DISKUSSION

Das Pathogen B. cinerea ist weltweit verbreitet mit einem weiten Wirtskreis und
verursacht hohe wirtschaftliche Schaden. Eine Bekdmpfung kann mit einer Reihe von
Fungiziden erfolgen, ist jedoch nicht immer erfolgreich. Daher werden auch andere
Bekampfungsmoglichkeiten, wie biologische Praparate, in Erwagung gezogen.
Antagonisten konnen direkt auf das Pathogen wirken bzw. die epidemische Entwicklung
im Bestand beeintrachtigen. Der pilzliche Organismus U. atrum besitzt das Potenzial das
Pathogen B. cinerea erfolgreich zu bekampfen (BOFF 2001, FRUIT 2001, KESSEL 1999,
KOHL et al. 1998, 2000). In dieser Arbeit wurde der Einfluss des Pathogengenotyps auf
die antagonistische Wirksamkeit von U. afrum gegen B. cinerea auf unterschiedlichen
Geweben verschiedener Kulturpflanzen, sowohl unter kontrollierten Bedingungen, als

auch im Freiland untersucht.

B. cinerea besitzt von den Botrytis-Arten den groten Wirtskreis und verursacht hohe
wirtschaftliche Schaden an wichtigen Kulturen, sowohl in der Produktionsphase als auch
bei der Lagerung und dem Transport. B. cinerea kann an fast allen Pflanzenteilen, wie
Blattern, Stangeln, Blliten und Friichten, Schaden verursachen sowie saprophytisch auf
nekrotischem Gewebe leben. In der vorliegenden Arbeit wurden Isolate von B. cinerea an
Begonien- und Paprikapflanzen sowie an Weinreben untersucht, wobei es stets zu hohen
Befallswerten an den Pflanzen kam. Dagegen sind andere Botrytis-Arten wirtsspezifisch

und verursachen deutlich geringere wirtschaftliche Schaden (JARvIS 1980a).

Die Hyphenzellen verschiedener Isolate der Botrytis-Arten sind mehrkernig und vereinzelt
heterokaryotisch. Die sexuelle Rekombination und Heterokaryose ermoglichen eine hohe
Variabilitdt und damit die Fahigkeit sich an die wechselnden Umweltbedingungen
anzupassen und ermdglichen z. B. das Auftreten von wirtsspezifischen Populationen
innerhalb einer Art und unterschiedlicher Fungizidsensitivitdt einzelner Phenotypen
(FARETRA und GRINDLE 1992, LORBEER 1980). Es konnte auch in den eigenen
Untersuchungen gezeigt werden, dass die Aggressivitdt von B. cinerea gegen ein
Wirtsgewebe isolatspezifisch war. Nach VON TIEDEMANN et al. (2000) ermdglichen
verschiedene wirtsunspezifischen Pathogenitatsfaktoren B. cinerea einen so grof3en

Wirtspflanzenkreis zu infizieren und zu besiedeln.

Der Hyphomycet Ulocladium atrum Preuss (Stemphylium atrum (Pr.) Sacc.) wurde
erstmalig 1852 von Preuss beschrieben (SIMMONS, 1967). Wie von DAVID und KELLEY
(1995) und SIMMONS (1998) gezeigt, konnten in den eigenen Untersuchungen
Uberwiegend dunkelbraune, stark septierte, fast ballférmige Sporen beobachtet werden,
die in ihrer Morphologie einigen Alternaria Gattungen ahneln (BARNETT und HUNTER 1998,
PRYOR und GILBERTSON 2000). Der saprophytische Pilz ist weltweit an Pflanzenmaterial
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und im Boden verbreitet (FARR et al. 1989), wo er am Abbau von organischem Material
beteiligt ist (ALMENDROS et al. 1985a, b). Das Isolat Ua385 wurde vor einigen Jahren von
nekrotischen Lilienblattspitzen isoliert und als wirksames ‘biological control agent' (BCA)
gegen Botrytis spp. beschrieben (KOHL et al. 1995a). Ahnlich, wie bereits an
verschiedenen Kulturpflanzen beobachtet, verursachte das Isolat Ua385 in eigenen
Untersuchungen an Jungpflanzen von Begonien, Paprika und Reben keine Symptome am
Pflanzengewebe. In einigen wenigen Literaturquellen wird der Saprophyt U. atrum als
unbedeutendes Pathogen an Pflanzen aufgefuhrt, der Blattflecken z. B. an Gurken
(GroRbritannien, BUTLER et al. 1979), an Kartoffeln (Peru und Tirkei, TURKENSTEEN 1979,
DEMIRCI und DOKEN 1979), sowie Doldenabsterben (Achene blemish syndrom) an
Sonnenblumen (Israel, SHITIENBERG 1994) hervorruft. Weiter wird die Wirkung von U.
atrum als mogliches Bioherbizid gegen Orobanche spp. in Bohnen (LINKE et al. 1992)
beschrieben. Nach DOSTER und MICHAILIDES (1999) fuhrte die Besiedlung der Schalen
von Pistazien mit U. afrum, der damit verbundenen Verfarbung und dem fruhzeitigen
Aufbrechen der Nuss, zu einer deutlichem Qualitatsminderung der Nisse. In der Literatur
werden anderen Ulocladium-Arten, wie U. charatarum, U. consortiale und U. curcurbitae,
als Pflanzenpathogene beschrieben (BEDLAN 1999, FARR et al. 1989, REIMERS et al. 1993,
VANNINI et al. 2000, ZITTER und Hsu 1990, 1992).

Die Kontrolle von B. cinerea in Pflanzenkulturen kann auf verschiedenen Wegen erfolgen.
Vorbeugende Malinahmen schlief3en die Kulturfiihrung wie Dingung, Bewasserung oder
Pflanzweiten und somit die Steuerung des Bestandsklimas ein. Hygiene in der
Kulturfihrung stellt ebenso einen wichtigen Faktor dar. Die in dieser Arbeit gewahlten
Inokulations- und Inkubationsbedingungen beschreiben die Bedeutung dieser Faktoren.
Die hoéchsten Befallswerte wurden bei 100 % rel. Luftfeuchte an gut ernahrten Pflanzen
mit hoher Inokulumdichte von B. cinerea erzielt. Chemische Pflanzenschutzmalhahmen
konzentrieren sich auf Anwendungen von synthetischen Fungiziden, die nach ihren
Wirkmechanismen (Target im pilzlichen Stoffwechsel) in sechs Klassen unterteilt werden
kénnen: (I) Hemmung der Mikrotubulibiosythese (Carbendazim, Diethofencarb), (lI)
Hemmung der Signaltransduktion (Fludioxonil), (lll) Hemmung der Lipidsynthese
(Vinclozolin), (IV) Hemmung der Aminosaurebiosynthese (Cyprodinil und Pyrimethanil),
(V) Hemmung der Sterolbiosynthese (SBI) in der Membran (C4-Demethylierung,
Fenhexamid) und (VI) solche mit einem breiten Wirkmechanismus (‘Multi site’ Inhibitoren,
Tolylfluanid) (GULLINO et al. 2000b, LEROUX 1995, LEROUX et al. 2002). Auf Grund der
hohen Generationsfolge des Pilzes ist die Gefahr der Ausbildung von Resistenzen sehr
hoch einzuschatzen (GULLINO 1992, MAUDE 1980).

Es wird deutlich, dass zur effizienten Gestaltung von Kulturverfahren zur Bekampfung

eines Pathogen wie B. cinerea fortlaufend nach innovativen Methoden gesucht wird. Die
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Ausbringung von antagonistischen Mikroorganismen ist ein solches Verfahren. Heute ist
es praxisublich, eine Kombination oder eine wechselnde Folge von Fungiziden aus
unterschiedlichen Wirkstoffklassen zur Vermeidung von Resistenzen zu verwenden
(LEROUX 1995, LEROUX und DESCOTES 1996, LEROUX et al. 2002). Trotz einer Vielzahl
verfugbarer Wirkstoffe aus unterschiedlichen Wirkstoffklassen und verbesserten
Applikationstechniken ist eine effektive Bekampfung von B. cinerea meist kompliziert und
unvollstandig (GULLINO 1992). In den eigenen Feldversuchen an Weinreben wurde dies
am Standort Kirrweiler deutlich. Konventionelle  Spritzfolgen, die Ubliche
Botrytizidanwendungen einschlossen, fihrten zu keiner ausreichenden Bekampfung des

Grauschimmels an den Trauben im Jahr 2000.

Die Anwendung von Antagonisten an oberirdischen Pflanzenteilen ist im Vergleich zur
Bekampfung von Bodenpathogen nur wenig untersucht. Vor allem werden Antagonisten
gegen Pathogene wie B. cinerea gesucht, die zur Resistenzbildung gegen konventionelle
Fungizide neigen (KOHL et al. 1997). Die biologische Bekampfung von Pathogenen beruht
u. a. auf der vorbeugenden Applikation von Mikroorganismen als Gegenspieler, die als
‘biological control agents‘ (BCA) bezeichnet werden. In den eigenen Untersuchungen
erwiess sich die vorbeugende Ausbringung von U. afrum wirksamer als die gleichzeitige
Applikation von Antagonist und Pathogen. Aber auch die Anwendung von U. atrum auf
bereits von B. cinerea befallenen Geweben zeigte noch eine, wenn auch niedrigere
Wirksamkeit. Die Wechselwirkung zwischen Antagonist und Pathogen kann Uber einen
ldngeren Zeitraum stattfinden und beeintrachtigt den Stoffwechsel und das Uberleben des
Pathogens und bewirkt damit einen indirekten Schutz der Pflanze (KOHL et al. 1995b).
Dies ist bei Pathogenen wie B. cinerea, mit mehreren Entwicklungszyklen in der Saison
bzw. nur kurzer Generationszeit, wichtig. Der Befallsdruck wird dadurch verringert. Auch
COOK (2002) beschreibt diesen Einfluss spaterer Anwendung auf Zielflachen mit bereits

sporulierenden Pathogenen auf deren epidemische Entwicklung.

Ein Antagonist kann auf verschiedene Entwicklungsstadien eines nekrotrophen
Pathogens wie B. cinerea wirken. Als wichtige Stadien werden die Infektion des Wirtes,
die weitere Befallsentwicklung und die Uberdauerung genannt (FOKKEMA 1993, FOKKEMA
et al. 1994, KESSEL 1999, KOHL und FOKKEMA 1998b). Dabei kdnnen verschiedene
Wirkmechanismen wie die Antibiose (KNUDSEN und SPURR 1987), Hyperparasitismus
(PAUL 1999), Konkurrenz um Raum und Nahrstoff (BLAKEMAN 1993, ELAD 1996), aber
auch induzierte Resistenz der Wirtspflanze (ELAD et al.1994a, b, TERRY und JOYCE 2000)
zum Tragen kommen.

Die wirkungsvollsten Mechanismen von Antagonisten, die ein Pathogen direkt

unterdriicken, sind die Produktion von Antibiotika oder lytischer Enzyme. Ein Antibiotika
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produzierendes Isolat des Bakteriums Bacillus subtilis war im Stande Astilben vor einer
Infektion mit B. cinerea zu schiitzen, solange keine Resistenz der Botrytis- Population
gegenliber den Antibiotika auftrat (LEIFERT et al. 1995, LI und LEIFERT 1994). In den
eigenen Untersuchungen enthielten Kulturfiltrate von U. afrum keine Stoffe, die die
Entwicklung von B. cinerea hemmten. Ebenso bildeten sich keine Hemmhofe zwischen
dem Myzel von U. atrum und B. cinerea auf Nahrmedien aus. Der Wirkmechanismus des
Pilzes Trichoderma harzianum T39 (Trichodex®) beruht auf der Konkurrenz um Raum und
Nahrstoffe, der Inaktivierung hydrolytischer Enzyme, die auf der Blattoberflache von B.
cinerea in der ersten Phase von Wirt- Pathogen- Interaktion gebildet werden, und
induzierter Wirtsresistenz (ELAD und KIRSHNER 1993, ELAD et al. 1994c, ELAD et al. 1998,
KAPAT et al. 1998, ZIMAND et al. 1996). Das Bakterium Bacillus brevis verhindert eine
Infektion mit B. cinerea durch Produktion einer oberflachenaktiven Substanz, welche die
Blattnasse und Wasserverflugbarkeit fir die Keimung reduziert, sowie durch Produktion
des Metaboliten Granicidin S, der die Keimung und das Myzelwachstum des Pathogens
hemmt (EDWARD und SEDDON 1992, SEDDON und SCHMITT 1998).

Blattpathogene wie B. cinerea sind in der Lage an der Rinde und im Pflanzengewebe von
Reben Sklerotien zubilden, womit das Pathogen Uber mehrere Jahre iberdauern kann.
Sklerotien stellen meist neue Inokulumquellen dar und fihren zu einem neuen
Populationsaufbau in der folgenden Vegetationsperiode (FOKKEMA 1993). In der Literatur
ist jedoch nur wenig Uber die Wirkung von Mikroorganismen auf die Uberdauersformen
von B. cinerea bekannt. SCHOENE (2002) zeigte, dass U. atrum zwar die Sklerotien von B.
cinerea uberwachsen, jedoch diese nicht abtoten konnte. Dagegen beschrieben KOHL und
SCHLOSSER (1989) Trichoderma- Arten, die Sklerotien von B. cinerea abtéten konnten.
Ebenso wird eine gute Wirksamkeit des Mykoparasiten Coniothyrium minitans (Contans®)
gegen die Sklerotien einiger Sclerotinia-Arten beschrieben (GERLAGH et al 1993, WHIPPS
1993).

Nahrstoffe in der Phyllosphare, wie Pollenkdrner, Honigtau von Insekten und
Ausscheidungen der Pflanzen, regen eine Infektion mit nekrotrophen Pathogenen auf der
Blattoberflache an (BLAKEMAN und FOKKEMA 1982, DIK et al. 1991). Dieser stimulierende
Effekt kann jedoch durch die natirlich vorkommenden Mikroorganismen, welche die
Nahrstoffe in der Phyllosphare reduzieren, neutralisiert werden und flihrt somit zu einer
natlrlichen Befallskontrolle von nekrotrophen Pathogenen (FOKKEMA und LORBEER 1974).
Antagonisten kdnnen auch mit B. cinerea um Raum und Nahrstoffe konkurrieren. Die
Wirksamkeit von Trichoderma viride und Gliocladium roseum (Clonostachys roseum) auf
die Sporulation von B. cinerea beruht auf der Besiedlung des Gewebes und der

Konkurrenz um Nahrstoffe, wobei G. roseum ebenfalls als Mykoparasit der Hyphen,



96 Diskussion

Sporen und Sklerotien des Pathogens beschrieben wird (MORANDI et al. 2000, 2001,
PENG und SUTTON 1991, SUTTON et al. 1997). Die Hefen Rhodotorula glutinis und
Cryptococcus albidus zeigen die Fahigkeit, die Sporulation von B. cinerea zu
unterdriicken, indem diese die austretenden Nahrstoffe des geschadigten Wirtsgewebes
aufnahmen, und damit den Infektionsbefall an Tomaten und Bohnen reduzieren. Die
Hefen konkurrieren um Nahrstoffe und induzieren wahrscheinlich eine Steigerung der
intrinsischen Resistenzen der Wirtspflanzen gegeniber dem Pathogen (ELAD et al. 19944,
b).

Der Wirkmechanismus des Mikroorganismus U. atrum wurde von verschiedenen
Forschergruppen untersucht. Dabei konnte wie in den eigenen Untersuchungen an U.
atrum anhand von Biotestverfahren auf nekrotischen Pflanzengeweben ein deutlicher
Einfluss des saprophytischen Pilzes auf die Sporulation von B. cinerea festgestellt
werden, wie auch an Erdbeeren (PENG und Sutton 1991), Zwiebeln (KOHL et al. 1992),

Cyclamen und Hortensien (KOHL et al. 1998a) gezeigt werden konnte.

BERTO et al. (2000, 2001) untersuchten die enzymatische Aktivitat von U. atrum wahrend
der Besiedlungsphase von nekrotischen Erdbeergeweben und stellten fest, dass das
Isolat Ua385 pflanzliche und pilzliche Zellwand abbauende Enzyme, besonders p-1-3-
Glucanase, produziert, die bei der konkurrierenden Besiedlung mit B. cinerea von
nekrotischen Erdbeerblattern von groRer Bedeutung sind. Eine Kombination mit anderen
Mechanismen, die bei der Interaktion beider Pilze eine Rolle spielen kdnnten, wie die
Bildung von Toxinen und anderen sekundaren Metaboliten von B. cinerea, wurde in

diesen Untersuchungen jedoch nicht ausgeschlossen.

Die in dieser Arbeit durchgefuhrten Untersuchungen zielten u. a. darauf ab, die
Wirksamkeit eines Antagonisten gegen verschiedene Isolate von B. cinerea zu prufen. Zu
dieser Fragestellung ist nur sehr wenig Literatur vorhanden. Verschiedene saprophytische
Pilze wurden auf ihre Fahigkeit mit Botrytis spp. bei der Besiedlung von nekrotischen
Gewebe zu konkurrieren untersucht (ELAD et al. 1994b, FOKKEMA et al. 1994, KOHL et al.
1995a, YOHALEM 2001). In Biotestverfahren wurden teilweise zwar verschiedene Isolate
der Antagonisten verwendet, jedoch die antagonistische Wirksamkeit gegenlber nur
einem Isolat von B. cinerea untersucht. Lediglich WHITEMAN und STEWART (1998)
verwendeten bei den Untersuchungen der Wirksamkeit des Bakteriums Serratia
liquefaciens ein Sporengemisch aus drei verschiedenen Isolaten von B. cinerea. Die
eigenen Ergebnisse zeigen deutliche Unterschiede der Wirksamkeit von U. atrum gegen
verschiedene Isolate von B. cinerea. Konnte die Sporulation einiger Isolate wie z.B. Isolat

48, nicht verringert werden, lag die Wirkung fir andere bei bis zu 70 %. Diese
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Isolatunterschiede bestimmen folglich den Erfolg der Anwendungen von U. atrum gegen

einen Grauschimmelbefall mit.

Eine Reihe von Labor- und Gewachshausuntersuchungen wurden durchgefiihrt, um die
morphologische und physiologische Variation von 41 untersuchten Isolaten von B. cinerea
in Abhangigkeit von Umwelt und Kulturbedingungen zu bestimmen. Das radiale
Myzelwachstum der verschiedenen Isolate von B. cinerea auf drei Nahrmedien
unterschied sich deutlich voneinander, dabei wuchsen die Isolate im Durchschnitt
schneller auf Potato-Dextrose-Agar als auf Malz-Extrakt-Agar und Hafermehl-Agar.
Auffallig verhielt sich Isolat 12, das deutlich langsamer, wie auch Isolate 0, das deutlich
schneller auf zwei der drei Nahrmedien wuchs. LORBEER (1980) beschreibt, dass

Variationen von B. cinerea vom Wirt, Nahrstoff und Umweltfaktoren abhangen.

Bei makroskopischer Betrachtung der vegetativen Entwicklung konnten die Isolate in die
drei Gruppen Myzel-bildende, sporulierende und Sklerotien-bildende Isolate eingeteilt
werden, wobei die Sporulationsrate sowie die Grélle und Anzahl der Sklerotien
isolatspezisch waren. Ahnliches fanden auch FARETRA und POLLASTRO (1988) in
Untersuchungen an lIsolaten von B. cinerea, die auf unterschiedlichen Nahrmedien
Sklerotien mit unterschiedlicher Anzahl und GroRe ausbildeten. Die Isolate, die unter
Weisslicht keine Sporen ausbildeten, konnten jedoch unter UV-Licht zur Sporulation
gebracht werden, ahnliches wurde von DOSS et al. (1984) berichtet. Ebenso stellten NicoT
et al. (1996) unterschiedliche Sporulationsraten verschiedener Isolate von B. cinerea in

Abhangigkeit des Lichtspektrums fest.

Auf nekrotischem Pflanzengewebe verhielt sich die Sporulation der verschiedenen Isolate
z. T. jedoch deutlich anders als auf den kinstlichen Nahrmedien. Nur bei vier der 41
untersuchten lIsolate konnte eine geringere Sporulationsrate festgestellt werden. Ein
Zusammenhang zwischen der antagonistischen Wirksamkeit von U. atrum und der
Sporulationsrate der verschiedenen Isolate auf nekrotischen Rebenblattern konnte nicht

festgestellt werden.

Die SporengroRe der verschiedenen Isolate von B. cinerea wurde zur weiteren
Charakterisierung untersucht. Die Sporen waren durchschnittlich zwischen 9 — 12 ym lang
und 6 — 8 um breit und hatten ein Volumen von 228 — 406 um. Ahnliche Sporenmalie von
B. cinerea wurden von SHIRANE et al. (1989) beschrieben. PHILLIPS et al. (1987)
berichteten, dass auf glucosehaltigem Nahrmedium gebildete Sporen ein signifikant
grolkeres Volumen und deutlich hdéhere Aggressivitat besalien als Sporen, die auf
glucosearmem Nahrmedium gebildet worden waren. Das Sporenvolumen kénnte somit
ein Kriterium fir die Abschatzung der Aggressivitat sein. Ein solcher Zusammenhang
wurde auch fir Monilia fructiola berichtet (PHILLIPS und MARGOSAN, 1985). In den eigenen
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Untersuchungen konnte kein Zusammenhang zwischen dem Sporenvolumen und der
Aggressivitat festgestellt werden, lediglich fir Isolat 43 liel sich ein solcher
Zusammenhang vermuten. Somit kamen diese Untersuchungen zum gleichen Ergebnis,
wie die von WEEDS et al. (1999), der keinen Zusammenhang zwischen den
morphologischen Charakteristika verschiedener Isolate von B. cinerea und der

Aggressivitat an Wirtspflanzen beobachten konnte.

Die Empfindlichkeit eines Pathogens gegen Fungizide ist ein weiteres Merkmal zur
Differenzierung verschiedener Pathogengenotypen (GIRAUD et al. 1999, LEROUX et al.
2002). Die eigenen Untersuchungen zur Sensitivitdt von B. cinerea gegen fungizide
Wirkstoffe zeigten deutliche Unterschiede zwischen den Isolaten. BAROFFIO et al. (2003)
konnte bei einem langjahrigen Resistenzmonitoring in der Schweiz eine hohe Sensitivitat
der Botrytis-Population gegeniber Fludioxonil feststellen, dagegen nahm die Sensitivitat
gegeniiber Cyprodinil und Fenhexamid deutlich ab. Ahnliches beobachtete auch LEROUX
und GREDT (1995) UND GULLINO et al. (2000a). HILBER und SCHUEPPE (1994) stufen das
Resistenzrisiko von Fludioxonil als mittel ein. In eigenen Untersuchungen zeigten die
verschiedenen Isolate von B. cinerea erhebliche Unterschiede in ihrer Sensitivitat
gegeniber Fenhexamid, Tolyfluanid und den Anilinopyrimidinen Cyprodinil und
Pyrimethanil. Einzelne Isolate zeigten hohe Empfindlichkeit gegeniber allen Wirkstoffen,
andere lIsolate zeigten nur ein geringe Sensitivitdt gegentber mehreren Wirkstoffen.
Ahnliches wird auch von CHAPELAND et al. (1999) und GULLINO et al. (1998) beschrieben.
Dagegen verhielten sich alle Isolate in den eigenen Untersuchungen senitiv gegeniber
Fludioxonil, als auch gegenliber dem Gemisch aus Carbendazim und Diethofencarb. In
den Untersuchungen konnte in vitro und in vivo nicht die gleiche Fungizidsensitivitat der
Isolate von B. cinerea festgestellt werden. Dies lasst sich damit erklaren, dass in vitro die
Wirkstoffe das radiale Myzelwachstum beeinflussten, dagegen bei protektiver Applikation
der Fungizide an Weinreben auch die Sporenkeimung und damit die Infektion gehemmt

wurde.

WHITEMAN und STEWART (1998) beschrieben eine gute Wirksamkeit des Bakteriums
Serratia liquefaciens gegen ein Sporengemisch aus drei verschiedenen lIsolaten von B.
cinerea, mit Unterschieden in der Sensitivitdt gegen das Dicarboximid Iprodion. Auch in
den eigenen Untersuchungen konnte kein Zusammenhang zwischen Fungizidsensivitat
und antagonistischer Wirksamkeit von U. atrum festgestellt werden. Im Rahmen der
Vermeidung von Fungizidresistenzen ist diese Tatsache von besonderer Bedeutung.

Das Verhaltniss der Sporendichten der beiden Pilze U. atrum und B. cinerea zueinander
hatte in den eigenen Untersuchungen eine besondere Bedeutung. 10fach hohere

Sporenkonzentrationen von U. atrum gegenlber B. cinerea zeigten bei allen Isolaten eine
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deutliche Reduktion der Sporulationsrate des Pathogens von Uber 80 %, die Sporulation
von Isolat 5 konnte sogar fast vollstandig unterdriickt werden. An Zwiebeln und Cyclamen
beobachteten KOHL et al. (1999a) ahnliche Einflisse. Mit einer 100fach hoheren
Sporendichte von U. atrum als B. cinerea konnte so eine Reduktion der Sporulation
erziehlt werden. Ahnliche Wirksamkeit konnte auch fiir den Antagonisten Gliocladium
roseum gezeigt werden, der mit 10fach hoherer Sporenaufwandmenge als B. cinerea die
Sporulation des Pathogens auf nekrotischen Blattscheiben von Cyclamen deutlich
unterdricken konnte, niedrigere Konzentrationen bewirkten eine erhebliche geringere
antagonistische Wirkung (LI et al. 1996). Auch in den eigenen Untersuchungen fuhrte ein
geringer Unterschied in der Sporendichte von Antagonist und Pathogen zu
Minderwirkung, die bei den Isolaten 1 und 48 am wenigsten ausgepragt war. Dagegen
konnten ELAD et al. (1994b) bei gleich hoher Sporenkonzentration von U. atrum und B.
cinerea (jeweils 10* Sporen/ ml) die Sporulation des Pathogens auf nekrotischen Bohnen-
und Tomatenblattern reduzierten. In den eigenen Untersuchungen konnte deutlich gezeigt
werden, dass mit steigendem Pathogendruck die Wirksamkeit des Anatgonisten abnahm.
Zu einem ahnlichen Ergebnis kamen auch EDEN et al. (1996) fir andere Antagonisten. Die
eigenen Untersuchungen zeigten, dass neben dem Verhaltnis der Sporendichten beider
Pilze auch die absolute Sporenmenge des Antagonisten einen Einfluss auf die

Wirksamkeit von U. atrum hat.

Experimente und Simulationsmodelle zur konkurrierenden Besiedlung von U. atrum und
B. cinerea zeigten, dass eine geringere Sporendichte durch einen friheren
Applikationstermin kompensiert werden kann (KESSEL 1999). Dagegen fanden KOHL et al.
(1999a) hohe Wirksamkeit von U. atrum, wenn das Pathogen 24 Stunden zuvor auf das
tote Pflanzengewebe ausgebracht wurde. Mit dem verwendeten Biotestverfahren an
getrockneten Rebenblattscheiben wurde in eigenen Untersuchungen die Wirksamkeit von
U. atrum gegen das Referenzisolat 0 von B. cinerea ermittelt. Dabei flhrte das
Zeitintervall zwischen den Applikationen beider Pilze zu unterschiedlicher Wirksamkeit
des Antagonisten gegen das Pathogen. Wurde U. afrum zwei bzw. einen Tag vor dem
Pathogen ausgebracht, reduzierte sich die Sporulationsrate von B. cinerea um Uber 90 %
bzw. 70 %. Bei gleichzeitiger Anwendung beider Pilze lag der antagonistische Effekt nur
noch bei 30 %. Ahnliches konnte auch SCHOENE (2002) an Rebenblattern sowie KESSEL
(1999) an Cyclamenblattern beobachten. Es zeigte sich jedoch ebenfalls eine
isolatspezische Abhangigkeit der Wirksamkeit vom zeitlichen Anwendungsfenster von U.
atrum gegen B. cinerea. Bei gleichzeitiger Applikation von Antagonist und Pathogen kam
es bei Isolat 48 zu fast keiner und bei Isolat 5 zu einer deutlichen Unterdriickung der
Sporulation um 70 %. Diese deutlichen Wirkungsunterschiede konnten bei zeitversetzter

Applikation beider Pilze jedoch nicht festgestellt werden, die Wirksamkeit des
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Antagonisten gegen die unterschiedlichen Isolate war mit Uber 75 % Wirkung sehr
homogen. Die Bedeutung einer vorbeugenden Ausbringung des Antagonisten wird auch
fur andere Gegenspieler von B. cinerea beschrieben. WHITEMAN und STEWART (1998)
konnten an sterilen Rebenblattern feststellen, dass der Applikationszeitpunkt des
antagonistischen Bakteriums Serratia liquefaciens die Wirksamkeit gegen B. cinerea
beeinflusste. Beste Wirkung wurde erzielt, wenn das Bakterium acht Stunden vor dem
Pathogen appliziert wurde und sich auf dem Gewebe etablieren konnte, bevor das
Pathogen die Blatter besiedelte. Wohingegen MORANDI et al. (2001) eine sehr hohe
Wirksamkeit von Clonostachys rosea unabhangig von Applikationstermin an

Rosenblattern beschreiben.

Zur Anwendung von U. afrum im Unterglasanbau wurden bereits Untersuchungen an
verschiedenen Pflanzenkulturen durchgefuhrt. Die antagonistische Wirksamkeit des
Isolates Ua385 konnte sowohl unter kontrollierten Bedingungen an Cyclamen (KOHL et al.
2000, SCHOENE und KOHL 1999), Topfrosen (KOHL und GERLAGH 1999, KOHL 2000,
YOHALEM 2001), Geranien (GERLAGH et al. 2001), Tomaten (FRuIT 2001, FRUIT und NICOT
1999, 2000a,b) wie auch im Freiland an Lilien (FOKKEMA et al. 1994), Zwiebeln (KOHL et
al. 1993b, 1997), Erdbeeren (BERTO et al. 2000, BOFF et al. 2002a, b) und Weinreben
(LENNARTZ et al. 1998, SCHOENE 2002) gezeigt werden. Eine antagonistische Wirksamkeit
von anderen Ulocladium spp. wird ebenso an Kiwi (BOYD-WILSON et al. 1998), Topfrosen
(YOHALEM 2001), Salat (CARD et al. 2002), Gurken (DIK et al. 1999), und Weinreben
(ANONYM 2003, FOWLER et al. 1999) beschrieben. Auffallend ist die groRe Zahl
verschiedener Kulturen und damit verschiedener Kulturbedingungen unter denen die
Wirksamkeit von U. atrum beschrieben wurde. Die eigenen Untersuchungen zeigen einen
deutlichen Einfluss der Kulturpflanze auf die Wirksamkeit des Antagonisten. Im Mittel der
Isolate lag die antagonistische Wirksamkeit an Begonien deutlich héher als an Paprika
und Weinreben. Ein ahnlicher Einfluss des Wirtsgewebes auf die Wirksamkeit von U.

atrum wurde auch von KOHL et al. (1999) beschrieben.

Ein differenzierteres Bild zeigte sich bei Betrachtung des Pflanzeneinflusses bei der
Wirksamkeit von U. afrum gegen verschiedene Isolate von B. cinerea. An allen drei
Kulturpflanzen konnte der Befall mit Isolat 0 und 43 gut durch U. atrum unterdrickt
werden. Der Befall mit Isolat 5 konnte nur an Begonien und Reben deutlich reduziert
werden, jedoch nicht an Paprika. Isolat 34 konnte an Begonien und Paprika gut, an Reben
jedoch kaum unterdruckt werden. Bei Isolat 1 waren die Ergebnisse umgekehrt, wahrend
Reben gut geschutzt wurden, waren Begonien- und Paprikapflanzen trotz Anwendung von
U. atrum stark befallen. Diese inkonsistente Wirksamkeit konnte bereits bei einer Vielzahl

von Antagonisten in unterschiedlichen Kulturen und Regionen festgestellt werden (DUBOS
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1992, ELAD und ZIMAND 1992). Somit ist die Wirksamkeit des Antagonisten stets in
Abhangigkeit der Kulturpflanze, aber auch des Isolates von B. cinerea zu betrachten. Je
nach Zusammensetzung der B. cinerea- Population sind unterschiedliche

Bekampfungserfolge zu erwarten.

Bei der Anwendung von U. atrum im Unterglasanbau war das Zeitintervall zwischen den
Applikationen von Antagonist und Pathogen von Bedeutung. Auch hier ergab sich ein
differenzierteres Bild bei der Betrachtung einzelner Isolate von B. cinerea. Bei
gleichzeitiger Applikation beider Pilze lag die Wirksamkeit von U. atrum gegeniber dem
Mittel der Isolate von B. cinerea deutlich unter der der zeitversetzten Ausbringungen. An
allen drei Kulturen war die antagonistische Wirksamkeit in Abhangigkeit des verwendeten
Isolates bei gleichzeitiger Applikation sehr heterogen. An Reben wurden die Isolate 0, 5
und 43 gut, die Isolate 10, 12, 34 und 35 nur schlecht unterdriickt. Dagegen wurde an
Paprikapflanzen der Befall der Isolate 33, 34 und 43 durch Applikationen von U. atrum

reduziert.

Die Applikation des Antagonisten mit einem Tag Vorsprung vor dem Pathogen erzielte an
Begonienpflanzen mit ca. 80 % eine hohe Wirksamkeit, diese war bei den einzelnen
Isolaten von B. cinerea sehr ahnlich. Dagegen war die antagonistische Wirksamkeit an
den beiden anderen Wirtspflanzen isolatspezifisch. So konnte der Befall durch Isolat 10
an Rebenpflanzen fast gar nicht verringert werden, im Gegensatz dazu durch Isolat 57
fast vollstandig. An Paprikapflanzen konnten wiederum andere Isolate besser bzw.
schlechter durch den Antagonisten bekampft werden. Im Gegensatz zu Untersuchungen
der Sporulation auf nekrotischen Blattscheiben waren ber zwei Tage hinausgehende
Intervalle zwischen den Applikationen negativ zu bewerten. Im Gegensatz zu
nekrotischem Blattgewebe, auf dem sich U. atrum bedingt durch seine saprophytische
Lebensweise besser etablieren kann, fehlen dem Antagonisten bei einer langerfristigen

Besiedlung von lebendem Pflanzengewebe exogene Néahrstoffe.

Bei den beiden untersuchten Inokulumdichten des Pathogens zeigte der Antagonist im
Mittel der 12 getesteten Isolate an Rebenpflanzen dhnliche Befallswerte. Die Wirksamkeit
von U. atrum war bei gleicher Sporenkonzentration beider Pilze an Begonienpflanzen
deutlich niedriger als bei einer um einfinftel geringeren Sporendichte des Pathogens. An
Schnittwunden von Tomaten konnte nach Applikation beider Pilze bei gleich hoher
Sporendichte eine ausreichende Wirksamkeit von U. atrum erzielt werden, dagegen
konnte der Befall durch B. cinerea bei einer 10fach hoéheren Sporendichte des

Antagonisten vollstandig unterdriickt werden (FRUIT et al. 2000a).

Die Entwicklung von B. cinerea ist abhangig von der Art des Wirtsgewebes. Inokulation

von gesundem Liliengewebe mit B. elliptica fihren zur Ausbildung von Lasionen, dagegen
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konnte an gesunden Cyclamenblattern nach Inokulationen mit B. cinerea keine
Lasionsausbildung festgestellt werden (KESSEL et al. 2001). Auch in eigenen
Inokulationsversuchen mit B. cinerea konnten keine Symptomausbildungen an den drei
Wirtspflanzen beobachtet werden. Mikroskopische Untersuchungen zeigten, dass die
Sporen nicht in der Lage waren auf gesundem Blatigewebe zu keimen, nur die
Ausbildung einer Keimpore konnte beobachtet werden. In den eigenen
Gewachshausversuchen erwies sich die Zugabe von Malz-Extrakt-Bouillon als vorteilhaft
fur eine Infektion der Pflanzen. Dies bestatigten auch Ergebnisse von ELAD et al. (1994b)

und LEONE und TOMEIJCK (1990), die Glucose den Sporensuspensionen beimischten.

Die Anfalligkeit des Blattgewebes gegenuber einer Infektion von B. cinerea hangt neben
der Wirtspflanze auch vom Entwicklungsstadium der Blatter ab. In diesem
Zusammenhang ist zu beachten, dass lebende Blatter von Erdbeeren infiziert werden
konnten, jedoch symptomlos blieben. Der Pilz blieb quieszent in den Epidermiszellen, bis
das Blatt seneszent wurde und das Pathogen zu schadigen begann (BRAUN und SUTTON
1988, KESSEL et al. 1999). In eigenen Untersuchungen konnte eine Wirksamkeit mit bis zu
90 % Wirkung von U. atrum gegen B. cinerea auf grinem Blattgewebe von Begonien,
Paprika und Reben beobachtet werden, obwohl KESSEL et al. (2001) berichteten, dass die
Wechselwirkung von Antagonist und Pathogen ausschliesslich auf nekrotischem Gewebe
stattfindet. Die Wirksamkeit von U. atrum gegen verschiedene Isolate von B. cinerea
zeigte deutliche Unterschiede hinsichtlich der Sporulation im zuvor beschriebenen

Biotestverfahren und der Infektion an den Jungpflanzen.

Die Wirksamkeit vieler Antagonisten im Freiland ist deutlich geringer als unter
kontrollierten Bedingungen (BUTT und COPPING 2000), da die Antagonist-Pathogen-
Wechselwirkungen komplexeren Einflussfaktoren ausgesetzt sind als unter kontrollierten
Laborexperimenten oder im geschitzten Unterglasanbau. Neben klimatischen Einfllissen,
wie wechselnde Temperaturen, rel. Luftfeuchte, UV-Licht, sowie speziellen Formen des
Anbaus und der Kulturfihrung, die besonderen Einfluss auf die Beschaffenheit des
Pflanzengewebes haben, sind sicherlich auch die Besonderheiten eines natlrlichen
Befallsdruckes mit verschiedenen Pathogenen im Freilandanbau zu nennen.
Klimafaktoren, wie Feuchtigkeit, Temperatur und Sonneneinstrahlung, kénnen beim
Uberleben der Pilzsporen eine groRe Rolle spielen. Um optimale Wirkung des
Antagonisten U. ouidemansii zu erzielen, werden vom Hersteller des biologischen
Praparates BOTRY-Zen die Applikationen des Praparates fir die frihen Morgenstunden
mit ausreichender Feuchtigkeit und Temperaturen zwischen 12 und 25 °C empfohlen
(ANONYM 2003).
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Auf kurzwellige UV-Strahlen reagieren die hyalinen, dinnwandigen Sporen von B. cinerea
sehr empfindlich, im Gegensatz dazu ermdglicht die dunkle Pigmentierung und die in den
schwarzen, dickwandigen Zellen enthaltenen Melanine der Sporen von U. atrum einen
Schutz gegeniber UV-Strahlung (BoYD-WILSON et al. 1998). Eine ahnlich geringe
Sensitivitdt der Sporen von Ulocladium spp. gegenlber UV-B konnte von MOODY et al.
(1999) beobachtet werden. ROTEM et al. (1985) stellten dagegen fest, dass die Sporen
von Alternaria solani, die den Sporen von U. afrum sehr dhneln, innerhalb von nur 5
Tagen bei direkter Sonneneinstrahlung abstarben. Die eigenen Untersuchungen zeigten
aber auch, dass es bei einigen Isolaten von B. cinerea erst nach UV-Bestrahlung zur
Sporulation kam, je nach Entwicklung des Pathogens wirkten sich UV-Strahlen

unterschiedlich aus.

Regenabwaschungen werden als ein Kriterium flr die Reduktion der Sporendichte an
Erdbeeren (BOFF et al. 2002b) wie auch am Weizen (LENNARTZ 2001) genannt. Dagegen
konnte in den eigenen Untersuchungen kein Zusammenhang zwischen der Abnahme der
Sporendichte von U. atrum an Rindensticken bzw. Beeren und den gefallenen
Niederschlagen ausgemacht werden. Sicherlich ist hier jedoch das zeitliche Intervall
zwischen der Ausbringung des Antagonisten und dem Niederschlagsbeginn von
Bedeutung. Weiter optimierte Suspensionsformulierungen sollten die Anwendung von U.
atrum in dieser Hinsicht verbessern. Tenside, Nahrstoffe und Puffer werden als mégliche
Zusatzstoffe fur Mikroorganismen gegen Blattpathogene genannt, jedoch liegen kaum
Studien Uber eine erhohte Wirksamkeit der Antagonisten durch diese Hilfsstoffe vor
(SUTTON und PENG 1993a). Durch eine schnelle Keimung und bessere Haftung des Pilzes
auf der Blattoberflache, bedingt durch die Verwendung von Adjuvantien, kann einer
Regenabwaschung vorgebeugt werden. Dieses wird bei der Formulierung von
Mikroorganismen flr die biologische Bekampfung von Unkrautern bereits von GREEN et
al. (1998) beschrieben.

Das Klima und die Kulturfihrung nehmen Einfluss auf die Beschaffenheit des
Pflanzengewebes. Der Anteil nekrotischen Blattgewebes im Pflanzenbestand kann eine
Folge dieser Faktoren sein. In einer gut gepflegten Rebenkultur wird sich ein Grol3teil der
Applikation der Sporensuspension eines Antagonisten auf gesundem Pflanzengewebe
ablagern. Nur wenn diese Sporen uberleben und sich auf dem Gewebe etablieren
kdnnen, stehen diese bei der Besiedlung von nekrotischem Gewebe zur Verfigung und

kénnen somit die Sporulation von B. cinerea unterdriicken.

In den eigenen Untersuchungen wurde gezeigt, dass tuber 90 % der Sporen von U. atrum
in der Lage waren, sowohl auf nekrotischem als auch auf lebendem, griinem

Rebengewebe zu keimen und Hyphen auszubilden. Eine ahnlich hohe Keimrate wurde
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von KOHL et al. (1998a) auf grinem, lebendem Cyclamengewebe nach Inkubation in
Feuchtekammern beobachten. Die eigenen Ergebnisse machten jedoch deutlich, dass der
Pilz schneller auf nekrotischen Blattgeweben keimte als auf griinen Blattern. Fligte man
der Sporensuspension einen geringen Anteil Glucose zu, so war die Keimgeschwindigkeit
auf lebendem Gewebe vergleichbar mit nekrotischem. Dies macht deutlich, dass die
Nahrstoffversorgung des Antagonisten in dieser friihen Entwicklungsphase eine
Grundvoraussetzung fur den Besiedlungs- und spateren Etablierungerfolg ist. Flr eine
dauerhafte Etablierung erscheint daher ein gewisser Anteil nekrotischer Blattflache sehr

sinnvoll zu sein.

Die Rebenrinde ist ein Bereich der Pflanze, an dem diese Bedingungen erflllt sind. Durch
das sekundare Dickenwachstum der Rinde werden &ufere Rindenteile als Borke
abgestoRen, die als nekrotisches Pflanzenmaterial vorhanden sind (HILLEBRAND et al.
1997). In den durchgeflhrten Feldversuchen war es somit moglich, U. atrum Uber die
gesamte Vegetationsperiode an der Rebenrinde zu etablieren. Die Blitenknospen der
Weinreben werden vor dem Aufblihen von einem Kappchen umgeben, dass sich beim
Offnen der Bliite vom Fruchtknoten trennt und abfallt (PEARSON und GOHEEN 1998). Bei
der Blutendffnung kann jedoch ein Grofdteil der zuvor applizierten Sporen von U. atrum
mit dem Kappchen abgeworfen werden. AnschlieBend kénnen sich die Staubgefalle
ausbreiten und der Pollen auf die Narbe des Stempels gelangen. Am Blitenkelch
befinden sich auch Nektarien (PEARSON und GOHEEN 1998). Pollen und Nektar sind
Nahrstoffquellen, die auch von saprophytischen Pilzen genutzt werden (FOKKEMA 1971).
Mit dem Verblihen entsteht eine Phase, in der gréRere Mengen nekrotischen Gewebes in
diesem Pflanzenbereich anfallen. Der Saprophyt U. atrum konnte die Bliten in dieser
Entwicklungsphase sehr gut besiedeln. Gesunde Rebenbeeren besitzen eine
abgeschlossene Epidermis, die von einer Wachsschicht Uberzogen ist (PERCIVAL et al.
1993). An dieser Oberflache ist kein nekrotisches Gewebe zu finden (HILLEBRAND et al.
1997). Dies erklart die nur kurzfristige Etablierung von U. afrum an den Beeren in den
durchgefuhrten Untersuchungen, die auch DUGAN et al. (2002) beschrieb.

Fur eine effektive Wirksamkeit von U. atrum ist es sehr wichtig, dass sich der Antagonist
auf dem gleichen Gewebe etablieren kann, das auch das Pathogen besiedelt. Daher ist
die Verbreitung der Sporen von U. afrum im Rebenbestand von grof3er Bedeutung. Flr
eine Vielzahl von Pathogenen wird die Verbreitung von grolen Mengen an Inokulum
durch Regen und Wind beschrieben (FITT et al. 1989). Auch bei dem Antagonisten U.
atrum scheint die Regen- und Windverbreitung ein wichtiger Mechanismus zu sein
(ELMER und KOHL 1998). Untersuchungen zum Verbreitungsmechanismus von

Antagonisten im Freilandbestadnden wurden jedoch bis jetzt noch nicht durchgefihrt.
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Fur Sporen von U. atrum ist es von besonderer Bedeutung, auf welches Pflanzenteil diese
bei der Applikation gelangen und in welchem Zustand sich das Gewebe befindet.
Angaben Uber die Dauer der Keimfahigkeit der Sporen von U. atrum nach einer
Applikation im Bestand reichen von sieben Tagen bis zu 16 Wochen (BOFF 2001, BOYD-
WILSON et al. 1998, KOHL et al. 1998). Je langer die Keimfahigkeit anhalt, umso
wahrscheinlicher ist es, dass das Gewebe einen nekrotischen Zustand erreicht. Wird
jedoch eine unverzigliche Keimung und Etablierung angestrebt, sollte direkt auf

nekrotisches Gewebe appliziert werden.

Weniger stark als die Keimung wurde das Keimschlauchlangenwachstum und die Anzahl
ausgebildeter Keimhyphen je Spore von U. atrum durch die Beschaffenheit des
Pflanzengewebes beeinflusst. Finf Stunden nach Inkubation konnten keine Unterschiede
in Abhangigkeit des Pflanzengewebes beobachtet werden. ZITTER und Hsu (1992)
konnten bei dem Pathogen U. curcurbitae eine Beeinflussung der Morphologie der Sporen
und der Anzahl ausgebildeter Keimhyphen je Spore in Abhangigkeit der Temperatur
feststellen. FREY und MAGAN (1998a, 2001) =zeigten, dass in Abhangigkeit der
Stresssituation der Sporen von U. atrum die Lange und die Anzahl der Keimhyphen
varriierte. Dies lasst vermuten, dass die Sporen des Antagonisten auch auf griinem
Rebengewebe, wo nur wenige Nahrstoffe dem Pilz zur freien Verfligung stehen, in dieser

Entwicklungsphase keiner Stresssituation ausgesetzt sind.

In der Phyllosphare wird die Populationsdynamik von Mikroorganismen stark durch die
standig wechselnden Bedingungen, wie Temperatur, Feuchtigkeit und
Nahrstoffverfliigbarkeit  beeinflusst. Haufig herrschen schnelle Wechsel der
Wasserverfligbarkeit und Temperatur (KOHL et al. 1999). KOHL et al. (1995a) berichten,
dass nekrotisches Gewebe schon innerhalb von einer Stunde abtrocknen und die Phase
der Blattfeuchtigkeit fur mehrere Stunden sehr gering sein kann. Trotz der nicht immer
optimalen Bedingungen fur das Wachstum von U. atrum im Rebenbestand konnte U.
atrum in den eigenen Untersuchungen ohne Probleme nekrotisches Gewebe besiedeln
und die Sporulation von B. cinerea beeinflussen. Auch bei konstant niedriger rel.
Luftfeuchte und periodisch unterbrochener Blattfeuchte konnte eine hohe Keimrate der
Sporen von U. atrum nachgewiesen werden und auch keine Beeinflussung der
Wirksamkeit des Antagonisten bei der konkurrierenden Besiedlung. KOHL (1993a) und
KOHL und MOLHOEK (2001) kamen zu ahnlichen Ergebnissen. Naturliche Besiedler der
Phyllosphére, wie saprophytische Bakterien, Hefen und Pilze besitzen nur kurze Phasen

des Wachstums und sind stark an unglinstige Bedingungen adaptiert (ANDREWS 1992).

Durch die relativ gute Anpassung von U. atrum an die Bedingungen in der Phyllosphare

kann der Pilz sein antagonistisches Potenzial voll entfalten. Die flir den Antagonisten
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glnstigen Temperaturen stimmen mit dem optimalen Temperaturbereich fir die
Pathogenentwicklung Uberein. KOHL und FOKKEMA (1998b) beschreiben einem
Temperaturbereich von 6 bis 24 °C in dem U. atrum eine deutliche Wirksamkeit gegen die
Sporulation von B. cinerea zeigt. In den eigenen Untersuchungen konnte lediglich bei
langen Phasen mit hohen Temperaturen, verbunden mit niedriger rel. Luftfeuchte, eine

geringe Beeinflussung der Entwicklung von U. atrum beobachtet werden.

Die Ausbringung von Antagonisten in einem Pflanzenbestand Iasst sich im Gegensatz zu
den zuvorbetrachteten Umweltfaktoren durch den Anwender gut gestalten. Dieser
bestimmt die Ausbringungsfrequenz, die Sporendichte, die Zielflache und die Zubereitung
der Sporensuspensionen. Fir eine effektive Unterdriickung der Sporulation von
Pathogenen wie z. B. B. cinerea, die eine hohe Generationsfolge je Vegetationsperiode
besitzen, ist die Etablierung eines Antagonisten Uber einen langen Zeitraum im Bestand
notwendig, damit eine mdglichst lange anhaltende Wechselwirkung zwischen Antagonist
und Pathogen Gewahr leistet sein kann (FOKKEMA 1993). Daher ist eine gulnstige
Gestaltung der Ausbringungsparameter flir eine wirksame Befallsreduktion von grof3er

Bedeutung.

Um eine effektive Wirkung von U. atrum zu erzielen, stellte sich der Applikationszeitpunkt
des Antagonisten als wichtig heraus. Wie zuvor dargestellt waren Blitenspritzungen mit
U. atrum sehr effektiv gegeniiber einem spéateren Blitenbefall mit B. cinerea. Ahnliches
konnten auch SCHOENE (2002) an Weinreben und BOFF et al. (2002b) an Erdbeeren
beobachten. Applikationen zu bestimmten Entwicklungsstadien von Weinreben sind somit
wichtig. In den eigenen Untersuchungen wurden ebenso friihe und spate
Ausbringungsfolgen von U. atrum mit jeweils vierfacher Applikation verglichen.
Entscheidend fiir einen guten Besiedlungserfolg von U. atrum zur Ernte erwies sich dabei
nicht der Beginn der Spritzfolge, sondern der spate Zeitpunkt der letzten Applikation von
U. atrum zu BBCH 85, jedoch konnten zur Ernte keine Unterschiede zwischen den
Applikationsfolgen mehr festgestellt werden. Die Applikationen von U. atrum zeigten
signifikante Wirkung auf den Grauschimmelbefall der Trauben, jedoch unterschieden sich
die unterschiedlich zeitlich gestalteten Applikationfolgen nicht voneinander, was
wahrscheinlich durch das sehr geringe Niveau des Befallsdrucks zur Ernte im Jahr 2001

zu erklaren ist.

BOFF et al. (2002b) zeigten, dass haufige Applikationen von U. atrum es dem
Antagonisten erméglichen das Pflanzengewebe von Erdbeeren vor bzw. gleichzeitig mit
dem Pathogen zu besiedeln. Die Anzahl der Applikationen in einer Vegetationsperiode
hangt von der Uberlebensrate der Sporen von U. atrum im Bestand, den

Witterungsbedingungen und der Wirtspflanzen ab. Beim Einsatz des biologischen
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Praparates BOTRY-Zen® (U. oudemansii) an Weinreben werden vom Hersteller zwei
Applikationen zu Beginn und nach der Blite an Weinreben empfohlen, je nach Witterung
und Standort sollte der Antagonist zusatzlich im Erbsenstadium und zum Beerenschluss
der Trauben ausgebracht werden (ANONYM 2003). In den eigenen Felduntersuchungen
liess sich Ahnliches beobachten. Vier Applikationen von U. atrum im Vergleich zu zwei
erhdhten die Besiedlungsdichte der Rebenrinde mit dem Antagonisten signifikant tGber die
gesamte Vegetationsperiode, lediglich zur Ernte verlor sich der Einfluss der beiden
zusatzlichen Ausbringungen von U. atrum. Es zeigte sich somit, dass die
Anwendungsfrequenz als ein Erfolgsfaktor fur die Besiedlung und die Wirksamkeit von U.

atrum hervorzuheben ist.

Varianten mit zwei Applikationen von U. atrum zeigten zu Beginn der Vegetationsperiode
eine schwache antagonistische Wirksamkeit. Vier- und flnffache Applikationen der
Sporensuspensionen von U. atrum erhéhten und verlangerten die Wirksamkeit gegen B.
cinerea bis zur Ernte. Jedoch konnte auf Grund der rasanten Entwicklung von B. cinerea
an den Trauben zur Ernte auch mit mehrfachen Applikationen von U. atrum nur 20 % bis
40 % Wirksamkeit erzielt werden. Ahnliches wurde von SCHOENE (2002) beschrieben,
wonach zwei Applikationen des Antagonisten vor und nach der Bllte eine ausreichende
Populationsdichte im Rebenbestand sicherten, jedoch jede zusatzliche Applikation die
Wirksamkeit des Antagonisten weiter erhdhte. AUCH BOFF et al. (2002b) zeigten an
Erdbeeren, dass eine ausreichende Besiedlungsdichte und antagonistische Wirksamkeit

durch einmalige Applikationen von U. atrum an Erdbeeren nicht erzielt werden konnte.

In den durchgeflhrten Feldversuchen konnte nach jeder Applikation eine kontinuierliche
Abnahme der Besiedlungsrate im Bestand beobachtet werden. Ahnliches wurde fir
andere Kulturen wie Kiwi (BOYD-WILSON et al. 1998), Lilien (ELMER und KOHL 1998),
Erdbeeren (KESSEL 1999) und Weizen (LENNARTZ 2001) beschrieben. Hier stellt sich die

Frage nach den Ursachen fur die kontinuierliche Abnahme wahrend der Initialbesiedlung.

Sicherlich sind die Bedingungen an den applizierten Flachen nicht ausreichend, um die
anfanglich hohen Besiedlungsrate aufrecht zu erhalten. Hier kdnnte eine selektive
Auswahl von Zielflachen, an denen eine hohe Initialbesiedlungsrate aufrechterhalten
werden kann, von Vorteil sein. Als gute Zielflachen erwiesen sich in den eigenen
Untersuchungen die Rinde, Bliite oder nekrotisches Blattgewebe. Aber auch eine bessere
Gestaltung der Lebensbedingungen fiir U. atrum an der Zielflache durch die gleichzeitige
Applikation von Nahrstoffen konnte sich positiv auswirken. In Gewachshausversuchen
erwiesen sich Zumischungen von Malz-Extrakt-Bouillon zur Sporensuspension als
gunstig. Ein erhdhtes Vorkommen von antagonistischen Hefepilzen auf Weizenblattern

konnte auch FOKKEMA et al. (1979) nach Zugabe von Saccharose zur Suspension bei der
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Applikation von Hefen feststellen. Jedoch muss bei dem Einsatz von zusatzlichen
Nahrstoffen immer beachtet werden, dass diese ebenfalls ein Pathogen wie B. cinerea
stimulieren kénnen, da das saprophytisch lebende Pathogen Nahrstoffe fiir seine
Entwicklung bendétigt (PAPAVIZAS 1985).

Ein wichtiger Einflussfaktor bei der Besiedlung von griinem Gewebe ist eine ausreichende
Sporendichte von U. atrum, die zur erfolgreichen Unterdrickung von natirlich
vorhandener Saprophytenflora, wie Alternaria spp. und Cladiosporum spp. benétigt wird
(ELMER und KOHL 1998). Ebenso ist eine durchgehende Besiedlung des Gewebes
notwenig, um eine schnelle Biodegration der Nahrstoffe zu Gewahr leisten, die bei der
Pathogenentwicklung bendtigt werden (SCHOENE 2002). In den eigenen Untersuchungen
konnte eine Etablierung und Besiedlung sowohl der Rebenrinde als auch der Beeren an
beiden Standorten Uber die Vegetationsperiode nachgewiesen werden, die mit

zunehmender Dichte der Sporensuspension von U. atrum stieg.

Die Konzentration der Sporensuspension von U. atrum hatte deutlichen Einfluss auf die
Wirksamkeit des Antagonisten gegen B. cinerea. Bei anfanglich geringerem Traubenbefall
konnte durch die Behandlung von U. atrum mit einer Sporendichte von 2 x 10° Sporen/ ml
eine signifikante Befallsreduktion um ein Drittel erzielt werden. Dagegen zeigten
Behandlungen mit niedrigerer Sporendichte von 4 x 10° Sporen/ ml deutlich schwéchere
Wirksamkeit gegen das Pathogen. Mehrmalige Applikationen von U. atrum in der
Vegetationsperiode mit einer Sporendichte von 2 x 10° Sporen/ ml konnte einen
Grauschimmelbefall an Erdbeeren bei niedrigem Infektionsdruck signifikant reduzieren.
Dagegen konnten Sporendichten von 0,5 x 10° Sporen/ ml einen Grauschimmelbefall
nicht verringern (BOFF et al. 2002b).

Vom Hersteller des biologischen Praparates BOTRY-Zen® (U. oudemansii) werden fiir
den Einsatz im Weinbau zwei bis vier Applikationen mit Aufwandmengen 500 bis 800 I/ ha
und einer Sporenkonzentration von 2 x 10° Sporen/ ml fiir die Bekdmpfung eines Befalls
mit B. cinerea empfohlen (ANONYM 2003). In den Untersuchungen konnte der
Grauschimmelbefall der Trauben durch &hnliche Aufwandmengen von U. atrum deutlich

reduziert werden.

Untersuchungen im Weinbau im Jahr 2000 zeigten, dass Applikationen von U. atrum, die
im Vergleich zu Haferkérnern auf dem Nahrmedium Bulgar angezogen wurden, die
Besiedlung der Rinde und Beeren erhohte und die verwendete Sporenkonzentration von 2
x 10° Sporen/ ml auf ein Finftel reduziert werden konnte, um gleich hohe
Besiedlungsdichten zu erzielen. Dabei flihrte die hohe Besiedlungsdichte mit U. atrum zu
einer Verzogerung der Rindenbesiedlung mit dem Pathogen um 10 Tage. Dies kdnnte

darauf beruhen, dass die Sporen angezogen auf dem Nahrmedium Bulgar wahrend der
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Inkubationszeit vermehrt Nahrstoffe aufnehmen konnten, die nach der Applikation im
Rebenbestand bei der Etablierung der Sporen an der Pflanze zur Verfligung standen.
FREY and MAGAN (1998b) vermuteten ebenfalls, dass héhere Mengen an endogenen
Nahrstoffenreserven der Sporen von U. atrum zu einer besseren Besiedlung von

Okologischen Nischen wie dem Blattgewebe fiihren kénnen.

Populationen des Pathogens B. cinerea entwickelten sich im Laufe jeder
Vegetationsperiode in Abhangigkeit von auReren Einflussfaktoren. Die eigenen
Untersuchungen im Labor und Gewéachshaus zeigten, dass diese Entwicklungsverlaufe
einen deutlichen Einfluss auf die Wirksamkeit von U. atrum haben. Diese
pathogenspezifischen Einflisse wurden in den durchgefihrten Freilandversuchen
sichtbar. Im Laufe der Vegetationsperioden 2000 und 2001 entwickelte sich der
Befallsdruck von B. cinerea an der Rinde und den Beeren an den Standorten Marienthal
und Kirrweiler zundchst auf niedrigem Niveau. Erst ca. 10 Tage vor der Ernte waren
deutlich hdhere Befallswerte auch an den Trauben zu verzeichnen. Als Ausnahme war
der Standort Marienthal im Jahr 2001 zu sehen. Hier blieb das Befallsniveau auch bis zur
Ernte niedrig. Ahnlich wie SCHOENE (2002) feststellte, konnte U. atrum in den eigenen
Untersuchungen bei niedrigem Befallsdruck die Entwicklung von B. cinerea unterdriicken.
Die antagonistische Wirksamkeit von U. afrum war hingegen in Phasen mit hohem
Pathogendruck, wie es haufig kurz vor der Ernte zu beobachten war, nicht mehr
ausreichend, um die schnelle Vermehrung und Ausbreitung von B. cinerea an fast reifen
Beeren zu bekampfen. Zusatzlich lieferten die Beeren dem Pathogen flir dessen
Entwicklung ein hohes Nahrstoffangebot. Auch ROUDET und DuBOS (2000) beschreiben
diese verringerte Wirksamkeit des Antagonisten bei explosionsartigem Anstieg von B.
cinerea. Eine ahnlich geringe Wirksamkeit von U. atrum gegen die Besiedlung von Bllten
und Frichten durch B. cinerea wurde an Erdbeeren festgestellt. BOFF (2001) erklarte
diesen fehlenden antagonistischen Effekt mit dem zeitlichen Vorsprung von B. cinerea

wahrend der Konkurrenz bei der Substratbesiedlung.

Die Anfalligkeit von Weinreben ist abhangig von der Sorte, den Umweltbedingungen und
den KulturmafRnahmen. Dabei wird die Sortenanfalligkeit der Reben durch die
Kompaktheit der Trauben (VAIL et al. 1998, VAIL and MAROIS 1991), die Kutikula und die
epikutikulare Wachsschicht (ELAD und EVENSEN 1995, PERCIVAL et al. 1993) sowie der
Bildung von Phytoalexinen beeinflusst. In den eigenen Untersuchungen wurde am
Standort Marienthal die Sorte ‘Miller Thurgau* und am Standort Kirrweiler die Sorte
‘Kerner‘ verwendet, die als mittel bzw. hoch anfallige Sorten eingestuft werden (ANONYM
2000). SchnittmaRnahmen im Traubenbereich fiihren zu einer besseren Belichtung der

Beeren und damit zu einer geringeren Infektion mit B. cinerea (ZOECKLEIN et al. 1992). Die
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epidemiologische Entwicklung von B. cinerea wird von mikroklimatischen Parametern, wie
einer hohen Luftfeuchte von > 97 % und einer Blattfeuchtedauer von mind. sieben
Stunden, beeinflusst. Aussagen Uber den notwendigen Temperaturbereich fiir eine
Infektion variieren deutlich zwischen 11 - 16 °C und 18 - 22°C (HUNTER et al. 1972, JAvIS
1980b, RAPOSO et al. 2001, THOMAS et al. 1988, YUNIS et al. 1994). Die
Befallsentwicklung von B. cinerea wurde besonders am Standort Kirrweiler in beiden
Vegetationsperioden durch das feucht-warme Klima in den letzten Wochen vor der Ernte

gefordert.

Durch Sklerotien, die an Rebenholz Uberdauert haben, kann eine Erstinfektion des
Pathogens ausgehen (NAIR und NADTOTCHEI 1987). Ebenso kann eine Infektion mit B.
cinerea schon wahrend der Blite erfolgen. Pollen fordern die Keimung und das
Keimschlauchwachstum des Pilzes auf der Stempeloberflache, wobei das Pathogen uber
den Stempel und den Griffel eindringt und anschlielRend latent im nekrotischen Gewebe
verweilt (MCCLELLAN und HEWITT 1973, NAIR und ALLEN 1993, WOLF et al. 1997). Latente
Infektion mit B. cinerea wurden in eigenen Untersuchungen durch Auslegen von gesund
erscheinenden Bliten und Beeren nachgewiesen. Ahnlich wie auch von NAIR und PARKER
(1985) beschrieben, erfolgte der Nachweis in den eigenen Untersuchungen deutlich
haufiger in einer spaten Phase der Fruchtentwicklung als direkt nach der Blite. Diese
latenten Infektionen der sich entwickelnden Beeren sind durch U. atrum, der mit dem

Pathogen an der Oberflache konkurriert, nicht zu unterdriicken.

Die typischen Symptome des Befalls mit B. cinerea erscheinen erst nach dem
Entwicklungsstadium Véraison, wenn die Beeren zu reifen beginnen (PEARSON und
GOHEEN 1998). In dieser Phase kénnen die Beeren auch direkt durch die intakte
Epidermis oder durch Wunden befallen werden, jedoch wird eine erhéhte Anfalligkeit
durch verwundete Beeren berichtet (NELSON 1951). Zwischen den Entwicklungsstadien
abgehender Blite und Véraison wird eine natirlich auftretende Resistenz der Trauben
gegenuber einer Infektion mit B. cinerea beschrieben (GOETz et al. 1999). Anhand von
Extrakten aus gesunden Beeren wurde festgestellt, dass Inhaltsstoffe der Trauben die
Keimung von B. cinerea reduzieren (PEZET und PONT 1984). In eigenen Untersuchungen
konnten die Befallssymptome an den Trauben frihestens Ende August festgestellt
werden. Dabei verfarbten sich die Beeren erst rétlich und es bildete sich anschlieend ein
grauer Pilzrasen aus. Durch die Kompaktheit der Trauben konnte der Befall schnell auf
andere Beeren ubergreifen, ahnliches wird auch von PERCIVAL et al. (1993) beschrieben.
Der Zuckergehalt der Beeren ist beim Auftreten eines Grauschimmelbefalls relativ

unbedeutend (NAIR und PARKER 1985), auch in eigenen Untersuchungen konnte sowohl



Diskussion 111

bei geringem Zuckergehalt der Trauben zur Ernte von 60 °Oechsle in Marienthal, als auch

bei Uber 80 °Oechsle in Kirrweiler ein Grauschimmelbefall festgestellt werden.

Antagonisten wirken meist spezifische nur gegen sehr wenige Pathogene (COPPING und
MENN 2000, ELAD et al. 1996). Um einen gesunden Pflanzenbestand erhalten zu kénnen,
werden begleitende Pflanzenschutzmalinahmen durchgefiihrt. Der Antagonist muss
daher eine geringe Sensitivitat gegeniiber konventionellen Pflanzenschutzmittel besitzen.
So werden allein zur Bekdmpfung des Echten und Falschen Mehltau im Weinbau jahrlich
ca. 10 Applikationen mit synthetischen Fungiziden durchgefuhrt. Die in den
Feldversuchen fur konventionelle MalRnahmen verwendeten Fungizide wurden in vitro auf
ihre fungizide Wirkung gegenuber U. afrum untersucht. Dabei zeigte der Antagonist
gegenuber einem Grolteil der untersuchten Fungizide eine geringe Sensitivitat. Lediglich
von den protektiven Fungiziden mit einem breitem Wirkungsspektrum (‘Multi site’
Inhibitoren) wie Mancozeb, Metiram, Folpet und Dithianon wurde die Sporenkeimung als
auch das Myzelwachstum von U. atrum gehemmt. ZITTER und HSU (1992) stellten fest,
dass die Sporenkeimung des Pathogens U. curcurbitae deutlich durch Chlorothalonil und
Iprodion gehemmt wurde. Auch einige Sterolbiosyntheshemmer, wie Triadimenol,
Penconazol und Fenarimol, verringerten deutlich das Myzelwachstum des Antagonisten.
LI et al. (2002) und ZITTER und Hsu (1992) zeigten, dass das Benzimidazol Benomyl
keinen Einfluss auf die Pilzentwicklung hatte. In eigenen Untersuchungen konnte
festgestellt werden, dass U. atrum im Vergleich zu B. cinerea eine grolkere Toleranz
gegeniber den untersuchten Fungiziden aufwies. Eine ahnlich geringe Sensitivitat von U.
atrum gegenulber Pflanzenschutzmitteln wird auch von SCHOENE et al. (1998, 2000)
beschrieben. Dies ermdglicht eine Integration des Antagonisten in herkdmmliche

Pflanzenschutzmafnahmen.

Die in vitro ermittelten Fungizidsensitivitaten von U. atrum waren nur schlecht in Freiland
wiederzufinden. In eigenen Untersuchungen konnte weder eine Beeinflussung der Reben-
noch der Beerenbesiedlung mit U. afrum durch die konventionellen
Pflanzenschutzmallinahmen festgestellt werden. Eine deutliche Reduktion des
Rindenbefalls mit B. cinerea konnte dagegen im Jahr 2000 nach Applikation von
Spiroxamine und dem Insektizid Parathion-methyl, das fur seine fungizide Nebenwirkung
bekannt ist, beobachtet werden (KEES und OBST 1972).

In den eigenen Freilanduntersuchungen im Weinbau waren Spritzfolgen mit dem
Botrytizid Fenhexamid in allen vier Untersuchungen deutlich wirksamer als wiederholte
Applikationen von U. atrum, selbst als bei extrem hohem Befallsdruck die fungizide
Wirkung nachlieR. Auch ELAD et al. (1996) beschreiben, dass einige biologische

Mikroorganismen weniger effektiv als chemische Praparate sind und ihre Wirksamkeit



112 Diskussion

gegeniiber dem Pathogen nicht immer ausreichend ist. Dagegen beschreiben SCHOENE et
al. (2000) eine meist vergleichbare oder nur geringfligig hoéhere Wirksamkeit der
Fungizidbehandlungen gegenldber den Applikationen von U. atrum bei geringem
Befallsdruck. Ahnliches wurde auch bei Gewé&chshausuntersuchungen an Rosen
beschrieben (KOHL und GERLAGH 1999).

Erst durch den Einbau von Fenhexamid in die Spritzfolge von U. atrum liess sich das
Wirkniveau deutlich anheben. Dabei kommt der zeitlichen Staffelung der Antagonisten-
und Botrytizidanwendung besondere Bedeutung zu. Wie schon in den
Blattscheibenuntersuchungen im Labor und in Gewachshausexperimenten zu sehen war,
ist U. atrum auch im Freiland fahig, einen niedrigen Befallsdruck durch B. cinerea an
Weinreben zu unterdriicken. Steigt der Befallsdruck starker an, wie es in den beiden
Versuchsjahren 2000 und 2001 stets zur Ernte der Fall war, reicht die antagonistische
Wirksamkeit nicht mehr aus. Eine Botrytizidanwendung drickt zu diesem Zeitpunkt das

Befallsniveau auf einen deutlich niedrigeren Wert.

Alternierende Behandlungen mit drei Applikationen von U. atrum und einer zusatzlichen
Behandlung mit Fenhexamid am Ende der Spritzfolge flhrten zu einer signifikanten
Reduktion des Grauschimmelbefalls der Trauben. Bei nachlassender Wirkung des
Antagonisten bzw. extrem hohem Befallsdruck kurz vor der Ernte kann eine kombinierte
Applikation ~ von  biologischem und chemischen Pflanzenschutzmittel den
Grauschimmelbefall der Reben ausreichend unterdriicken. Ahnliches konnte auch fir
kombinierte Anwendungen von Trichodex® mit Fungiziden beobachtet werden (ELAD und
ZIMAND 1992, O'NEILL et al. 1996). Durch eine befallsorientierte Staffelung von
Antagonist- und  Fungizidanwendungen  konnte  somit die  Anzahl der
Botrytizidanwendungen reduziert werden. Im Unterglasanbau zeigten ELAD et al. (1993)
und SHTIEMBERG und ELAD (1997), dass alternierende Behandlungen von Trichodex®
(Trichoderma harzerianum) mit Fungiziden zur Halbierung des Fungizideinsatzes bei
gleich guten Bekdmpfungserfolgen gegen B. cinerea fuhrten. Die optimale Terminierung
von zusatzlichen Behandlungen von Antagonisten unterscheidet sich deutlich zu den

Ublichen Spritzplanen von Fungiziden (SUTTON und PENG 1993b).

TRONSOMT und HJELJORD (1998) betonten, dass eine verringerte Zahl an
Fungizidanwendungen durch die Ausbringung biologischer Gegenspieler die Gefahr der
Resistenzbildung verringern kann. Die eigenen Untersuchungen im Labor und
Gewachshaus zeigten dariber hinaus, dass mit U. atrum auch resistente Stamme von B.
cinerea unterdrickt werden konnten, da die Wirksamkeit des Antagonisten unabhangig
von der Fungizidsensitivitat verschiedener Isolate war. Zu einem &ahnlichem Ergebnis
kamen auch WHITEMAN und STEWART (1998) in ihren Studien zur Wirksamkeit des
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Bakteriums  Serratia liquefaciens gegen ein Gemisch aus unterschiedlich
fungizidsensitiven Isolaten von B. cinerea. Als nicht sinnvoll erscheint es hingegen, an
Stelle der Anzahl die Dosierungshohe von Botrytiziden zu verringern. Dies wirde durch
eine hohere Uberlebensrate fungizidtoleranter Populationen von B. cinerea zu
gesteigerter Resistenzgefahr fihren. KOHL et al. (1999) konnten mit einer Kombination
von U. atrum und einem Zehntel der empfohlenen Aufwandmenge von Fenhexamid die
Sporulation in einem Rosenbestand unterdricken, es konnten jedoch nicht die

Befallsherde an den Pflanzen verringert werden.

Die Kombination von U. atrum mit Botrytiziden setzt wie fur andere konventionell
verwendete Fungizide eine moglichst niedrige Sensitivitdt des Antagonisten voraus. Es
konnte keine in vitro-Sensitivitdt des Antagonisten U. afrum gegenlber den beiden
Botrytiziden Fenhexamid und Vinclozolin beobachtet werden, dagegen war die
Entwicklung von B. cinerea jedoch deutlich gehemmt. Eine &hnlich geringe Sensitivitat
von U. atrum gegen im Weinbau verwendete Botrytizide wurde auch von SCHOENE et al.
(1998) festgestellt. Im Gegensatz dazu fanden LI et al. (2002) jedoch eine deutliche

Beeinflussung der Keimschlauchausbildung von U. atrum durch das Botrytizid Vinclozolin.

Im Weinbau kann der Einsatz von chemischen Pflanzenschutzmitteln zu Ruckstanden der
Wirkstoffe in den Trauben fuhren und somit den Ausbau des Weines beeinflussen
(CARBRAS et al. 1999, MILIKOTA et al. 1996, NAVARRO et al. 2001). Ebenso kann ein
starker Grauschimmelbefall an den Trauben zur qualitativen Beeintrachtigung des Mostes
fuhren. Die befallenen Beeren andern die chemische Zusammensetzung des Mostes,
indem der Pilz einfachen Zucker (Glukose und Fruktose) zu Glycerol und Gluconsaure
umwandelt, sowie Enzyme produziert, die die Oxidation von Phenol- Verbindungen
katalysieren. Das Pathogen B. cinerea kann ebenso Polysaccharide, wie p-Glucane,
abgeben, die das Klaren des Weines beeintrachtigen. Weine aus stark befallenen
Trauben kdnnen Fehltdéne aufweisen und ein Altern stéren (MARCHAL et al. 2000). Fur die
Einflhrung eines biologischen Organismus ist es von groler Bedeutung, dass der
pilzliche Organismus bzw. von ihm produzierte Stoffe keinen Einfluss auf die Garung des
Mostes bzw. die sensorischen Eigenschaften des Weines haben. TOPOLOVEC-PINTARIC et
al. (1999) zeigen, dass der Antagonist Trichoderma harzianum keinen Einfluss auf den
Garverlauf hat. In den eigenen Untersuchungen erfolgte der Ausbau des Weines nach
den Kriterien fir die amtliche Prifung von Pflanzenschutzmitteln (ENGLERT et al. 1988).
Es konnte kein Einfluss von U. afrum bzw. des Botrytizides Fenhexamid auf den
Traubensaft, den Garprozess sowie die Qualitdt des Weines nach sensorischer Prifung

festgestellt werden. Dies bestatigen auch die Ergebnisse von ROUDET und DuBos (2000)
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sowie SCHOENE (2002) fur U. atrum und von ROSSLENBROICH (1999b) fiir das Fungizid

Fenhexamid.

Bei der Produktion von biologischen Organismen wird die Optimierung der lebensfahigen
Biomasse mit gleich bleibender Qualitat, Keimfahigkeit und besiedelnden Eigenschaften,
wie auch eine schnelle, hohe und kostenglinstige Vermehrung angestrebt (ANDREW
1992). Die Anzucht von Gliocladium roseum auf Getreidekornern erfolgte einfach und
preiswert (PENG et al. 1992), dhnliches konnte auch bei U. atrum beobachtet werden. Im
Vergleich zu den bisher verwendeten Haferkérnern bei der Anzucht der Sporen von U.
atrum, wurde auch das Nahrmedium Bulgar verwendet, worauf eine schnellere und
erhdhte Sporenproduktion stattfindet (FREY, persdnliche Mitteilung). Die Sporenausbeute
des Antagonisten konnte auf Bulgar-Nahrmedium im Vergleich zu Haferkdrnern in
geringem Umfang erhdéht werden bei gleichzeitiger Halbierung der Inkubationsdauer auf
zwei Wochen (METz, nicht verdffentlicht).

Innerhalb eines Pflanzenbestandes findet man meist eine sehr heterogene B. cinerea-
Populationen (GIRAUD et al. 1999, MOYANO et al. 2003). Die Zusammensetzung der
Population aus vielen verschiedenen Genotypen hat groRe Auswirkungen auf die
Bekampfbarkeit, wie es fiir Fungizide beschrieben wird. Ahnlich wie fir Botrytizide
beschrieben, konnte eine unterschiedliche Wirksamkeit von U. afrum gegen verschiedene
Genotypen von B. cinerea festgestellt werden. Ein Zusammenhang zwischen den
morphologischen und physiologischen Merkmalen der Pathogenisolate sowie deren
Fungizidsensitivitat gegen verschiedene Botrytizide konnte nicht festgestellt werden.
Diese Ergebnisse zeigen, dass der Erfolg eines Einsatzes von U. atrum deutlich von der
im Pflanzenbestand anzutreffenden Pathogenpopulation abhangt. Im weiteren Verlauf
kénnen sich schwer bekampfbaren Isolate im Bestand durchsetzten, wodurch sich die
antagonistische Wirksamkeit weiter verringert. Die sich bildenden hohen Befélle mit B.
cinerea fuhren die antagonistische Wirksamkeit von U. atrum schnell an seine Grenzen.
Die Selektion schwer zu unterdrickender Genotypen und der Aufbau kaum zu

kontrollierender hoher Befallsdriicke gehen miteinander einher.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Die antagonistische Wirksamkeit von Ulocladium atrum gegen Botrytis cinerea wurde an
verschiedenen Kulturpflanzen sowohl unter kontrollierten Bedingungen als auch im
Freiland untersucht. In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals der Einfluss des
Pathogengenotyps auf die Wirksamkeit des pilzlichen Antagonisten erfasst. Die
verwendeten Genotypen von B. cinerea wurden nach morphologischen und
physiologischen Eigenschaften sowie ihrer Sensitivitdt gegen Wirkstoffe verschiedener
botrytizider Stoffklassen differenziert. Deutliche Unterschiede in der Wirksamkeit des
Antagonisten gegen verschiedene Isolate von B. cinerea konnten sowohl auf nekrotischen
Rebenblattern als auch an Begonien-, Paprika- und Rebenjungpflanzen unter

kontrollierten Bedingungen nachgewiesen werden.

e Auf nekrotischen Rebenblattern konnte die Sporulation von B. cinerea deutlich durch
die Anwendung von U. atrum reduziert werden. Je hoher die Sporendichte von U.
atrum gewahlt wurde, umso starker war die Reduktion der Sporulation des Pathogens.

Mit steigendem Pathogendruck lie3 die Wirksamkeit des Antagonisten jedoch nach.

e Das Zeitintervall zwischen den Applikationen beider Pilze beeinflusste die Wirksamkeit
des Antagonisten. Etablierte sich der Antagonist vor dem Pathogen auf dem
nekrotischen Blattgewebe, so wurde die Sporulation von B. cinerea deutlich starker
reduziert als bei gleichzeitiger Besiedlung des Gewebes. Es zeigte sich bei
gleichzeitiger Applikation beider Pilze auf nekrotischem Blattgewebe eine deutliche

Abhangigkeit der Wirksamkeit von U. atrum vom Genotyp des Pathogens.

e Im Unterglasanbau hatten die verwendeten Kulturpflanzen einen Einfluss auf die
Wirksamkeit von U. atrum. An Begonien konnte das Pathogen deutlich starker als an
Paprika- und Rebenjungpflanzen unterdrickt werden. Auch an den verschiedenen
Kulturpflanzen konnte eine Abhangigkeit der Wirksamkeit des Antagonisten vom Isolat

des Pathogens festgestellen werden.

e Das Zeitintervall zwischen den Applikationen beider Pilze hatte erheblichen Einfluss
auf die Wirksamkeit des Antagonistens. Bei gleichzeitiger Applikation beider Pilze lag
die Wirksamkeit deutlich unter der bei zeitversetzter Ausbringung. Dabei war die
Wirksamkeit des Antagonisten abhangig vom Genotyp des Pathogens. Die
quantifizierte Pathogenitat der Isolate von B. cinerea war wiederum abhangig von der
Wirtspflanze. Lediglich bei Applikationen mit einem Tag Intervall konnte an Begonien

bei allen Isolaten eine sehr ahnliche Wirksamkeit des Antagonisten erzielt werden.



116 Zusammenfassung

e In Freilandversuchen im Weinbau erfolgten mehrjahrigen Erhebungen an
verschiedenen Standorten und Rebsorten. Eine erfolgreiche Besiedlung und
Etablierung des ausgebrachten Antagonisten an Rebengewebe konnte nachgewiesen
und mit zunehmender Sporendichte gesteigert werden. Dabei war der Antagonist
wechselnden Umweltbedingungen ausgesetzt, die seine Entwicklung im

Rebenbestand jedoch kaum beeinflussten.

e Zwei Applikationen des Antagonisten sicherten die Populationsdichte des
Antagonisten Uber die gesamte Vegetationsperiode im Bestand, jedoch erhdhte jede
weitere Applikation signifikant die Besiedlungsdichte auf der Rebenrinde. Haufigere
Applikationen von U. atrum erhdhten und verlangerten die antagonistische

Wirksamkeit bis zur Ernte.

o Die Ausbringung steigender Sporendichten von U. atrum hatte einen positiven Einfluss
auf die antagonistische Wirksamkeit gegen einen Grauschimmelbefall der Trauben.
Ebenso beeinflusste die Art des Anzuchtmediums der Sporen von U. atrum den
spateren Besiedlungserfolg an der Rinde und den Beeren der Weinreben. Ein auf
Bulgar basierendes Nahrmedium hatte deutliche Vorteile gegeniber einem

Anzuchtmedium auf Haferkornbasis.

e U. atrum konnte bei niedrigem Befallsdruck die Entwicklung von B. cinerea an den
Trauben unterdrucken. Die antagonistische Wirksamkeit war jedoch bei steigendem
Befallsdruck nicht mehr ausreichend. In solchen Fallen war eine Kombination von U.
atrum und dem Botrytizid Fenhexamid sehr gut geeignet den Grauschimmelbefall an

Trauben deutlich zu reduzieren.

e Der Antagonist zeigte eine geringe Sensitivitdt gegentiber Pflanzenschutzmitteln, die
unter Freilandbedingungen bei versuchsbegleitenden konventionellen Pflanzenschutz-
maflnahmen verwendet wurden. Eine Integration des Antagonisten in herkdmmliche

Pflanzenschutzmalinahmen erscheint daher mdglich.

e Bei einer Etablierung des Antagononisten auf allen Pflanzenteilen der Reben konnte
kein negativer Einfluss auf die Entwicklung und die Ertragsbildung der Kulturpflanze,

noch auf den Ausbau und die Qualitat des Weines beobachtet werden.

Der Hyphomycet Ulocladium atrum erwies sich in den Untersuchungen als geeigneter
Antagonist gegen Botrytis cinerea. Jedoch konnte haufig eine nicht ausreichende
antagonistische Wirksamkeit festgestellt werden, die zum einen durch die hohe Variabilitat
der Population von B. cinerea, zum anderen durch den stark ansteigenden Befallsdruck

erklart werden kann.
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