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Kurzfassung Il

KURZFASSUNG

In dieser Arbeit wurde das Wirkungsprofil von zwei neuen Fungiziden der Firma BASF SE gegen den
Erreger des Echten Mehltaus der Weinrebe, Erysiphe necator untersucht. Mittels verschiedener Mikro-
skopietechniken wurde die residuale, protektive und kurative Wirkung eines neuen Demethylierungs-
Inhibitors (DMI) und eines neuen Quinone-outside-Inhibitors (Qol) im Vergleich zu Referenzwirkstof-
fen der jeweils gleichen Fungizidklasse untersucht. Hierbei konnten signifikante Unterschiede in der
Wirkungsart der Fungizide in Abhéngigkeit vom Applikationszeitpunkt festgestellt werden. Parallel
dazu wurden die Pathogenese und Morphologie der Infektionsstrukturen von Konidien des verwendeten
Isolats von E. necator an Rebblattern der Rebsorte Riesling mikroskopisch untersucht. Die residuale
Wirkung der getesteten Wirkstoffe auf Blattmaterial aus dem Freiland unterschied sich signifikant in
Abhangigkeit vom Wirkungsmechanismus. Die Keimhemmungsrate nahm sowohl bei DMI- als auch
Qol-Fungiziden bis zwdlf Tage nach Applikation ab, wobei Qol-Fungizide generell eine héhere Hem-
mung erzielten. Es wurden Unterschiede in der Hemmungsintensitat deutlich, da DMI-Fungizide im
Vergleich zu Qol-Fungiziden eine geringere Keimhemmungsrate aufwiesen. DMI-Fungizide zeigten
sowohl bei protektiver als auch kurativer Anwendung eine signifikante Abschwéachung des Hyphen-
wachstums von E. necator. Eine deutliche Entfaltung der Wirkung wurde ab der Entwicklung von Pri-
marappressorien sichtbar. Qol-Fungizide zeigten bei protektiver Applikation eine hohe Hemmung der
Keimung, welche signifikant héher war als bei der unbehandelten Kontrolle und DMI-Fungiziden. Bei
kurativer Anwendung bewirkten Qol-Fungizide einen Stopp und Riickgang des Hyphenwachstums. In
eingehenden mikroskopischen Untersuchungen wurde dokumentiert, welche Infektionsstrukturen von
E. necator im Verlauf der Pathogenese ausgebildet werden und wie diese Strukturen durch Fungizidein-
fluss morphologisch verandert wurden. Neben strukturellen Anomalitaten von Prim&rappressorien und
Hyphen sowie einer fehlerhaften Chitinakkumulation bzw. -verteilung in hyphalen Zellwénden von E.
necator unter DMI-Einfluss konnten auch physikalische Schaden durch Qol-Fungizide an Konidien do-
kumentiert werden. Unbehandelte Konidien von E. necator hingegen entwickelten innerhalb von 72
Stunden nach Inokulation (hpi) erste Hyphenverzweigungen. 144 hpi durchschnitt dichtes Myzel die
Wirtsoberflache und acht Tage nach Inokulation wurden erste Konidiophoren ausgebildet. Den vorlie-
genden Ergebnissen nach handelt es sich bei ,,DMI-BASF*“ hdchstwahrscheinlich um einen fungistati-
schen Wirkstoff, welcher hauptsachlich ab der Ausbildung von Primérappressorien greift. Bei ,,Qol-
BASF* handelt es sich um einen Keimungshemmer, der hdchstwahrscheinlich fungitoxisch wirkt. Wei-
terhin konnte der Einfluss der DMI- und Qol-Fungizide auf Konidien und Infektionsstrukturen von E.

necator mikroskopisch dokumentiert werden.
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ABSTRACT

Aim of this master thesis was to investigate on the efficacy profile of new fungicides of the company
BASF SE against the powdery mildew on grape vine, Erysiphe necator. Using several microscopical
techniques, it was possible to analyse the residual, preventive and curative efficacy of a novel demeth-
ylation-inhibitor (DMI) and a novel quinone-outside inhibitor (Qol) compared to reference fungicides
with the same mode of action. Here, significant differences in the degree of efficacy were found. At the
same time, the pathogenesis and morphology of infection structures of conidia of the used isolate of E.
necator on vine leaves of the grape variety Riesling were studied microscopically. The residual effect
of the tested fungicides differed significantly depending on the mode of action of the considered fungi-
cides. The inhibition of the germination of E. necator decreased twelve days after application of both
DMIs and Qols, whereas Qols still showed a stronger inhibitory effect. Differences between the inten-
sities of inhibition could be shown, because DMIs achieved a lower inhibition of germination. DMIs
showed a significant inhibition and reduction of hyphal growth in both preventive and curative applica-
tions. A strong effectiveness occurred after the initial formation of primary appressoria. Qols on the
contrary showed a strong preventive inhibitory effect on the germination, which was significantly higher
than those of DMIs. In curative application, Qols caused a stop and reduction of hyphal growth. In
detailed microscopical examinations, it was documented which infection structures were built by E.
necator during its pathogenesis on vine leaves and how they were altered by fungicide use. Besides
structural anomalies of primary appressoria and hyphae as well as a defective accumulation or rather
distribution of chitin in hyphal cell walls of E. necator caused by DMIs, physical damages caused by
Qols on conidia were documented. In contrast to that, untreated conidia of E. necator developed hyphal
branches within 72 hours post inoculation (hpi). After 144 hpi, dense mycelia showed up on the leave
surface and eight days post inoculation first conidiophores were developed. According to the results,
“DMI-BASF” could be an active substance with fungistatic properties, which mainly takes effect after
the formation of primary appressoria. “Qol-BASF” could be an inhibitor of the germination of E. ne-
cator showing fungitoxic effects. Furthermore, the impact of the DMIs and Qols on the pathogenesis

and morphology of conidia and infection structures of E. necator was documented microscopically.
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1 EINLEITUNG UND AUFGABENSTELLUNG
1.1 Weinbau und Pflanzenkrankheiten

Die Weinrebe (Vitis ssp.) gehort zu den &ltesten und meist genutzten Kulturpflanzen (Pearson & Goheen
1988, Myles et al. 2011, Vivier & Pretorius 2002, Bouby et al. 2013). Aus der Familie der Vitaceae
stammend, wurde diese Pflanze erstmals vor 6.000 Jahren kultiviert. Seit dem beschrieb die Weinrebe
vom Nahen Osten bis nach Europa hinein einen beispiellosen Siegeszug — eng verflochten mit den ver-
schiedenen Kulturen préagte der Wein fortan die Menschheitsgeschichte. Heutzutage ist die Weinrebe
nicht nur kulturell, sondern v. a. auch weltwirtschaftlich eine der bedeutendsten Kulturpflanzen (Liebe-
rei & Reisdorff 2012, Borner 2009). Im Jahr 2016 wurde die Weinrebe weltweit auf mehr als 7 Millionen
Hektar angebaut (Anonym M 2018). Historisch betrachtet war der Weinbau jedoch oft existentiell durch
Pflanzenkrankheiten bedroht, welche schwere ErtragseinbulRen verursachten (Pearson & Goheen 1988).
Fur den Weinbau sind funf Epidemien zwischen den Jahren 1845 und 1880 in Europa dokumentiert, die
durch die Erreger Erysiphe necator, Plasmopara viticola und Guignardia bidwellii hervorgerufen wur-

den und erhebliche wirtschaftliche Schaden verursachten (Oliver & Hewitt 2014).

Einer der nach wie vor wirtschaftlich bedeutendsten Schaderreger ist E. necator (Gadoury et al.
2012a, Pearson & Goheen 1988). Im Jahr 1834 wurde das Pathogen erstmals von Schweinitz in Nord-
amerika beschrieben, wo sich der Schaden an den resistenten amerikanischen Vitis-Arten jedoch noch
in Grenzen hielt. Bereits elf Jahre spéter trat der Echte Mehltau der Weinrebe erstmals im englischen
Margate auf. Die Namensgebung geht auf den englischen Erstbeobachter, einem Gértner namens Tucker
zuriick: Oidium tuckeri Berk. (Pearson & Goheen 1988). Wenige Jahre spater, 1847, trat E. necator
erstmals in Frankreich auf. Vermutlich brachte der Import kontaminierter amerikanischer Rebsttcke die
Krankheit aus der neuen Welt nach Europa (Pearson & Goheen 1988, Gadoury et al. 2012a, Oliver &
Hewitt 2014). Bis 1854 brach die franzosische Weinproduktion um 80 % ein. Englischen Gértnern zu-
folge war Schwefel als Gegenmittel geeignet, jedoch fand das erste tatsachlich effektiv wirksame
Schwefelpréparat erst 1855 seinen Einsatz gegen den neuen Schaderreger (Agrios 2005, Borner 2009,
Oliver & Hewitt 2014). Seit dem Erstauftritt in England und Frankreich breitete sich E. necator weltweit
auf alle Weinbauregionen aus und stellt auch heute noch eine grol’e Herausforderung fur die Gesell-
schaft, Forschung und Industrie dar (Gadoury et al. 2012a, Pearson & Goheen 1988). Neben der genauen
Kenntnis der Biologie dieses Pathogens ist auch ein fundiertes VVerstandnis tber die Mechanismen von

Wirkstoffen fir den modernen Pflanzenschutz unerlasslich.
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1.2 Die Biologie von Erysiphe necator

Der Ascomycet Erysiphe necator (Schw.) Burr. (syn. Uncinula necator (Schw.) Burr.) gehért der Ord-
nung der Erysiphales, der Familie der Erysiphaceaen und Gattung Erysiphe an (Oliver & Hewitt 2014,
Poehling & Verreet 2013, Gadoury et al. 2012a). Die Familie der Erysiphaceaen wird gemeinhin auch
als ,,Echte Mehltaupilze* bezeichnet, welche alle einen obligat biotrophen Lebenszyklus aufweisen. Ty-
pisch fur echte Mehltaupilze ist die Penetration der lebenden Wirtskutikula durch Sporen und die Bil-
dung eines Haustoriums, welches dem Pathogen Nahrstoffe aus seinem Wirt bereitstellt. Das meist auf
der Blattoberseite wachsende Myzel produziert zahlreiche Konidien, wobei auf der Wirtsoberflache ein
mehl&hnlicher Belag sichtbar wird (Abb. 1 A). Diesem Erscheinungsbild ist der Trivialname der Erysi-
phaceaen zu verdanken (Glawe 2008, Gadoury et al. 2012a). E. necator ist ein obligater Parasit und
kommt ausschlieBlich auf Pflanzen der Familie Vitaceae wie Vitis, Cissus, Parthenocissus und Ampe-
lopsis vor. Der wichtigste Wirt sind Vitis-Spezies, da der Pilz v. a. bei den héchstanfalligen europaischen
Rebsorten ein sehr hohes Schadpotential besitzt (Gadoury et al. 2012a, Pearson & Goheen 1988).
V. vinifera ssp. vinifera cv. Chardonnay, cv. Kerner und cv. Portugieser sind hierbei erwahnenswerte
hochanfallige Sorten. Weiterhin sind die Spezies V. davidii, V. betulifolia und V. pubescens hochst an-
fallig. Weniger gefahrdet sind bspw. Burgundersorten oder amerikanische Vitis-Spezies wie V. labrusca
oder V. cinerea (Pearson & Goheen 1988). Ohne Gegenmalnahmen reduziert E. necator Wachstum und
Ertrag der Weinrebe, die Qualitat der Endprodukte sowie die Winterharte der Rebstécke (Pearson &
Goheen 1988). Die typische Symptomauspragung einer mit E. necator infizierten Weinrebe ist das au-
genscheinlich sichtbare, weil3e Pilzmyzel, welches im Friihjahr ab BBCH 13 auf der oberen Blattseite
ausgebildet werden kann (Abb. 1 A). Je nach Sorte wird neben der Blattoberseite auch die Blattunterseite
befallen, wobei silbrig glanzende Flecken und dunkel verféarbte Blattadern sichtbar werden. Auf der
Blattoberseite konnen wie bei P. viticola Olartige Aufhellungen auftreten (Pearson & Goheen

Abb. 1. Charakteristische Symptome von Erysiphe necator: Myzel auf der adaxialen Blattseite einer
Weinrebe (cv. Chardonnay) (A), Myzel auf reifenden Beeren (cv. Chardonnay) (B) (BASF-interne
Quelle 2018) und Samenbruch (C) (Anonym E 2016).



Einleitung und Aufgabenstellung 3

1988). Werden juvenile Bléatter infiziert, so deformieren diese (Abb. 4 A). Bei einem Befall griiner
Triebe verkorken diese rasch, wobei dunkle Flecken typische Indikatoren sind. Die Bléatter verfarben
spater braunlich und fallen ab. Beeren werden ebenfalls vom weiflichen Myzel tiberwachsen und ver-
harten spater. Eine Infektion der Trauben mit E. necator kann bis zum Beginn der Zuckereinlagerung
(BBCH 85) erfolgen. Wird die Beerenepidermis im Laufe der Infektion zerstort, platzt die Beere auf
und die Samen treten ans Tageslicht, woraufhin die Wunde verkorkt und Sauerfaulen folgen (Abb. 1 C).
Diese Erscheinung wird gemeinhin auch als ,,.Samenbruch* bezeichnet (Pearson & Goheen 1988). Mit
E. necator infizierte Beeren sind anfalliger fir Sekundarinfektionen durch Botrytis cinerea, Penicillium-
Arten oder Essigfdule, was in der Folge besonders fatal fur die Produktqualitat ist. Schaden durch In-
sektenfral werden ebenfalls gesteigert, da in der Beere wahrend der Mehltauinfektion verstérkt Ethanol,
volatiles Ethylacetat und Essigsaure akkumuliert werden. Weiterhin sinkt die Qualitat der spateren End-
produkte bereits bei einer leichten Infektion von 3-5 % massiv ab (Pearson & Goheen 1988, Gadoury et
al. 2007). Der Blattschaden und die spatere Entlaubung reduzieren die photosynthetische Leistung der
Weinrebe und beeinflussen somit deren Ertragsbildung drastisch, da neben der veranderten Konzentra-
tion der Inhaltsstoffe auch das Gewicht der Beeren gemindert wird. Schon eine leichte Infektion durch
E. necator kann den spéter produzierten Wein ungeniel3bar machen, da der Sauregehalt in den Beeren
rapide ansteigt und es zu einem Absinken von 3-Mercaptohexanol kommt. Weiterhin wird die Qualitat
von Tafeltrauben durch Vernarbung und Verfarbung stark herabgesetzt und deren Lagerfahigkeit durch

Infektionen der Traubenstiele vermindert (Calonnec et al. 2004, Gadoury et al. 2007).

E. necator ist ein heterothallischer Pilz mit bipolarem Kreuzungsmechanismus, d. h., dass die
Ausbildung der sexuellen Fruchtform nur dann erfolgt, wenn kompatible, kontrare Kreuzungstypen mit-
einander kombiniert werden (Evans et al. 1997). Die von asexuellen und sexuellen Sporen von E. neca-
tor ausdifferenzierten Appressorien adhdrieren aufgrund ihrer Form und der Produktion von 16slichen,
adhésiven Substanzen an der Wirtsoberflache (Heintz & Blaich 1990). Cutinasen und Esterasen, welche
in der extrazellularen Matrix der Sporen produziert werden, verbessern die Adhéasionsfahigkeit durch
Anderung der Oberflachenhydrophobie der Wirtsoberflache. In dieser Eigenschaft ahnelt E. necator
also anderen Echten Mehltaupilzen, welche zusétzlich durch eigene synthetisierte und sekretierte En-
zyme noch in der Lage sind, die Kutikula und das Zellwandmaterial ihrer Wirte zu zersetzen. Bei E.
necator wird die Wirtskutikula jedoch rein mechanisch mittels appressorischer Penetrationshyphe
durchstol’en, obgleich auch hierbei zu mindestens ein Zusammenspiel mit Enzymen vermutet wird
(Rumboltz et al. 2000, Heintz 1986, Heintz & Blaich 1990, Gadoury 2012a). Konidien von E. necator
adhdrieren bei Inokulation auf der Kutikula, keimen in Abh&ngigkeit von Isolat und Wirt bspw. inner-
halb 4 h nach Inokulation aus und bilden einen Keimschlauch. 6-8 h nach Inokulation entwickelt sich
ein Priméarappressorium (Pearson & Goheen 1988, Leinhos et al. 1997). 20 h nach Inokulation entwi-
ckelt sich die Primarhyphe. Diesem Prozess folgen dann im Zeitverlauf etliche weitere neu gebildete

Hyphen. 24-48 h nach Inokulation werden hyphale Appressorien ausgebildet (Gadoury et al. 2012a,
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Leinhos et al. 1997). Die Hyphen verzweigen sich 72 h nach Inokulation und nach vier Tagen hat sich
das Myzel von E. necator bereits weit auf der Wirtsoberflache verteilt und penetriert mittels einer Viel-
zahl von Appressorien an zahlreichen Stellen die Wirtskutikula (Leinhos et al. 1997). Ein Appressorium
von E. necator hat einen Durchmesser von bis zu 10 um und formt eine Penetrationshyphe von ca. 3 um
Durchmesser, mit welcher die Wirtskutikula mechanisch penetriert wird. Wie andere Echte Mehltau-
pilze auch, erlangt E. necator Zugang zu den Nahrstoffen seines Wirtes, indem direkt nach der Penetra-
tion der Kutikula in der epidermalen Zellmembran des Wirtes ein globuldres Haustorium gebildet wird
(Gadoury et al. 2012a, Heintz 1986, Heintz & Blaich 1990, Pearson & Goheen 1988). Dieses Hausto-
rium besteht aus einem kernhaltigen Zentralkdérper mit fingerahnlichen Lappen, die in die Matrix einge-
bettet sind. Die extrahaustorielle Membran wird aus dem Plasmalemma des Wirtes geformt. Infizierte
Zellen und Nachbarzellen vom Wirt kénnen sich hierbei durch eine Verdickung der Zellwénde vertei-
digen — durch Bildung einer sogenannten Papille. Diese Papille besteht aus verschiedenen Schichten
Kohlenhydraten, phenolischen Substanzen und Silicat im Verbund mit einer zellwandeigenen Peroxi-
daseaktivitat. Bildlich gesprochen dienen die Papillen der Abschottung von Wirtszellen durch eine Ver-
dickung der Zellwénde, wodurch das Pathogen sich nicht weiter ausbreiten kann. Bei verschiedenen
Rebsorten konnten auch hypersensitive Reaktionen beobachtet werden, wobei infizierte Zellen und Zell-
gruppen absterben kdnnen, um dem obligat biotrophen Pathogen seine Lebensgrundlage zu nehmen
(Heintz & Blaich 1990). Nach erfolgter Wirtsbesiedlung werden ungeféhr funf Tage nach Inokulation
aus dem oberflachlich gewachsenem Myzel in grolRer Zahl septierte Konidiophoren gebildet, welche
senkrecht von der Wirtskutikula abstehen und 10-400 um hochwachsen kdnnen. Die Hyphen im Myzel
sind septiert, hyalin und im Durchmesser ca. 4-5 um dick. Jede Konidiophore produziert im 24 h-Rhyth-
mus eine einzellige, hyaline, zylindrisch-ovale Konidie (27-47 x 14-21 pum). Nach ungeféhr sieben Ta-
gen lésen sich die ersten Konidien von ihren Konidiophoren (Pearson & Goheen 1988, Leinhos et al.
1997). An den Konidiophoren kénnen sich bei ausreichender Windstille Konidienketten bilden, an deren
endstandiger Spitze die alteste Konidie befindlich ist (Abb. 2 A) (Pearson & Goheen 1988). Diese Ko-
nidienketten werden unter Freilandbedingungen jedoch selten beobachtet (Gadoury et al. 2012a).

E. necator Uberwintert in der asexuellen Form als ruhendes Myzel in im Vorjahr infizierten
Knospen oder in der sexuellen Form als Chasmothecien, welche beide als Quelle fir Primérinokulum
dienen (Abb. 3). Die Fruchtkdrper werden auf Beeren, Blattern, Rebstocken und Trieben zumeist gegen
Ende der Vegetationsperiode gebildet (Abb. 1 B) (Pearson & Gadoury 1987, Pearson & Goheen 1988).
Unter warmeren Bedingungen und im Gewdachshaus kann E. necator im Myzel und als Konidie direkt
auf dem griinen Pflanzenmaterial der Weinrebe den Winter bis zur folgenden Saison (iberleben (Pearson
& Goheen 1988). Chasmothecien entstehen v. a. in warmeren Anbaugebieten, obgleich Steinkellner
(1994) nachwies, dass die Chasmothecien von E. necator auch in dsterreichischen Weingarten verstarkt

auftreten und auch dort eine Quelle fir Primarinokulum sind. Die Chasmothecien bestehen aus einem
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Abb. 2. Konidiophoren von Erysiphe necator 8 dpi mit reifenden Konidien (A) (Eigene Aufnahme
2018). Zwei reife, dunkelbraun melanisierte Chasmothecien von E. necator (B) (Anonym E 2016).
Das rechte Chasmothecium bricht auf und entlésst Asci. Deutlich erkennbar sind die ausdifferen-
zierten Appendices der Fruchtkdrper mit den charakteristisch eingerollten Endstticken.

Ascokarp, welches mehrere ovale Asci beinhaltet, in dem jeweils 2-8 Ascosporen ausdifferenziert wer-
den. Die Appendices am duf3eren Ascokarp sind dquatorial inseriert oder auf der Fruchtkdrperoberseite
angesiedelt und am Ende spiralig eingerollt oder hakenformig gebogen (Pearson & Goheen 1988, Bor-
ner 2009, Poehling & Verreet 2013). Appendices werden dann nach ungeféhr drei Wochen ausgebildet.
Chasmothecien werden einen Tag nach dem Kontakt zwischen Hyphen der kompatiblen Kreuzungsty-
pen initiiert und sind nach drei Tagen ausdifferenziert. Die Chasmothecien erreichen zu diesem Zeit-
punkt einen Durchmesser von bis zu 40 um und verwachsen mit den Hyphen der Mehltaukolonie. Nach
vier Wochen hat das Chasmothecium seine morphologische Reife erreicht, ist stark melanisiert und
dadurch von dunkelbrauner Farbe (Abb. 2 B). Die physiologische Reife wird jedoch erst spater, nach
mehreren Monaten, erreicht. Hierdurch kdnnen die Ascosporen im darauffolgenden Frihjahr direkt zu
Beginn der Vegetationsperiode die aus der Dormanz erwachten Weinreben befallen (Gadoury & Pear-
son 1988). Die Ascosporen verteilen sich zu diesem Zeitpunkt im Friihjahr aus den reifen Chasmothe-
cium heraus, sobald die Fruchtkdrper von Regen, Nebel oder kinstlicher Bewdsserung befeuchtet wer-
den. Bei Feuchtigkeit zerplatzen die Fruchtkdrper und legen die Asci frei, welche sich vergréRRern und
aus dem Ascokarp ins Freie stoRen (Abb. 2 B). Uber die Spitze der bitunicaten Asci werden die As-
cosporen dann herausgedriickt (Gadoury & Pearson 1990a, Grove 2004). Fur die Verteilung der As-
cosporen ist zwar freies Wasser notwendig, eine Blattbenetzung durch tropfbares Wasser ist jedoch nicht
fur die Keimung und weitere Wirtsbesiedlung erforderlich — allerdings auch nicht schadlich. Die As-
cosporen keimen bei Temperaturen tiber 10 °C und relativ geringem Niederschlag (2-3 mm) optimal aus

und penetrieren dann wie bereits beschrieben die Wirtskutikula (Gadoury & Pearson 199043, b).
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Abb. 3. Der Lebenszyklus von Erysiphe necator. Nach der Uberwinterung in ruhenden Knospen
oder Chasmothecien infiziert E. necator durch Konidien und Ascosporen im folgenden Frihjahr
junges, grines Blattmaterial der Weinrebe. Im Spatsommer werden junge Knospen bzw. Beeren
infiziert und Chasmothecien ausgebildet (verdndert nach Pearson & Goheen 1988).

Die asexuelle Entwicklung von E. necator unterscheidet sich vom obig geschilderten sexuellen
Entwicklungszyklus in einigen Punkten. So kdnnen die in der vorigen Saison infizierten Rebknospen
im Frihjahr zu Beginn der Vegetationsperiode sogenannte Zeigertriebe ausbilden (Abb. 3, 4 B). Das
ruhende Myzel geht sodann in eine schnelle Wachstumsphase tber, wobei Licht ein wichtiger Faktor
der weiteren Pathogenese ist. Zwischen dem 3- und 6-Blattstadium der Weinrebe (BBCH 13-16) ent-
stehen dann an den groftenteils komplett mit Myzel Gberwachsenen Zeigertrieben zahllose Konidio-
phoren. Sobald die Infektionsstrukturen sporulieren, werden die Konidien durch Wind im Pflanzenbe-
stand verteilt. Die Konidien infizieren bei umliegenden Weinreben das griine Pflanzenmaterial. Fur den
obligaten Parasiten ist die Besiedlung von lebendem, grinem Blattmaterial Giberlebenswichtig (Anonym
C 2010, Gadoury et al. 2012a, b; Pearson & Goheen 1988). Tropfbares Wasser fiihrt im Gegensatz zum
sexuellen Entwicklungszyklus zu einer sinkenden Keimrate und einem Platzen der Konidien, da der
Turgordruck steigt (Gadoury & Pearson 1990b).

Nach erfolgter Infektion entwickelt sich E. necator bei trockener Luft, einer relativen Luftfeuch-
tigkeit von unter 80 % und bewdlktem Wetter optimal. Wie bei den meisten Echten Mehltaupilzen spielt
das Klima auch fur E. necator eine essentielle Rolle (Pearson & Goheen 1988). Temperaturen von 22-

26 °C bei leichtem Tau sind fur die Pathogenese von Konidien sehr vorteilhaft. Das Temperaturoptimum
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liegt hier bei 24 °C. Ab 35 °C wird die Keimung der Konidien inhibiert und bei 40 °C werden die
Konidien abgetétet (Carroll & Wilcox 2003, Delp 1954, Chellemi & Marois 1991, Fessler & Kasse-
meyer 1995). In Feldversuchen wurde festgestellt, dass Temperatur, Luftfeuchtigkeit und Licht die
wichtigsten limitierenden Faktoren einer Mehltauinfektion an der Weinrebe sind (Delp 1954, Pearson
& Goheen 1988). Bei einer Luftfeuchtigkeit von 50-80 %, Temperaturen von 20-30 °C und diffusem
Lichteinfall durch einen bewdlkten Himmel keimen Konidien innerhalb von 24 h aus. Nach erfolgter
Wirtsbesiedlung sporuliert der Pilz nach einer Pathogenese von ein bis zwei Wochen. Die Zeit zwischen
Infektion und Sporulation kann bei 23-30 °C weniger als eine Woche dauern, wohingegen sich diese
Phase bei Temperaturen von 7 °C um bis zu vier Wochen verlangern kann (Doster & Schnathorst 1985,
Pearson & Goheen 1988). Neugebildete Konidien werden v. a. durch Wind an neues Pflanzenmaterial
getragen. Werden keine Gegenmalinahmen getroffen, so wiederholt sich der asexuelle Infektionszyklus
(Abb. 3) viele Male (ber die gesamte Vegetationsperiode hinweg, wodurch es zu schweren Ertragsein-
buBen kommen kann. Bereits flinf Wochen nach dem Erscheinen der ersten Konidiengeneration kann
eine unbehandelte Mehltauinfektion schlimmste Folgen fur Weingérten nach sich ziehen. Das Primar-
inokulum fur die folgende Saison sollte in jedem Fall verringert werden, da hierdurch die Anzahl infi-
zierter Knospen und gebildeter Chasmothecien niedrig gehalten wird. Demnach ist es wichtig, in der
jeweils aktuellen Saison das AusmaR vom Vorjahresbefall zu kennen, um die Menge an Primérinokulum
im Friihjahr abschétzen zu konnen (Pearson & Goheen 1988). Das Stielgerist der Weinrebe wird von
E. necator haufig vor der Bliite —wenn die Gescheine voll entwickelt sind (BBCH 57) — besiedelt. Junge
Beeren werden v. a. wahrend und nach der Blite (BBCH 61-73) vom Pathogen befallen. Die Anfallig-
keit der Beeren sinkt jedoch ab, sobald die Beeren schrotkorngrof3 sind (BBCH 73). Ab Beginn der
Fruchtreife, wenn die Zuckereinlagerung startet (BBCH 81), entwickeln die Beeren eine Resistenz
gegen E. necator (Pearson & Goheen 1988). In der Praxis konnen die Beeren der Weinrebe zwei bis

Abb. 4. Wuchsdeformationen an jiingsten Blattern der Weinrebe, verursacht durch Erysiphe necator
(A) (Anonym D 2018). Zeigertriebe sind im Frihjahr oftmals Indikator einer frischen Mehltauin-
fektion bei Weinreben, Quelle fur Priméarinokulum von Konidien von E. necator und normalerweise
komplett mit weiRlichem Myzel iberzogen (B) (Anonym C 2010).
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drei Wochen nach Infektionsbeginn eine Resistenz gegen E. necator entwickeln. Da der Zeitraum bis
zum Erreichen dieser Resistenz mehr als eine Woche dauern kann, ist die Beere dem Pathogen in dieser
Phase nahezu schutzlos ausgeliefert — so fiihrt bspw. ein auftretender Samenbruch zu Minderertrédgen
und hohen QualitatseinbulRen in den Endprodukten (Pearson & Goheen 1988). Gerade in dieser Phase
bedarf es daher dem Schutz durch Pflanzenschutzmittel (Ficke et al. 2003, Gadoury et al. 2003). Bei
den meisten Rebsorten sind neben den Beeren juvenile Blatter hochanfallig fur eine Mehltauinfektion.
Die Anfalligkeit gegentiber E. necator sinkt zwar mit dem Blattalter, jedoch gibt es hier keine vollstan-
dige Altersresistenz und so bleiben die Blatter der Weinrebe ein standiger Infektionsherd und Quelle fiir
Inokulum (Doster & Schnathorst 1985, Gessler & Stumm 1984, Hering et al. 1993).

1.3 Die Bekampfung von Erysiphe necator

BekampfungsmaRnahmen sind in Anbetracht der aggressiven Natur von E. necator in Weingarten nicht
wegzudenken. Die Mdglichkeiten der Winzer hierbei sind ebenso vielféltig wie wichtig — dank des in-
tegrierten Pflanzenschutzkonzeptes stehen heutzutage gut funktionierende und ineinandergreifende Be-
kampfungsmaRnahmen zur Auswahl. Prinzipiell mussen fur einen erfolgreichen Pflanzenschutz im Reb-
bau viele Aspekte berticksichtigt werden. Zum einen gilt es, den rechtlichen Rahmen einzuhalten — und
zum anderen ist die Wirksamkeit der PflanzenschutzmalRnahmen sicherzustellen, wobei das Resistenz-
management zunehmend an Bedeutung gewinnt. Die Wahl effektiver Pflanzenschutzmittel wie z. B.
fungizider Wirkstoffe ist hierbei sehr wichtig. Weiterhin ist der 6konomische Aspekt von groRer Be-
deutung, da bspw. entstehende Kosten gering gehalten werden sollten (Gélles & Marki 2018).

Winzer kénnen z. B. auf resistente bzw. tolerante Rebsorten zuriickgreifen. Typisch waren
Kreuzungen von V. vinifera mit Kombinationen amerikanischer Spezies wie V. labrusca oder V. aesti-
vales (Pearson & Goheen 1988, Gadoury et al. 2012a, Leinhos et al. 1997). In mehreren Landern laufen
derzeit Forschungen Uber pilzwiderstandsfahige Rebsorten, welche in der Praxis angebaut werden kon-
nen. Hervorzuhebende Beispiele waéren die Sorten Cal 6-04 (Sauvignon blanc x Riesling x Resistenz-
partner) und Helios (Merzling x (Seyve-Villard 12-481 x Muller-Thurgau)), welche eine sehr gute bzw.
gute Resistenz gegen E. necator aufweisen (Anonym H 2018). Generell bleibt es jedoch nach wie vor
schwierig, resistente Sorten zu zlichten und gleichzeitig die bestehenden 6nologischen Qualitaten auf-
rechtzuerhalten (Oliver & Hewitt 2014). Zusammen mit dem richtigen Management des Weingartens,
zu welchem die Standortwahl und Verringerung der Bestandesdichte gehtren, kann bereits vor der ers-
ten Spritzung viel gegen eine Mehltauinfektion getan werden. Genauer betrachtet ist es zur Pravention
einer Mehltauinfektion wichtig, gut durchliftete Bestdnde mit offenem Blatterdach aufzubauen, die

nicht zu stark beschattet werden und eine gute Sonnenexposition aufweisen. Durch Kulturmainahmen,
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wie dem Absammeln von Falllaub im Herbst, kann man generell die Schwere einer Mehltauinfektion

reduzieren und zugleich den Wirkungsgrad chemischer Wirkstoffe erhdhen (Pearson & Goheen 1988).

Bis Ende der 1980er Jahre kannte man in der biologischen Bek&mpfung von E. necator haupt-
séchlich die zwei Mykoparasiten Ampelomyces quisqualis und Tilletiopsis sp., wobei letzterer lediglich
auf Anwendungen im Gewéchshaus beschrankt blieb. Im Freiland brachten biologische Praparate keine
ausreichende Leistung (Pearson & Goheen 1988). Seit der Jahrtausendwende wurde die Forschung auf
diesem Gebiet weiter vertieft und mikrobielle Organismen, wie Bacillus amyloliquefaciens (Li et al.
2015, Maachia et al. 2015) oder Pseudozyma aphidis (Gafni et al. 2015), traten auf den Plan. Der Wir-
kungsmechanismus dieser Organismen liegt hauptsachlich in der Konkurrenz um Néhrstoffe und Le-
bensraum wie auch der Produktion fungitoxischer Metabolite. In der Praxis bleiben biologische Pflan-
zenschutzmittel gegen E. necator jedoch weitestgehend hinter dem Wirkungsgrad anorganischer oder
organischer Fungiziden zurtick. Daher liegt die effektivste Bekampfungsmoglichkeit nach wie vor im
Einsatz chemischer Fungizide — eingebettet im Konzept des integrierten Pflanzenschutzes (Pearson &
Goheen 1988).

Im integrierten Weinbau spielen organische und anorganische Fungizide die bedeutendste Rolle
in der Bekdmpfung von E. necator. Insgesamt sind in Deutschland zur Bekd&mpfung von E. necator
19 Wirkstoffe aus sieben FRAC-Gruppen zugelassen, wobei alleine finf Gruppen zu den organischen
Fungiziden zéhlen (Tab.1). Aufgrund der Entwicklung von Resistenzen bei organischen Fungiziden
wurde 1981 eine Spezialistengruppe namens Fungicide Resistance Action Committee (FRAC) gegriin-
det. Repréasentanten der wichtigsten forschenden Pflanzenschutzmittelproduzenten wie Syngenta AG,
Bayer AG und BASF SE erarbeiteten eine Klassifizierung fungizider Wirkstoffe, welche fortlaufend
aktualisiert wird. Weiteres Ziel des FRAC ist die firmenUbergreifende Erarbeitung von Resistenzma-

nagement-Strategien und -Empfehlungen (B6rner 2009, Anonym A 2018).

Anorganische Fungizide sind von grof3er Bedeutung bei der Bek&mpfung von E. necator (Pear-
son & Goheen 1988). Hierbei handelt es sich sowohl um Multisite-Inhibitoren, welche zelleigene meta-
bolische Prozesse von E. necator hemmen, als auch um einen nicht klassifizierten Wirkstoff mit unbe-
kanntem Wirkungsmechanismus (Anonym B 2018). In Deutschland und Osterreich sind derzeit drei
anorganische Wirkstoffe fur die Bek&mpfung des Echten Mehltaus der Weinrebe zugelassen: Kalium-
hydrogencarbonat, Kupferoktanoat und Schwefel. Diese Fungizide kdnnen bei Tafel- und Keltertrauben
verwendet werden (Anonym A 2018, Anonym B 2018, Anonym F 2018). Kaliumhydrogencarbonat
wird als wasserldsliches Pulver appliziert. Der Wirkungsmechanismus ist von der FRAC bislang nicht
klassifiziert worden (Anonym A 2018, Anonym B 2018). Daneben kommen weltweit v. a. Schwefel-
praparate wie Kumulus WG® zum Einsatz (Anonym A 2018). Historisch betrachtet war Schwefel das

erste wirksame Fungizid gegen E. necator und wirkt sowohl protektiv als auch kurativ. Das Element
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wird als Staub oder wasserlosliches Pulver bzw. -dispergierbares Granulat appliziert. In trockenen Re-
gionen wird Schwefelstaub bevorzugt verwendet und in niederschlagsreicheren Regionen wasserldsli-
ches Schwefelpulver. Die fungizide Wirkung von Schwefel ist v. a. auf seine Dampfphase zurlickzufiih-
ren. Die optimale Temperatur einer Schwefelapplikation liegt zwischen 25-30 °C. Unter 18 °C ist der
Wirkungsgrad gering und tiber 30 °C steigt die Gefahr einer phytotoxischen Reaktion. Bei hoherer Luft-
feuchtigkeit nimmt der Wirkungsgrad von Schwefel ab (Pearson & Goheen 1988, Borner 2009). Das
dritte zugelassene anorganische Fungizid ist Kupferoktanoat, welches als Suspensionskonzentrat ver-
wendet wird. Der Wirkstoff ist auch gegen den Erreger P. viticola wirksam (Anonym A 2018). Generell
sind Kupferpréparate zwar wirksam, werden jedoch vergleichsweise nicht so umfangreich gegen E. ne-

cator angewandt wie Schwefel (Pearson & Goheen 1988).

Tab. 1. In Deutschland gegen Erysiphe necator im Weinbau zugelassene anorganische und organische

Fungizide (verandert nach Anonym B 2018, Anonym A 2018, Borner 2009).

FRAC-Gruppe FRAC-Code und Target Gruppenname Wirkstoff
Gruppe B: Cytoskelett ~ Gruppe B6, Code 50: Ak- Metrafenon
& Motorproteine tin, Myosin, Fimbrin Arylphenylketone Pyriofenon
Gruppe C2, Code 7: Kom- Boscalid
plex Il, Succinat-Dehydro- SDHI-Fungizide Fluxapyroxad
genase Fluopyram

Gruppe C: Respiration

Gruppe C3, Code 11:
Komplex 11, Cytochrom
b/ci-Komplex an Qo-Seite

Qol-Fungizide

Azoxystrobin
Kresoxym-methyl
Trifloxystrobin

Gruppe E: Signaltrans-  Gruppe E1, Code 13: Un- Quinoxyfen
duktion bekanntes Target Azanaphtalene Proquinazid
Tebuconazol
: _ Gruppe G1, Code 3: C14- Myclobutanil
Grupp_e G: Ergosterol Demethylase in Ergosterol- DMI-Fungizide Penconazol
biosynthese . .
biosynthese Difenoconazol
Tetraconazol
Code M1:
Multiple Targets in metabo- Kupferoktanoat
Gruppe M: Multisite- lischen Prozessen Anorganische Stoffe
Inhibitoren Code M2: (Elektrophile)
Multiple Targets in metabo- Schwefel

lischen Prozessen

Gruppe U: Unbekann-

ter Wirkungsmechanis- Code UG: Phenylacetamide Cyflufenamid
Unbekannt
mus
Gruppe NC: Nicht klas- Code NC: Kaliumhydrogen-

sifiziert

Unbekannt

Anorganische Salze

carbonat
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Die FRAC-Gruppe B umfasst Wirkstoffe, welche das Cytoskelett und Motorproteine von
E. necator angreifen. Aus der Gruppe der Arylphenylketone (Gruppe B6) sind die Wirkstoffe
Metrafenon und Pyriofenon zu nennen. Beide Wirkstoffe greifen die Proteine Aktin, Myosin und
Fimbrin an, werden als Suspensionskonzentrate gegen E. necator appliziert und sind in Deutschland
zugelassen. GemalR FRAC besteht ein mittleres Resistenzrisiko (Anonym A 2018, Anonym B 2018).

Die Hemmstoffe der oxidativen Phosphorylierung von E. necator (Gruppe C) (Abb. 5, a, b),
umfassen die Wirkstoffe Boscalid, Fluxapyroxad und Fluopyram. Die Wirkstoffe haben den Komplex
Il in der pilzlichen Atmungskette als Target (Tab. 1). Hier wird in der mitochondrialen Matrix das En-
zym Succinat-Dehydrogenase inhibiert. Wirkstoffe jener Teilgruppe (Gruppe C2) werden als Succinat-
Dehydrogenase-Inhibitoren (SDHI) bezeichnet. Laut FRAC besteht ein mittleres bis hohes Risiko einer
Resistenz durch Targetmutation und es ist Resistenzmanagement notwendig. Wirkstoffe der anderen
Teilgruppe der Respirations-Inhibitoren (Gruppe C3) wirken im Komplex 111 der oxidativen Phospho-
rylierung von E. necator, indem der Cytochrom b/c;-Komplex an der duReren Quinon-Seite im Inter-
membranraum gehemmt wird. Fir den deutschen Weinbau zugelassene Quinone-Outside-Inhibitoren
(Qol) sind Kresoxym-methyl, Azoxystrobin und Trifloxystrobin. In dieser Teilgruppe besteht laut
FRAC ein hohes Resistenzrisiko durch Mutationen am Wirkstofftarget im Gen von Cytochrom b bei
der Aminosaure G143A oder F129L. Zwischen allen Wirkstoffen der Qol-Fungizide sind mittlerweile
Kreuzresistenzen festgestellt worden (Anonym A 2018, Anonym B 2018, Bérner 2009, Ishii & Hollo-
mon 2015).
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ATP—Synthese
Phosphorylierung

Komplex IV

Cytochrom b/c, Cytochrom a/aj

H— —> —>—> —> H—— - —> —

A
Intermembranraum
a : R

CIIOIID

WWe

HQ—Rezeptor

@@

innere mito- ATP ———3
chondriale [ Translokasen| .
Membran

QHQ

Matrix ~ NADH . /\
Suce. Fum. +
1,‘,,()3’2H
NAD - ||3()4->

Abb. 5. Die pilzliche Atmungskette: Uber die oxidative Phosphorylierung beziehen Pathogene ihre
ATP-Versorgung. Dieses System kann bei Erysiphe necator an zwei Stellen durch Qol- (a) und
SDHI-Fungizide (b) zerschlagen werden (veréndert nach Bérner 2009, Ishii & Hollomon 2015).
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Die dritte FRAC-Gruppe umfasst die Inhibitoren der pilzlichen Signaltransduktion (Gruppe E),
wobei das genaue Target und der Wirkungsmechanismus unbekannt sind (Tab. 1). Die zwei hier zuge-
lassenen Azanaphtalene (Gruppe E1) sind Quinoxyfen und Proquinazid. Bei Quinoxyfen besteht laut
FRAC ein mittleres Resistenzrisiko (Anonym A 2018, Anonym B 2018, Bérner 2009).

Der Gruppe G gehdren Hemmstoffe der pilzlichen Ergosterolbiosynthese an (Tab. 1). Deme-
thylierungs-Inhibitoren (DMI) wie 1,2,4-Triazole (Gruppe G1) hemmen das Enzym CYP51 in Cy-
tochrom P450 und verhindern dadurch die Demethylierung von Lanosterol oder 24-Methylendihydro-
lanosterol an der Position C14 (Abb. 6, a). Hierdurch wird die Biosynthese von Ergosterol abgeschnit-
ten. Gegen E. necator im Weinbau zugelassene DMI-Fungizide sind Tebuconazol, Myclobutanil, Pen-
conazol, Difenoconazol und Tetraconazol. Es besteht ein mittleres Resistenzrisiko durch Targetmutati-
onen im Gen von CYP51, bspw. bei den Aminosauren V136A, Y137F, A379G oder beim CYP51-Pro-
moter. Mittlerweile wurden Kreuzresistenzen innerhalb der Gruppe der DMI-Fungizide beobachtet
(Anonym A 2018, Anonym B 2018, Borner 2009, Ishii & Hollomon 2015). Generell wird fur alle hier
aufgefiinrten FRAC-Gruppen ein Resistenzmanagement empfohlen (Anonym B 2018).

HO

Lanosterol

HO

HO

Ergosterol --— Episterol

HO HO

Abb. 6. Die Biosynthese von Ergosterol. Aus Lanosterol wird ber mehrere Zwischenschritte hin-
weg Ergosterol synthetisiert. Die Ergosterolbiosynthese kann bei Erysiphe necator durch DMI-Fun-
gizide (a) zerschlagen werden (veréndert nach Boérner 2009, Ishii & Hollomon 2015).
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Fur Osterreich sieht die Liste der gegen E. necator zugelassenen Wirkstoffe im Weinbau 2018
bis auf wenige Unterschiede gleich aus. So sind die Wirkstoffe Fluxapyroxad, Azoxystrobin und Pro-
quinazid in Osterreich nicht zugelassen. Dafiir finden in Osterreich Spiroxamine, Meptyldinocap und
COS-0OGA — ein natdrlicher Wirkstoff bestehend aus chito-Oligosacchariden und oligo-Galakturonsau-
ren —ihre Anwendung, welche in Deutschland nicht gegen E. necator zugelassen sind (Anonym A 2018,
Anonym F 2018).

Aus den verschiedenen gegen E. necator zugelassenen Fungizidklassen sind DMI- und Qol-
Fungizide in der Praxis derzeit ein integraler Bestandteil von Fungizidbehandlungen (Anonym E 2016,
Golles & Marki 2018). Generell hangt das Wirkungsprofil von Fungiziden von zahlreichen Faktoren ab.
Neben abiotischen Einfllissen wie dem Klima, spielen biotische Faktoren wie die Wirt-Pathogen-Inter-
aktion eine wichtige Rolle, da sie a priori die Auspragung eines Befalls und somit auch die Wirkung
und Applikationsmenge von Wirkstoffen beeinflussen kénnen — bspw. durch eine mdglich vorhandene,
wirtseigene Resistenz gegen das jeweilige Pathogen (Pearson & Goheen 1988, Gadoury et al. 2012a,
Smolka & Wolf 1986, Heintz & Blaich 1990). Weiterhin ist die richtige Zusammensetzung der Wirk-
stoffformulierung eine grundlegende Bedingung eines wirksamen Fungizides. So stellt bspw. die epiku-
tikuldre Wachsschicht durch Stoffe wie z. B. Cutin oder Cellulose ein Hindernis fiir die Aufnahme von
Wirkstoffmolekilen dar (Agrios 2005, Andrieu et al. 2000, Schreiber & Schonherr 1992, Stevens et al.
1987). Die Wirkung eines Fungizides hangt weiterhin auch von &uferen Faktoren ab. Man kann im
Grunde von einer Wirt-Wirkstoff-Pathogen-Interaktion sprechen, da ein Pflanzenschutzmittel sowohl
an den zu schiitzenden Wirt, wie auch das zu bek&mpfende Pathogen angepasst sein muss. Neben den
oben genannten Faktoren entscheidet auch der Wirkungsmechanismus eines Fungizides (iber den Zeit-
punkt der Inhibition von pilzlichen Infektionsstrukturen. So kdnnen Keimungshemmer wie Qol-Fungi-
zide fruh in der Pathogenese greifen, wéhrend DMI-Fungizide spéter, nach erfolgter Wirtsbesiedlung,
eine Wirkung entfalten kénnen (Bérner 2009, Ishii & Hollomon 2015).

Die Bekampfungszeitrdume von E. necator ziehen sich durch die gesamte Vegetationsperiode
der Weinrebe. Bei hohem Befallsdruck muss je nach Region regelméRig in einem bspw. zehntdgigen
Abstand gespritzt werden (Oliver & Hewitt 2014). Im integrierten Weinbau werden anorganische und
organische Wirkstoffe eingesetzt, wohingegen im biologischen Weinbau nur Kaliumhydrogencarbonat,
Kupfer- und Schwefelpréparate zugelassen sind. Die Mehltaubekdmpfung im integrierten Weinbau fin-
det optimalerweise protektiv und durch Leitung eines Prognosesystems statt, da bereits ein geringer
Befall zu starken QualitatseinbuBen fuhrt und die Endprodukte stark abgewertet werden kdnnen. Die
Praxis und Positionierung der Wirkstoffe variiert von Land zu Land und ist abhdngig vom Befallsdruck,
Umwelteinfliissen und der rechtlichen Zulassungssituation (BASF-interne Quelle 2018). So kdnnen
vom Knospenaufbruch (BBCH 9) bis zum 6-Blattstadium (BBCH 16) Schwefelpraparate oder unter

besonderer Beachtung des Resistenzmanagements auch Qol-Fungizide appliziert werden. Die kritische
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Phase einer Infektion von E. necator findet zumeist vom Entwickeln der Bliitenanlagen (BBCH 53) bis
zum Beginn der Fruchtentwicklung (BBCH 77) statt. Zundchst kdnnen wahrend der ersten Vorblite
(BBCH 53-55) Schwefelpraparate angewandt werden. VVon der zweiten Vorblute (BBCH 55-58) lber
die Bliite (BBCH 65-68) bis zum Fruchtansatz (BBCH 69-71) hinweg zur Fruchtentwicklung — wenn
Beeren erbsengrof sind (BBCH 75) — kdnnen DMI-Fungizide wie Penconazol (Topas®) oder Qol-Fun-
gizide wie Pyraclostrobin (Insignia®) angewandt werden. Vom Beginn des Traubenschlusses bis zur
Beerenreife (BBCH-77-81) kdnnen Schwefelpraparate und DMI- oder Qol-Fungizide angewandt wer-
den. Zum Ende des Traubenschlusses (BBCH 79) kénnen organische Fungizide durch Kaliumhydro-
gencarbonat ersetzt werden. Grundsatzlich sind der Vorjahresbefall und das Resistenzmanagement zu
beachten (Anonym A 2018, Anonym B 2018, Anonym C 2010, Anonym E 2016, Golles & Mérki 2018,
Oliver & Hewitt 2014).

1.4 Aufgabenstellung

Aufgabenstellung dieser Masterarbeit war die Charakterisierung des Wirkungsprofils von zwei neuen
fungiziden Wirkstoffen der Firma BASF SE, welche in Zukunft gegen E. necator eingesetzt werden
kénnten. Fir die Charakterisierung des Wirkungsprofils sollte die residuale, protektive und kurative
Wirksamkeit unterschiedlicher Wirkstoffe und Wirkstoffformulierungen an der Weinrebe im Freiland
und im Gewadchshaus untersucht werden. Aufgabe war es, mogliche Unterschiede zwischen den ver-
wendeten Wirkstoffen mitsamt ihren fungiziden Eigenschaften im Vergleich zu Referenzwirkstoffen
der jeweils gleichen Fungizidklasse aufzuzeigen. Parallel hierzu sollte die Pathogenese des in dieser
Masterarbeit verwendeten Isolats von E. necator an V. vinifera ssp. vinifera cv. Riesling beschrieben
werden. Hierbei lag der Fokus auf der Entwicklung der Infektionsstrukturen der Konidiosporen in der

Pré-Sporulationsphase auf der adaxialen Blattseite von Rebblattern.
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2 MATERIAL UND METHODEN
2.1 Versuchsorganismen und -materialien
2.1.1 Pflanzenmaterial

Fur die Versuche wurde die fur E. necator hochanféllige Rebsorte Vitis vinifera spp. vinifera cv. Ries-
ling verwendet. Das Pflanzenmaterial wurde sowohl von einer VVersuchsflache im Freiland wie auch aus
der BASF-internen Gewéchshausnachzucht bezogen. Die zum Zeitpunkt der Experimente verwendeten
Pflanzen wiesen sowohl an den Rebstdcken im Freiland als auch bei den Stecklingen im Gewéchshaus
3- bis 9 voll entfaltete Laubblatter auf (BBCH 13-19) (Anonym G 1999).

2.1.2 Pathogen

Alle Versuche wurden mit Konidien des Erregers des Echten Mehltaus der Weinrebe Erysiphe necator
(Schw.) Burr. durchgefiihrt. Bei dem verwendeten Isolat handelte es sich um einen BASF-internen
Hausstamm (BASF SE, 67117 Limburgerhof, DE).

2.1.3 Fungizide

Fur alle in dieser Arbeit durchgefiihrten Fungizidapplikationen wurden vier Fungizide mit zwei ver-
schiedenen Wirkungsmechanismen verwendet. Je experimentellem Wirkstoff der Firma BASF SE

wurde ein Marktstandard mit entsprechend selbem Wirkungsmechanismus als Referenz benutzt.

Fur die Fungizidapplikation im Freiland wurde eine Aufwandmenge von 75 g a. i./10.000 m?
Laubwandflache (= 37,5 g a. i./ha) bei 800 | Wasser/ha Aufwandmenge fir jeweils alle Wirkstoffe ver-
wendet. Fir die Fungizidapplikation in der Spritzkammer im Gewéchshaus wurde eine Aufwandmenge
von 30 g a. i./ha bei 400 | Wasser/ha Aufwandmenge fir jeweils alle Wirkstoffe verwendet. Folgende

Wirkstoffe wurden verwendet:

o DMI-BASF: Neues DMI-Fungizid der Firma BASF SE (FRAC G1) als SC-Formulierung

o DMI-MS: DMI-Marktstandard Penconazol (Topas®) der Firma Syngenta AG (FRAC G1)
als EC-Formulierung

e Qol-BASF: Neues Qol-Fungizid der Firma BASF SE (noch nicht vom FRAC klassifiziert)
als OD-Formulierung

o Qol-MS: Qol-Marktstandard Pyraclostrobin (Insignia®) der Firma BASF SE (FRAC C3)

als SC-Formulierung
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Das verwendete Wasser wurde im Trinkwasserversorgungsbereich Schifferstadt (Zweckver-
band fur Wasserversorgung ,,Pfélzische Mittelrheingruppe*, 67105 Schifferstadt, DE) entnommen. Die
Angaben zur Beschaffenheit des Wassers wurden Trinkwasseruntersuchungen von 2017 entnommen.
So lag der Mittelwert (MW) vom pH-Wert bei 14 °C bei 7,64 und der Grad deutscher Harte bei 9,5 °dH,

was einem mittleren Hartebereich nach deutschem Waschmittelgesetz entspricht (Anonym | 2018).

2.1.4 Nahrmedium

Die Versuche wurden mittels Blattscheiben durchgefiihrt. Fir die Haltung der Blattscheiben wurde 0,4-
%-Leitungswasseragar (LWA) verwendet. Fir die Herstellung des Nahrmediums wurden 4 g granulier-
tes Agar (Becton Dickinson GmbH, 69126 Heidelberg, DE) abgewogen und mit 1000 ml Leitungswas-
ser verrihrt. AnschlieBend wurde das Agar fiir 15 min im Autoklav bei 121 °C sterilisiert. Danach wurde
das Agar innerhalb 1 h in einem Wasserbad auf Agar ca. 55 °C heruntergekdihlt. AnschlieBend wurden
je Liter Agar 1 ml Streptomycinsulfat (30 mg/l) und 1 ml Benzimidazol (40 mg/l) hinzugegeben. Das
Néhrmedium wurde anschlieBend in einer Sterilbank in vorbereitete Petrischalen (Polystyrol ohne No-
cken; @ =9 cm, Hohe = 2 cm) gegossen (25 ml Agar je Petrischale) und flr einen Tag gestapelt in einer

Sterilbank zum Ausharten und Abkihlen gestelit.

2.1.5 Inkubator

Fur die Inkubation der inokulierten Blattproben auf Petrischalen wurde ein RUMED® Klimaprif-
schrank (Rubarth Apperate GmbH, 30880 Laatzen, DE) verwendet. Hierbei handelt es sich um einen
Kélte-Warmeschrank mit Be- und Entfeuchtungseinrichtung zur Simulation der Temperatur und
Feuchte nach DIN 50014, 50015 und 50016. Der Inkubator wurde auf 12 h Photoperiode eingestellt,
wobei die photosynthetisch aktive Strahlung bei 26 pMol/m?s lag. Es konnte keine nennenswerte UV-
Strahlung gemessen werden. Die Luftfeuchtigkeit betrug 60-70 % rLF bei einer Temperatur von 20 °C.
Der Taupunkt lag bei 15 °C (Abb. 44). Ziel bei diesen Einstellungen war die Simulation von bewd6lktem,
warmem Sommerwetter mit einer entsprechenden Luftfeuchtigkeit fir die optimale Inkubation von E.
necator (Fessler & Kassemeyer 1995, Chellemi & Marois 1991). Die Einstellungen wurden mit Hilfe
eines Spektrometers (WatchDog 1000 Series Micro Station, Spectrum Technologies, Inc., 60504 Au-
rora, US) uiber einen Zeitraum von 48 h Gberprift. Das Spektrometer wurde hierfur mit der Wetterstation
verbunden und zentral im Inkubator aufgestellt. Die erhobenen Daten wurden mithilfe der Software
SpecWare 9 (Spectrum Technologies, Inc., 60504 Aurora, US) ausgelesen und mit Hilfe der Software
Microsoft Excel® 2016 fur Windows (Microsoft Corp., 98052-6399 Redmond, US) verarbeitet.
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2.2 Pflanzenanzucht

2.2.1 Freiland

Die Freilandanlage befindet sich in der Carl-Bosch-StralRe 45, 67117 Limburgerhof, DE (Breitengrad:
49.412664, Langengrad: 8.392731). Der Bodentyp ist lenmiger Sand (73 % Sand, 17 % Schluff, 10 %
Ton) mit einem pH-Wert von 7,2 und einem Anteil von 2 % organischer Masse. Der Kalkgehalt betragt
0,6 %. Der Wert fur P.Os liegt bei 37 mg/100 g, K»O bei 25 mg/100 g und Mg bei 10 mg/100 g. Die
Jahresdurchschnittstemperatur auf dieser Flache im Jahr 2017 betrug 11,5 °C und die Jahresnieder-
schlagsmenge 510 mm (BASF-interne Quelle 2018). Das Klima im Zeitraum des Freilandversuches
vom 23. April bis zum 14. Mai 2018 war konstant bei Temperaturen um 15-20 °C, 70-80 % rLF und
keinem nennenswerten Niederschlag (Abb. 45) (Anonym K 2018).

In der 22 Jahre alten, durch Forstflachen abgeschirmten Versuchsanlage wird ausschlieBlich V.
vinifera ssp. vinifera cv. Riesling kultiviert. Die Flache wurde die letzten Jahre nicht fiir Versuche mit
E. necator genutzt. Flr diese Arbeit wurde an dieser Stelle eine Reihe Rebstdcke zur Verfligung gestellt,
welche in zwolf Blocke unterteilt wurde. Die Reihe Rebstdcke wies eine Lange von 4 m und einen
Reihenabstand von 2 m auf. Zehn Bldcke waren fir die mit Fungiziden zu behandelnden Varianten
vorgesehen und zwei dienten der unbehandelten Kontrolle (UTC). Jeder Block wies vier Rebstdcke auf.

Der Abstand zwischen den einzelnen Blocken betrug 1 m.

Der Freilandversuch wurde kurz vor der Hauptflugzeit der Sporen von E. necator durchgefiihrt.
Da der Infektionsdruck nach Beendigung des ersten Durchlaufs laut Prognosen vom Rebschutz- und
Weinbauinfodienst Pfalz anstieg und dadurch zu spateren Zeitpunkten mit wahrscheinlich stiarkeren Vo-
rinfektionen des Blattmaterials gerechnet werden musste, konnte der Freilandversuch im Hinblick auf

die Auswertbarkeit und Vergleichbarkeit der Ergebnisse nicht wiederholt werden (Anonym J 2018).

Zum Zeitpunkt der Fungizidapplikation am 2. Mai 2018 befanden sich die Rebpflanzen im 3-
bis 9-Blattstadium (BBCH 13-19). Funf Tage vor der Fungizidapplikation wurde am 27. April 2018 eine
Pflegebehandlung mit Kumulus® WG (3,6 kg/ha) und Polyram® WG (0,8 kg/ha) (je 600 L Wasser/ha)
gegen Echten und Falschen Mehltau der Weinrebe an den Versuchspflanzen (BBCH 15) durchgefiihrt,
da laut Prognosen vom Rebschutz- und Weinbauinfodienst Pfalz der Infektionsdruck durch einsetzen-
den Sporenflug anstieg (Abb. 45) (Anonym J 2018). Hierdurch sollte eine Vorinfektion des zu entneh-
menden Blattmaterials im Feld durch Pilze verhindert werden, um die folgende kiinstliche Inokulation

im Labor nicht zu verfélschen.
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2.2.2 Gewachshaus

Im Dezember 2017 wurden 2-3 cm lange und 1 cm dicke Rebstecklinge von einem regionalen Winzer
(Weingut Bosch GdbR, 76829 Ranschbach, DE) bezogen. Die Stecklinge wurden bei 6 °C in einer
Kihlzelle eingelagert und vor Beginn der Anzucht entnommen. Zuerst wurden die Stecklinge mit dem
Bewurzelungspréparat fur Rebveredelung Orange Siegel (Doris Linhart, 6373 Jochberg, AT) behandelt,
um das Wurzelwachstum zu stimulieren. Hierzu wurden oberflachlich trockene Rebstecklinge biindel-
weise zu zehn Stlick 2 mm tief in Orange-Siegel-Pulver eingetaucht. Daraufhin folgte das Einsetzen in
ein Substrat aus Perligran®-Dammstoff (Knauf Aquapanel GmbH, 44147 Dortmund, DE). Die Din-
gung erfolgte wochentlich mit Kamasol® brillant Blau 8+8+6 (COMPO EXPERT GmbH, 48155 Miins-
ter, DE), 1:2 mit Wasser verriihrt und in weiterer Folge auf eine 0,2 %-ige Losung verdinnt. Nach vier
Wochen wurden die Stecklinge bei ausreichender Wurzelbildung in Presstopfsubstrat Floradur® A
Block (Floragard Vertriebs-GmbH, 26135 Oldenburg, DE) eingetopft. Der pH-Wert des Substrates be-
trug laut Hersteller 5,6. Nach acht Wochen waren die Rebpflanzen im einsatzbereiten 3- bis 9-Blattsta-

dium. Die Pflanzen wurden flr die Versuche auf 2-4 Blatter gestutzt.

Mittels Schwefelverdampfer (Otto Finsterle GmbH & Co. KG, 68159 Mannheim, DE) wurde
Kohlenstoffdisulfid (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 89555 Steinheim, DE) nachts fiir 4 h auf die Reb-
pflanzen (K1) gedampft, um das Blattmaterial pathogenfrei zu halten. VVor der Blattprobenentnahme fiir
die Herstellung der Blattscheiben (K1) wurden die Rebpflanzen im Gewéchshaus mit Wasser abge-
spritzt um die Blattoberflache vom benetzenden Schwefel reinzuwaschen, damit eine spétere Inokula-
tion mit E. necator nicht negativ beeinflusst wurde. Behandelte Pflanzen (P5) wurden bis finf Tage

nach Fungizidapplikation in einer Anzuchtkammer ohne Schwefler aufbewahrt und nicht abgewaschen.

—
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Abb. 7. Rebblétter (cv. Riesling) nach Fungizidapplikation im Freiland (A). Fur die Blattprobenent-
nahme wurden Blatter per Zufallsprinzip ausgewéhlt und mittels Farbstreifen markiert, damit bei
Zuwachs behandelte Blatter identifizierbar blieben. Gestutzte Rebpflanze (cv. Riesling) mit vier
Blattern aus der BASF-internen Gewachshausnachzucht (B) (Eigene Aufnahmen 2018).

.
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2.3 Inokulum und Inokulation

Die Blattscheiben der Blattproben wurden mittels ,,Abklopfmethode* in einer Fallstrom-Laminarbank
inokuliert (Abb. 8). Dafiir wurde ein Inokulationsturm (& = 10 cm, H6he = 27 cm) Uber einer gedffneten,
nicht inokulierten Petrischale platziert. Auf dem Inokulationsturm wurde ein Gitter platziert. Daraufhin
wurde ein sporulierendes Rebblatt mit der befallenen Seite nach unten zeigend auf das Gitter gelegt.
Mittels Klopfstab wurde in schneller 30er Klopffolge gleichmdRig die Blattunterseite abgeklopft. Je
Petrischale gab es eine Wartezeit von 30 sec nach dem erfolgten Abklopfen fiir die Sedimentation der

Konidien. Anschlieend wurden Klopfstab, Gitter und Inokulationsturm mit 70 % Ethanol desinfiziert.

Jede Petrischale wurde mit zwei sporulierenden Nachzuchtbl&ttern (14-21 Tage nach Inokula-
tion (dpi)) aus der BASF-internen Gewéachshausnachzucht fiir E. necator nach obigem Schema inoku-
liert. Die Nachzuchtblatter wurden vor der Inokulation mittels Auflichtmikroskop oberflachlich auf
Kontaminationen und Qualitat der Infektionsstrukturen kontrolliert. Nach erfolgter Inokulation wurden
die Petrischalen mittels Zeiss Stemi DRC Stereomikroskop (Carl Zeiss Microscopy GmbH, 07745 Jena,
DE) bei 63x VergroRerung zur Kontrolle des Inokulums auf Blattscheiben und Agaroberflache betrach-
tet (Abb. 10 A). Anschlielend wurden die inokulierten Petrischalen in den Inkubator gebracht, wo die

Inkubation je nach Versuch tber einen definierten Zeitraum von bis zu 72 h stattfand.

Abb. 8. Inokulation von Blattscheiben in einer Fallstrom-Laminarbank. Zundchst wurde ein mit Ery-
siphe necator infiziertes, sporulierendes Rebblatt (cv. Riesling) mit der adaxialen Blattseite nach
unten auf das Gitter des Kunststoffrohres gelegt. Das Rohr selber wurde danach auf eine zur Inoku-
lation bestimmte, gedffnete Petrischale gestilpt (A). Sodann wurden 30 gleichmdRig auf der abaxi-
alen Blattseite verteilte Hiebe mittels Klopfstab angesetzt (B, C) (Eigene Aufnahmen 2018).
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2.4 Fungizidapplikation

Die Fungizidapplikationen im Freiland und Gewdchshaus wurden zu jeweils definierten Zeitpunkten
durchgefuhrt. Bei den Versuchen zur Untersuchung der residualen Wirkung von neuen Fungiziden ge-
gen E. necator wurde Blattmaterial aus dem Freiland verwendet, dieses protektiv mit Fungiziden im
Freiland behandelt und jeweils am Tag der Applikation (P0O), funf (P5) und zwolf Tage (P12) spéater
entnommen und jeweils anschlieBend im Labor inokuliert. Das Blattmaterial aus dem Gewdachshaus fiir
den Protektivversuch wurde finf Tage vor Inokulation im Labor (P5) im Gewéchshaus mit Fungiziden
behandelt. Das Blattmaterial aus dem Gewéchshaus flr den Kurativversuch wurde einen Tag nach In-

okulation im Labor (K1) ebenfalls im Gew&chshaus mit Fungiziden behandelt.

2.41 Freiland

Die Fungizidapplikation fand am 2. Mai 2018 vormittags bei einer Bodentemperatur von 12 °C und
einer relativen Luftfeuchtigkeit von 63 % statt. Der Tag war niederschlagsfrei und die Windgeschwin-
digkeit betrug 2 m/s (BASF-interne Quelle 2018). Die Wirkstoffe wurden mittels Braud Tunnelspritze
(D99-L.20-A) (Scharfenberger GmbH & Co. KG, 67098 Bad Durkheim, DE) in einer Geschwindigkeit
von 3 km/h auf die jeweiligen Varianten appliziert. Bei dem Gerat handelte es sich um einen zum selbst-
fahrenden Tunnelspritzgerdt umgebaute Traubenvollerntemaschine. Die verwendeten Spritzdisen wa-
ren Mehrbereichs-Flachstrahldiisen vom Typ LU 90-02 (Lechler GmbH, 72555 Metzingen, DE) mit
einem Dusenabstand von 30 cm und einem Spritzwinkel von 90 °. Appliziert wurde mit einem Druck
von 2,9 bar, wobei der Tragertyp Wasser war und der Ansatz je Variante 1,3 | betrug. Es wurde versucht,
eine homogene Benetzung der Spritzbriihe auf der Blattoberflache erzielen. Die Blatter waren nach der
Behandlung fast vollstandig mit der Spritzbrihe benetzt und nicht tropfnass. Die UTC wurde nicht be-
handelt. Nach der Fungizidapplikation wurden gut gewachsene, behandelte Blatter fur die drei folgen-
den Termine der Probenentnahme (PO, P5, P12) zuféllig ausgewahlt und mittels Farbstreifen markiert,

um zwischen Neuzuwachs und behandelten Bldttern differenzieren zu kdnnen (Abb. 7 A).

2.4.2 Gewéchshaus

Die Fungizidapplikation fand mittels automatisierter Spritzkammer vom Typ SP 4/SPL (F. W. Schmitt
GmbH, 55435 Gau-Algesheim, DE) im Gewéchshaus statt. Je Variante wurden 100 ml Spritzbrihe bei
einer Aufwandmenge von 400 I/ha auf gestutzte, ganze Rebpflanzen (BBCH 13-19) (P5) bzw. auf die
Petrischalen mit Blattscheiben (K1) appliziert. Die verwendeten Spritzdiisen in der Spritzkammer waren
Flachstrahldisen vom Typ Teejet XR 11015 VS (Teelet Technologies LLC, 62703 Springfield, US) mit
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je 6 bar Druck und einem Spritzwinkel von 110 °. Es wurde versucht, eine homogene Benetzung der
Spritzbriihe auf der Blattoberflache erzielen. Die Blatter der Rebpflanzen (P5) bzw. Blattscheiben (K1)
waren nach der Behandlung fast vollstdndig mit der Spritzbriihe benetzt aber nicht tropfnass. Die UTC
wurde nicht behandelt. Nach der Fungizidapplikation wurden gut gewachsene, behandelte Blatter fiir
die folgende Blattprobenentnahme (P5) mittels Farbstreifen markiert, um zwischen Neuzuwachs und
behandelten Bléattern differenzieren zu konnen. Die Rebpflanzen (n = 40) wurden dann in einer Kammer
ohne Schwefelverdampfer fur flnf Tage randomisiert aufgestellt, wo anschlieRend die Blattprobenent-
nahme erfolgte. Behandelte Petrischalen (K1) wurden flr 30 min in einer Fallstrom-Laminarbank halb-

gedffnet aufgestellt, damit die applizierte Spritzbriihe vor der weiteren Inkubation eintrocknen konnte.

2.5 Blattprobenentnahme

Fur die Herstellung der Blattscheiben wurde Blattmaterial aus dem Freiland bzw. Gewachshaus ent-
nommen und im Labor weiterverarbeitet. Da die Wirkung der Fungizide nicht verfalscht werden sollte,
musste von einer Oberflachensterilisation des Blattmaterials abgesehen werden. Prinzipiell wurde bei
entnommenen Bléattern folgend verfahren: Zunéachst erfolgte der Transport des Blattmaterials in Trans-
portboxen ins Labor. Je Blatt wurden drei Blattscheiben mittels Korkbohrer (& = 1,5 cm) in einer
Fallstrom-Laminarbank ausgestanzt und innerhalb der jeweiligen Variante randomisiert. Danach wur-
den die Blattscheiben auf je eine Petrischale mit 0,4-%-LWA Ubertragen, wonach die Inokulation vor
bzw. nach erfolgter Fungizidapplikation durchgefuhrt wurde. Hierauf folgte die Inkubation der beimpf-
ten Petrischalen im Inkubator flr eine definierte Zeit. Vor der mikroskopischen Analyse wurden die
Blattscheiben in Kaliumhydroxid (KOH) — in Abhédngigkeit des jeweiligen Versuches — zu den Zeit-
punkten 24, 48, 72 h nach Inokulation (hpi) fixiert. Bei den Blattscheiben wurde darauf geachtet, dass
sie innerhalb einer Variante randomisiert wurden. D. h., dass drei Blattscheiben auf einer Petrischale
nicht von einem Blatt stammen, sondern von drei unterschiedlichen Blattern. Hierdurch sollte ein Effekt
durch evtl. heterogen ausfallendes Blattmaterial ausgeglichen werden. Je Blatt wurden drei Blattschei-

ben mittels Korkbohrer ausgestanzt.
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Abb. 9. Praparation von Blattscheiben in einer Fallstrom-Laminarbank (Eigene Aufnahme 2018).
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2.5.1 Freiland

Fur die Untersuchung der residualen Wirkung (PO, P5, P12) von Fungiziden an Rebblattern aus dem
Freiland wurden von einer Reihe Rebsttcke an drei Terminen Blattproben entnommen (Abb. 7 A). Die
erste Probenentnahme (P0) fand am Tag der Fungizidapplikation statt (2. Mai 2018). Die zweite Pro-
benentnahme (P5) fand funf Tage spéter, am 7. Mai und die letzte (P12) am 14. Mai 2018 statt (Abb.
45). Aus der Reihe von Rebstdcken waren vier Parzellen fur die mit Fungiziden behandelten Varianten
und zwei fur die UTC vorgesehen. Jede Parzelle umfasste vier Rebstdcke. Von jeder Variante (n = 5)
wurden je Rebstock ein Blatt (n = 4) zwischen Hift- und Schulterhéhe enthommen und in jeweils eine
Transportbox getan. Die Blatter wurden per Zufallsprinzip entnommen und waren mind. 4 cm breit und
lang. Nach dem Transport in eine Fallstrom-Laminarbank wurden die Blatter zu Blattscheiben weiter-
verarbeitet und anschlieend auf Nahrmedium tUberimpft. Je Termin der Probenentnahme aus dem Feld

wurde dieselbe Anzahl von Blattmaterial geerntet. Je Variante gab es vier Wiederholungen.

Zur Kontrolle der Vorinfektionen im Freiland wurden je Termin der Probenentnahme (PO, P5,
P12) von finf Rebstdcken der UTC je ein Blatt per Zufall ausgewahlt. In der Laminarbank wurde dann
je Blatt eine Blattscheibe mittels Korkbohrer entnommen, in KOH fixiert und einen Tag spater mittels

Fluoreszenzmikroskop untersucht.

2.5.2 Gewachshaus

Fur die Untersuchung der protektiven (P5) und kurativen Wirkung (K1) von Fungiziden an Rebbldttern
aus dem Gewéchshaus wurden von 20 behandelten bzw. unbehandelten Rebpflanzen fiinf Tage nach
(P5) bzw. einen Tag vor Fungizidapplikation (K1) per Zufallsprinzip je Variante (n = 5) vier homogen
aussehende Blatter ausgewahlt, welche mind. 4 cm breit und lang waren (Abb. 7 B). Die entnommenen
Blatter (markiert in P5 und unmarkiert in K1) wurden in einer Fallstrom-Laminarbank zu Blattscheiben
weiterverarbeitet und anschlieBend auf N&hrmedium transferiert. Je Variante gab es vier Wiederholun-

gen.

2.6 Mikroskopie
2.6.1 Mikroskope und Zubehoér

Fur die mikroskopische Analyse der Infektionsstrukturen von E. necator sowie fir die Vorinfektions-
tests beim Freilandversuch wurde ein Zeiss Axio Imager.M2 Fluoreszenzmikroskop (Carl Zeiss

Microscopy GmbH, 07745 Jena, DE) bei 50-100x VergroRerung verwendet. Die Keimungstests wurden
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mit einem Zeiss Stemi DRC Stereomikroskop (Carl Zeiss Microscopy GmbH, 07745 Jena, DE) bei 63x
VergroRerung analysiert. Fir ndhere Detailaufnahmen der Infektionsstrukturen von E. necator wurden
im Swiss Nanoscience Institute (Universitat Basel, 4056 Basel, CH) Untersuchungen mittels Philips
XL30 Umweltrasterelektronenmikroskop (ESEM) (Philips GmbH Market DACH, 22335 Hamburg,
DE) durchgefiihrt.

2.6.2 Préaparation
2.6.2.1 Fluoreszenzmikroskopie

Fur die Untersuchung der residualen Wirkung von Fungiziden im Freiland wurden die Blattscheiben
(@ =1,5cm) je Versuchsglied (PO, P5, P12) 48 hpi in KOH (1 mol/l) (Bernd Kraft GmbH, 47167 Du-
isburg, DE) fixiert. Fur die Untersuchung auf VVorinfektionen beim Freilandversuch wurden die aus der
Versuchsparzelle entnommenen Blatter der UTC mittels Korkbohrer prapariert und direkt in KOH fi-
xiert. Fur die Untersuchung der protektiven Wirkung (P5) von Fungiziden im Gewéchshaus wurden die
Blattscheiben 48 hpi fixiert. Fir die Untersuchung der kurativen Wirkung (K1) von Fungiziden im Ge-
wachshaus wurden die Blattscheiben 24 und 72 hpi fixiert. Pro Termin wurde je Petrischale eine Blatt-
scheibe entnommen und in einem Schnappdeckelglas (45 x 21 mm, 10 ml VVolumen, hydrolytische
Klasse 3) (VWR International GmbH, 64295 Darmstadt, DE) mit KOH-L6&sung (2-3 ml je Blattscheibe
je Schnappdeckelglas) fixiert. Wichtig war, dass die Blattscheiben mit der adaxialen Seite nach oben im
KOH platziert wurden. Die Blattscheiben wurden fiir mind. 24 h in KOH bei 6 °C in Dunkelheit fixiert
und entfarbt. AnschlieBend wurden die Praparate mit einem Fluorochrom behandelt und am Fluores-
zenzmikroskop analysiert. Diese Behandlung fand mittels Uvitex 2B (Polysciences Inc., 18976 War-
rington, US) statt. Hierbei handelt es sich um einen fluoreszierenden Weilmacher, welcher UV-Strah-
lung absorbiert und sichtbares Blaulicht emittiert. Die Farbung mit Uvitex 2B benétigt ein Fluoreszenz-
mikroskop mit UV- und Blauanregung bei einer Anregung von max. 350 nm und einer Abstrahlung von
max. 435 nm (Anonym L 2018). Der Stoff farbt Chitin von pilzlichen Zellwénden und Cellulose (Koch
& Pimsler 1987). Die Fluoreszenz des geféarbten Chitins fallt intensiv blau aus, wobei der Weilanteil
erhéht wird. Durch die hohe Intensitét der emittierten Fluoreszenz sind pilzliche Strukturen auch bei
niedrigen Vergrofierungen gut differenzierbar (Riichel & Margraf 1993). Fir die Uvitex 2B-Férbel6sung
wurde 100 mg Uvitex 2B + 100 ml Pufferlésung pH 8,8 (0,4 mol/l TRIS + 0,2 mol/l Acetylaceton)
(Bernd Kraft GmbH, 47167 Duisburg, DE) + 100 pul Lutensol® ON 70 (BASF SE, 67056 Ludwigshafen,
DE) vermischt, fiir 5 min geriihrt und im Kihlschrank bei 6 °C in Dunkelheit fir max. einen Monat

gelagert.

Fir die mikroskopischen Untersuchungen wurden die Blattscheiben auf Objekttrager platziert.

Nach einer kurzen Wartezeit zur Antrocknung der benetzenden KOH-L&sung wurde je Blattscheibe
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mittels Einmalpipette ein Tropfen (ca. 0,05-0,1 ml) Uvitex 2B aufgegeben (Abb. 11 A). Die Préparate
wurden daraufhin mit Deckglasern versehen und nach einer Wartezeit von 10 min fur den Féarbeprozess
der pilzlichen Infektionsstrukturen direkt im Anschluss mikroskopiert. Wichtiges Detail bei diesem Ar-
beitsschritt war, neben der unbedingt sorgféltigen Handhabung der Proben, dass die Blattscheiben nicht
in KOH-/Uvitex 2B-Ldsung schwimmen durften, bevor die Deckgléser platziert wurden, da sonst Ko-
nidien leichter von der Blattoberflache gesaugt werden konnten. Idealerweise benetzte ein diinner Film
Uvitex 2B die Blattscheiben. Nach der Mikroskopie wurden die untersuchten Blattproben zurick in die
KOH-L&sung gegeben und mussten bei einer evtl. anfallenden wiederholten Betrachtung nicht erneut

angeférbt werden.

2.6.2.2 Kryo-Umweltrasterelektronenmikroskopie

Fur die Untersuchung ausgewahlter Infektionsstrukturen der UTC und Konidien unter DMI- und Qol-
Einfluss wurden inokulierte und (un-)behandelte Blattscheiben im Swiss Nanoscience Institute aufbe-
reitet und mittels Kryo-Umweltrasterelektronenmikroskopie analysiert. Hierfur wurden jeweils Proben
72 hpi der UTC, von DMI-BASF bei kurativer Applikation (K1) und von Qol-BASF bei protektiver
Applikation (P5) untersucht. Die Blattscheiben wurden wie bereits geschildert im Gewdachshaus und

Labor vorbereitet und auf ihren Nahrmedien transportiert — jedoch nicht in KOH fixiert.

Zur Vorbereitung der ESEM-Untersuchungen wurden ausgesuchte Blattscheiben auf eine GroRe
von 5 x 5 mm zugeschnitten und mittels Tissue-Tek® O.C.T.™ (Sakura Finetek Germany GmbH, 79219
Staufen, DE) auf einem Probenhalter (25 x 15 mm) fixiert. Der Halter wurde an einem Transferstab
befestigt und die Proben in Stickstoff-Slush schockgefroren. Danach wurde der Transferstab an der
Schleuse der Kryo-Einrichtung angedockt. Die Proben kamen nach dem Einfrieren nicht mehr mit Luft
in Bertihrung und wurden unter Vakuum auf dem Kuhltisch der Vorkammer abgelegt. Daraufhin wurden
die Proben von Flussigstickstofftemperatur (-196 °C) auf -80 °C erwarmt, um allfallige Restfeuchtigkeit
an der Probenoberflache wegzusublimieren. Nach ca. 10 min wurden die Proben mit 30 nm Gold be-
sputtert, um eine leitende Oberflache zu erhalten. Danach wurden die Proben tber eine weitere Schleu-
sentffnung auf dem Kihltisch im ESEM abgelegt und bei -150 °C stabil gehalten. Weitere Sublimation
sowie Schéden durch den Elektronenstrahl konnten weitgehend vermieden werden. Der Ablauf der Ar-
beit im ESEM entsprach dem normalen Betrieb im Hochvakuum, wobei bei Bedarf Stickstoff nachge-
fullt werden musste. Die Aufnahmen wurden bei einer Anregungsspannung von 5 kV gemacht. Ver-
wendet wurde ein Everhart-Thornley-Detektor fir Sekundarelektronen. Der Arbeitsabstand betrug un-

gefahr 15 mm.
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2.6.3 Vorinfektionstest

Zur Kontrolle des Blattmaterials aus dem Freiland auf mogliche Vorinfektionen wurden je Termin der
Blattprobenentnahme (PO, P5, P12) fiinf Blatter zuféllig aus einer UTC-Parzelle entnommen und jeweils
eine Blattscheibe in KOH-L6sung fixiert. Hierdurch wurde geprift, ob eine Wirtsbesiedlung durch Pa-
thogene vor der eigentlichen héndischen Inokulation im Labor vorlag. Nach mind. 24 h Fixierung und
Entfarbung in KOH-L6sung wurde jede Blattscheibe am Fluoreszenzmikroskop auf Pilzsporen unter-
sucht und folgend klassifiziert:

a) Erysiphe necator
b) Andere Spore

2.6.4 Keimungstest

Zur Kontrolle des Inokulums wurde fur alle Versuche ein Keimungstest durchgefiihrt. Der Keimungstest
wurde 24 hpi am Stereomikroskop durchgefiihrt (Abb. 10). Hierfur wurde von jeder Variante (n = 5)
jeweils eine von vier Petrischalen zufallig ausgewahlt. Auf der Agaroberflache jenseits der Blattschei-

ben wurden per Zufallsprinzip 100 Konidien ausgezahlt und folgend klassifiziert:

a) Ungekeimt
b) Gekeimt

Abb. 10. Auf der Agaroberflache sichtbare, ungekeimte Konidien von Erysiphe necator (Stereo-
mikroskop, 63x) (A). 24 hpi erfolgte eine erneute Kontrolle der Konidien auf der Agaroberflache
mittels Keimungstest. Sichtbar sind ausgekeimte Konidien von E. necator mit Keimschlauch (B)
(Eigene Aufnahmen 2018).
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2.6.5 Quantifizierung der Infektionsstrukturen von Erysiphe necator

Die Auszéhlung der Konidien am Fluoreszenzmikroskop erfolgte mit Hilfe von einem 9-key Economy
Counter (Heathrow Scientific LLC, 60061 Vernon Hills, US). Die Konidienbonitur erfolgte nach einer
modifizierten Klassifizierung der Entwicklungsstadien von E. necator nach Leinhos et al. (1997). Die
Klassifizierung umfasste drei Phasen in der Pathogenese von E. necator mit insgesamt sieben Stadien,
die der Pilz nach einem Kaskadenprinzip durchlduft (Tab. 2). Phase | umfasst das Stadium der unge-
keimten Konidie, welche auf der Wirtskutikula adhériert. In Phase Il keimt die Konidie aus und besiedelt
seinen Wirt, indem ein Primarappressorium zur Anhaftung und Penetration der Wirtskutikula ausdiffe-
renziert wird. Phase Il umfasst die Wirtskolonisierung — die Hyphenbildung — wobei sich der Reihe

nach eine Primar-, Sekundéar- und Tertiarhyphe ausbildet, welche sich letztendlich verzweigen.

Tab. 2. Die Entwicklungsstadien von Erysiphe necator in der Pra-Sporulationsphase. Dieser Teil der
Pathogenese von E. necator umfasst drei Phasen mit insgesamt sieben Entwicklungsstadien (veréndert
nach Leinhos et al. 1997). Je Blattscheibe wurden 100 Konidien folgend klassifiziert.

Phase der Pathogenese Stadium Infektionsstruktur

Phase I: Landung

Konidie adhériert auf Kutikula S0 Ungekeimte Konidie
Phase 11: Besiedelung S1 Konidie mit Keimschlauch
Keimung und Ausbildung vom Pri- . ]
marappressorium S2 Konidie mit Primédrappressorium
S3 Konidie mit Primérhyphe
~ Phase I11: Kolonisierung S4 Konidie mit Sekundérhyphe
Entwicklung der Primarhyphe bis hin zu —— -
Hyphenverzweigungen S5 Konidie mit Tertlérhyphe
S6 Konidie mit Hyphenverzweigung

Der untersuchte Zeitraum zur Quantifizierung der Infektionsstrukturen von E. necator richtete
sich nach der Art des jeweiligen Versuches und fokussierte sich im Versuch zur Untersuchung der resi-
dualen (PO, P5, P12) und protektiven Wirkung (P5) der Fungizide auf den Zeitpunkt 48 hpi. Bei der
Untersuchung der kurativen Wirkung (K1) der Fungizide wurden die Zeitraume 24 bis 72 hpi betrachtet.
Qualitative Untersuchungen bezogen sich auf dieselben Zeitrdume, wobei die UTC zusatzlich separat
Uiber einen Zeitraum bis 8 dpi analysiert wurde. Fir die quantitativen Untersuchungen war es entschei-
dend, die gebildeten Infektionsstrukturen auf die jeweils bonitierte Konidie zurlckfihren zu kénnen,
um den Effekt der fungiziden Wirkstoffe beurteilen zu kénnen. Deshalb war das Zeitfenster der Unter-
suchungen limitiert und ging nur bis zum letzten Stadium vor Ausbildung von Konidiophoren (S6), da
ab dann die Hyphen von E. necator in einem Myzel dicht verzweigt waren und nicht mehr auf die ein-

zelne (un-)behandelte Konidie zuriickzufiihren waren von der sie urspriinglich ausgingen.
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Die mikroskopische Klassifizierung der Konidien geschah bei 50-100x VergrofRerung mit der
Reflektoreinstellung ,,02-DAPI bei entsprechender Kontrasteinstellung und Fluoreszenzlicht (Abb. 11
B). Jede Blattscheibe wurde nach demselben Schema standardisiert bonitiert, in dem die Konidien auf
neun unterschiedlichen Einstellungen der Fokusebene einer Blattscheibe per Zufallsprinzip ausgezahlt

und klassifiziert wurden. Je Variante wurden vier Wiederholungen durchgefihrt.

Abb. 11. Behandlung von mit KOH fixierten Blattscheiben mit Uvitex 2B (A). Mit Uvitex 2B be-
handelte Konidie von Erysiphe necator 48 hpi nach zehnmindtiger Einwirkzeit des Fluorochroms
(Fluoreszenzmikroskop) (B). Sichtbar ist die Primarhyphe (a) von (ber 60 um Lénge und das deut-
lich ausdifferenzierte Primarappressorium (b) mit einer jungen Sekundarhyphe (c) (Mal3stab ist die
Lange der Konidie = 30 um) (Eigene Aufnahmen 2018).

2.7 Bildaufnahme und -bearbeitung

Makroskopische Fotos wurden mit einer Canon EOS 500D SLR-Digitalkamera (15 Megapixel) (Canon
Deutschland GmbH, 47807 Krefeld, DE) aufgenommen. Aufnahmen am Fluoreszenzmikroskop wurden
mit einer am Mikroskop angeschlossenen Zeiss Axiocam 506 Color (6 Megapixel) (Carl Zeiss
Microscopy GmbH, 07745 Jena, DE) dokumentiert. Aufnahmen am ESEM wurden vom Swiss Nano-
science Institute angefertigt und freundlicherweise nachtraglich zur Verfiigung gestellt. Mit Hilfe der
Software ZEN Pro 2.3 blue edition (Carl Zeiss Microscopy GmbH, 07745 Jena, DE) konnten die Infek-
tionsstrukturen von E. necator ausgemessen und weiter analysiert werden. Die weitere Bildbearbeitung
der makro- und mikroskopischen Aufnahmen erfolgte mit Hilfe der Software IrfanView 64-bit Version
4.44 (Irfan Skiljan, 2700 Wiener Neustadt, AT).
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2.8 Datenauswertung

Die Auswertung der erhobenen Daten und Erstellung von Grafiken erfolgte mit Hilfe der Software
Microsoft Excel® 2016 fiir Windows (Microsoft Corp., 98052-6399 Redmond, US). Die Erstellung von
Box-and-Whisker-Plots und weitere statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe der Software SAS Enter-
prise Guide 7.1 (64-bit) (SAS Institute Inc., 27513 Cary, US). Box-and-Whisker-Plots wurden vom
25 %- bis zum 75 %-Quantil gezeichnet. Das 50 %-Quantil wurde als Querstrich und der MW als Raute
(0) innerhalb der Box dargestellt. Die oberen und unteren Whisker geben die maximale bzw. minimale
Beobachtung der jeweiligen Variante an. Statistische Signifikanzen wurden mit einer einfachen
ANOVA ermittelt. Mittels Levene-Test wurde die Varianzhomogenitat geprift. Wurde die Annahme
gleicher Varianzen abgelehnt, wurde eine Welchs Varianz-gewichtete ANOVA durchgefiihrt. Als Post-
hoc-Test wurde sowohl bei der ANOVA als auch beim Welch-Test ein paarweiser t-Test nach Bonfer-
roni (a0 = 0,05) durchgefiihrt (Hsiung & Olejnik 1992, Helfrich et al. 2015). Die Gewéchshausversuche
(K1, P5) wurden mit &hnlichen Ergebnissen jeweils zweimal durchgefihrt. Die Nullhypothese (Ho) fiir
alle Versuche lautete: ,,Es gibt keine signifikanten Unterschiede zwischen den Varianten.“ Die Alterna-
tivhypothese (Ha) fiir die durchgefiihrten Versuche lautete: ,,Es gibt signifikante Unterschiede zwischen
den Varianten.” Fir die Berechnung der Keimhemmungsrate der getesteten Fungizide tber einen Zeit-
raum von zwolf Tagen im Freiland (PO, P5, P12) wurde folgende Formel nach Abbott (1925) verwendet:

Hemmungsrate (%) = (X - Y)/X

(X =Prozentualer Anteil gekeimter Konidien (100 — prozentualer Anteil ungekeimter Konidien)
der UTC, Y = Prozentualer Anteil gekeimter Konidien (100 — prozentualer Anteil ungekeimter

Konidien) der jeweils behandelten Variante)
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3 ERGEBNISSE

3.1 Residuale Wirkung von neuen Fungiziden gegen Erysiphe necator

Fur die Untersuchung der residualen Wirkung von Fungiziden wurden die Infektionsstrukturen von
E. necator null (PO), funf (P5) und zwolf Tage nach Fungizidapplikation (P12) (48 hpi) auf Blattmaterial
von Rebpflanzen aus dem Freiland analysiert. Der vorab durchgefuhrte Vorinfektionstest zeigte uber
die drei Zeitpunkte der Blattprobenentnahme (PO, P5, P12) keine nennenswerten Infektionen des Blatt-
materials durch Sporen im Freiland vor der eigentlichen Inokulation im Labor (Abb. 46). Aufgrund der
charakteristischen Konidienform (einzellig, hyalin, zylindrisch-oval, @ = 10 um bei 30 um L&nge) und
der Adhé&sion der Konidien auf der adaxialen Blattseite der Rebblatter konnten Konidien von E. necator
von anderen Mikroorganismen wie bspw. Pilzsporen differenziert werden. Zwolf Tage nach Beginn des
Versuches war das a priori vorhandene Inokulum von Pilzsporen auf den Freilandblattern zwar leicht
erhéht, jedoch konnte keine Keimung oder Myzelbildung beobachtet werden. Die Keimungstests auf
der Agaroberflache inokulierter Petrischalen 24 hpi (PO, P5, P12) ergaben im MW eine Keimungsrate
der Konidien von 74 % (Abb. 47).

Die erhobenen Daten zeigten in ihrer Gesamtheit fur die drei ausgewéhlten Zeitpunkte nach
Fungizidapplikation (PO, P5, P12) ein komplexes Bild. So wurden die ausgezahlten Konidien der ein-
zelnen Varianten geméal Boniturschema in ihre jeweiligen Entwicklungsstadien SO-S6 eingeteilt (Tab.
2). Auf am Tag der Fungizidapplikation inokulierten Blattscheiben der UTC entwickelten 69 % der
Konidien Primarappressorien. 22 % der Konidien bildeten Keimschlduche aus und 22 % blieben unge-
keimt. DMI-Fungizide zeigten eine hohere Zahl ungekeimte Konidien auf (DMI-BASF 35 %, DMI-MS
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Abb. 12. Prozentuale Verteilung der Konidien von Erysiphe necator gemaf Boniturschema am Tag
der Fungizidapplikation (48 hpi). Die Gesamtheit der ausgezahlten Konidien je Variante teilt sich in
ihre Entwicklungsstadien S0-S6 auf (n = 4).
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55 %). Bei DMI-BASF bildeten 53 % der Konidien ein Primarappressorium und bei DMI-MS 24 %.
Qol-Fungizide zeigten eine fast vollstandige Keimhemmung auf, da 99 % der Konidien bei beiden Qol-
Wirkstoffen ungekeimt blieben (Abb. 12).

Finf Tage nach Fungizidapplikation ergab sich ein anderes Bild. Konidien der UTC bildeten
48 hpi zu 54 % Primé&rappressorien, 12 % Primarhyphen und 5 % Sekundarhyphen. 25 % der Konidien
keimten nicht aus. Bei DMI-BASF bildeten 18 % der Konidien Keimschlauche aus, 53 % Priméarappres-
sorien und 30 % der Konidien blieben ungekeimt. Konidien die mit DMI-MS behandelt wurden blieben
zu 43 % ungekeimt, 21 % bildeten Keimschlduche aus, 36 % Primarappressorien und 1 % Primarhy-
phen. Qol-Fungizide zeigten im Vergleich dazu eine erhdhte Keimhemmung (Qol-BASF 50 %, Qol-
MS 74 %), sanken in ihrer Leistung im Vergleich zum eingangs betrachteten Zeitpunkt (P0O) jedoch stark
ab. Bei Qol-BASF bildeten 22 % der Konidien Keimschlduche und 28 % Primarappressorien aus. Bei
Qol-MS bildeten 8 % der Konidien Keimschlduche und 17 % Primérappressorien aus (Abb. 13).
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Abb. 13. Prozentuale Verteilung der Konidien von Erysiphe necator gemaf3 Boniturschema funf
Tage nach Fungizidapplikation (48 hpi). Die Gesamtheit der ausgezéhlten Konidien je Variante teilt
sich in ihre Entwicklungsstadien SO-S6 auf (n = 4).

Zwolf Tage nach Fungizidapplikation werden deutlichere Unterschiede zwischen den Varianten
sichtbar. Die UTC zeigte hier 48 hpi eine verstarkte Hyphenbildung. In der UTC bildeten 7 % der Ko-
nidien Keimschlauche, 22 % bildeten Primarappressorien aus, 17 % Primérhyphen, 27 % Sekundarhy-
phen, 9 % Tertidrhyphen und 1 % zeigten Hyphenverzweigungen auf. Es blieben 18 % der Konidien
ungekeimt. DMI-Fungizide zeigten ein ahnliches Bild auf. Ca. 32 % der Konidien keimten nicht aus,
14-15 % der Konidien bildeten Keimschlauche, 52-53 % Priméarappressorien und bei 2 % der Konidien
kam es zu Hyphenbildungen. Konidien die mit Qol-BASF bekdmpft wurden keimten zu 64 % nicht aus,
bildeten zu 26 % Keimschlduche und zu 10 % Primdrappressorien. Qol-MS wies 70 % ungekeimte
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Konidien auf, 12 % Konidien mit Keimschlduchen und 18 % Konidien mit Primarappressorium. Zu
keinem Zeitpunkt kam es bei Qol-Fungiziden zu Hyphenbildungen (Abb. 14).
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Abb. 14. Prozentuale Verteilung der Konidien von Erysiphe necator geméall Boniturschema zwolf
Tage nach Fungizidapplikation (48 hpi). Die Gesamtheit der ausgezéhlten Konidien je Variante teilt
sich in ihre Entwicklungsstadien SO-S6 auf (n = 4).
Da es ein sehr heterogenes Wachstum der UTC bei den drei Versuchsgliedern gab (Abb. 12-
14), wurden bei der weiteren Untersuchung der residualen Wirksamkeit der Fungizide nicht alle Ent-
wicklungsstadien der Konidiengesamtheit einzeln betrachtet. Um eine Vergleichbarkeit zwischen den
drei Zeitpunkten der Probenentnahme (PO, P5, P12) nach Fungizidapplikation herzustellen, wurde daher
die Keimhemmungsrate der Fungizide bestimmt. Die residuale Wirkung der DMI- und Qol-Fungizide
nahm Uber einen Zeitraum von zwoIf Tagen ab, wobei sich die einzelnen Varianten voneinander unter-
schieden (Abb. 15, 16). Es gab deutliche Unterschiede in der Keimhemmung zwischen DMI- und Qol-
Fungiziden. So wiesen die DMI-Fungizide lediglich eine Hemmung von 20-40 % auf, die nach zwolf
Tagen auf unter 20 % absank (Abb. 15). Hier gab es anfanglich Unterschiede von 20 % in der Hem-
mungsleistung, welche jedoch bis zwolf Tage nach Fungizidapplikation wieder verschwanden. So wie-
sen Konidien, welche mit DMI-MS behandelt wurden, direkt und funf Tage nach Fungizidapplikation
eine um 15-20 % hohere Keimhemmungsrate auf als bei DMI-BASF. Qol-Fungizide hemmten die Kei-
mung direkt am Tag der Fungizidapplikation um fast 100 %, wobei auch hier die Hemmung zwd6lf Tage
spater auf knapp 60 % absank — und dennoch dreimal héher blieb als bei den DMI-Fungiziden. Unter-
schiede zwischen Qol-BASF und Qol-MS wurden fiinf Tage nach Fungizidapplikation deutlich. Die
Hemmungsleistung von Qol-BASF sank hier auf rund 30 % ab — Qol-MS hingegen wies eine um fast
40 % hohere Hemmungsleistung auf. Diese Unterschiede verliefen sich acht Tage spater, wo beide Qol-

Fungizide nahezu gleichauf eine Keimhemmungsrate von 60 % erreichten (Abb. 16).
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Abb. 15. Residuale Wirkung von DMI-Fungiziden gegen Erysiphe necator (ber drei Zeitpunkte (je
48 hpi). Die Keimhemmungsrate wurde nach Abbot (1925) berechnet (MW + SE; n = 4).
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Abb. 16. Residuale Wirkung von Qol-Fungiziden gegen Erysiphe necator tber drei Zeitpunkte (je
48 hpi). Die Keimhemmungsrate wurde nach Abbot (1925) berechnet (MW £ SE; n = 4).

Aufgrund der unterschiedlichen Wirkungsmechanismen der Wirkstoffe musste der Frage nach-
gegangen werden, wo genau die DMI- und Qol-Fungizide in der Pra-Sporulationsphase von E. necator
angreifen, da mit der obigen Methode nach Abbot (1925) nur die Hemmungsrate der Keimung sichtbar
gemacht wurde. Eine differenzierte Bewertung der tatsachlichen fungiziden Wirkung zwischen DMI-
und Qol-Fungiziden war somit nicht mdéglich, da unklar war, ab welchem Stadium der Pathogenese E.

necator von den verschiedenen Fungiziden gehemmt wird. Dafur wurden die beobachteten Haufigkeiten
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der Infektionsstrukturen untersucht. Anders als bei der anfanglichen Analyse wurden hier fiir die statis-
tische Auswertung nicht alle sieben Entwicklungsstadien einzeln analysiert. Stattdessen wurden die drei
Entwicklungsphasen von E. necator untersucht, die sich aus den sieben Entwicklungsstadien zusam-
mensetzen (Tab. 2). Da die UTC zwolf Tage nach Fungizidapplikation ein starkes Hyphenwachstum
aufwies und somit ein besserer Vergleich zwischen den Varianten moglich war, wurde dieser Zeitpunkt
flr die weiteren differenzierten Untersuchungen betrachtet.

Bei Untersuchung des Zeitpunktes zwolf Tage nach Fungizidapplikation wurden Unterschiede
zwischen den einzelnen Varianten deutlich. Zwischen Wirkstoffen mit demselben Wirkungsmechanis-
mus jedoch gab es keine signifikanten Unterschiede. Dennoch konnten zwischen Varianten zwolf Tage
nach Applikation und 48 hpi signifikante Unterschiede aufgezeigt werden. Parallel dazu zeigt sich, wie
sich die Gesamtheit unbehandelter Konidien in die Phasen I-11I aufteilt. Im Mittel bildeten 54 % der
Konidien der UTC Hyphen aus (Abb. 37 A). Beide Qol-Fungizide erzielten eine hundertprozentige
Hemmung der Hyphenbildung. Bei beiden DMI-Fungiziden bildeten nur 2 % der Konidien Hyphen aus.
Zwischen den behandelten Varianten gabes keine signifikanten Unterschiede bei der Hemmungsleistung
der Hyphen — wohingegen sich die behandelten Varianten gemeinsam signifikant von der UTC abgren-
zen (Abb. 17). Unterschiede zwischen den DMI- und Qol-Fungiziden in der Phase der Wirtskolonisie-
rung sind demnach nicht evident.
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Abb. 17. Verteilung von Konidien von Erysiphe necator mit Hyphe (Phase 111) zw6lf Tage nach
Fungizidapplikation (48 hpi) (Box-and-Whisker-Plots mit 25 %-, 50 %- und 75 %-Quantil; ¢ = MW;
n = 4). Gleiche Buchstaben liber den Box-Plots bedeuten keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Varianten (ANOVA und Bonferroni-Test; p < 0,05).
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Die genauere Differenzierung der Wirkungsmechanismen und der Angriffspunkte von den
DMI- und Qol-Fungiziden wurden in den friiheren Phasen I und Il der Pra-Sporulationsphase deutlich.
Da die UTC 48 hpi bereits verstarkt Hyphen ausbildete und in der Phase der Wirtskolonisierung ange-
kommen war, blieben lediglich um die 17 % der Konidien ungekeimt. Qol-Fungizide erzielten hier eine
signifikante Hemmungsleistung, indem bei Qol-BASF 65 % und Qol-MS 70 % der Konidien nicht aus-
keimten (Abb. 37 D, E). Bei den DMI-Fungiziden keimten lediglich 32 % der Konidien nicht aus. Zwi-
schen der UTC und den DMI-Fungiziden gab es keine signifikanten Unterschiede, wohl aber zwischen
den Qol-Fungiziden im Vergleich mit den anderen Varianten (Abb. 18). Es scheint evident, dass Qol-

BASF bei protektiver Anwendung primar als Keimungshemmer fungiert.
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Abb. 18. Verteilung von ungekeimten Konidien von Erysiphe necator (Phase I) zwdlf Tage nach
Fungizidapplikation (48 hpi) (Box-and-Whisker-Plots mit 25 %-, 50 %- und 75 %-Quantil; 0 = MW;
n = 4). Gleiche Buchstaben tiber den Box-Plots bedeuten keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Varianten (Welch- und Bonferroni-Test; p < 0,05).

29 % der in der UTC ausgezéhlten Konidien befanden sich in der Phase 11 und bildeten jeweils
ein Primarappressorium aus. Dies unterschied sich nicht signifikant von den Qol-Fungiziden (Qol-
BASF 35 %, Qol-MS 30 %). Einen signifikanten Unterschied gab es im Vergleich zu den DMI-Fungi-
ziden, wo 66 % aller Konidien ein Primdrappressorium ausbildeten. Hierdurch blieb der Anteil unge-
keimter Konidien bei DMI-Fungiziden gering (Abb. 19; 37 B, C). Zwar wurden unter DMI-Einfluss in
der Summe signifikant mehr Konidien mit Primarappressorium dokumentiert als bei anderen Varianten,
jedoch wurden wie bei Qol-BASF kaum bis keine Hyphen in Phase 111 mehr ausgebildet (Abb. 17).
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Abb. 19. Verteilung von Konidien von Erysiphe necator mit Primérappressorium (Phase I1) zwolf
Tage nach Fungizidapplikation (48 hpi) (Box-and-Whisker-Plots mit 25 %-, 50 %- und 75 %-Quan-
til; © = MW; n = 4). Gleiche Buchstaben tber den Box-Plots bedeuten keine signifikanten Unter-
schiede zwischen den Varianten (ANOVA und Bonferroni-Test; p < 0,05).

Zusammenfassend betrachtet hemmten die Wirkstoffe Qol-BASF und Qol-MS ab Phase |,
wodurch die Hemmung der Wirtskolonisierung erfolgte. DMI-BASF und DMI-MS erreichten ab Phase
I1, vor Beginn der Wirtskolonisierung, eine signifikante Wirkung. DMI-BASF hemmte im Gegensatz
zu Qol-Fungiziden nicht die Keimung, sondern die Ausbildung von Hyphen und stoppte dadurch die

Wirtskolonisierung durch E. necator zu einem spateren Zeitpunkt der Pathogenese.

3.2 Protektive Wirkung von neuen Fungiziden gegen Erysiphe necator

Fur die Untersuchung der protektiven Wirkung von Fungiziden wurden die Infektionsstrukturen von
E. necator funf Tage nach Fungizidapplikation (P5) (48 hpi) auf Blattmaterial von Rebpflanzen aus dem
Gewéchshaus analysiert. Der Keimungstest auf der Agaroberflache inokulierter Petrischalen 24 hpi
ergab eine Keimungsrate der Konidien von 69 % (Abb. 47).

Parallel zur Untersuchung der residualen und protektiven Wirkung der Fungizide an Freiland-
blattern wurden auch an Gewéchshausblattern signifikante Unterschiede in der Wirkung zwischen DMI-
und Qol-Fungiziden in allen untersuchten Gruppen deutlich. Zwischen Wirkstoffen mit demselben Wir-
kungsmechanismus wurden keine signifikanten Unterschiede festgestellt. Fiinf Tage nach Fungi-
zidapplikation zeigten Qol-Fungizide eine signifikante Keimungshemmung auf, wobei bei Qol-BASF

69 % und Qol-MS 72 % der Konidien in Phase | hemmen konnten. DMI-Fungizide unterschieden sich
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nicht signifikant von der UTC. Hier keimten bei DMI-BASF 72 % und DMI-MS bei 76 % der Konidien
aus, was ungeféhr der Keimungsrate der UTC entspricht, wo 75 % der Konidien nach 48 hpi auskeimten
(Abb. 20).
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Abb. 20. Verteilung von ungekeimten Konidien (Phase 1) finf Tage nach Fungizidapplikation (48
hpi) (Box-and-Whisker-Plots mit 25 %-, 50 %- und 75 %-Quantil; ¢ = MW, n = 4). Gleiche Buch-
staben Uber den Box-Plots bedeuten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Varianten
(Welch- und Bonferroni-Test; p < 0,05).

Rund 22 % der unbehandelten Konidien befanden sich in Phase Il und bildeten Primérappres-
sorien aus, wobei hier keine signifikanten Unterschiede zu Qol-Fungiziden bestanden — obgleich behan-
delte Varianten eine leicht erh6hte Anzahl von Konidien mit Primarappressorium aufwiesen (Qol-BASF
29 %, Qol-MS 27 %). DMI-BASF (47 %) und DMI-MS (42 %) grenzten sich signifikant von der UTC
ab. DMI-BASF und Qol-BASF sowie DMI-MS und die Qol-Fungizide unterschieden sich trotz sichtli-

chen Differenzen im MW nicht signifikant voneinander (Abb. 21).

Wahrend 53 % der Konidien bei der UTC Hyphen ausbildeten, entwickelte E. necator auch
unter DMI-Einfluss Hyphen. Hier wurden bei DMI-BASF 25 % und bei DMI-MS 34 % Hyphen ausge-
bildet — was sich zwar signifikant von der UTC, aber auch von den Qol-Fungiziden unterscheidet. Hy-
phen unter DMI-Einfluss wiesen Deformationen und ein anormales Wachstum auf (Abb. 33 B). Die
Hemmung der Hyphenbildung lag bei Qol-BASF bei 2 % und bei Qol-MS bei 1 % (Abb. 22).

Zusammenfassend betrachtet wurden signifikante Unterschiede in der protektiven Bekdmpfung
von E. necator zwischen den Fungiziden mit unterschiedlichen Wirkungsmechanismen sichtbar. Inner-

halb der DMI- oder Qol-Fungizide gab es keine signifikanten Unterschiede.
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Abb. 21. Verteilung von Konidien mit Primé&rappressorien (Phase II) fiinf Tage nach Fungizidappli-
kation (48 hpi) (Box-and-Whisker-Plots mit 25 %-, 50 %- und 75 %-Quantil; ¢ = MW, n = 4).
Gleiche Buchstaben (iber den Box-Plots bedeuten keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Varianten (ANOVA und Bonferroni-Test; p < 0,05).
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Abb. 22. Verteilung von Konidien mit Hyphe (Phase 1) fiinf Tage nach Fungizidapplikation (48
hpi) (Box-and-Whisker-Plots mit 25 %-, 50 %- und 75 %-Quantil; ¢ = MW; n = 4). Gleiche Buch-
staben Uber den Box-Plots bedeuten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Varianten
(Welch- und Bonferroni-Test; p < 0,05).
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3.3 Kurative Wirkung von neuen Fungiziden gegen Erysiphe necator

Fur die Untersuchung der Wirkung von Fungiziden bei kurativer Anwendung (K1) wurden die Infekti-
onsstrukturen von E. necator direkt zum Zeitpunkt der Fungizidapplikation (24 hpi) und zwei Tage nach
Fungizidapplikation (72 hpi) analysiert. Auch hier wurden die Untersuchungen an Blattern von Reb-
pflanzen aus dem Gewéchshaus durchgefuhrt. Der Keimungstest auf der Agaroberflache inokulierter
Petrischalen 24 hpi ergab eine Keimungsrate der Konidien von 73 % (Abb. 47).

Zum Zeitpunkt der Fungizidapplikation (24 hpi) wiesen alle Varianten durch alle Entwicklungs-
stadien hinweg keine signifikanten Unterschiede im Wachstum auf. Auch hier gab es keine signifikanten
Unterschiede zwischen Wirkstoffen mit demselben Wirkungsmechanismus. 21-27 % aller Konidien wa-
ren nicht ausgekeimt. Innerhalb dieser Gruppe wurde der Welch-Test (F-Wert = 0,43, p-Wert = 0,7809)
durchgefuhrt. 56-61 % aller Konidien wiesen ein Primarappressorium auf und es wurde ein Welch-Test
(F-Wert = 0,33, p-Wert = 0,8479) durchgefiihrt. 17-20 % aller Konidien wiesen Hyphen auf, wobei auch
hier keine signifikanten Unterschiede zwischen den Varianten sichtbar wurden. Auch innerhalb dieser
Gruppe wurde der Welch-Test durchgefiihrt (Abb. 23). Demnach wuchs E. necator in allen Varianten
homogen bis zum Zeitpunkt der Fungizidapplikation, welcher den Ausgangspunkt fiir die Entwicklung

der Infektionsstrukturen von E. necator unter Fungizideinfluss darstellte (Abb. 37 F, G).
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Abb. 23. Verteilung von Konidien von Erysiphe necator mit Hyphe (Phase I11) zum Zeitpunkt der
Fungizidapplikation (24 hpi) (Box-and-Whisker-Plots mit 25 %-, 50 %- und 75 %-Quantil; ¢ = MW;
n = 4). Gleiche Buchstaben tiber den Box-Plots bedeuten keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Varianten (Welch- und Bonferroni-Test; p < 0,05).
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Abb. 24. Verteilung von Konidien von Erysiphe necator mit Primérappressorium (Phase 11) zwei
Tage nach Fungizidapplikation (72 hpi) (Box-and-Whisker-Plots 25 %-, 50 %- und 75 %-Quantil;
¢ = MW, n = 4). Gleiche Buchstaben (iber den Box-Plots bedeuten keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Varianten (Welch- und Bonferroni-Test; p < 0,05).

Weitergehend wurde dokumentiert, welchen Einfluss die DMI- und Qol-Fungizide auf die Pa-
thogenese der Infektionsstrukturen von E. necator haben. Hierfur wurden die Infektionsstrukturen 48 h
nach Fungizidapplikation (72 hpi) analysiert. Zu diesem Zeitpunkt wurden signifikante Unterschiede
zwischen DMI- und Qol-Fungiziden deutlich. So traten in Phase Il und 111 der Pathogenese behandelter
Konidien von E. necator signifikante Unterschiede zwischen den Varianten auf. Demnach befanden sich
zu diesem Zeitpunkt nur noch 17 % der Konidien der UTC im Stadium der Bildung von Primérappres-
sorien. 40 % Konidien der Variante DMI-BASF bildeten Priméarappressorien und nur 24 % bei der Va-

riante DMI-MS. Erwéhnenswerte, signifikante Unterschiede bestanden zwischen Qol-BASF, DMI-
BASF sowie der UTC (Abb. 24).

Wiéhrend 72 hpi bereits 64 % der unbehandelten Konidien Hyphen bildeten (mit Langen von
> 500 um), fiel die Wirtskolonisierung bei behandelten Varianten anders aus. Signifikante Unterschiede
bei der Anzahl von Konidien mit Hyphen gab es zwischen DMI-BASF (38 %) und Qol-Fungiziden
(QoI-BASF 3 %, Qol-MS 19 %). DMI-MS (52 %) unterschied sich hierbei quantitativ nicht signifikant
von der UTC und DMI-BASF (Abb. 26, 37 H-J). Bei Qol-Fungiziden ist v. a. Qol-BASF aufféllig, da
zwei Tage nach Fungizidapplikation (72 hpi) im Mittel nur 3 % der Konidien Hyphen aufwiesen, wo
diese Zahl 24 hpi noch bei 17 % stand (Abb. 27, 35 A). Ein Stopp und scheinbarer Riickgang des Hy-
phenwachstums um 14 % scheint bei Qol-BASF daher evident (Abb. 27). Bei Qol-MS hingegen bilde-
ten 19 % der Konidien zwei Tage nach Fungizidapplikation Hyphen (Abb. 37 L). Bei der UTC hingegen
nahm im Vergleich die Zahl der Konidien mit Hyphen um 46 % zu (Abb. 23, 25, 26, 27).
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Abb. 25. Verteilung von Konidien von Erysiphe necator mit Hyphe (Phase I1l) zwei Tage nach
Fungizidapplikation (72 hpi) (Box-and-Whisker-Plots mit 25 %-, 50 %- und 75 %-Quantil; 0 = MW;
n = 4). Gleiche Buchstaben liber den Box-Plots bedeuten keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Varianten (Welch- und Bonferroni-Test; p < 0,05).
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Abb. 26. Entwicklung der Hyphen von Erysiphe necator unter Einfluss von kurativ angewendeten
DMI-Fungiziden (24 hpi) bis zwei Tage nach Applikation (72 hpi) (MW = SE; n = 4). Innerhalb von
zwei Tagen nach Fungizidapplikation nahmen Konidien mit Hyphe der UTC um 46 % zu, wohinge-
gen 20 % der Konidien bei DMI-BASF und 33 % bei DMI-MS neue Hyphen bildeten.
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Abb. 27. Entwicklung der Hyphen von Erysiphe necator unter Einfluss von kurativ angewendeten
Qol-Fungiziden (24 hpi) bis zwei Tage nach Applikation (72 hpi) (MW % SE; n = 4). Innerhalb von
zwei Tagen nach Fungizidapplikation lag bei Qol-BASF eine Reduktion bereits akkumulierter Hy-
phen von 14 % vor, wohingegen unbehandelte Konidien 46 % an Hyphen gewannen.

3.4 Pathogenese und Morphologie von Erysiphe necator
3.4.1 Fluoreszenzmikroskopie

3.4.1.1 Pathogenese von Erysiphe necator unter Normalbedingungen

Die fiir quantitative Analysen in drei Phasen zusammengefasste Pra-Sporulationsphase von E. necator
besteht aus sieben Stadien (S0-S6), die in ihrer Reihenfolge nacheinander vom Pathogen auf seinem
Wirt durchlaufen werden (Tab. 2). Am Beispiel des hier verwendeten Isolats auf der adaxialen Blattseite
von Rebbldttern der Sorte Riesling wurde parallel zu den Fungizidversuchen die Pathogenese von E.
necator untersucht. Demnach adhariert die Konidie (& = 10 um, Lange = 30 um) in der Landungsphase
0 hpi auf der Kutikula vom Wirt (SO) (Abb. 31 A) und bildet innerhalb der ersten Stunden nach Inoku-
lation einen Keimschlauch von 5-50 um Léange aus (& = 3-5 um) (S1) (Abb. 31 B, Pfeil). Es konnte
beobachtet werden, dass sich das Primarappressorium (& 10-20 pm) bis 6 hpi, durch eine Septe abge-
schnurt, am endstéandigen Teil des Keimschlauches ausbildet (S2) (Abb. 28 B, Pfeil; 29 A; 31 C, Pfeil).
Uber eine Penetrationspore (Abb. 30, Pfeil) bricht der Pilz in die Wirtskutikula ein, um dann in der
Epidermis ein Haustorium zur N&hrstoffversorgung zu etablieren. Bis 24 hpi beginnt die Entwicklung
der Primérhyphe (S3) (@ = 3-5 um), die i. d. R. an dem, dem Primdrappressorium entgegengesetzten
Punkt der Konidie herauswdchst (Abb. 31 D, Pfeil). Die Sekundarhyphe wachst danach ab 24 hpi aus
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dem Priméarappressorium heraus (S4) (Abb. 28 A, c; 31 E, Pfeil). Zu diesem Zeitpunkt kann die Pri-
marhyphe eine Lange von mehreren hundert um erreichen (Abb. 31 E). Anschlielend folgt ab 48 hpi
die Ausbildung der Tertidrhyphe (S5) (Abb. 31 F). Ab 72 hpi verzweigen sich die Primar-, Sekundar-
und Tertidrhyphe (S6) (Abb. 31 G, Pfeil). 144 hpi sind die Hyphen zu einem dichten Geflecht verwach-
sen (Abb. 31 H) und bilden zahllose, knotig verdickte hyphale Appressorien entlang der Myzelstrange
(Abb. 29 B). Bis 8 dpi bilden sich ca. 100 um lange, senkrecht aus Hyphen herauswachsende Konidio-
phoren, an deren Ende neue Konidien reifen (Abb. 31 I). Zu diesem Zeitpunkt sind die Hyphen in nicht
mehr erfassbaren Langen auf der Wirtskutikula entwickelt und das Myzel so dicht, dass die Infektions-
strukturen nicht mehr auf die urspriinglich von ihr ausgehenden Konidien zurlickzufuhren sind. Auffal-
lige Beobachtung wahrend dieses Prozesses war die stellenweise dunkel verfarbte Kutikula im Bereich
um penetrierende Appressorien (Abb. 29 A, B, Pfeile). Weiterhin konnte eine Penetrationspore sichtbar
gemacht werden, die sich unterhalb von Appressorien befand (Abb. 30, Pfeil). Das Haustorium konnte

mit den in dieser Arbeit verwendeten Methoden nicht sichtbar gemacht werden.

Abb. 28. Eine unbehandelte Konidie von Erysiphe necator 48 hpi mit ausdifferenzierten Hyphen
neben einer ungekeimten Konidie (Fluoreszenzmikroskop) (A). Deutlich sichtbar sind das Pri-
marappressorium (a), die Primér- (b), Sekundéar- (c) und die Tertiarhyphe (d). Man beachte die hy-
phalen Appressorien an der Primérhyphe (Pfeile). Weiterhin gut sichtbar sind die stark fluoreszie-
renden Septen der Hyphen. Das Primarappressorium einer unbehandelten Konidie von E. necator 6
hpi (B). Durch eine Septe (Pfeil) ist das Primérappressorium vom Keimschlauch abgeschnurt (MaR-
stab ist die Lange der Konidie = 30 um) (Eigene Aufnahmen 2018).



Ergebnisse 43

Abb. 29. Primé&rappressorium (A) und hyphales Appressorium (B) von Erysiphe necator 144 hpi
(Fluoreszenzmikroskop). Deutlich sichtbar sind Verfarbungen (Pfeile) (Malistab ist die Lange der
Konidie = 30 um) (Eigene Aufnahmen 2018).

Abb. 30. Fokus auf die Ebene unterhalb eines Primdrappressoriums von Erysiphe necator 8 dpi mit-
tels Fluoreszenzmikroskop. Deutlich sichtbar ist die dunkel verfarbte Stelle um die Penetrationsstelle
(a), sowie die Penetrationspore unterhalb des Primarappressoriums (Pfeil), unter welcher sich in den
Epidermiszellen das Haustorium befinden musste. Weiterhin sichtbar sind die Hyphen der Konidie
(b) sowie eine weitere Konidie mit durchgebrochenem Primérappressorium (c) (Mal3stab ist die
Léange der Konidie = 30 um) (Eigene Aufnahme 2018).
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Abb. 31. Konidienkeimung und Myzelentwicklung von Erysiphe necator an Rebbléattern (cv. Ries-
ling) (Fluoreszenzmikroskop). In Phase I: Konidie adhariert auf der adaxialen Blattseite auf der Ku-
tikula 0 hpi (A). Kurze Zeit nach Inokulation bildet die Konidie einen ca. 5-50 pm langen Keim-
schlauch aus (B, Pfeil), an dem sich ab 6 hpi in Phase Il ein Primarappressorium herausdifferenziert
(C, Pfeil). In Phase 111 beginnt die Wirtskolonisierung ab 24 hpi, indem sich zun&chst die Primar-
(D, Pfeil) und dann die Sekundérhyphe (E, Pfeil) ausbildet. 48 hpi wachst die Tertiarhyphe (F, Pfeil).
Zu diesem Zeitpunkt ist die Primirhyphe etliche hundert pm lang, an welcher verstirkt hyphale Ap-
pressorien gebildet werden. 72 hpi beginnt E. necator mit der Hyphenverzweigung (G, Pfeil). 144
hpi wachsen verzweigte Hyphen an der Oberflache der Wirtskutikula und Appressorien penetrieren
ihren Wirt, um in der Epidermis Haustorien zur N&hrstoffversorgung zu bilden (H). 8 dpi sind erste
Konidiophoren mit reifenden Konidien sichtbar (1) (MaRstab ist die Lange der Konidie = 30 pm)
(Eigene Aufnahmen 2018).
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3.4.1.2 Morphologie der Infektionsstrukturen von Erysiphe necator unter Fungizideinfluss

In dieser Arbeit gab es zwischen verwendeten DMI- und Qol-Fungiziden evidente Unterschiede im
Einfluss auf die Morphologie der Infektionsstrukturen von E. necator — auch in Abhangigkeit vom Ap-
plikationszeitpunkt.

Abb. 32. Auswirkungen von DMI- und Qol-Fungiziden bei protektiver Anwendung auf Konidien
von Erysiphe necator zwolf Tage nach Fungizidapplikation (48 hpi) (Fluoreszenzmikroskop). DMI-
BASF (B) zeigte turgeszente Konidien auf, die jedoch keine Hyphen aufwiesen. Das Priméarappres-
sorium scheint kleiner als das der UTC. Qol-BASF (C) weist aufgerissene und augenscheinlich letal
bekédmpfte Konidien auf. Lécher und die losgeldste Hullstruktur sind klar erkennbar. Zu diesem
Zeitpunkt bildete die UTC (A) groftenteils Hyphen mit einer Lange von unter 50 pum aus. Typisch
fir die UTC auf Freilandblattern sind die sich langsam entwickelnden Hyphen — hier eine junge,
kaum ausdifferenzierte Tertidrhyphe 48 hpi (Pfeil) (Malstab ist die Lange der Konidie = 30 pm)
(Eigene Aufnahmen 2018).

Bei protektiver Applikation schafften es Konidien unter DMI-Einfluss in Abhangigkeit vom
Versuch (Blattmaterial aus Freiland oder Gewéachshaus) nicht tiber Phase Il der Pathogenese hinauszu-
kommen und bildeten tlw. deformierte Primarappressorien aus (Abb. 32 B; 36 B, C). Je nach Blattma-
terial bzw. Zeitpunkt nach Fungizidapplikation oder der unterschiedlichen Wirkstoffkonzentration ge-
lang dem Pathogen fiinf Tage nach Fungizidapplikation auf Blattern von Gewéchshauspflanzen der
Sprung in Phase 11, wo ein reduziertes und anormales Hyphenwachstum, &hnlich dem im Kurativver-
such, beobachtet wurde (Abb. 33 B, a, b). Beim Protektivversuch mit Blattmaterial aus dem Freiland
gelang den DMI-Fungiziden hingegen eine fast vollstandige Hemmung der Hyphenbildung funf bis
zwolIf Tage nach Fungizidapplikation (48 hpi). Die UTC jedoch wuchs auf Freilandbléttern eher zdger-
lich (Abb. 32 A, Pfeil; 37 A). Die UTC auf Blattmaterial von Gewdchshauspflanzen (P5) hingegen
zeigte eine ausgepragtere Wirtskolonisierung auf (Abb. 33). Die in der Summe vermehrt vorgefundenen
Konidien mit Primdrappressorium bei DMI-Fungiziden beim Residual- und Protektivversuch wiesen
nicht, wie in der UTC, einen Durchmesser von tber 10 pm auf, sondern waren stellenweise zierlicher,
um 1-5 pm dicker oder schmaler und mit einem Durchmesser von mehr oder weniger als 10 pm. Die
Konidien waren turgeszent und fluoreszierten ebenso kréftig wie die der UTC. Qol-Fungizide hingegen
wirkten aggressiver bei der Bekdmpfung von E. necator. Das Hyphenwachstum wurde sehr gut inhi-

biert, wobei insbesondere bei Qol-BASF mehrere aufféllige Schadbilder beobachtet werden konnten.
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Zum einen zerrissen Konidien bevor ein Keimschlauch ausdifferenziert werden konnte. Hier schien sich
die duRerste Hullstruktur von der Konidie zu lésen, bzw. die gesamte Konidie aufzureilen (Abb. 32 C,
37 D). Zum anderen schienen Konidien durch ein scheinbares Kollabieren eingedriickt bzw. -gezogen
und tlw. geschrumpft zu sein, da der Zellinhalt sichtlich ins Innere der Konidie gedruckt wurde (Abb.
33 C). Es ist naheliegend, dass diese physikalischen Schéden eine Folge vom Einsatz des Qol-Fungizi-

des sind, da die beschriebenen Effekte nicht bei der UTC oder DMI-Fungiziden dokumentiert wurden.

Abb. 33. Auswirkungen von DMI- und Qol-Fungiziden bei protektiver Anwendung auf Konidien
von Erysiphe necator funf Tage nach Fungizidapplikation (48 hpi) (Fluoreszenzmikroskop). Hy-
phen der UTC (A) wiesen in der Mehrheit eine Lange von > 200 um auf. DMI-BASF (B) hat sich
hier (iber das Stadium der Primérappressorienbildung (S2) weiterentwickelt — und weist ein quanti-
tativ geringeres und qualitativ anormales Hyphenwachstum auf: Verkrimmte, angeschwollene Hy-
phenenden mit verstarkter Chitinakkumulation (a) und auffalliger Hyphenverzeigung (b). Qol-
BASF (C) weist ungekeimte und geplatzte Konidien auf (Pfeil) (Mafstab ist die Lange der Konidie
= 30 um) (Eigene Aufnahmen 2018).

Bei kurativer Fungizidapplikation wiesen bereits etablierte Infektionsstrukturen ab dem Zeit-
punkt der Applikation mit DMI-Fungiziden eine entartete Morphologie auf. Die Hyphenbildung konnte
weder bei DMI-BASF noch bei DMI-MS gestoppt werden. Dennoch gab es Unterschiede zur UTC,
welche 72 hpi zwar im Stadium der Hyphenverzweigung angekommen war, jedoch um etliche hundert
um langere Hyphen aufwies, die in ihrem Durchmesser 3-5 um betrugen (Abb. 37 H). Im Gegensatz
dazu schien das Langenwachstum bei mit DMI-Fungiziden behandelten Konidien zu stagnieren. Hy-
phen uberschritten die L&nge von 100-200 pm nicht — stattdessen wurde eine unibliche Vielzahl an
Hyphenverzweigungen (Abb. 34, b; 35 B, 37 J) mit tlw. nicht fluoreszierenden Hyphenabschnitten
(Abb. 34, Pfeil) gebildet. Ein Stresswachstum von E. necator ist hier offensichtlich. Weiterhin wiesen
gebildete Hyphenenden eine anormale, keulenformige Schwellung (@ = 5-10 um) auf, welche im Kon-
trast zu Hyphen der UTC stérker fluoreszierten (Abb. 34, a; 35 B, b; 37 1). Diese verdickten Hyphenen-
den schienen nicht mehr an der Kutikula zu haften und kriimmten sich von der betrachteten Ebene nach
oben weg. Die behandelten Konidien waren, wie die UTC, turgeszent und normal fluoreszierend (Abb.
35 B, a). Qol-Fungizide hingegen zeigten eine andere Wirkung. Hier wurde das weitere Hyphenwachs-

tum nach dem Zeitpunkt der Fungizidapplikation gestoppt, wobei die Anzahl der vorhandenen Hyphen
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nach der Fungizidapplikation rucklaufig war. Untersuchte Hyphen waren eingedruickt und schwach flu-
oreszierend — stellenweise war ein Auseinanderreilen von Hyphen sichtbar (Abb. 35 A, b). Anders als
bei DMI-Fungiziden kollabierten Konidien von E. necator unter Qol-Einfluss bei kurativer Applikation
ebenso wie bei protektiver Anwendung (Abb. 33 C; 35 A, a; 36 C, Pfeile). Konidien schienen zu explo-
dieren, platzten auf oder drtickten sich nach innen ein (Abb. 36 A-C, Pfeile). Bei Qol-BASF kollabierten
bzw. zerrissen sowohl protektiv als auch kurativ behandelte Konidien, wobei in kurativer Anwendung
ein Stopp des Hyphenwachstums sichtbar wurde (Abb. 27, 35 A, 37 K). Unklar bleibt, warum das Hy-
phenwachstum auf Blattmaterial aus dem Gewdachshaus schlechter von DMI-Fungiziden inhibiert wurde

als auf Freilandblattern.

Abb. 34. Kurativ mit DMI-MS behandelte Konidien von Erysiphe necator zwei Tage nach Fungi-
zidapplikation (72 hpi) (Fluoreszenzmikroskop): Angeschwollene Hyphenenden mit verstéarkter
Chitinakkumulation (a), verstarkte Hyphenverzeigungen (b) und fehlendes Chitin in Hyphen (Pfeil)
(MaRstab ist die Lange der Konidie = 30 um) (Eigene Aufhahme 2018).
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Abb. 35. Auswirkungen von Qol- und DMI-Fungiziden 72 hpi bei kurativer Anwendung auf Koni-
dien von Erysiphe necator einen Tag nach Inokulation (Fluoreszenzmikroskop). 48 h nach Fungi-
zidapplikation zeigen Qol-BASF und DMI-BASF eine entartete Hyphenentwicklung auf. Konidien
bei Qol-BASF (A) weisen einen Kollaps des Turgors auf, da der Zellinhalt der Konidien scheinbar
ins Innere der Konidie gedriuickt bzw. gezogen wird (a). Weiterhin sind Hyphen instabil, zusammen-
gedriickt und nur schwach fluoreszierend (b). Konidien bei DMI-BASF (B) sind turgeszent (a) und
weisen ein verstérktes, anormales Hyphenwachstum auf: Hyphenenden sind keulenahnlich ange-
schwollen und scheinen nicht an der Kutikula zu haften (b) (Malstab ist die Lange der Konidie =
30 um) (Eigene Aufnahmen 2018).

Abb. 36. Auswirkung von Qol-BASF 72 hpi bei kurativer Anwendung auf Konidien von Erysiphe
necator einen Tag nach Inokulation (Fluoreszenzmikroskop). Aufgerissene (A, B, Pfeile) und ein-
gedriickte Konidien (C, Pfeile) als typisches Erkennungsmerkmal dieses Wirkstoffes in kurativer
Anwendung. Auffallig sind die wenigen, schwach fluoreszierenden Hyphen (a) bzw. Keimschl&u-
che (b) bekdmpfter Konidien. Qol-BASF zeigt hier v. a. zwei typische Symptome an behandelten
Konidien auf: ZerreilRen der Hillstruktur von Konidien (A, B, Pfeile) und ein scheinbares Eindri-
cken bzw. Zusammenziehen der Zellinhalte ins Innere der Konidie (C, Pfeile). Symptome wie bei
Anwendung von DMI-Fungiziden sind nicht aufgetreten (Mafistab ist die Ladnge der Konidie =
30 um) (Eigene Aufnahmen 2018).
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Abb. 37. Einfluss von DMI- und Qol-Fungiziden auf Erysiphe necator in Abhéngigkeit vom Appli-
kationszeitpunkt (Fluoreszenzmikroskop). Zwolf Tage nach Fungizidapplikation (48 hpi): UTC (A),
DMI-BASF (B), DMI-MS (C), Qol-BASF (D), Qol-MS (E). DMI-BASF (F) und Qol-BASF (G)
zum Zeitpunkt der kurativen Applikation 24 hpi. Zwei Tage nach kurativer Applikation (72 hpi):
UTC (H), DMI-BASF (1), DMI-MS (J), Qol-BASF (K), Qol-MS (L) (MaRstab ist die L&nge der
Konidie = 30 um) (Eigene Aufnahmen 2018).
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3.4.2 Kryo-Umweltrasterelektronenmikroskopie

Die Untersuchungen am Fluoreszenzmikroskop konnten durch einen Vergleich ausgewéhlter Varianten
mittels Kryo-Umweltrasterelektronenmikroskopie am Swiss Nanoscience Institute ergdnzt werden.
Hierfur wurden 72 hpi (un-)behandelte Konidien von E. necator auf Blattscheiben der Rebsorte Riesling
analysiert. Bei allen Varianten lag wie in den vorangegangenen Untersuchungen eine breite Verteilung
verschiedener Entwicklungsstadien (S0-S6) der Konidien von E. necator vor. Aus diesem Grund wur-
den reprasentative Aufnahmen ausgesuchter Strukturen gemacht.

L
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Abb. 38. Unbehandelte Konidie von Erysiphe necator 72 hpi (ESEM). Deutlich sichtbar sind Pri-
marappressorium (a), Primar- (b) und Sekundarhyphe (c), eine Hyphenverzweigung sowie ein hy-
phales Appressorium (e). Man beachte die rundlich glatt ausgeformte Konidienspitze, von welcher
die Primérhyphe ausgeht (Pfeil) (Eigene Aufnahme 2018).

Bei unbehandelten Konidien wvon E. necator Kkonnten bei der Kryo-
Umweltrasterelektronenmikroskopie &hnliche Strukturen dokumentiert werden wie bei der
Fluoreszenzmikroskopie. Durch die dreidimensionale Ansicht konnten die Infektionsstrukturen prézise
analysiert werden. Typische Strukturen 3 dpi waren Konidien mit mehreren ausgebildeten Hyphensta-
dien. Mittels ESEM konnte das Priméarappressorium von E. necator prazise dokumentiert werden. Pri-
marappressorien waren vielféltig ausgeformt und bauchig gewdlbt mit einem Durchmesser von bis zu

20 um (Abb. 38 a, 39 A). Unterhalb vom Primérappressorium war eine saugnapfahnliche Struktur aus-
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differenziert, an welcher extrazellulares Material sichtbar war. Dieses extrazellulare Material schien of-
fensichtlich die Oberflache des Priméarappressoriums mit der Kutikula zu verbinden (Abb. 39 A, Pfeil).
Weiterhin sichtbar waren fortgeschrittene Entwicklungsstadien von E. necator wie Konidien mit Hy-

phenverzweigungen und zahlreichen ausdifferenzierten hyphalen Appressorien (Abb. 38, d, e, 39 B).
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Abb. 39. Primarappressorium (A) mit austretender Sekundérhyphe und hyphales Appressorium (B)
unbehandelter Konidien von Erysiphe necator 72 hpi (ESEM). Sichtbar ist extrazellulares Material,
welches scheinbar die Kutikula mit der Oberflache des Primérappressorium verbindet (Pfeil) (Eigene
Aufnahmen 2018).
Die Symptome von mit DMI-BASF einen Tag nach Inokulation behandelten Konidien gleichen
72 hpi bei Untersuchungen am ESEM denen, die am Fluoreszenzmikroskop beobachtet wurden. So
wurden anormal ausgeprégte, rundlich deformierte Primérappressorien und hyphale Appressorien beo-
bachtet (Abb. 40, a, b). Hyphen wiesen ebenfalls eine Verdickung an ihren Spitzen auf und schienen
sich von der Kutikula zu lésen (Abb. 40, c, 42 B). Weiterhin konnten abgestorbene bzw. kollabierte
Hyphenabschnitte beobachtet werden (Abb. 41 A, b). Diese kollabierten Hyphenabschnitte schienen
sich hinter verdickten Septen abzuschniiren (Abb. 41 A, a). Generell schienen Infektionsstrukturen unter

DMI-Einfluss ungleichmafiig ausgeformt und anormal entwickelt.

Protektiv fiinf Tage vor Inokulation mit Qol-BASF behandelte Konidien von E. necator zeigten
72 hpi ebenfalls &hnliche Symptome wie in den Untersuchungen am Fluoreszenzmikroskop, obgleich
dort der Zeitpunkt 48 hpi analysiert wurde. Im Gegensatz zur UTC und DMI-BASF lag hier weitestge-
hend keine breite Verteilung unterschiedlicher Entwicklungsstadien vor. Vielmehr waren beinahe alle
vorgefundenen Konidien von E. necator bei Untersuchung am ESEM Kkollabiert und stark deformiert.
Zwar konnten Uberreste von Konidien gefunden werden, welche Uberreste von Keimschlauchen (Abb.
42, a, 43 B, Pfeil) oder Primérappressorien aufwiesen (Abb. 42, b) — jedoch waren diese Infektionsstruk-
turen groBtenteils kollabiert und nicht turgeszent. Zerrissene Konidien wie unter dem Fluoreszenzmik-
roskop beobachtet konnten nicht gefunden werden. Konidien unter Qol-Einfluss waren in unterschied-
licher Auspragung eingesunken und stellenweise plattgedriickt an der Kutikula anhaftend (Abb. 42, 43).
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Abb. 40. Einen Tag nach Inokulation mit DMI-BASF kurativ bekdmpfte Konidie von Erysiphe ne-
cator (72 hpi) (ESEM). Deutlich sichtbar sind ein deformiertes Primarappressorium (a) und anormal
ausgeprégtes hyphales Appressorium (b) sowie eine verdickte Hyphenspitze (c) (Eigene Aufnahme
2018).
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Abb. 41. Typische Hyphendeformationen bei mit DMI-BASF einen Tag nach Inokulation kurativ
behandelten Konidien von Erysiphe necator (72 hpi) (ESEM). An einer Septe initiierte Verdickung
der Hyphe (a). Man beachte den kollabierten, jingeren Hyphenabschnitt, welcher scheinbar von ei-
ner verdickten Septe abgeschnirt ist (b). Charakteristische Keulenbildung einer Hyphenspitze mit
einem Durchmesser von beinahe 10 um (B) (Eigene Aufnahmen 2018).



Ergebnisse 53

b~
.

Nano Imaging Lag 16v08 2018 HV:5 kV SE

Abb. 42. Protektiv mit Qol-BASF behandelte Konidien von Erysiphe necator finf Tage nach Fun-
gizidapplikation (72 hpi) (ESEM). Offensichtlich sind alle Konidien letal getroffen und kollabiert —
obgleich sie Uberreste von anfanglich ausdifferenzierten Keimschlauchen (a) und Primérappresso-
rien (b) aufweisen (Eigene Aufnahme 2018).
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Abb. 43. Protektiv mit Qol-BASF behandelte Konidien von Erysiphe necator funf Tage nach Fun-
gizidapplikation (72 hpi) (ESEM). Kollabierte Konidien weisen eine rau gemaserte Oberflachen-
struktur auf und scheinen komplett zusammengezogen (A). Uberreste einer Konidienkette (B). Die
mittlere Konidie bildete einen Keimschlauch aus, der wie die Konidie selber kollabierte (Pfeil) (Ei-
gene Aufnahmen 2018).
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4 DISKUSSION

In dieser Arbeit wurde das Wirkungsprofil neuer Fungizide gegen E. necator an Blattern der Rebsorte
Riesling quantitativ und qualitativ untersucht. Hierzu wurde die residuale, protektive und kurative Wir-
kung von DMI- und Qol-Fungiziden an Konidien mittels verschiedener Mikroskopietechniken auf Blatt-

material aus dem Freiland und Gewachshaus dokumentiert.

Die Ergebnisse vom Residualversuch zeigen einen deutlichen Unterschied zwischen den ver-
wendeten DMI- und Qol-Fungiziden lber einen Zeitraum von bis zu zwolf Tagen nach Fungizidappli-
kation. Generell wiesen DMI-Fungizide eine héhere Zahl ungekeimter Konidien auf als die UTC und
gerade zwoIf Tage nach Fungizidapplikation eine stark erhéhte Anzahl an Konidien mit Priméarappres-
sorium. Qol-Fungizide wiesen eine hthere Anzahl ungekeimter Konidien auf als DMI-Fungizide und
die UTC. Weiterhin war die Zahl von Konidien mit Primarappressorium im Vergleich zur UTC und
DMI-Fungiziden verringert. Bei beiden Fungizidklassen war das Hyphenwachstum zu jedem Zeitpunkt
nach Fungizidapplikation beinahe komplett inhibiert. Bei ndherer Untersuchung der Konidienentwick-
lung zu den drei Zeitpunkten nach Fungizidapplikation zeigte sich in der UTC ein heterogenes Wachs-
tum von E. necator. Wahrend die Halfte der Konidien der UTC auf Blattmaterial zwolf Tage nach Be-
ginn des Freilandversuches Hyphen akkumulierten, war das Wachstum an den zwei vorigen Terminen
deutlich verringert. Der Grund weshalb die UTC jeweils bei der Blattprobenentnahme direkt am Tag
und funf Tage nach Fungizidapplikation keine bis kaum Hyphenstadien ausbildete konnte nicht geklart
werden. Zwar erreichte die UTC Phase 11, die Wirtsbesiedlung, in dem mehr Konidien mit Primarappres-
sorium sichtbar wurden, das Hyphenwachstum war ab diesem Stadium jedoch nicht bis kaum mehr
gegeben. Bei Betrachtung der beiden Fungizidklassen sind die Unterschiede in der Verteilung der Ent-
wicklungsstadien weniger deutlich. Die Anzahl von Konidien in sehr friihen Entwicklungsstadien (SO-
S2) bei den ersten beiden Terminen der Blattprobenentnahme war hier jedoch leicht erhoht. Aus Grin-
den der Vergleichbarkeit der drei Termine der Blattprobenentnahme wurde daher die Keimhemmungs-
rate der Fungizide naher untersucht. Die Auswertung mit der Formel nach Abbot (1925) wurde durch
die heterogene Hyphenbildung der UTC jedoch nicht tangiert, da lediglich die Keimhemmungsrate be-
trachtet wurde — und hierflr war die Zahl gebildeter Hyphen nicht ausschlaggebend. Die untersuchten
Fungizide waren im Wirkungsmechanismus verschieden und zeigten eine Differenz in der Keimungs-
hemmung. DMI-Fungizide zeigten in dieser Arbeit eine signifikante Hemmungsleistung im spéateren
Verlauf der Pathogenese von E. necator, weshalb zwar eine geringfligige Keimhemmung vorlag, diese
jedoch nicht die Leistung eines Qol-Fungizides erreichte, welches direkt die Keimung inhibieren kann.
Es ist bekannt, dass die Phase der Sporenkeimung sehr empfindlich gegeniiber Qol-Fungiziden ist (Yp-
ema & Gold 1999, Oliver & Hewitt 2014). Die Keimhemmungsleistung der untersuchten Fungizide

zeigt, dass die Hemmungsleistung der DMI-Fungizide deutlich geringer als die der Qol-Fungizide, was
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im Wirkungsmechanismus der Wirkstoffe begriindet sein konnte, da durch DMI-Fungizide v. a. struk-
turelle Verénderungen durch Hemmung der Ergosterolbiosynthese auftreten kdnnen, welche bei der
Ausdifferenzierung von Infektionsstrukturen sichtbar werden kénnen. Qol-Fungizide inhibieren hinge-
gen die Energieversorgung, welche tberlebenswichtig fir den Pilz ist (Ishii & Hollomon 2015). Zwei-
tens scheint die Hemmungsleistung trotz einer abnehmenden Tendenz Giber die drei Zeitpunkte der Blatt-
probenentnahme bis zw6lf Tage nach Fungizidapplikation relativ stabil. Der Wirkungsverlust bei DMI-
MS und den Qol-Fungiziden innerhalb von zwdlf Tagen nach Fungizidapplikation kann durch viele
Faktoren begrindet sein. So kann die Wirkung unter Freilandbedingungen bspw. durch Verdampfung
oder Hydrolyse zuriickgehen (Andrieu et al. 2000). In jedem Falle findet eine sensible Interaktion zwi-
schen Wirkstoff, Pathogen, Wirt und der (un-)belebten Umwelt statt. Nicht zu erklaren ist die zunachst
sinkende Wirkung von DMI-BASF und Qol-BASF finf Tage nach Fungizidapplikation — zumal die
Hemmungsrate zwoIf Tage nach Fungizidapplikation wieder zunahm. Mdoglicherweise kann der ge-
ringe, punktuelle Niederschlag von 5-7 mm einen Tag vor und am Morgen der letzten Blattprobenent-
nahme eine Auswirkung auf die Verteilung der noch potentiell auf der Blattoberflache vorhandenen
Wirkstoffdepots gehabt haben, indem sich der Wirkstoff neu auf dem Blatt verteilte. Eine Neuverteilung
von Fungiziden durch eintretende Né&sse wie Tau oder Niederschlag kann mit ihrer Wirkung korrelieren.
So ist es modglich, dass Wirkstoffdepots auf der Blattoberflache durch eine Ausbreitung bei Anfeuchtung
mehr Blattflache schiitzen als direkt nach der Applikation (Andrieu et al. 2000, Hislob & Cox 1970).
Fraglich ist dennoch, ob die relativ geringe Niederschlagsmenge eine ausreichende Begriindung flr den
aufgetretenen Effekt ist. Immerhin verblieben die behandelten Blatter bis zwoIf Tage nach Fungi-
zidapplikation im Freiland und waren somit dynamischen Prozessen wie UV-Strahlung, Feuchtigkeit,
Wind und biologischen Organismen ausgesetzt, welche alle einen Einfluss auf die Wirksamkeit der
Fungizide gehabt haben konnen (Andrieu et al. 2000). Vermutlicherweise kdnnte eine Variabilitat auch
durch die Applikationstechnik im Freiland entstanden sein. DMI-MS und Qol-MS hingegen beschrieben
einen leichten, beinahe linearen Abwartstrend in der Hemmungsleistung. Die Infektion an Blattmaterial
zwolf Tage nach Fungizidapplikation war im Hinblick auf die Hyphenbildung erfolgreicher. In der vor-
liegenden Arbeit wurden die sechs bonitierten Entwicklungsstadien in drei Phasen zusammengefasst
und dahingehend analysiert. Die Anzahl ungekeimter Konidien bei UTC, DMI- und Qol-Fungiziden
unterschied sich signifikant voneinander, was sich mit den Untersuchungen zur Keimhemmungsrate
deckt und mit den Wirkungsmechanismen der Fungizide erklart werden kann. Auffallig ist die signifi-
kant erhohte Anzahl von Konidien mit Primérappressorium bei beiden verwendeten DMI-Fungiziden,
was womaglich eine Folge von Stresswachstum sein kann, da das bek&mpfte Pathogen anscheinend eine
Wirtsbesiedlung versuchte — seinen Wirt jedoch nicht weiter besiedeln konnte. Dies konnte eine Folge
der inhibierten Ergosterolbiosynthese sein (Bdrner 2009, Ishii & Hollomon 2015). Beim Wirkungsme-
chanismus der Fungizide konnten bei protektiver Anwendung an Freilandblattern aufgrund der unter-
brochenen Ergosterolbiosynthese Unterschiede deutlich gemacht werden, wobei generell ein Leistungs-

abfall bis zwolf Tage nach Applikation beobachtet wurde. Wahrend DMI-Fungizide v. a. eine erhohte



Diskussion 56

Anzahl von Konidien mit Primérappressorium hervorriefen, war bei Qol-Fungiziden die Zahl unge-
keimter Konidien signifikant erhoht. Zu keinem Zeitpunkt waren signifikante Unterschiede innerhalb
der gleichen Wirkstoffklasse sichtbar. Sowohl DMI- als auch Qol-Fungizide schienen hier bei protekti-

ver Anwendung gleichermalRen die Ausbildung von Hyphen zu hemmen.

Der Protektivversuch an Blattmaterial von Gewé&chshauspflanzen zeigte fiinf Tage nach Fungi-
zidapplikation ahnliche Ergebnisse wie der vorangegangene Residualversuch an Freilandbl&ttern. E. ne-
cator wuchs auf Gewachshausblattern jedoch scheinbar schneller, was sich an den quantitativen und
qualitativen Beobachtungen festmachen lasst. Die Anzahl ungekeimter Konidien unterschied sich bei
DMI-Fungiziden nicht signifikant von der UTC. Qol-Fungizide hingegen wiesen die meisten ungekeim-
ten Konidien auf und grenzten sich so signifikant von den anderen Varianten ab. Bei DMI-Fungiziden
zeigten sich mehr Konidien mit Priméarappressorium als bei der UTC und bei Qol-Fungiziden, was sich
mit dem Residualversuch vergleichen lasst. Im Hinblick auf das Hyphenwachstum wurden signifikante
Unterschiede zwischen UTC, DMI- und Qol-Fungiziden deutlich. Innerhalb der gleichen Fungizid-
klasse gab es keine signifikanten Unterschiede. Im Vergleich zum Protektivversuch mit Freilandblattern
gab es hier weniger ungekeimte Konidien bei DMI-Fungiziden, sowie eine erhéhte Hyphenakkumula-
tion. DMI- und Qol-Fungizide unterschieden sich in Phase I und I11 signifikant voneinander, was meh-
rere Griinde haben kann. Zum einen kann das generell bessere Wachstum der UTC bei Gewachshaus-
blattern ein Indikator fiir eine aggressivere Pathogenese als an Freilandbléttern sein, was sich in einer
schwacheren fungiziden Leistung der DMI-Fungizide duBern konnte. Erwéhnenswert an dieser Stelle
ist der Unterschied des Langenwachstums der Hyphen der UTC auf dem Blattmaterial. Wéhrend 48 hpi
E. necator auf Blattscheiben der Freilandblattern (P12) eher zégerlich Sekundér- und Tertidrhyphen mit
max. 50 um Lange ausdifferenzierte, wiesen unter gleichen Bedingungen inkubierte Blattscheiben von
Gewdchshauspflanzen (P5) mit demselben Isolat von E. necator eine deutlich dichtere und ausgeprég-
tere Wirtskolonisierung durch langere Hyphen auf. AuBerdem wurde die Wirkstoffkonzentration aus
Grinden der Organisation fiir die Gewachshausversuche von 37,5 g a. i./ha auf 30 g a. i./ha verringert,
was einen Einfluss auf die Ergebnisse gehabt haben kdnnte. Weiterhin kdnnte auch die biologische Va-
riabilitat des Pathogens die Wirkung beeinflusst haben. Es ist nicht auszuschlieRen, dass der Zeitraum
der Blattprobenentnahme einen Einfluss auf das Wachstum von E. necator hatte: Wurde fir den Resi-
dualversuch aufgrund der heterogenen Hyphenentwicklung der Zeitpunkt zwolf Tage nach Fungi-
zidapplikation n&her analysiert, lag dieser Termin beim Gewéachshausversuch fiinf Tage nach der Ap-
plikation. Da die Wirkstoffverteilung in der Pflanze einer gewissen Dynamik folgt, kann die Transloka-
tion der applizierten Fungizide innerhalb eines definierten Zeitraums in Abhangigkeit des Pflanzenma-
terials und duReren Umsténden zu einer verdnderten Wirkung fuhren (Schreiber & Schonherr 1992,
Andrieu et al. 2000, Stevens et al. 1987, Stevens et al. 1988). Obwohl die Qol-Fungizide bei beiden

Wirkstoffkonzentrationen eine vergleichbare Leistung aufwiesen, scheint bei den DMI-Fungiziden eine
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abnehmende Wirkung vorzuliegen, da das Hyphenwachstum im Protektivversuch an Gewéchshausblat-
tern zwar gering war, qualitativ jedoch dem Kurativversuch glich. Die hohe Anzahl von Konidien mit
Primarappressorium bei DMI-Fungiziden deutet auf eine Hemmung ab Phase 1l der Pathogenese von E.
necator, der Wirtshesiedlung, hin — wo bei héherer Aufwandmenge an Freilandblattern kein Ubergang
zum Hyphenwachstum moglich war. Die Konidien verrannten sich hier also scheinbar im Entwicklungs-
stadium S2. Mdglicherweise hatte die geringere Aufwandmenge der Wirkstoffe bei den Gewéchshaus-
versuchen einen Einfluss auf die Wirkung der DMI-Fungizide. Eine unterschiedlich ausgeprégte Dosis-
Wirkungs-Beziehung bei DMI- und Qol-Fungiziden kdnnte hier eine Erklarung bieten. Es ist fraglich,
ob eine direkte Vergleichbarkeit der Untersuchungen zur protektiven Wirksamkeit der Fungizide zwi-
schen Freiland- und Gewdachshausblatter moglich ist, da die natlrlichen und planméaRigen Rahmenbe-
dingungen differierten. Gerade im Hinblick auf die Blattphysiologie und abiotischen Faktoren wie bspw.
UV-Strahlung, Feuchtigkeit und Wind gibt es Unterschiede zwischen Freiland und Gewéachshaus, die
sich auf die applizierten Wirkstoffe und spétere Inkubation auswirken kénnen. Wind und UV-Strahlung
sind bspw. in der Pflanzenanzucht im Gewéchshaus im Vergleich zu Freilandbedingungen kaum vor-
handen und restliche Bedingungen vergleichsweise stabil. Alleine hierdurch kdnnen im Blattwachstum
morphologische Unterschiede entstehen, die eine Pathogenese von E. necator anders ablaufen lassen
konnen als an ,,robusteren® Freilandblattern. Wie eingangs geschildert, konnen die auftretenden Unter-
schiede zwischen einer Kutikula von Gewéchshausblattern und Freilandblattern die Taktung der Patho-
genese von E. necator beeinflussen. Womadglich wuchsen Hyphen nicht derart schnell wie auf Gewdchs-
hausblattern, da E. necator schlichtweg in der Wirtsbesiedlung schwerer mit der Penetration der Kuti-
kula zu kdmpfen hatte. Es ist bekannt, dass Unterschiede in der Auspragung der Wirtskutikula die Nahr-
stoffaufnahme eines Mehltaupilzes beeinflussen kdnnen und so auch die Pathogenese parallel zur Fun-
gizidapplikation beeintrachtigt wird bzw. heterogen ausfallen kann (Agrios 2005, Smolka & Wolf
1986). Hierdurch konnten auch die Unterschiede bei den DMI-Behandlungen zu erkléren sein: Ein
schwécher wachsendes Pathogen wird so mdglicherweise besser durch das Fungizid gehemmt werden
als ein Pathogen, welches schneller Hyphen etablieren kann. Nicht klarbar ist die Frage, in welchem
AusmaR die verwendeten Fungizide einen Einfluss auf pflanzeneigene Abwehrmechanismen haben,
oder ob die fungiziden Effekte rein auf die Wirkstoff-Pathogen-Interaktion zurtickzufiihren ist. Zusatz-
liche Unterschiede in der verwendeten Applikationstechnik bedingen z. B. zwangsldufig einen Unter-
schied im Benetzungsgrad und der TropfchengréRe — in Korrelation mit den Unterschieden im Gewachs-
haus- und Freilandklima sind mdgliche Differenzen zwar nicht quantitativ erfassbar, dennoch nahelie-
gend. Bei Gewdachshausblattern wurden demnach fiinf Tage nach Fungizidapplikation Unterschiede im
Wirkungsmechanismus der Fungizide deutlich, die den Ergebnissen aus dem Residualversuch an Frei-
landbléattern &hnelten. Nahm bei DMI-Fungiziden in der Konidiengesamtheit die Zahl von Konidien mit
Primarappressorium prozentual zu, so war bei Qol-Fungiziden die Zahl ungekeimter Konidien signifi-

kant erhéht. DMI- und Qol-Fungizide schienen hier bei protektiver Anwendung die Ausbildung von
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Hyphen zu hemmen. Obwohl alle Fungizidvarianten signifikante Unterschiede bei der Hyphenentwick-
lung aufzeigten, schienen DMI-Fungizide in diesem Versuch keine vollstdndige Hemmung des Hyphen-

wachstums zu erreichen.

Der Kurativversuch an Blattmaterial von Gewdchshauspflanzen zeigte zwei Tage nach Fungi-
zidapplikation (72 hpi) aufschlussreiche Ergebnisse. Aufgrund des homogenen Wachstums von Hyphen
bis 24 hpi bei allen Varianten ist es offensichtlich, dass die DMI- und Qol-Fungizide zum Zeitpunkt der
Applikation keinen direkten bzw. sofortig sichtbaren Effekt auf die bereits etablierten Infektionsstruk-
turen hatten. Erst im Zeitraum der 48 h danach ablaufenden Pathogenese zeigten die applizierten Wirk-
stoffe unterschiedliche Effekte. Ahnlich wie bei den Protektivversuchen schliisselten sich hier die Wir-
kungsmechanismen auf, indem signifikante Unterschiede zwischen den Varianten deutlich wurden. Die
Anzahl akkumulierter Hyphen 48 h nach Fungizidapplikation unterschied sich signifikant zwischen
UTC, DMI-BASF und Qol-BASF, wohingegen sich UTC und DMI-MS sowie DMI-BASF und Qol-
MS nicht signifikant voneinander unterschieden. Auch hier gab es keine signifikanten Unterschiede in-
nerhalb der gleichen Wirkstoffklassen. Aufgrund dieser Ergebnisse liegt der Schluss nahe, dass die
Wirkstoffe einen kurativen Effekt auf die Hyphenbildung hatten. Unter Einfluss von DMI-Fungiziden
entwickelten sich deformierte Hyphen mit keulenartigen, stark fluoreszierenden Spitzen, nicht fluores-
zierenden Hyphenabschnitten und verstarkten Hyphenverzweigungen bei einer kimmerlich geringen
Hyphenlange. Dieses Bild zeigte sich auch mittels ESEM, wo zusétzlich kollabierte Hyphenabschnitte
und kollabierte Konidien mit Primarappressorium gefunden wurden. Diese Beobachtungen kénnen auf
ein mogliches Stresswachstum hindeuten und sind typisch fir den Wirkungsmechanismus der DMI-
Fungizide, da wahrend der Hyphengenese Ergosterol als struktureller Bestandteil von Zellwéanden ak-
kumuliert wird (Borner 2009, Ishii & Hollomon 2015). Wird die Biosynthese von Ergosterol durch
DMI-Fungizide zerschlagen, konnen strukturelle Deformationen auftreten, wie sie auch schon Leinhos
et al. (1997) bei der Anwendung von Penconazol auf E. necator beschrieben hat. Ob diese Effekte im
spateren Verlauf fungitoxisch wirken ist aus den vorliegenden Untersuchungen nicht zu entnehmen —
deutlich wurde jedoch, dass das Pilzwachstum nicht stoppte, sondern in anormaler Form weiterlief. Ob
und in welcher Form derart bek&mpfte Infektionsstrukturen sporulieren kdnnen, wurde in dieser Arbeit
nicht festgestellt. Qol-Fungizide zeigten eine andere Wirkungsweise — kurativ behandelte Konidien
wurden direkt in ihrer Morphologie und Vitalitat beeinflusst, in dem &hnliche Schéden auftraten wie bei
protektiver Behandlung, was sowohl bei Untersuchungen am Fluoreszenzmikroskop wie auch ESEM
gezeigt wurde. Weiterhin schien die Entwicklung von E. necator innerhalb der 48 h nach Behandlung
nicht weiterzulaufen, was anhand der abnehmenden Zahl von Hyphenstadien sichtbar wurde. Wé&hrend
bei den DMI-Fungiziden zwar in stockender Anzahl weiter abnorme Hyphen gebildet wurden, kam es
zu einem deutlichen Riickgang der Hyphenbildung unter Qol-Einfluss. Eine &hnliche Beobachtung
machte Reuveni (2001) beim Qol-Fungizid Trifloxystrobin, wo eine kurative Bekampfung von E. ne-

cator ebenfalls einen Rlckgang bereits etablierten Myzels zur Folge hatte. Vermutlich lag hier eine
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fungitoxische Wirkung vor — immerhin wird durch diese Wirkstoffklasse die Energieversorgung des
Pathogens abgeschnitten (Borner 2009, Ishii & Hollomon 2015, Oliver & Hewitt 2014). Weiterhin
wurde eine Hemmung der Keimung und Wirtspenetration beobachtet, was in der Folge ebenfalls die
Hyphenbildung unterdriickte. Die dortigen Beobachtungen bestétigen die hier beobachtete Inhibition
friher Phasen der Pathogenese von E. necator durch Qol-Fungizide. Bei kurativer Applikation zeigten
DMI-Fungizide demnach eine Verlangsamung des Hyphenwachstums, wohingegen Qol-Fungizide ei-
nen Stopp des Hyphenwachstums bedingten. Im Vergleich zur UTC wurden so signifikante Eingriffe in

die Pathogenese deutlich.

Die qualitativen Untersuchungen mittels verschiedener Mikroskopietechniken zeigen anschau-
lich die Differenzen zwischen der Pathogenese unbehandelter Konidien von E. necator und behandelter
Varianten auf. Unbehandelte Konidien von E. necator wiesen eine Pathogenese auf, die den Beschrei-
bungen der Literatur gleicht (Rumbolz et al. 2000, Leinhos et al. 1997). Wie in Leinhos (1997) beschrie-
ben, erreichen Konidien von E. necator i. d. R. innerhalb von 72 hpi das Stadium der Hyphenverzwei-
gung. Wahrend der Wirtsbesiedlung von E. necator konnten mit den vorhandenen mikroskopischen
Mitteln stellenweise Penetrationssporen sichtbar gemacht werden. Diese Struktur entsteht, nachdem die
appressorische Penetrationshyphe des Pathogens die Wirtskutikula mechanisch penetriert hat (Gadoury
2012a, Heintz & Blaich 1990, Leinhos et al. 1997). Ahnlich wie bei V. inaequalis bildet E. necator
hierfiir zunéchst das Primé&rappressorium am endstéandigen Teil des Keimschlauches aus (Rumbolz et
al. 2000). Dieser Prozess lauft innerhalb weniger Stunden ab (Hering et al. 1993, Rumbolz et al. 2010).
Mittels ESEM konnte an der duReren Seite von Priméarappressorien extrazelluldres Material sichtbar
gemacht werden, welches von Rumbolz et al. (2000) als Hilfsmittel des Pilzes zur Anhaftung am Wirt
identifiziert wurde. E. necator ist daraufhin in der Lage, in die Epidermiszellen vom Rebblatt einzudrin-
gen, um dort Haustorien zu etablieren. Penetrationsporen werden auch bei Pathogenen wie Oidium neo-
lycopersici oder Magnaporthe grisea zwecks Wirtsbesiedlung durch Penetrationshyphen der Appresso-
rien in die Wirtskutikula getrieben (Agrios 2005, Howard & Valent 1996). Die Mechanismen wéahrend
der Wirtspenetration sind nicht ganz geklart, obgleich bei M. grisea gezeigt worden ist, dass die Ap-
pressorien einen osmotisch generierten Druck von bis zu 80 bar aufbauen, um mittels Penetrationshyphe
die Wirtskutikula zu durchbrechen (Howard & Valent 1996). Es wird vermutet, dass E. necator die
mechanische Penetration der Wirtskutikula mittels Penetrationshyphe durch den Einsatz von Enzymen
unterstitzt. Enzyme helfen neben der Etablierung von Infektionsstrukturen von E. necator auf der Blatt-
oberflache demnach auch bei der Etablierung der Penetrationspore, bzw. erweitern diese (Rumbolz et
al. 2000, Heintz & Blaich 1990). Als weitere Indikatoren der Wirtshesiedlung durch E. necator konnten
an manchen Stellen untersuchter Gewéachshausblatter unregelmaRig auftretende, hellbraune Nekrosen
beobachtet werden, die durch die Kutikula hindurch sichtbar waren. Die Férbung der nekrotisierten Zel-
len kann durch die Akkumulation von Polyphenolen entstehen, wobei die Auspragung solcher Abwehr-

reaktionen von der jeweiligen Rebsorte abhéngig ist (Heintz & Blaich 1990). Es ist anzunehmen, dass
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in diesen Fallen eine Abwehrreaktion pflanzlicher Zellen gegen das invadierende Pathogen stattfand.
Solche Reaktionen konnen z. B. eine durch wirtseigene Resistenzgene induzierte, lokal begrenzte
Apoptose sein, wie sie bereits Qiu et al. (2015) an der Weinrebe bei einem Befall mit E. necator beo-
bachtete. Demnach ist es anzunehmen, dass die stellenweise dokumentierten Nekrosen durch eine
Wirtspenetration hervorgerufen wurden — welche auch bei mit DMI- bzw. Qol-Fungiziden behandelten
Gewadchshausbléattern beobachtet wurden. Smolka & Wolf (1986) bestétigten hierbei, dass systemische
Fungizide bei Blumeria graminis f. sp. hordei eine Wirtspenetration und Ausbildung von Haustorien
nicht verhindern kénnen. Uber die Ausbildung des Haustoriums von E. necator bzw. die Wirkung der

Fungizide auf diese Infektionsstruktur kann in dieser Arbeit keine Aussage getroffen werden.

Unter Fungizideinfluss wiesen Konidien von E. necator eine sichtlich veranderte Pathogenese
auf. So unterschied sich die Wirkung der DMI- und Qol-Fungizide nicht nur im Hinblick auf die quan-
titative, also statistische Auswertung, sondern auch bez. ihrer qualitativen Auspragung. Augenscheinlich
beeinflussten die DMI-Fungizide primér die etablierten Infektionsstrukturen von E. necator, wéhrend
Qol-Fungizide die Vitalitdt von Konidien beeinflussten. So kollabierten Konidien unter Qol-Einfluss
und wiesen auch physikalische Schaden, bspw. durch ein Aufreiflen der Hullstruktur, auf. Dies deckt
sich mit der quantitativen Auswertung, wo die Keimhemmungsrate bei Qol-Fungiziden signifikant ho-
her war als die der DMI-Fungizide. Auch bei kurativer Anwendung wird aufgrund des fehlenden Hy-
phenwachstums und optischen Eindrucks bekampfter Konidien mitsamt Infektionsstrukturen eine fun-
gitoxische Reaktion vermutet. Physikalische Schaden wie etwa ein Bersten von Konidien oder die Re-
duktion von bereits vorhandenen Hyphen traten in der beobachteten Haufigkeit und Stérke in dieser
Arbeit bei Qol-Fungiziden nur am Fluoreszenzmikroskop auf. Am ESEM fielen v. a. kollabierte Koni-
dien bei Qol-BASF auf. Dies kann auf den Wirkungsmechanismus zuriickzufiihren sein. Qol-Fungizide
greifen demnach im Komplex 1l der pilzlichen Atmungskette, indem der Elektronentransport am Cy-
tochrom b/c,-Komplex an der dufReren Quinon-Seite im Intermembranraum vom Mitochondrium inhi-
biert wird (Bérner 2009, Ishii & Hollomon 2015, Oliver & Hewitt 2014). Da hierdurch die ATP-Ver-
sorgung abgeschnitten wird, kollabiert die betroffene Konidie. Wie Ipema & Gold (1999) fir Kresoxym-
methyl aufzeigten, wirkten die in dieser Arbeit untersuchten Qol-Fungizide ebenfalls auf die frihen
Stadien der Pathogenese und reduzieren zugleich die spétere Myzelausbildung. Dies unterscheidet sich
deutlich vom Wirkungsmechanismus der in dieser Arbeit verwendeten DMI-Fungizide. Unter DMI-
Einfluss fand primér eine Beeintrachtigung der Ausbildung von Infektionsstrukturen statt, was in dieser
Arbeit sowohl quantitativ als auch qualitativ gezeigt werden konnte (Bdrner 2009, Ishii & Hollomon
2015). Die charakteristischen DMI-Symptome, welche in dieser Arbeit dokumentiert werden konnten,
liegen in der negativ verénderten strukturellen Beschaffenheit der Infektionsstrukturen von E. necator
begriindet. Typische Symptome der DMI-Fungizide waren ein reduziertes Hyphen-, sowie ein Stress-
wachstum, welches sich in stark fluoreszierenden Verdickungen von Hyphenenden, nicht fluoreszieren-

den Hyphenabschnitten oder einer anormalen Anh&ufung und Auspréagung von Hyphenverzweigungen



Diskussion 61

deutlich machte. Es hatte stellenweise den Anschein, als wiirden die dokumentierten Verdickungen an
den Hyphenenden direkt an Septen entstehen, wobei angrenzende, jiingere Hyphenabschnitte an diesen
Nahtstellen verkiimmerten und abstarben. Untersuchungen am ESEM bestétigten diese strukturellen
Deformationen, wobei zu vermuten ist, dass die hier gefundenen, von verdickten Septen abgeschniirten
Hyphenabschnitte mdglicherweise jene nicht fluoreszierenden Hyphenabschnitten sein kdnnten, welche
bei den Untersuchungen am Fluoreszenzmikroskop gefunden wurden. Diese Beobachtungen traten nicht
bei Qol-Fungiziden auf, decken sich jedoch mit Untersuchungen von Leinhos et al. (1997) wo an mit
Penconazol bekdmpften Konidien von E. necator ahnliche Effekte beobachtet wurden. Der Einfluss von
DMI-Fungiziden auf die Infektionsstrukturen von E. necator ist so auch hier deutlich geworden. Das
Phanomen der nicht fluoreszierenden Hyphenabschnitte kann méglicherweise dadurch erklart werden,
dass die Fluorochrommolekiile der Uvitex 2B-Farbeldsung als Bindungspartner Chitin benétigen — wel-
ches jedoch im Gegensatz zu Ergosterol in der Zellwand und nicht in der Zellmembran von Pilzen be-
findlich ist (Koch & Pimsler 1987). Wird demnach die Chitinakkumulation bzw. -verteilung in den
Zellwénden der pilzlichen Infektionsstrukturen gestort, so beeintrachtigt dies die Intensitat des abge-
strahlten Fluoreszenzlichtes der betroffenen Stellen. Da durch DMI-Fungizide jedoch primér die Er-
gosterolbiosynthese angegriffen wird und Ergosterol bekanntlich in der Zellmembran von Pilzen vor-
handen ist, bleibt die Frage offen, wieso die Chitinakkumulation bzw. -verteilung in der Zellwand eben-
falls beeintrachtigt wird. Dieses Phdnomen wurde bei phytopathogenen Pilzen bislang nur bei der Be-
kdmpfung von Ustilago maydis und Penicillium italicum mit den DMI-Fungiziden Imazalil und Fen-
propimorph beobachtet und ist bislang nicht aufgeklart worden (Kerkenaar & Barug 1984). Mdglicher-
weise werden durch die DMI-Fungizide nicht nur die Ergosterolbiosynthese, sondern auch andere Pro-
zesse des Pilzes in der Zellwand gestort. Im Kontrast dazu stehen strukturelle Entartungen wie verstarkte
Hyphenverzweigungen und Anschwellungen von Hyphenspitzen, welche sich sichtlich von der Kuti-
kula abhoben und in der Ebene nach oben Richtung Betrachter wuchsen. Weiterhin konnten deformierte
Primarappressorien beobachtet werden. Derartige strukturelle Veranderungen bei Hyphen von E. neca-
tor unter DMI-Einfluss wurden bereits bei Leinhos et al. (1997) beobachtet, sowie ferner von Kerkenaar
& Barug (1984) an Hyphen von P. italicum unter Fenpropimorph-Einfluss. Die verstérkte Fluoreszen-
zemission dieser deformierten Strukturen weist demnach auf eine verstarkte Chitinakkumulation hin,
wobei die Deformationen auf das Fehlen von Ergosterol als struktureller Bestandteil der Zellmembran
zuriickzufiihren ist. Da bei DMI-Fungiziden scheinbar die Verteilung von Chitin und Akkumulation von
Ergosterol in neu ausgebildeten Infektionsstrukturen gestdrt wird, liegt nicht unbedingt eine fungitoxi-
sche Wirkung vor. Vielmehr wird gerade fir DMI-BASF ein Einfluss auf die strukturelle bzw. morpho-
logische Entwicklung des Pathogens vermutet. Aufgrund der Ergebnisse residualer, protektiver und ku-
rativer Behandlungen liegt hier wahrscheinlich eine fungistatische Wirkung vor. Erhértet wird diese
Hypothese durch die Tatsache, dass das Hyphenwachstum zwar in seiner Lénge, jedoch nicht in seiner

allgemeinen Entwicklung unterbunden wurde. Auch zeigten Konidien unter DMI-Einfluss keine physi-
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kalischen Schaden wie es etwa bei Qol-Fungiziden der Fall war — was durch die Intensitit des abge-
strahlten Fluoreszenzlichtes unterstrichen wurde. Hier bleibt die Frage offen, ob E. necator durch DMI-
BASF in seiner Entwicklung lediglich abgebremst wurde oder doch im spateren Verlauf der Pathoge-
nese abstirbt. Gerade bei einer protektiven Applikation, wo Qol-Fungizide scheinbar fungitoxisch wir-
ken ist es unklar, ob unter DMI-Einfluss stehende Konidien intakte Primarappressorien ausbilden, wel-
che noch in der Lage sind die Wirtskutikula zu penetrieren — oder ob durch die inhibierte Ergosterolbio-
synthese neu ausgebildete Infektionsstrukturen defekt und nicht funktionstiichtig sind. Generell kann
festgehalten werden, dass durch die Fungizide deutliche morphologische Effekte bei E. necator aufge-

treten sind, die Ruckschlisse auf den Wirkungsmechanismus und die Wirkungsart geben kdnnen.

Die in dieser Arbeit verwendete Inokulationsmethode weist an einigen Stellen Schwachpunkte
auf. So ist zu vermuten, dass durch das Abklopfen der sporulierenden Rebblatter aus der BASF-internen
Gewadchshausnachzucht neben Konidien von E. necator auch Kontaminationen auf die Petrischale und
Blattscheiben gelangten. Die Konidiendichte war vor der Inokulation nicht einheitlich festzulegen, da
jedes verwendete, sporulierende Blatt eine unterschiedliche Anzahl an Konidien aufwies. Chellemi &
Marois (1991) zeigten diesbezlglich, dass die Anzahl produzierter Konidien von E. necator wahrend
der Sporulation auf Rebblattern hoch variabel ist. Nach erfolgter Inokulation war die Verteilung der
Konidien auf den Petrischalen eher heterogen. Eine Bestimmung der einheitlichen Konidiendichte nach
Inokulation war aus praktischen Grinden nicht durchfuhrbar, da bspw. eine Zahlkammer nicht in das
zur Inokulation benutzte Kunststoffrohr gepasst hatte. Durch eine direkt im Anschluss an die Inokulation
stattfindende Kontrolle am Stereomikroskop konnte lediglich eine ungeféhre Schétzung der Konidien-
zahl erfolgen um ein Minimum von 100 Konidien pro Blattscheibe sicherzustellen. Durch die Verwen-
dung von zwei mit E. necator sporulierenden Rebblattern je zu inokulierender Petrischale konnte diese
Mindestzahl an Konidien sichergestellt werden. Es ist dennoch nicht geklart, ob die in den Versuchen
vorhandene Konidiendichte einen Einfluss auf die Pathogenese hatte. So wurde bereits beschrieben,
dass eine zu hohe Inokulumdichte bei B. graminis f. sp. tritici in einer Konkurrenz um Lebensraum und
Né&hrstoffen innerhalb der Population des Pathogens ausartete (Rouse et al. 1984). Ein dichteabhé&ngiges
Populationswachstum kann die Pathogenese demnach negativ beeinflussen —was in dieser Arbeit jedoch

nicht beobachtet werden konnte.

Das verwendete Blattmaterial konnte nicht oberflachensterilisiert werden, da durch Salze oder
Alkohole womdglich die Wachsschicht der Blattoberflache veréndert wiirde und eine mégliche Verfal-
schung des Wirkstoffverhaltens héatte auftreten kdnnen. Da der Fokus dieser Arbeit auf der Wirkstoff-
profilierung im Bezug zur Pathogenese von E. necator lag, musste daher mit unsterilisiertem Blattma-
terial gearbeitet werden. Nachteil dieses VVorgehens war eine verstirkte Kontaminationsgefahr, die dafiir

sorgte, dass der Inkubationszeit von E. necator ein natirliches Zeitlimit gesetzt war. Beobachtungen aus
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kleineren Vortests und den Protektivversuchen nach konnten Blattscheiben nicht langer als 48 hpi inku-
biert werden — Blattscheiben aus dem Kurativversuch waren 72 hpi inkubierbar. Grund hierfur kann die
Dauer der Exposition des Blattmaterials gegentiber der Umwelt sein, durch die sich im Laufe der Zeit
Kontaminationen auf der Kutikula etablieren kdnnen. Wurde das Blattmaterial langer als beschrieben
inkubiert, wuchs der Druck durch Kontaminationen derart an, dass die Infektionsstrukturen von E. ne-
cator nicht mehr klar zu differenzieren waren. Typische Kontaminationen traten durch Aspergillus spp.,
Acremonium spp. und Penicillium spp. auf. Durch die Inokulationsmethode und das nicht sterilisierte
Blattmaterial waren Kontaminationen trotz sorgfaltiger Arbeit nicht zu verhindern. Zusétzlich bereitete
ein unidentifizierter, scheinbar pilzlicher Hyperparasit dem Inkubationsprozess Schwierigkeiten. Dieser
Hyperparasit wurde nur auf mit E. necator inokulierten Blattscheiben beobachtet und schien die Infek-
tionsstrukturen von E. necator durch Hyphen (@ = 1-2 um) zu parasitieren. Makroskopisch duflerte sich
diese Art der Kontamination bei langerer Inkubationszeit ab 72 hpi durch weille, wattebauschartige
Kné&uel von Hyphen (Hohe = 500-1000 pum, & = 500-1000 pm), welche sich deutlich von der Kutikula
der Blattscheibe abhoben. Diese Struktur war offensichtlich in der Lage zu sporulieren und entlieR dabei
hunderte, kugeldhnliche Sporen (& < 1 um). Dieser Hyperparasit fluoreszierte bei Farbung mit Uvitex
2B. Aufgrund der geschilderten Storfaktoren wurde bei den mikroskopischen Studien fir die Analyse
der Pra-Sporulationsphase entschieden, da in diesem Zeitraum Kontaminationen keine Zeit zu vollen
Entfaltung fanden und die Konidien und Infektionsstrukturen von E. necator prazise differenzierbar
waren. Fraglich ist dennoch, ob die Kontaminationen einen Einfluss auf die Auspragung der Pré-Sporu-

lationsphase von E. necator hatten und ob dadurch die Wirkung der Fungizide beeintrachtigt wurde.

Das Wachstum des verwendeten Isolats von E. necator unterschied sich in Abhé&ngigkeit vom
verwendeten Blattmaterial. So zeigte die UTC im Residualversuch an Blattscheiben aus Freilandblé&ttern
ein deutlich verlangsamtes Wachstum im Vergleich zu den Protektiv- und Kurativversuchen an Blatt-
material aus dem Gewé&chshaus auf. Es wird vermutet, dass das heterogene, tlw. verlangsamte Wachs-
tum von E. necator entweder mit der biologischen Variabilitat oder mit der unterschiedlichen Blattphy-
siologie wie der epikutikularen Wachsschicht bzw. der Dicke der Kutikula von Freilandblattern zusam-
menhangt — alles Faktoren die dem Pathogen eine Wirtsbesiedlung erschweren kdnnen (Agrios 2005,
Smolka & Wolf 1986). Demnach kann die Wirt-Pathogen-Interaktion in Abhangigkeit vom Isolat und
der befallenen Rebsorte variieren. Weiterhin beeinflussen auch abiotische Faktoren wie das Klima die
Wirkstoffverteilung im Blatt und damit auch die Art und Weise einer spater stattfindenden Pathogenese
von E. necator (Stevens et al. 1988, Hislob & Cox 1970, Andrieu et al. 2000). Zusétzlich ist es erwah-
nenswert, dass die zwischen Freiland- und Gewéchshausversuchen aufgetretenen Unterschiede des
Pilzwachstums nicht nur die UTC, sondern auch die Fungizidvarianten betrafen. Hierbei kdnnten die
Wirkungsunterschiede der DMI-Fungizide bei protektiver Applikation auf Freiland- und Gewdchshaus-

blatter durch mehrere Punkte begriindet sein: Zum einen durch die oben bereits geschilderten Faktoren
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oder zum anderen auch durch die unterschiedlichen Aufwandmengen der Wirkstoffe bei den Protektiv-
versuchen. Da die protektive Wirkung auf Gewéchshausblattern lediglich bei DMI-Fungiziden geringer
war als auf Freilandblattern, liegt moglicherweise eine unterschiedlich ausgepragte Dosis-Wirkungs-
Beziehung bei DMI- und Qol-Fungiziden vor. Der Grund fiir die Durchfuhrung des Keimungstest 24 hpi
bei jedem Versuch war die heterogene Entwicklungsgeschwindigkeit von E. necator, welche durch die
biologische Variabilitat des pilzlichen Wachstums bedingt sein kann (Rumbolz et al. 2000). Daher lag
bei der Analyse der Konidiengesamtheit immer eine schwankende Verteilung von Entwicklungsstadien
vor, die in Abhangigkeit vom Fortschritt in der Pathogenese Schwerpunkte bei den verschiedenen Ent-

wicklungsstadien setzte.

Die Entscheidung, welche Zeitraume der Pathogenese in dieser Arbeit fur die mikroskopischen
Untersuchungen betrachtet werden sollten, wurde mit Hilfe der Literatur und Vortests bestimmt (Rum-
bolz et al. 2000, Leinholz et al. 1997). Der Abschnitt der Pra-Sporulationsphase (S0-S6) erwies sich
hierbei als entscheidender Abschnitt der Pathogenese von E. necator, da von den friihen Infektionsstruk-
turen die benétigte Nahrstoffversorgung flir den weiteren Vorstoll auf das Wirtsgebiet abhangt. Wird
dem Pathogen diese Versorgung verwehrt, bricht die Pathogenese zusammen. Das Fluorochrom Uvitex
2B zeigte sich hier als schnelle, zuverl&ssige und unkomplizierte Farbemethode, wie es bereits von Koch
& Pimsler (1987) beschrieben wurde. Gerade die lange Lagerungszeit der Farbelésung sowie die sehr
homogen ausfallende Fluoreszenzemission machten eine einfache, differenzierte Beobachtung der pilz-
lichen Entwicklung mdglich. Im Kontrast dazu war bei einer reinen Hellfeld-Untersuchung ohne Flu-
orochrommarkierung eine quantitative oder qualitative mikroskopische Analyse der Infektionsstruktu-
ren von E. necator auf Blattscheiben nahezu unméglich, da diese hyalin sind und sich nicht gegen die
Farbung der Blattscheibe abgrenzen kénnen. Da durch das Fluorochrom Uvitex 2B nur Chitin und Cel-
lulose geféarbt werden und die Menge des abgestrahlten Fluoreszenzlichtes bekanntlich mit der Anzahl
gebundener Fluorochrommolekile korreliert, konnten gerade bei den mit DMI-Fungiziden behandelten
Infektionsstrukturen Beobachtungen bez. des Einflusses dieser Wirkstoffklasse auf die Chitinverteilung
in den Zellwénden gemacht werden. Wie jedoch bereits festgestellt, wird durch Uvitex 2B nicht das
Ergosterol der pilzlichen Zellmembranen gefarbt, weshalb es fraglich ist, warum DMI-Fungizide einen
Einfluss auf die Chitinverteilung in den Zellwanden von E. necator haben (Kerkenaar & Barug 1984,
Koch & Pimsler 1987). Die Storung der Ergosterolbiosynthese konnte dennoch auch ohne direkte Far-
bung von Ergosterol, aufgrund der strukturellen Deformationen von Primdrappressorien und Hyphen,
vermutet werden. Bei genauerer Analyse der Daten féllt auf, dass bei der Bonitur auch Konidien mit
Keimschlduchen quantitativ erfasst wurden und zusammen mit der Anzahl von Konidien mit Pri-
mérappressorium in Phase Il summiert wurden. Der Grund hierfir liegt in der Tatsache begriindet, dass
die exakte Differenzierung von einem reinen Keimschlauch und der beginnenden Initiierung des Pri-
marappressoriums in den meisten Fallen nicht mdglich war. Zudem fiel die Anzahl von bonitierten Ko-

niden mit Keimschlauch (S1) bei allen Varianten durch die Versuche hinweg anndhernd gleich aus.
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Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die fungizide Wirkung von DMI-BASF
und DMI-MS in einer scheinbaren Verlangsamung der Pathogenese von E. necator liegt, wobei signifi-
kante Eingriffe in Keimung, Prim&rappressorien- und Hyphenbildung des Pilzes dokumentiert werden
konnten. DMI-BASF schien demnach bei den durchgefiihrten Versuchen fungistatisch zu wirken, da
das Hyphenwachstum weder bei protektiver, noch bei kurativer Anwendung vollends gestoppt werden
konnte. Qol-BASF und Qol-MS zeigten einen signifikanten Einfluss auf die friihen Phasen der Patho-
genese von E. necator. Qol-BASF scheint demnach fungitoxisch zu wirken, da protektiv eine signifikant
hohe Keimhemmung beobachtet wurde und E. necator keine Hyphen ausbilden konnte. Bei kurativer
Anwendung war bei Qol-BASF ein deutlicher Ruickgang bereits ausdifferenzierter Hyphen evident. Zu
keinem Zeitpunkt gab es signifikante Unterschiede innerhalb der gleichen Fungizidklassen bei gleicher
Aufwandmenge. Die untersuchten DMI- und Qol-Fungizide zeigten entsprechend ihrem Wirkungsme-
chanismus eine signifikante Hemmungsleistung der Infektionsstrukturen von E. necator in verschiede-
nen Phasen der Pré-Sporulationsphase. Morphologische Entartungen von Konidien und deren Infekti-
onsstrukturen gaben zudem einen tieferen Aufschluss tber den Wirkungsmechanismus der DMI- und
Qol-Fungizide. Mdglicherweise kénnten hier durch eine kombinierte Applikation beider Wirkstoffe ad-
ditive Effekte entstehen, welche eine bessere Bekdmpfung von E. necator ermdglichen konnten (Lyr
1995). Zu mindestens wére es zu erwarten, dass sich die hier verwendeten DMI- und Qol-Fungizide in
ihrer Wirkung ergénzen konnten, da sie zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Pathogenese von E. neca-
tor signifikante Effekte zeigen. Flr weitere Untersuchungen ware es demnach interessant herauszufin-
den, wie sich DMI- und Qol-BASF bei kombinierter Applikation verhalten wiirden. Weiterhin bleibt
offen, wie der Einfluss der Fungizide auf die Sporulation von E. necator ausgeprégt ist und ob die

Wirtspenetration durch E. necator unter Einfluss der DMI- und Qol-Fungizide beeintrachtigt wird.
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5 SCHLUSSFOLGERUNG UND AUSBLICK

In der vorliegenden Arbeit konnten neben der Charakterisierung des verwendeten Isolats von E. necator
an Blattern der Rebsorte Riesling signifikante Unterschiede im Wirkungsmechanismus der untersuchten
DMI- und Qol-Fungizide in Abhangigkeit vom Applikationszeitpunkt herausgearbeitet werden. Sowohl
DMI- wie auch Qol-Fungizide zeigten einen signifikanten Einfluss auf verschiedene Phasen der Patho-
genese von E. necator. In Versuchen Uber die residuale Wirkung der verwendeten Fungizide bei pro-
tektiver Applikation im Freiland tber zwolf Tage hinweg wiesen DMI-Fungizide eine geringere Keim-
hemmungsrate von Konidien auf als Qol-Fungizide. Bei protektiver Anwendung lag bei DMI-Fungizi-
den eine stark verringerte Hyphenbildung vor, wohingegen bei Qol-Fungiziden eine Hemmung der Kei-
mung gegeben war. Bei kurativer Applikation bremsten DMI-Fungizide die Hyphenbildung signifikant
ab, wohingegen bei Qol-Fungiziden eine signifikante Hemmung und Reduktion von Hyphen vorlag. Es
gab keine signifikanten Unterschiede zwischen Fungiziden mit gleichem Wirkungsmechanismus bei
gleicher Aufwandmenge. Beide Wirkstoffklassen beeinflussten die Hyphenbildung signifikant. Weiter-
hin konnten mittels verschiedener Mikroskopietechniken morphologische Unterschiede zwischen mit
DMI- und Qol-Fungiziden behandelten Konidien bzw. Infektionsstrukturen von E. necator dokumen-
tiert werden. Mit DMI-Fungiziden behandelte Konidien wiesen neben strukturellen Deformationen von
Priméarappressorien und Hyphen auch eine fehlerhafte Chitinakkumulation bzw. -verteilung auf. Qol-
Fungizide hingegen beeinflussten scheinbar direkt die Vitalitat behandelter Konidien, welche in der
Folge physikalische Schaden aufwiesen. Den mikroskopischen Beobachtungen nach zu urteilen kann es
sich bei DMI-BASF um einen fungistatischen Wirkstoff handeln, da neben qualitativen und morpholo-
gischen Indikatoren das Wachstum von E. necator in allen Versuchen verlangsamt bzw. abgeschwacht
—jedoch nicht komplett gestoppt wurde. Bei Qol-BASF handelt es sich den Ergebnissen aus qualitativen
und quantitativen Untersuchungen nach héchstwahrscheinlich um einen fungitoxischen Keimungshem-

mer, der die Pathogenese von E. necator auch bei kurativer Anwendung stoppen kann.

Offen bleibt die Frage, welche Auswirkungen eine kombinierte Applikation von DMI- und Qol-
BASF auf die Pathogenese von E. necator héatte. Weiterhin ist es unklar, warum es zwischen den Ergeb-
nissen der Protektivversuche mit Freiland- und Gewdchshausbléttern Differenzen in der Hemmungs-
leistung der DMI-Fungizide gab. Die fungistatische bzw. fungitoxische Wirkung von DMI-BASF bzw.
Qol-BASF ist nicht komplett abgesichert, da der Einfluss der Wirkstoffe auf die spatere Entwicklung
von E. necator nicht untersucht wurde. Auch bleibt offen, wie der Einfluss der Fungizide auf die Sporu-
lation von E. necator ausgeprégt ist und ob eine Wirtspenetration durch E. necator unter diesen Um-

standen beeinflusst wird.
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Agaroberflache einer Petrischale mittels Stereomikroskop auf Keimschlauche untersucht.
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7.1 Abbildungsverzeichnis

Abb. 1. Charakteristische Symptome von Erysiphe necator: Myzel auf der adaxialen Blattseite einer
Weinrebe (cv. Chardonnay) (A), Myzel auf reifenden Beeren (cv. Chardonnay) (B) (BASF-interne
Quelle 2018) und Samenbruch (C) (Anonym E 2016). ..o 2

Abb. 2. Konidiophoren von Erysiphe necator 8 dpi mit reifenden Konidien (A) (Eigene Aufnahme
2018). Zwei reife, dunkelbraun melanisierte Chasmothecien von E. necator (B) (Anonym E 2016). Das
rechte Chasmothecium bricht auf und entlésst Asci. Deutlich erkennbar sind die ausdifferenzierten Ap-
pendices der Fruchtkorper mit den charakteristisch eingerollten Endstiicken. ....................... 5

Abb. 3. Der Lebenszyklus von Erysiphe necator. Nach der Uberwinterung in ruhenden Knospen oder
Chasmothecien infiziert E. necator durch Konidien und Ascosporen im folgenden Friihjahr junges, gru-
nes Blattmaterial der Weinrebe. Im Spatsommer werden junge Knospen bzw. Beeren infiziert und Chas-
mothecien ausgebildet (verdndert nach Pearson & Goheen 1988). ...........ccoviviiiiiiiiiiininnnn, 6

Abb. 4. Wuchsdeformationen an jungsten Blattern der Weinrebe, verursacht durch Erysiphe necator
(A) (Anonym D 2018). Zeigertriebe sind im Friihjahr oftmals Indikator einer frischen Mehltauinfektion
bei Weinreben, Quelle fur Primarinokulum von Konidien von E. necator und normalerweise komplett
mit weilllichem Myzel iberzogen (B) (Anonym C 2010). .......coovviiiiiiiiriiniiieeieeeeeene 7

Abb. 5. Die pilzliche Atmungskette: Uber die oxidative Phosphorylierung beziehen Pathogene ihre
ATP-Versorgung. Dieses System kann bei Erysiphe necator an zwei Stellen durch Qol- (a) und SDHI-
Fungizide (b) zerschlagen werden (verandert nach Borner 2009, Ishii & Hollomon 2015). ....... 11

Abb. 6. Die Biosynthese von Ergosterol. Aus Lanosterol wird tiber mehrere Zwischenschritte hinweg
Ergosterol synthetisiert. Die Ergosterolbiosynthese kann bei Erysiphe necator durch DMI-Fungizide (a)
zerschlagen werden (verdndert nach Borner 2009, Ishii & Hollomon 2015). ..............ccoeeaen. 12

Abb. 7. Rebbléatter (cv. Riesling) nach Fungizidapplikation im Freiland (A). Fur die Blattprobenent-
nahme wurden Blatter per Zufallsprinzip ausgewahlt und mittels Farbstreifen markiert, damit bei Zu-
wachs behandelte Blatter identifizierbar blieben. Gestutzte Rebpflanze (cv. Riesling) mit vier Blattern
aus der BASF-internen Gewachshausnachzucht (B) (Eigene Aufnahmen 2018). ................... 18

Abb. 8. Inokulation von Blattscheiben in einer Fallstrom-Laminarbank. Zundchst wurde ein mit Erysi-
phe necator infiziertes, sporulierendes Rebblatt (cv. Riesling) mit der adaxialen Blattseite nach unten
auf das Gitter des Kunststoffrohres gelegt. Das Rohr selber wurde danach auf eine zur Inokulation be-
stimmte, gedffnete Petrischale gestilpt (A). Sodann wurden 30 gleichmaBig auf der abaxialen Blattseite
verteilte Hiebe mittels Klopfstab angesetzt (B, C) (Eigene Aufnahmen 2018). ...................... 19

Abb. 9. Prdparation von Blattscheiben in einer Fallstrom-Laminarbank (Eigene Aufnahme
2008 e 21

Abb. 10. Auf der Agaroberflache sichtbare, ungekeimte Konidien von Erysiphe necator (Stereomikro-
skop, 63x) (A). 24 hpi erfolgte eine erneute Kontrolle der Konidien auf der Agaroberflache mittels Kei-
mungstest. Sichtbar sind ausgekeimte Konidien von E. necator mit Keimschlauch (B) (Eigene Aufnah-
BN 2008 ittt e 25

Abb. 11. Behandlung von mit KOH fixierten Blattscheiben mit Uvitex 2B (A). Mit Uvitex 2B behan-
delte Konidie von Erysiphe necator 48 hpi nach zehnmintiger Einwirkzeit des Fluorochroms (Fluores-
zenzmikroskop) (B). Sichtbar ist die Primarhyphe (a) von tber 60 um L&nge und das deutlich ausdiffe-
renzierte Primdrappressorium (b) mit einer jungen Sekundérhyphe (c) (MaRstab ist die Lange der Koni-
die =30 um) (Eigene Aufnahmen 2018). .....cooiiriniii i 27
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Abb. 12. Prozentuale Verteilung der Konidien von Erysiphe necator gemaf Boniturschema am Tag der
Fungizidapplikation (48 hpi). Die Gesamtheit der ausgezéhlten Konidien je Variante teilt sich in ihre
Entwicklungsstadien SO-S6 auf (N = 4). ... e 29

Abb. 13. Prozentuale Verteilung der Konidien von Erysiphe necator gemal Boniturschema fliinf Tage
nach Fungizidapplikation (48 hpi). Die Gesamtheit der ausgezéhlten Konidien je Variante teilt sich in
ihre Entwicklungsstadien SO-S6 auf (N=4). ... e 30

Abb. 14. Prozentuale Verteilung der Konidien von Erysiphe necator gemal Boniturschema zwolf Tage
nach Fungizidapplikation (48 hpi). Die Gesamtheit der ausgezéhlten Konidien je Variante teilt sich in
ihre Entwicklungsstadien SO-S6 auf (N=4). ..., 31

Abb. 15. Residuale Wirkung von DMI-Fungiziden gegen Erysiphe necator uber drei Zeitpunkte (je 48
hpi). Die Keimhemmungsrate wurde nach Abbot (1925) berechnet (MW +SE; n=4). ............ 32

Abb. 16. Residuale Wirkung von DMI-Fungiziden gegen Erysiphe necator Ulber drei Zeitpunkte (je 48
hpi). Die Keimhemmungsrate wurde nach Abbot (1925) berechnet (MW +SE; n=4). ............ 32

Abb. 17. Verteilung von Konidien von Erysiphe necator mit Hyphe (Phase 111) zwolf Tage nach Fun-
gizidapplikation (48 hpi) (Box-and-Whisker-Plots mit 25 %-, 50 %- und 75 %-Quantil; ¢ = MW, n =
4). Gleiche Buchstaben uber den Box-Plots bedeuten keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Varianten (ANOVA und Bonferroni-Test; p<0,05). ...t 33

Abb. 18. Verteilung von ungekeimten Konidien von Erysiphe necator (Phase 1) zwolf Tage nach Fun-
gizidapplikation (48 hpi) (Box-and-Whisker-Plots mit 25 %-, 50 %- und 75 %-Quantil; ¢ = MW; n =
4). Gleiche Buchstaben uber den Box-Plots bedeuten keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Varianten (Welch- und Bonferroni-Test; p <0,05). ...ovouininiiiiiiiiiiiee e 34

Abb. 19. Verteilung von Konidien von Erysiphe necator mit Primérappressorium (Phase 1) zw6lf Tage
nach Fungizidapplikation (48 hpi) (Box-and-Whisker-Plots mit 25 %-, 50 %- und 75 %-Quantil; ¢ =
MW:; n = 4). Gleiche Buchstaben iber den Box-Plots bedeuten keine signifikanten Unterschiede zwi-
schen den Varianten (ANOVA und Bonferroni-Test; p < 0,05). ....ovvieniniriiiiiiieeeeeinenen. 35

Abb. 20. Verteilung von ungekeimten Konidien (Phase I) fiinf Tage nach Fungizidapplikation (48 hpi)
(Box-and-Whisker-Plots mit 25 %-, 50 %- und 75 %-Quantil; 0 = MW; n = 4). Gleiche Buchstaben Uber
den Box-Plots bedeuten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Varianten (Welch- und Bonfer-
FONI-TESt; P < 0,05 ceintiiit ittt e e e e e e 36

Abb. 21. Verteilung von Konidien mit Primérappressorien (Phase I1) fiinf Tage nach Fungizidapplika-
tion (48 hpi) (Box-and-Whisker-Plots mit 25 %-, 50 %- und 75 %-Quantil; ¢ = MW, n = 4). Gleiche
Buchstaben tiber den Box-Plots bedeuten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Varianten (A-
NOVA und Bonferroni-Test; p<0,05). ...virinririiii e 37

Abb. 22. Verteilung von Konidien mit Hyphe (Phase I11) fiinf Tage nach Fungizidapplikation (48 hpi)
(Box-and-Whisker-Plots mit 25 %-, 50 %- und 75 %-Quantil; ¢ = MW; n = 4). Gleiche Buchstaben tiber
den Box-Plots bedeuten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Varianten (Welch- und Bonfer-
FONI-TESt; P < 0,05, cuititit it et 37

Abb. 23. Verteilung von Konidien von Erysiphe necator mit Hyphe (Phase 111) zum Zeitpunkt der Fun-
gizidapplikation (24 hpi) (Box-and-Whisker-Plots mit 25 %-, 50 %- und 75 %-Quantil; ¢ = MW; n =
4). Gleiche Buchstaben uber den Box-Plots bedeuten keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Varianten (Welch- und Bonferroni-Test; p <0,05). ....oiiriiiiiiii e 38

Abb. 24. Verteilung von Konidien von Erysiphe necator mit Primarappressorium (Phase 1) zwei Tage
nach Fungizidapplikation (72 hpi) (Box-and-Whisker-Plots mit 25 %-, 50 %- und 75 %-Quantil; ¢ =
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MW; n = 4). Gleiche Buchstaben tber den Box-Plots bedeuten keine signifikanten Unterschiede zwi-
schen den Varianten (Welch- und Bonferroni-Test; p<0,05). ....ooviiiiiiiiiii e, 39

Abb. 25. Verteilung von Konidien von Erysiphe necator mit Hyphe (Phase I11) zwei Tage nach Fungi-
zidapplikation (72 hpi) (Box-and-Whisker-Plots mit 25 %-, 50 %- und 75 %-Quantil; ¢ = MW; n = 4).
Gleiche Buchstaben ber den Box-Plots bedeuten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Vari-
anten (Welch- und Bonferroni-Test; p<0,05). ...ouviriiiriiiii e e e 40

Abb. 26. Entwicklung der Hyphen von Erysiphe necator unter Einfluss von kurativ angewendeten DMI-
Fungiziden (24 hpi) bis zwei Tage nach Applikation (72 hpi) (MW = SE; n = 4). Innerhalb von zwei
Tagen nach Fungizidapplikation nahmen Konidien mit Hyphe der UTC um 46 % zu, wohingegen 20 %
der Konidien bei DMI-BASF und 33 % bei DMI-MS neue Hyphen bildeten. ....................... 40

Abb. 27. Entwicklung der Hyphen von Erysiphe necator unter Einfluss von kurativ angewendeten Qol-
Fungiziden (24 hpi) bis zwei Tage nach Applikation (72 hpi) (MW £ SE; n = 4). Innerhalb von zwei
Tagen nach Fungizidapplikation lag bei Qol-BASF eine Reduktion bereits akkumulierter Hyphen von
14 % vor, wohingegen unbehandelte Konidien 46 % an Hyphen gewannen. ......................... 41

Abb. 28. Eine unbehandelte Konidie von Erysiphe necator 48 hpi mit ausdifferenzierten Hyphen neben
einer ungekeimten Konidien (Fluoreszenzmikroskop) (A). Deutlich sichtbar sind das Primarappresso-
rium (), die Primér- (b), Sekundér- (c) und die Tertiarhyphe (d). Man beachte die hyphalen Appresso-
rien an der Priméarhyphe (Pfeile). Weiterhin gut sichtbar sind die stark fluoreszierenden Septen der Hy-
phen. Das Primérappressorium einer unbehandelten Konidie von E. necator 6 hpi (B). Durch eine Septe
(Pfeil) ist das Primarappressorium vom Keimschlauch abgeschnirt (Mal3stab ist die Lange der Konidie
=30 pm) (Eigene Aufnahmen 2018). ........oiuiiiiiii e 42

Abb. 29. Primarappressorium (A) und hyphales Appressorium (B) von Erysiphe necator 144 hpi (Flu-
oreszenzmikroskop). Deutlich sichtbar sind Verfarbungen (Pfeile) (MaBstab ist die Lange der Konidie
=30 um) (Eigene Aufnahmen 2018). .......oiirini i 43

Abb. 30. Fokus auf die Ebene unterhalb eines Primarappressoriums von Erysiphe necator 8 dpi mittels
Fluoreszenzmikroskop. Deutlich sichtbar ist die dunkel verfarbte Stelle um die Penetrationsstelle (a),
sowie die Penetrationspore unterhalb des Primarappressoriums (Pfeil), unter welcher sich in den Epi-
dermiszellen das Haustorium befinden miisste. Weiterhin sichtbar sind die Hyphen der Konidie (b) so-
wie eine weitere Konidie mit durchgebrochenem Primarappressorium (c) (Malistab ist die Lénge der
Konidie = 30 um) (Eigene Aufnahme 2018). ..ot 43

Abb. 31. Konidienkeimung und Myzelentwicklung von Erysiphe necator an Rebblé&ttern (cv. Riesling)
(Fluoreszenzmikroskop). In Phase I: Konidie adhdriert auf der adaxialen Blattseite auf der Kutikula O
hpi (A). Kurze Zeit nach Inokulation bildet die Konidie einen ca. 5-50 um langen Keimschlauch aus (B,
Pfeil), an dem sich ab 6 hpi in Phase Il ein Primarappressorium herausdifferenziert (C, Pfeil). In Phase
I11 beginnt die Wirtskolonisierung ab 24 hpi, indem sich zunéchst die Primar- (D, Pfeil) und dann die
Sekundarhyphe (E, Pfeil) ausbildet. 48 hpi wéchst die Tertidrhyphe (F, Pfeil). Zu diesem Zeitpunkt ist
die Primérhyphe etliche hundert um lang, an welcher verstdrkt hyphale Appressorien gebildet werden.
72 hpi beginnt E. necator mit der Hyphenverzweigung (G, Pfeil). 144 hpi wachsen verzweigte Hyphen
an der Oberflache der Wirtskutikula und Appressorien penetrieren ihren Wirt, um in der Epidermis
Haustorien zur Néhrstoffversorgung zu bilden (H). 8 dpi sind erste Konidiophoren mit reifenden Koni-
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Abb. 32. Auswirkungen von DMI- und Qol-Fungiziden bei protektiver Anwendung auf Konidien von
Erysiphe necator zwoIf Tage nach Fungizidapplikation (48 hpi) (Fluoreszenzmikroskop). DMI-BASF
(B) zeigte turgeszente Konidien auf, die jedoch keine Hyphen aufwiesen. Das Primarappressorium
scheint kleiner als das der UTC. Qol-BASF (C) weist aufgerissene und augenscheinlich letal bekampfte
Konidien auf. Lécher und die losgeldste Hillstruktur sind klar erkennbar. Zu diesem Zeitpunkt bildete
die UTC (A) groltenteils Hyphen mit einer Lange von unter 50 um aus. Typisch fur die UTC auf Frei-
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landbléattern sind die sich langsam entwickelnden Hyphen — hier eine junge, kaum ausdifferenzierte Ter-
tidrhyphe 48 hpi (Pfeil) (Malistab ist die Lange der Konidie = 30 um) (Eigene Aufnahmen 2018).
..................................................................................................................... 45

Abb. 33. Auswirkungen von DMI- und Qol-Fungiziden bei protektiver Anwendung auf Konidien von
Erysiphe necator fiinf Tage nach Fungizidapplikation (48 hpi) bei Betrachtung am Fluoreszenzmikro-
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titativ geringeres und qualitativ anormales Hyphenwachstum auf: Verkrimmte, angeschwollene Hy-
phenenden mit verstarkter Chitinakkumulation (a) und auffélliger Hyphenverzeigung (b). Qol-BASF
(C) weist ungekeimte und geplatzte Konidien auf (Pfeil) (MaRstab ist die Lange der Konidie = 30 um)
(Eigene AUFNaNmen 2018). .. ..ot e 46

Abb. 34. Kurativ mit DMI-MS behandelte Konidien von Erysiphe necator zwei Tage nach Fungi-
zidapplikation (72 hpi) (Fluoreszenzmikroskop): Angeschwollene Hyphenenden mit verstéarkter Chi-
tinakkumulation (a), verstarkte Hyphenverzeigungen (b) und fehlendes Chitin in Hyphen (Pfeil) (Mal3-
stab ist die Lange der Konidie = 30 um) (Eigene Aufnahme 2018). ...........c.ooeviiiiiiiiiiinns. 47

Abb. 35. Auswirkungen von Qol- und DMI-Fungiziden 72 hpi bei kurativer Anwendung auf Konidien
von Erysiphe necator einen Tag nach Inokulation (Fluoreszenzmikroskop). 48 h nach Fungizidapplika-
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an der Kutikula zu haften (b) (MaRstab ist die Lange der Konidie = 30 um) (Eigene Aufnahmen 2018).
................................................................................................................... 48

Abb. 36. Auswirkung von Qol-BASF 72 hpi bei kurativer Anwendung auf Konidien von Erysiphe ne-
cator einen Tag nach Inokulation (Fluoreszenzmikroskop). Aufgerissene (A, B, Pfeile) und einge-
driickte Konidien (C, Pfeile) als typisches Erkennungsmerkmal dieses Wirkstoffes in kurativer Anwen-
dung. Aufféllig sind die wenigen, schwach fluoreszierenden Hyphen (a) bzw. Keimschlauche (b) be-
kampfter Konidien. Qol-BASF zeigt hier v. a. zwei typische Symptome an behandelten Konidien auf:
Zerreilen der Hullstruktur von Konidien (A, B, Pfeile) und ein scheinbares Eindriicken bzw. Zusam-
menziehen der Zellinhalte ins Innere der Konidie (C, Pfeile). Symptome wie bei Anwendung von DMI-
Fungiziden sind nicht aufgetreten (Maf3stab ist die Lange der Konidie = 30 um) (Eigene Aufnahmen
2008 ). o 48

Abb. 37. Einfluss von DMI- und Qol-Fungiziden auf Erysiphe necator in Abhangigkeit vom Applika-
tionszeitpunkt (Fluoreszenzmikroskop). Zwolf Tage nach Fungizidapplikation (48 hpi): UTC (A), DMI-
BASF (B), DMI-MS (C), Qol-BASF (D), Qol-MS (E). DMI-BASF (F) und Qol-BASF (G) zum Zeit-
punkt der kurativen Applikation 24 hpi. Zwei Tage nach kurativer Applikation (72 hpi): UTC (H), DMI-
BASF (1), DMI-MS (J), Qol-BASF (K), Qol-MS (L) (Mafistab ist die Lange der Konidie = 30 um)
(Eigene Aufnahmen 2018). ..ottt e et ettt e e 49

Abb. 38. Unbehandelte Konidie von Erysiphe necator 72 hpi (ESEM). Deutlich sichtbar sind Pri-
marappressorium (a), Primdr- (b) und Sekundarhyphe (c), eine Hyphenverzweigung sowie ein hyphales
Appressorium (e). Man beachte die rundlich glatt ausgeformte Konidienspitze, von welcher die Pri-
marhyphe ausgeht (Pfeil) (Eigene Aufnahme 2018). ........oooeieiniiiiiii e 50

Abb. 39. Primérappressorium (A) mit austretender Sekundéarhyphe und hyphales Appressorium (B) un-
behandelter Konidien von Erysiphe necator 72 hpi (ESEM). Sichtbar ist extrazellulares Material, wel-
ches scheinbar die Kutikula mit der Oberflache des Primarappressorium verbindet (Pfeil) (Eigene Auf-
NANMEN 2008). ...ttt e e e e e 51
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Abb. 40. Einen Tag nach Inokulation mit DMI-BASF kurativ bek&mpfte Konidie von Erysiphe necator
(72 hpi) (ESEM). Deutlich sichtbar sind ein deformiertes Priméarappressorium (a) und anormal ausge-
pragtes hyphales Appressorium (b) sowie eine verdickte Hyphenspitze (c) (Eigene Aufnahme 2018).
...................................................................................................................... 52

Abb. 41. Typische Hyphendeformationen bei mit DMI-BASF einen Tag nach Inokulation kurativ be-
handelten Konidien von Erysiphe necator (72 hpi) (ESEM). An einer Septe initiierte Verdickung der
Hyphe (a). Man beachte den kollabierten, jingeren Hyphenabschnitt, welcher scheinbar von einer ver-
dickten Septe abgeschnirt ist (b). Charakteristische Keulenbildung einer Hyphenspitze mit einem
Durchmesser von beinahe 10 pm (B) (Eigene Aufnahmen 2018). ..., 52

Abb. 42. Protektiv mit Qol-BASF behandelte Konidien von Erysiphe necator finf Tage nach Fungi-
zidapplikation (72 hpi) (ESEM). Offensichtlich sind alle Konidien letal getroffen und kollabiert — ob-
gleich sie Uberreste von anfanglich ausdifferenzierten Keimschlauchen (a) und Primarappressorien (b)
aufweisen (Eigene Aufnahme 2018). ..ot 53

Abb. 43. Protektiv mit Qol-BASF behandelte Konidien von Erysiphe necator finf Tage nach Fungi-
zidapplikation (72 hpi) (ESEM). Kollabierte Konidien weisen eine rau gemaserte Oberflachenstruktur
auf und scheinen komplett zusammengezogen (A). Uberreste einer Konidienkette (B). Die mittlere Ko-
nidie bildete einen Keimschlauch aus, der wie die Konidie selber kollabierte (Pfeil) (Eigene Aufnahmen
7 Pt 53

Abb. 44. Leistungsprofil des verwendeten RUMED® Klimapriifschrankes. Uber 48 h wurden die finf
Parameter UV-Strahlung, PAR, Temperatur, rLF und Taupunkt mittels WatchDog 1000 Series Micro
Station Spektrometers, welches an eine WatchDog Plant Growth Micro Station Wetterstation (Spectrum
Technologies, Inc., 60504 Aurora, US) gemMESSEN. .....oviriniiiiee e, V

Abb. 45. Zeitverlauf vom Freilandversuch mit Klimadaten (gemittelte Tageswerte 23.04.-14.05.2018).
Die Daten wurden von der Wetterstation Schifferstadt (67105 Schifferstadt, DE) bezogen (Anonym K
0 \%

Abb. 46 Vorinfektionstest flr die drei Zeitpunkte der Blattprobenentnahme nach Fungizidapplikation
aus dem Freilandversuch (MW % SE; n = 5). Je Termin (PO, P5, P12) wurden funf Bléatter der UTC
entnommen, je eine Blattscheibe in KOH fixiert und 24 h spéter mittels Fluoreszenzmikroskop auf In-
fektionen durch Erysiphe necator oder andere Pilzsporen untersucht. ..................c.ccoeenennn Vi

Abb. 47. Keimungstest fir die einzelnen, in dieser Arbeit durchgefuhrten Versuche im Freiland und
Gewéchshaus (je 24 hpi) (MW £ SE; n = 5). Je Versuch wurden je Variante 100 Konidien auf der
Agaroberflache einer Petrischale mittels Stereomikroskop auf Keimschlduche untersucht. ........ VI

7.2 Tabellenverzeichnis

Tab. 1. In Deutschland gegen Erysiphe necator im Weinbau zugelassene anorganische und organische
Fungizide (verandert nach Anonym B 2018, Anonym A 2018, Borner 2009). ...........c..c.cce..e. 10

Tab. 2. Die Entwicklungsstadien von Erysiphe necator in der Pré-Sporulationsphase. Dieser Teil der
Pathogenese von E. necator umfasst drei Phasen mit insgesamt sieben Entwicklungsstadien (verandert
nach Leinhos et al. 1997). Je Blattscheibe wurden 100 Konidien folgend Kklassifiziert. ............. 27
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7.3 Abkulrzungsverzeichnis

a Alpha-Wert, Irrtumswahrscheinlichkeit fiir den Fehler 1. Art

%) Durchmesser

°C Grad Celsius

°dH Grad deutscher Hérte

% Prozent

® Registrierte Warenmarke

™ Unregistrierte Warenmarke

8+8+6 NPK-Volldinger mit 8 % N (97 Gesamt-N g/l), 8 % P»Os (97 g/l wasserldsliches Phos-
phat) und 6 % K>0O (73 g/l wasserldsliches Kaliumoxid)

Abb. Abbildung

ANOVA Varianzanalyse

AT Republik Osterreich (Abkiirzung gemaR 1SO 3166 Alpha-2)

ATP Adenosintriphosphat

bar Bar

BBCH Biologische Bundesanstalt, Bundessortenamt und Chemische Industrie

CH Schweizerische Eidgenossenschaft (Abkirzung gemal 1ISO 3166 Alpha-2)

CV. Sorte

CYP51 Lanosterol 14a-Demethylase

DE Bundesrepublik Deutschland (Abkiirzung geméafi 1ISO 3166 Alpha-2)

DMI Demethylierungs-Inhibitor

DMI-BASF  Neues DMI-Fungizid der Firma BASF SE

DMI-MS DMI-Marktstandard Penconazol (Topas®) der Firma Syngenta AG

dpi Tag nach Inokulation

EC Emulgierbares Konzentrat

ESEM Umweltrasterelektronenmikroskopie

F F-Wert, PriifgréRe der F-Verteilung

FL Freiland

FRAC Fungicide Resistance Action Committee

f. sp. Sonderform

g Gramm

GB GroRbritannien (Abkirzung gemal 1SO 3166 Alpha-2)

a. i. Wirksubstanz

GH Gewdchshaus

h Stunde

ha Hektar

hpi Stunde nach Inokulation

JP Japan (Abkiirzung gemaR ISO 3166 Alpha-2)

K20 Kaliumoxid

K1 Kurativversuch, Fungizidapplikation einen Tag nach Inokulation

KOH Kaliumhydroxid

| Liter

LWA Leitungswasseragar

m Meter

Mg Magnesium

min Minuten

Mol Stoffmenge

MS Marktstandard

MW Mittelwert

N Stickstoff

oD Oldispersion

p, Prob p-Wert, Uberschreitungswahrscheinlichkeit

PAR Photosynthetisch aktiv Strahlung

PO Protektivversuch, Probenentnahme/Inokulation am Tag der Fungizidapplikation
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P20s Phosphorpentoxid

P5 Protektivversuch, Probenentnahme/Inokulation funf Tage nach Fungizidapplikation
P12 Protektivversuch, Probenentnahme/Inokulation zwolf Tage nach Fungizidapplikation
Qol Quinone-outside-Inhibitor

Qol-BASF Neues Qol-Fungizid der Firma BASF SE

Qol-MS Qol-Marktstandard Pyraclostrobin (Insignia®) der Firma BASF SE

rLF Relative Luftfeuchtigkeit

SC Suspensionskonzentrat

SDHI Succinat-Dehydrogenase-Inhibitor

SE Standardfehler

sec Sekunde

Tab. Tabelle

us Vereinigte Staaten von Amerika (Abkirzung geméafi 1ISO 3166 Alpha-2)

UTC Unbehandelte Kontrolle

uv Ultraviolettstrahlung

\Y/ Volt

v. Chr. Vor Christus

WG Wasserdispergierbares Granulat
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