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Einleitung 5

1 Einleitung

Seit Uber 150 Jahren werden pilzliche Schaderreger an Pflanzen mit chemischen Wirkstoffen
bekampft. Anfangs wurden anorganische Fungizide wie Schwefel und Kupfer eingesetzt. Mit
Entdeckung der Bordeaux Brihe (Kupferkalkbrihe) 1885 gelang erstmals der grof3flachige
Einsatz eines Blattfungizids (Millardet, 1885). Die ersten organischen Wirkstoffe wurden mit
den Dithiocarbamaten 1931-1950 eingefiihrt. Es folgten Wirkstoffe wie Captan (1951), Dich-
lofluanid (1960) und Dithianon (1961) (Grewe, 1977). Diese friilhen Wirkstoffe sind alle resi-
dual, dringen also nicht ins Pflanzengewebe ein und haben eine unspezifische Wirkung tber
die Blockierung von SH-Gruppen von verschiedenen Enzymen (Hoffmann et al., 1994). In
den spaten 60er und den 70er Jahren wurde eine grof3e Anzahl wirksamerer Fungizide mit
neuer Struktur und mit Uberwiegend systemischen Eigenschaften eingefuihrt (Brent, 1995).
Dazu gehéren die 2-Aminopyrimidine, die Benzimidazole, die Carboxanilide, die Morpholine,
die Dicarboximide, die Phenylamide und die Steroldemethylierungsinhibitoren (DMI). Die
systemischen Eigenschaften dieser Wirkstoffe ermoglichte nun auch den kurativen Einsatz
nachdem der Pilz die Wirtspflanze penetriert hat (De Waard et al., 1993). Neueinfihrungen
nach 1980 waren hauptséchlich analoge Substanzen zu existierenden Fungiziden, vor allem
bei den DMI (Brent, 1995). Erst nach 1990 wurden mit den Phenylpyrrolen, den Pyrimidina-
minen und den Strobilurinen wieder neue Wirkstoffgruppen mit neuen Wirkungsmechanis-

men eingeflhrt.

Schon bald nach der Einfihrung von systemischen Fungiziden kam es zu Berichten Uber
Resistenz der Erreger gegentber diesen Wirkstoffen (Lacy und Vargas, 1977). Fungizidre-
sistenz ist nach Delp und Dekker (1985) eine stabile, vererbbare Anpassung eines Pilzes an
ein Fungizid, welche zu einer verringerten Sensitivitdt gegentber dieser Substanz fuhrt. Der
Begriff wird Ublicherweise fur Stdmme von sensitiven Arten angewendet, die, meist durch
Mutation, signifikant weniger sensitiv gegeniber dem Fungizid werden. Das Wachstum oder
die Entwicklung des resistenten Pilzstammes wird mit der Fungizidkonzentration, die das
Wachstum der urspringlichen Wildtyp-Populationen hemmt, nicht oder nur wenig gehemmt.
Resistente Stamme sind entweder durch zuféllige Mutation in Wildtyp-Populationen bereits in
sehr geringer Anzahl vorhanden (Delp, 1980; De Waard, 1993) oder sie entstehen durch
adaptive Mutation erst dann, wenn die Population dem Wirkstoff ausgesetzt wird (Veverka,
1996). In beiden Fallen wird durch den Einsatz des Wirkstoffes der sensitive Anteil der Popu-
lation selektiv vermindert. Gleichzeitig mit der Selektion auf Resistenz findet im Feld auch
eine Selektion in Richtung Virulenz und Fitnel3 statt. Sexuelle und parasexuelle Prozesse
erleichtern die Kombination von Resistenz mit Virulenz und Fitnel3 (Veverka, 1996). Bei

wiederholtem Einsatz des Wirkstoffes im Feld werden also Stamme selektioniert, die sowohl
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resistent als auch virulent und fit sind. Dadurch kdnnen Populationen entstehen, in denen

resistente Stamme dominieren.

Um eine Resistenzentwicklung feststellen zu kdnnen, ist es notwendig die Sensitivitat der
Wildtyp-Population, die sogenannte Basissensitivitdt zu kennen (Dekker, 1988; Georgopou-
los, 1982). Diese sollte vor dem grof3flachigen Einsatz eines neuen Wirkstoffes bestimmt
werden (Dekker, 1988). Die Entwicklung einer Resistenz kann entweder qualitativ oder quan-
titativ ablaufen (Brent, 1995; Skylakakis und Hollomon, 1987).

Bei der qualitativen Resistenz kommt es zu einem schnellen, deutlichen, sprunghaften Wir-
kungsverlust. Die sensitive und die resistente Population Uberschneiden sich nicht. Zur
Ausbildung einer qualitativen Resistenz kommt es dann, wenn die Mutation eines einzelnen
Gens zur Resistenz des Pilzes flihrt, wie es am Beispiel der Benzimidazolresistenz verschie-
dener Pathogene gezeigt wurde (Koenraadt et al., 1992; Wheeler et al., 1995).

Bei der quantitativen Resistenz kommt es zu einem langsamen, graduellen Wirkungsverlust,
so dald verschiedene Stufen der Resistenz gefunden werden und sich die Sensitivitatsvertei-
lung der resistenten und der sensitiven Population Uberschneiden. Bei der Ausbildung einer
guantitativen Resistenz mutieren mehrere Gene, die dann additiv wirken (Skylakakis und
Hollomon, 1987). Die Resistenz von Venturia inaequalis gegeniber Dodine (Fehrmann,
1976b), von Erysiphe graminis f. sp. hordei gegenuber 2-Aminopyrimidinen und Resistenzen
von verschiedenen Pilzen gegentiber DMI zeigen diesen quantitativen Verlauf (Skylakakis
und Hollomon, 1987).

Die Fahigkeit eines Pilzes gegeniiber einem bestimmten Fungizid eine Resistenz zu entwi-
ckeln, hangt sowohl vom Wirkungsmechanismus des Fungizids als auch von der Biologie
des Pilzes ab. So wurde gegen Fungizide mit unspezifischer Wirkungsweise viel seltener
Resistenz ausgebildet, als gegeniiber Fungiziden mit spezifischer Wirkungsweise (Dekker,
1988; Delp, 1980; Lacy und Vargas, 1977). Ausnahmen bilden die Resistenzen von V.
inaequalis gegenuber Dodine (Gasztonyi und Lyr, 1995) und von Botryotinia fuckeliana
gegeniber Dichlofluanid (Pollastro et al., 1996). Auch die Reproduktionsrate des Pilzes, die
Anzahl der Generationen pro Jahr, sowie die Populationsgréf3e, die mit Fungizid in Kontakt
kommt, sind Faktoren, die die Entwicklung einer Resistenz beeinflussen (Brent, 1995; Staub
und Sozzi, 1984). V. inaequalis hat eine hohe Reproduktionsrate und kann bei glnstigen
Witterungsbedingungen mehr als 10 Generationen pro Jahr bilden. Durch die jahrliche sexu-
elle Reproduktion entstehen viele neue Genotypen, wodurch die Population sehr anpas-
sungsfahig ist. Deshalb wird das Risiko der Resistenzbildung bei diesem Erreger hoch ein-
geschatzt (Brent, 1995).
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Venturia inaequalis (Cke.) Wint. (anamorph Spilocaea pomi Fr., Syn. Fusicladium pomi (Fr.)
Lind. = F. dentriticum (Wallr.) Fuck.) gehort in die Unterabteilung der Ascomycotina, Klasse
Loculoascomycetes, Ordnung Pleosporales, Familie Venturiaceae (Agrios, 1988). Der Ent-
wicklungszyklus des Pilzes (Abb. 1.1) beinhaltet einen biotrophen und einen saprophytischen
Abschnitt. Wahrend der biotrophen Lebensweise kénnen alle oberirdischen Teile des Apfel-
baumes (Malus spec.), deren Epidermis nicht verkorkt ist, befallen werden. Dazu gehdren
Laubblatter, Fruchte, Kelchblatter, Blitenteile, junge Triebe und Knospenschuppen (Kennel,
1989). Unterschiedliche Malus-Arten und -Sorten zeigen jedoch unterschiedliche Anfalligkeit
gegeniber dem Pilz (MacHardy, 1996).
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Abbildung 1.1: Entwicklungszyklus von Venturia inaequalis. Aus Agrios (1988) verandert.
Die Sporen von V. inaequalis keimen auf der Pflanzenoberflache in Wasser aus, bilden ein

Appressorium und penetrieren die Kutikula. Von der Penetrationsstelle aus bildet der Pilz auf
suszeptiblen Geweben zwischen Epidermis und Kutikula ein flachiges Stroma aus. Bei die-
ser anfangs biotrophen Interaktion werden die pflanzlichen Zellen nicht zerstért (Valsangia-

como und Gessler, 1992). Erst wenn vom Stroma Konidientréger und auf diesen Konidien
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gebildet werden, sterben die darunter gelegenen Pflanzenzellen ab (Nusbaum, 1938). Die
Konidien werden durch Wassertropfen bei Tau oder Regen verbreitet. Der Pilz bildet von
April bis November mehrere Generationen von Konidien und erreicht so ein enormes Inoku-
lumspotential.

Den Befall erkennt man an zuerst matt olivgriinen, spater braun oder schwarzlich werdenden
Flecken auf den Laub- oder Kelchblattern. Bei spaterem Befall gibt es auf Laubblattern auch
diffuse schwarzlich, braune Flecke entlang der Blattadern. Stark schorfgeschadigte Blatter
fallen frihzeitig ab. Frichte werden in jedem Entwicklungsstadium befallen, allerdings sind
junge Frichte besonders anféllig (Schwabe et al., 1984a). Es entstehen zunachst wenige
Millimeter groR3e, rundliche, mattschwarze Flecke, die von einem durch Ablésen der Kutikula
silbrigweien Rand umgeben sind und die spater flachig zusammenflielen kénnen (Friedrich
und Rode, 1996). Beim Befall junger Friichte wachst das verkorkte Gewebe erkrankter Scha-
lenpartien nicht mehr mit. Tiefe Risse und Verkrippelungen der Frucht sind die Folge. Bei
Neubefall fast ausgewachsener Frichte bleiben die Flecken klein und es kommt kaum zu
Verunstaltungen. Spétinfektionen nach der Jahresmitte haben eine lange Inkubationszeit und
bleiben am Baum fast unbemerkt. Auf gelagerten Friichten zeigen sich dann die wenig
scharf abgegrenzten, etwas glanzenden, schwarzen Flecke des typischen Lagerschorfs
(Palm, 1989). Schorfbefallene Friichte sind nur begrenzt lagerféahig, da die Wunden das
Wasserhaltevermogen einschréanken und als Eintrittspforte flr Fauleerreger dienen (Friedrich
und Rode, 1996).

Ausgehend vom subkutikularen Stroma dringen Hyphen von V. inaequalis nach dem Blattfall
im Herbst in tiefere Zellschichten der Blatter vor, die saprophytische Lebensweise beginnt.
Nach dem Einwachsen ins Blatt werden Pseudothecien angelegt (Gadoury et al., 1994;
James und Sutton, 1982). Der heterothallische Pilz (Keitt und Palmitter, 1938) vollzieht nun
seine sexuelle Reproduktion. Nach der Plasmogamie werden ascogene Zellen gebildet, aus
denen die Asci entstehen. Wahrend der Reifung der Asci finden nach der Kariogamie eine
Meiose und zwei mitotische Zellteilungen statt, so dal3 pro Asci acht haploide, zweizellige
Ascosporen entstehen, von denen je zwei identisches Erbgut haben (MacHardy, 1996). Die
Reifung der Ascosporen im Frihjahr ist abhangig von Temperatur und Feuchtigkeit (James
und Sutton, 1982). Kurz vor der Reifung der Ascosporen durchbrechen die Pseudothecien
die Blattoberflache der verrottenden Apfelblatter und sind dann als schwarze Kiigelchen mit
einem Durchmesser von 90-160 um (Wiesmann, 1932) zu erkennen. Bei Feuchtigkeit und
Licht schieben sich die Asci durch die Ostiole, und die ungleich zweizelligen Ascosporen
werden ausgeschleudert und mit dem Wind verbreitet (MacHardy und Gadoury, 1989). Lan-
den sie in einem Wassertropfen, keimen sie aus und bilden auf suzeptiblen Unterlagen
Appressorien, von denen aus die Kutikula penetriert wird. Ein neuer biotropher Lebensab-

schnitt beginnt.



Einleitung 9

Die Ascosporen filhren zu Saisonbeginn zu Primarinfektionen. Der Pilz kann jedoch auch als
Mycel an Trieben (superfizieller Schorf) oder in Knospen tberwintern. Dieser Befall ist nur
schwer zu erkennen. Dieses Mycel kann im nachsten Fruhjahr neue Konidien bilden und so
auch Primarinfektionen verursachen (Becker et al., 1992; Kennel, 1989; Moosherr und Ken-
nel, 1995).

Apfelschorf ist weltweit die bedeutendste Pilzkrankheit des Apfels (Kollar, 1997) und tritt
wahrscheinlich in jedem Land auf, in dem Apfel (Malus x domestica Borkh.) angebaut wer-
den. Probleme gibt es hauptséchlich in Gebieten mit geméaRigtem Klima mit kiihler, feuchter
Witterung im Frihling, wie es im Nordosten von Nordamerika, in Sidamerika, Europa und
Asien anzutreffen ist. In den semiariden Gebieten im Westen von Nordamerika, Westaustra-
lien und Sudafrika hat Schorf dagegen eine geringe Bedeutung (MacHardy, 1996).

In Deutschland werden verschiedene Obstbauregionen unterschieden. Witterungsbedingt
gibt es regionale Unterschiede in der Bedeutung einzelner Pathogene. Allerdings ist auf-
grund des feuchten, kihlen Klimas im Frihjahr in allen Gebieten eine Bekampfung des
Apfelschorfs in der Tafelobstproduktion notwendig.

Im deutschen Teil des Bodenseegebietes (Landkreise Lindau, Friedrichshafen, Ravensburg
und Konstanz) sind rund 7000 ha mit Kernobst bepflanzt. Das sind ca. 20% der Kernobstfla-
che Deutschlands (Ammann und Anwander, 1996). Im Bodenseegebiet werden 90% der
Kernobstflache nach den Richtlinien der integrierten Produktion (Anonym, 1996) bewirtschaf-

tet, die 1990 fur den Obstbau in Baden Wirttemberg eingefiihrt wurde.

Im kommerziellen Obstanbau hat man eine sehr geringe Toleranz gegeniber Blatt- und
Fruchtschorf. Die wirtschaftliche Schadensschwelle, die im integrierten Pflanzenschutz eine
Schlisselfunktion einnimmt, ist beim Apfelschorf bei geringstem Befall tGberschritten. Des-
halb ist eine Schadensschwelle als Richtwert fiir einen Bekdmpfungsaufschub in der Primér-
saison nicht brauchbar (Kennel, 1981; Kollar, 1997; Penrose, 1995). Es missen andere
Instrumentarien des integrierten Pflanzenschutzes zur Anwendung kommen, um die ge-
winschte Reduktion der Fungizidanwendungen zu erreichen. So sollen die chemischen
Maflinahmen durch biologische, anbautechnische und mechanische MalRhahmen erganzt
werden.

Biologische Bekampfung des Apfelschorfs mit Antagonisten wurde beschrieben. Die Pilze
Chaetomium globosum und Athelia bombacina verhindern die sexuelle Reproduktion des
Apfelschorfs im Fallaub (Heye und Andrews, 1983; Miedke und Kennel, 1990). Die Hefe
Rhoduthorula glutinis und das Bakterium Pseudomonas syringae zeigten eine antagonisti-
sche Wirkung gegen den Blattbefall durch V. inaequalis (Burr et al., 1996; Corral-Garcia et

al., 1994). In Laborversuchen wurde die Wirkung eines Efeuextraktes (Hedera helix) gegen
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Blattschorf nachgewiesen (Bosshard, 1992). Im ¢kologischen Anbau werden diverse Pflan-
zenstarkungsmittel gegen Apfelschorf angeboten (Schiler, 1995; Straub, 1995). Bis jetzt hat
sich jedoch keines dieser Verfahren in der integrierten Produktion durchgesetzt.

Der Anbau von schorfresistenten Apfelsorten wéare eine weitere MalRnahme zur Verringerung
von Fungizidbehandlungen. Da Tafelobst aber eine Langzeitkultur ist, dauert das Umstellen
des Sortenspektrums lange, auch wenn geeignete resistente Sorten inzwischen zur Verfi-
gung stehen. Fehlende Risikobereitschaft, mangelnde Marktakzeptanz und Zweifel an der
Dauerhaftigkeit der Resistenz verlangsamen die Einfihrung dieser Sorten. Die Resistenz
fast aller momentan fir den Anbau vorgeschlagenen Sorten beruht auf dem vf-Gen aus
Malus floribunda M841 (Merwin et al., 1994). Inzwischen sind aber Rassen des Pilzes ge-
funden worden, die diese Resistenz durchbrechen kénnen (Parisi und Lespinasse, 1996;
Parisi et al., 1993; Roberts und Crute, 1994).

Es bleiben in der integrierten Produktion noch indirekte MaRnahmen, wie Forderung des
ruhigen Baumes und Forderung des Fallaubabbaus (Kennel, 1989; Triloff, 1994). So soll
durch den Sommerschnitt und den Einsatz von schwach wachsenden Unterlagen ein friiher
TriebabschluR3 erreicht werden (Michel und Nikusch, 1997), wodurch weniger anféallige Blatter
und Triebe am Baum sind. Blatter sind nur bis 12 Tage nach der Entfaltung anfallig gegen
Schorf, danach haben sie eine ontogenetische Resistenz (Schwabe, 1979), die aber nach 3
Monaten wieder durchbrochen wird (Kollar, 1996). Der Fallaubabbau wird durch Mulchen,
Harnstoffspritzungen und das Vermeiden von regenwurmschadlichen Mitteln geférdert (Ken-
nel, 1981; Kennel, 1989). Auch Kalkspritzungen auf das Fallaub sollen die Ascosporenbil-

dung hemmen (Spotts et al., 1997).

Diese MalRhahmen haben aber nur unterstiitzenden Charakter. Die Hauptlast der Schorfbe-
kampfung liegt auch in der integrierten Produktion bei den Fungiziden. So wurden im Boden-
seegebiet 1990-1993 pro Jahr durchschnittlich 15 Fungizidspritzungen ausgebracht (Hell-
mann und Sessler, 1995), der Grol3teil davon gegen Schorf (Trapmann, 1995; Triloff, 1994).
Im Extremfall kénnen aber Uber 20 Fungizidbehandlungen pro Jahr durchgefiihrt werden
(Kollar, 1997; Mendgen et al., 1992). In der integrierten Produktion in Deutschland stehen
dafir 1997 13 fungizide Wirkstoffe zur Verfiigung (Tab. 1.1).

Tabelle 1.1: Schorffungizide in der integrierten Produktion (Stand 1997)

Wirkstoff Mittel Wirkung Verteilung in chemische Wirkort
der Pflanze Gruppe im Pilz

Dithianon Delan SC 50 hetero- Membranli-
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cyclische Ver- | pidsynthese
bindung
Dichloflua- | Euparen WG isocyclische SH-Gruppen
nid Verbindung von Enzymen
Mancozeb Dithane Ultra | protektiv residual Dithiocarba- SH-C;::jjppen
Metiram Polyram mate meéﬁ!hﬂgge
combi y
Penconazol | Omnex Triazol C14-
Bitertanol Baycor Triazol Demethylase
Flusilazol Benocap Triazol bei der
Myclobutanil | Systhane 6W kurativ teil- Triazol Sterolbio-
Triforin Saprol neu systemisch Piperazin synthese
Fenarimol Rubigan SC Pyridin (DMI)
Pyrifenox Rondo M Pyridin
Pyrimethanil | Scala protektiv teil- Pyrimidin- Enzym-
sekretion
Cyprodinila Chorus kurativ systemisch amine Metl;\ri]gnin-
biosynthese
Kresoxim Diskus protektiv quasi- Strobilurine mitochond.
-methyl eradikativ systemisch Atmung
Thiophangl- Cercobin FL
te-methyl kurativ systemisch | Benzimidazole | Untereinheit
Benomyl® | Du Pont des Tubulin
Benomyl

#1n 1997 noch nicht zugelassen
® Nur fiir die AbschluBspritzungen gegen Fruchtfaulen und Lagerschorf zugelassen
Der Einsatz von Pflanzenschutzmitteln soll in der integrierten Produktion auf das notwendige

Mafd beschrankt werden (Anonym, 1996). Dies kann unter Berlicksichtigung der Biologie des

Erregers durch bessere Terminierung der Fungizidbehandlungen erreicht werden. Beim

Apfelschorf kennt man mehrere Aspekte, die Uber die Terminierung einer Behandlung ent-
scheiden. Seit 1944 beschreibt die sogenannte Mill'sche Tabelle (Mills, 1944) den Zusam-

menhang zwischen minimaler Blatthassedauer, die fir eine Infektion durch Ascosporen oder

Konidien nétig ist, und der Temperatur. Die Mill’'sche Tabelle wurde inzwischen von mehre-

ren Autoren Uberarbeitet und korrigiert (MacHardy und Gadoury, 1989; Schwabe, 1980).

Diese Uberarbeiteten Versionen dienen als Grundlage fur die Ermittlung von Infektionsbedin-

gungen durch das Schorfwarngerat. Mit kurativen Wirkstoffen kann das Pilzwachstum bis

maximal 4 Tage nach erfolgten Infektionsbedingungen gestoppt werden (Creemers, 1986;
Dahmen und Staub, 1992b; Schwabe et al., 1984b). Mit einem kurativen Behandlungssche-
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ma konnte im Vergleich zu einem protektiven Behandlungsschema, das auf regelméafRigem
Ausbringen von protektiven Wirkstoffen beruhte, in den USA durchschnittlich 3,5 Behandlun-
gen pro Jahr eingespart werden (Funt, 1990). Die Anzahl der kurativen Behandlungen, die
bendtigt werden, ist allerdings von den Witterungsbedingungen im jeweiligen Anbaugebiet
abhangig (Penrose, 1995), so dal} die kurative Strategie nicht tberall zu weniger Behand-
lungen fihren muf3.

Eine ausreichende Blattndssedauer ist nicht die einzige Voraussetzung fur eine erfolgreiche
Infektion durch V. inaequalis. Es mul3 auch suszeptibles Pflanzenmaterial und Inokulum
vorhanden sein. Zum Beispiel muf3 nach einer protektiven Behandlung eine neue Behand-
lung erst erfolgen, wenn wieder Blatter nachgewachsen sind (Triloff, 1990). In der Primarsai-
son sind in Anlagen ohne superfiziellen Schorf die ersten Behandlungen erst notwendig,
wenn Ascosporen ausgestof3en worden sind (Triloff, 1994). Der Ascosporenausstol3 wird
anhand von Sporenfallen von den beratenden Institutionen verfolgt. Inzwischen kann er auch
anhand der Wetterdaten mit einer Computersimulation errechnet werden (Trapmann, 1995).
Es kann so nach erfolgten Infektionsbedingungen bei vorhandenem Ascosporenausstol3 und
Vorhandensein von suszeptiblem Blattmaterial zu einer kurativen Behandlung aufgerufen
werden.

Nach Beendigung des Ascosporenfluges im Sommer missen nur noch schorfbefallene
Anlagen behandelt werden. Eine Schadensschwelle von 2% befallener Langtriebe Anfang
Juli und 7% befallener Langtriebe Ende Juli wurde vorgeschlagen (Bihler und Gessler,
1994; Triloff, 1994).

In Feldversuchen in Deutschland, den Niederlanden und in der Schweiz konnte mit der
Strategie, nur dann zu behandeln, wenn Infektionsbedingungen, Ascosporenflug und sus-
zeptibles Gewebe vorhanden waren, sowie durch die Bertcksichtigung der Schadensschwel-
le im Sommer, mit 3-7 Fungizidbehandlungen pro Saison eine adaquate Schorfbekampfung
erreicht werden (Buhler und Gessler, 1993; Bihler und Gessler, 1994; Triloff, 1994; Van der
Scheer, 1992). Voraussetzungen fir die erfolgreiche Anwendung dieser Strategie sind gerin-
ger Vorjahresbefall, und somit wenig Ascosporenbildung, ruhige Baume (Triloff, 1994) und
die Verfuigbarkeit von wirksamen kurativen Fungiziden (Buhler und Gessler, 1994). Da diese
Voraussetzungen aber nicht immer erfillt sind, wurde diese Strategie im Obstbau bisher nur
ansatzweise angewendet. Vor allem die Verfugbarkeit von wirksamen kurativen Fungiziden
ist nicht mehr Uberall sichergestellt, obwohl mit Dodine, den Benzimidazolen, den DMI und
den Pyrimidinaminen vier fungizide Wirkstoffgruppen mit kurativer Wirkung gegen V. inae-

qualis bekannt sind.

Dodine (1-dodecylguanidinium acetate) wurde 1956 eingeflihrt und hat neben einer protekti-

ven auch eine kurative Wirkung gegenuber V. inaequalis von 30 bis 60 h nach erfolgten
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Infektionsbedingungen (Gasztonyi und Lyr, 1995; Waldner, 1996). Es ist eines der wenigen
Fungizide mit unspezifischer Wirkung, gegen das sich eine Resistenz gebildet hat (Gasztonyi
und Lyr, 1995). So wurde Resistenz von V. inaequalis gegentber Dodine nach neun Jahren
intensiven Einsatzes dieses Wirkstoffes beobachtet (Fehrmann, 1976b; Gilpatrick, 1982;
Szkolnik und Gilpatrick, 1971). Die Resistenz scheint sich langsam aufzubauen und auszu-
breiten (Fehrmann, 1976b). Sie kann aber selbst zehn Jahre nach dem Absetzen des Fungi-
zids noch nachgewiesen werden (Gilpatrick, 1982). Zwei Gene tragen zur Resistenzauspra-
gung bei (Polach, 1973; Yoder und Klos, 1976), was eine quantitative Resistenz anzeigt.
Dodine wird in Europa weiterhin gegen Apfelschorf eingesetzt (Anonym, 1995; Waldner,

1996), hat aber keine Zulassung fur Deutschland.

Die Benzimidazole Benomyl, Carbendazim und Thiophanate-methyl wurden in den spaten
60er Jahren eingefuhrt (Delp, 1995; Grewe, 1977). Sie werden in behandelte Pflanzenteile
aufgenommen und acropetal im Pflanzengewebe transportiert (Delp, 1995). Dieses systemi-
sche Verhalten ermdglicht den kurativen Einsatz gegen V. inaequalis (Fehrmann, 1976b;
Kiebacher und Hoffmann, 1980). Die gute Wirkung und die systemischen und kurativen
Eigenschaften der Benzimidazole veranlaf3te viele Obstbauern, die Schorfbekampfung allei-
ne mit diesen Mitteln durchzufihren. Doch schon nach wenigen Jahren wurde in vielen
Landern eine Wirkungsminderung beobachtet (Kiebacher und Hoffmann, 1980). Die resisten-
te Subpopulation unterscheidet sich deutlich von der sensitiven, und resistente Stdmme
konnen mit keiner praxisrelevanten Dosis des Fungizids mehr bekampft werden (Kdller,
1995). Die Benzimidazole binden spezifisch an Tubulin und verhindern so die mitotische
Zellteilung (Davidse und Ishii, 1995). In genetischen Studien wurden vier Phanotypen mit
unterschiedlichen Resistenzgraden gefunden, die auf vier allelische Mutationen in einem
Gen zuruickgefuhrt wurden (Katan et al., 1983; Stanis und Jones, 1984). Drei der vier resis-
tenten Phanotypen konnte jeweils eine Punktmutation im R-Tubulingen zugewiesen werden.
In Isolaten mit leichter Resistenz wurden keine Veranderung im 3-Tubulingen nachgewiesen
(Koenraadt et al., 1992). Diese Isolate kommen aber im Feld nur sehr selten vor (Sholberg
und Yorsten, 1991). In Deutschland fuhrte diese qualitative Resistenz bereits 5 Jahre nach
der Einfuhrung wieder zur Absetzung der Benzimidazole in der Schorfbekampfung (Fehr-
mann, 1976b). Benomyl und Thiophanate-methyl sind in Deutschland im Obstbau weiterhin
zur Bekdmpfung der Lagerfaulen und des Lagerschorfs in den Abschlu3spritzungen zuge-
lassen (Michel und Nikusch, 1997).

Die Demethylierungsinhibitoren gehéren chemisch in die Gruppen der Pyrimidine, Piperazi-
ne, Imidazole und Azole. In Deutschland sind 1997 sieben Wirkstoffe aus dieser Gruppe zur

Bekampfung von V. inaequalis zugelassen (Tab. 1.1). Ebenfalls gegen Apfelschorf wirksam
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und in anderen européischen Landern zugelassen sind die Wirkstoffe Hexaconazol, Tebuco-
nazol, Fenbuconazol, Triflumizol, Cyproconazol, Difenoconazol, Fluquinconazol und Nuari-
mol (Anonym, 1995; Parisi et al., 1994; Waldner, 1996).

Die DMI hemmen alle spezifisch die Cl4-Demethylase, die die Demethylierung von 24-
Methylendihydrolanosterol (Eburicol) bei der Sterolbiosynthese katalysiert (Buchenauer,
1987; De Waard, 1993; Koller, 1992; Shirane et al., 1996). Sterole werden von den meisten
Eukaryonten synthetisiert und sind Bestandteile von Membranen (Mercer, 1993). Die Sterole
sind verantwortlich fur die Aufrechterhaltung der Membranfluiditat und Permeabilitat, sie
modulieren die Bewegung der Phospholipide und kontrollieren die Aktivitdt von membrange-
bundenen Enzymen (Burden et al., 1990; Hollomon et al., 1990; Vanden Bossche et al.,
1984). In den meisten Pilzen erflillt das Ergosterol diese Aufgaben. Allerdings dominieren bei
Mehltaupilzen und Rostpilzen andere Sterole (De Waard, 1993; Kato, 1986). Auch in V.
inaequalis wurden auf3er Ergosterol noch andere demethylierte Sterole nachgewiesen (Shi-
rane et al., 1996). Der von Shirane et al., (1996) vorgeschlagene Sterolbiosyntheseweg in V.
inaequalis istin Abb. 1.2 dargestellt.

Die Blockierung der C14-Demethylase fuhrt zur Anreicherung von Cl14-Methylsterolen, die
wegen sterischen Behinderungen die Aufgaben des Ergosterol und der verwandten de-
methylierten Sterolen in den Membranen nicht erfillen kénnen (De Waard, 1993; Koller,
1988). Ob nun letztendlich die gestorte Membranfunktion oder aber eine vielleicht toxische
Anreicherung von C-14 Methylsterolen zum Absterben der Zellen fihrt, ist nicht geklart (Hol-
lomon et al., 1990).
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Abbildung 1.2: Ergosterolbiosyntheseweg in Venturia inaequalis nach Shirane et al. 1996.
1, Eburicol; 2, Ergosta-7, 24 (241)-dien-3p-ol; 3, Ergosta-7-en-3p-ol; 4, Ergosta-5,7-dien-3p3-
ol; 5, Ergosterol. —» Reaktionen, die im Ergosterolbiosyntheseweg von Candida albicans
bevorzugt werden. - > Reaktionen, die im Ergosterolbiosyntheseweg der meisten Pilze
bevorzugt wird. [ | Sterole, die im Mycel von V. inaequalis nicht nachgewiesen werden konn-
ten, stehen in Klammern.

DMI sind gegeniber vielen Pilzen in verschiedenen Kulturen wirksam. Mehltaupilze, Rostpil-
ze und viele Blattfleckenerreger kbnnen mit DMI bek&dmpft werden (De Waard, 1993). Die
spezifische Wirkung der DMI birgt aber die Gefahr der Resistenzentwicklung (Kéller, 1995;
Koller und Scheinpflug, 1987). Im allgemeinen handelt es sich um eine quantitative Resis-
tenz (Brent, 1995; De Waard, 1993; Kalamarakis et al., 1991; Skylakakis und Hollomon,
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1987). Wenn Selektionsdruck ausgeubt wird, shiftet die Sensitivitat der Population allm&hlich
von der Basissensitivitdt zu einem bestimmten Grad der Resistenz. Biochemische Studien
an verschiedenen Hefen und filamentésen Pilzen zeigten, dal3 mehrere Resistenzmecha-
nismen moglich sind (Demopoulos und Ziogas, 1994; De Waard und Van Nistelrooy, 1980;
De Waard und Van Nistelrooy, 1988; Hitchcock, 1993; Joseph-Horne et al., 1995; Kdller,
1992).

In vielen Pilzarten wurden bereits Isolate mit verringerter Sensitivitdt gegen DMI beschrie-
ben. Probleme bei der Bekdmpfung im Feld ergaben sich beim Getreidemehltau Erysiphe
graminis (De Waard et al., 1986), beim Rebenmehltau Uncinula necator (Gubler et al., 1996),
beim Gurkenmehltau Sphaerotheca fuliginea (McGrath, 1996; Schepers, 1985), bei der
Netzfleckenkrankheit an Gerste Pyrenophora teres (Sheridan et al., 1985) bei Penicillium
expansum an Zitrusfriichten (Eckert et al., 1994) und bei Sclerotinia homoeocarpa an Golfra-
sen (Golembiewski et al., 1995).

Auch V. inaequalis Isolate mit verringerter Sensitivitdt gegeniber verschiedenen DMI wurden
beschrieben (Creemers et al., 1988; Hermann et al.,, 1989; Nowacka, 1991; Ortega et al.,
1996; Parisi et al., 1990; Stanis und Jones, 1985; Thind et al., 1986; Whelan et al., 1992).
Nach dem Vergleich der Sterolmuster von sensitiven und resistenten Isolaten wurden fol-
gende Resistenzmechanismen fiir méglich gehalten: Abnahme der DMI Sensitivitat der C14-
Demethylase, Uberproduktion der C14-Demethylase in den Zellen, erhdhte Metabolisierung
des Xenobiotikums oder eine Veranderung der selektiven Permeabilitat der Zellmembranen
(Shirane et al., 1996).

Das Auffinden von resistenten Individuen in einer Population mufd noch keine Auswirkung
auf die Bekampfung der gesamten Population haben (Smith et al., 1991). Innerhalb einer
Population gibt es eine breite, kontinuierliche Verteilung verschieden sensitiver Isolate (K6l-
ler, 1995; Parisi et al., 1994; Smith et al., 1991). Auch in Populationen, auf die kein Selekii-
onsdruck ausgetibt wurde, wurden Isolate mit verringerter Sensitivitdt gefunden (Carisse und
Pelletier, 1994; Sholberg und Haag, 1993; Smith et al., 1991). Erst eine Zunahme dieser
insensitiven Isolate innerhalb der Population kann zu Bekdmpfungsproblemen fihren (Kéller
et al., 1997). Um also eine Population zu charakterisieren, muf3 die Sensitivitat einer groen
Anzahl von Isolaten aus dieser Population untersucht werden (Kéller, 1995; Smith et al.,
1991).

Eine Alternative zu der Charakterisierung von V. inaequalis Populationen Uber das Verhal-
ten der Einsporisolate auf fungizidhaltigen Agarplatten (Braun und McRae, 1992; Fiaccadori
et al., 1987; Koller et al., 1997; Nowacka, 1995; Parisi et al., 1994; Siegfried et al., 1993;
Smith et al., 1991) ist ein Ganzpflanzentest mit mikroskopischer Auswertung (Siebels und
Mendgen, 1994). Dabei werden Apfelpflanzen mit Konidien oder Ascosporen der Gesamtpo-

pulation inokuliert und die gebildeteten Infektionsstrukturen jeder einzelnen Spore mikrosko-
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pisch ausgewertet. Diese Methode ist quantitativ, und man sieht, welcher Prozentsatz der
Sporen bei einer bestimmten Fungizidkonzentration in der Lage ist, Konidientrager auszubil-
den. Es kénnen Fungizidkonzentrationen getestet werden, die der Anwendungskonzentration
im Feld entsprechen, und nur virulente Sporen gehen in die Auswertung mit ein.

In Apfelanlagen, die mehrere Jahre mit DMI behandelt wurden, konnten V. inaequalis Popu-
lationen mit signifikant geringerer Sensitivitdt nachgewiesen werden (Braun und McRae,
1992; Fiaccadori et al., 1987; Koller et al., 1997; Nowacka, 1995; Parisi et al., 1994; Siebels
und Mendgen, 1994; Siegfried et al., 1993). In einigen Fallen konnte eine nachlassende
Wirkung der DMI im Feld mit dem Auftreten von resistenten Isolaten korreliert werden (Her-
mann et al., 1989; Hildebrand et al., 1988; Nowacka, 1991).

Aber nicht tberall, wo DMI haufig eingesetzt wurden, fiihrte dies zu einer Resistenz. So
konnte in einer amerikanischen Versuchsanlage nach 12 Jahren intensivem DMI Einsatz
keine Resistenz festgestellt werden (Smith et al., 1991), obwohl in einer kanadischen Ver-
suchsanlage mit vergleichbarer Anzahl von DMI Behandlungen ein totaler Wirkungsverlust
auftrat (Kéller, 1995). Unterschiede im Infektionsdruck zwischen dem amerikanischen und
dem kanadischen Standort wurden fur den unterschiedlichen Verlauf der Resistenzentwick-
lung verantwortlich gemacht (Koller, 1995). Dies zeigt, dal3 die Resistenzentwicklung in
jedem Anbaugebiet einen anderen Verlauf nehmen kann. Im Bodenseegebiet ist der Infekti-
onsdruck hoch. Dies zeigt sich in der Anzahl und der Lange der Infektionsperioden und dem
damit verbundenen Befall an unbehandelten Apfelbdumen. Dementsprechend mufd bei

einem haufigen Einsatz von DMI eine Resistenzentwicklung befiirchtet werden.

Die Pyrimidinamine (Anilinopyrimidine) Pyrimethanil und Cyprodinil haben eine protektive
und kurative Wirkung gegen Apfelschorf (Daniels et al., 1994; Knauf-Beiter et al., 1995).
Pyrimethanil ist seit 1996 in Deutschland fiir die Schorfbekdmpfung zugelassen. Cyprodinil
ist in der Entwicklung und soll im Obstbau gegen Venturia, Alternaria und Monilinia einge-
setzt werden (Heye et al., 1994). Die Pyrimidinamine verhindern die Sekretion von hydrolyti-
schen Enzymen bei Botryotinia fuckeliana (Milling und Richardson, 1995; Miura et al., 1994).
Hydrolytische Enzyme, die von phytopathogenen Pilzen sekretiert werden, kdnnten an der
Penetration der pflanzlichen Kutikula und der Zellwand beteiligt sein (Mendgen und Deising,
1993; Mendgen et al., 1996). Auch V. inaequalis produziert hydrolytische Enzyme zur Penet-
ration der Kutikula und fir das subkutikulare Wachstum (Kollar, 1994; Koller et al., 1992;
Koller et al., 1991a). Durch eine Blockierung der Enzymsekretion sollte die Penetration der
Kutikula oder das subkutikuldre Wachstum verhindert werden. Tatsachlich verhindern Pyri-
midinamine vor allem das subkutikulare Wachstum von V. inaequalis (Daniels et al., 1994;
Knauf-Beiter et al., 1995). Weitere biochemische Studien deuten darauf hin, daf3 Pyrimidi-

namine die Methioninbiosynthese von Pilzen inhibieren (Leroux et al., 1996; Masner et al.,
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1994). Der Wirkort im Pilz konnte die Cystathionine-3-Lyase sein (Leroux et al., 1996). Mut-
anten von V. inaequalis, die nicht in der Lage waren Methionin zu synthetisieren, waren
apathogen (Kline et al., 1957). Diese Mutanten waren keimfahig und sie etablierten ein sub-
kutikulares Stroma, das sich aber nicht ausbreitete (Kline et al., 1957). Bisher ist nicht klar,
ob diese beiden Wirkungsmechanismen in irgendeinem Zusammenhang stehen (Milling und
Daniels, 1996). Deshalb weil3 man auch nicht, ob es sich um spezifische oder um unspezifi-
sche Wirkstoffe handelt, wodurch ein Abschéatzen des Resistenzrisikos erschwert wird.
Allerdings wurden bereits Isolate von Botryotinia fuckeliana mit verringerter Sensitivitat ge-
geniuber Pyrimidinaminen beschrieben (Hilber und Schiepp, 1996; Leroux und Gredt, 1995).
In einem Weinberg, in dem Cyprodinil Gber 8 Jahren getestet wurde, kam es zu Wirkungs-
verlusten gegenuber B. fuckeliana, die mit dem Auftreten von resistenten Isolaten korrelieren
(Hilber und Schiepp, 1996).

In der bisher einzigen Arbeit zur Sensitivitat von V. inaequalis gegeniber Pyrimidinaminen
(Schnabel und Parisi, 1997) wurde die Basissensitivitat von Einsporisolaten auf einem Kom-
plexmedium bestimmt. Komplexmedien scheinen aber nicht geeignet, die Sensitivitat gegen-
Uber Pyrimidinaminen zu bestimmen (Birchmore et al., 1996). Daten zur Resistenzentwick-
lung von V. inaequalis gegeniber Pyrimidinaminen liegen bisher nicht vor. Ein frihzeitiges
Erkennen einer Resistenzentwicklung ist aber erforderlich, um geeignete Gegenmalinahmen

ergreifen zu kénnen (Dekker, 1988).

Ziel meiner Arbeit war es, die Sensitivitdt von V. inaequalis Populationen aus dem Boden-
seegebiet gegentber den in Deutschland fir die Schorfbek&mpfung zugelassenen kurativen
Fungiziden, den DMI und den Pyrimidinaminen, zu untersuchen. Mit einem Ganzpflanzentest
mit mikroskopischer Auswertung der Infektionsstrukturen konnte fir zwei Populationen aus
dem Bodenseegebiet bereits eine signifikante Resistenz gegentber mehreren DMI-
Fungiziden gezeigt werden (Siebels und Mendgen, 1994). Es sollte nun tGberprift werden, ob
sich die Resistenz in Abhangigkeit von der Anwendungshaufigkeit der DMI verandert. Dazu
wurde die Sensitivitat gegeniber Flusilazol in 3 Populationen Uber einen Zeitraum von 3
Jahren verfolgt. 1995 wurde die Sensitivitat von 4 zusatzlichen Populationen Uberprift. So
waren gentgend Daten vorhanden, um eine Beziehung zwischen dem Resistenzniveau und
der Anwendungshaufigkeit von DMI zu finden. Zusatzlich sollte der EinfluR der sexuellen
Reproduktion auf das Resistenzniveau untersucht werden. Daflr wurde die Sensitivitat von
Ascosporen von sensitiven und resistenten Population Gberprift. Ein Teil der Populationen
wurde auch hinsichtlich ihrer Sensitivitat gegentiber Fenarimol, Difenoconazol, Tebuconazol
und Pyrifenox untersucht, um eventuell vorhandene Kreuzresistenz nachzuweisen.

Die Pyrimidinamine waren zu Beginn der Untersuchungen in Deutschland nicht zugelassen,

wurden aber bei Mittelprifungen in Versuchsparzellen eingesetzt. Die Basissensitivitat von
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V. inaequalis Populationen gegentiber Pyrimethanil und Cyprodinil sollte schon vor der
Zulassung und dem damit verbundenen grol3flachigen Einsatz ermittelt werden. Dafir muf3-
te ein geeigneter Sensitivitatstest erarbeitet werden. Naheliegend war den Ganzpflanzentest
mit mikroskopischer Auswertung auch auf diese Wirkstoffgruppe anzupassen. Sensitivitats-
tests mit V. inaequalis Populationen aus Versuchsparzellen, in denen bereits bis zu 4 Jahren
Pyrimidinamine eingesetzt wurden, sollten einen ersten Eindruck Uber die Geschwindigkeit

einer eventuellen Resistenzentwicklung geben.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchspflanzen

Fur die Versuche wurden handveredelte Apfelpflanzen (Malus x domestica Borkh.) der Sor-
ten Jonagold und Golden Delicious verwendet. Die Veredelung auf der Unterlage M25 fand
an der schweizerischen Forschungsanstalt fir Obst und Weinbau in Wéadenswil statt. Die
Pflanzen wurden in Containern (18 cm) in Eurohum ausgepflanzt und im Gewachshaus bei
18-30° C und einer Uber eine Zusatzbeleuchtung auf 16 h angehobene Tageslange gehal-
ten. Einmal wéchentlich erfolgte eine Dingergabe (0,1% Hakaphos rot (N:P:K 8:12:24) und
0,1% Hakaphos blau (15:10:15)) mit dem Giel3wasser. Nach jedem Versuch oder bei Errei-
chen einer Triebhtéhe von 1 m wurden die Pflanzen auf 2 Augen zurtickgeschnitten und mit
0,4% Sufran, 1% Parasommer und 0,1% Herba-Vethyl behandelt.

2.2 Fungizide
2.2.1 Wirkstoffe

Die verwendeten Wirkstoffe lagen entweder in handelsublichen Formulierungen vor oder es
wurden formulierte Versuchspréparate verwendet.

Demethylierungsinhibitoren: Flusilazol (Benocap WG 20) und Fenarimol (Rubigan EC 12)
wurden von der Ubergebietlichen Pflanzenschutzberatung Uberlingen, Difenoconazol (Score
WG 10) von der Marktgemeinschaft Bodenseeobst, Tebuconazol (Folicur WP 25) von der
Firma Bayer AG und Pyrifenox (Dorado EC 20) von der Firma Ciba Geigy GmbH zur Verfi-
gung gestellt.

Pyrimidinamine: Pyrimethanil (Scala EC 40) wurde von der Firma AgrEvo GmbH und
Cyprodinil (CGD 20 470 F WG 50) von der Firma Ciba Geigy GmbH zur Verfiigung gestellt.

2.2.2 Fungizidbehandlung

Zur Behandlung von Apfelpflanzen mit Fungiziden wurden Suspensionen angesetzt, deren
Konzentration 10-fach hoher war als die vom Hersteller empfohlene Anwendungskonzentra-
tion im Feld (Tab. 2.1). Uber Verdiinnungsreihen wurden die gewiinschten Wirkstoffkonzent-
rationen eingestellt. Die Fungizidsuspensionen wurden mit einem DC-Zerstduber (Firma
Kummer, Freiburg), der an eine Druckluftpumpe (MZ20, Firma Vacuubrand, Wertheim) an-

geschlossen war, auf die Versuchspflanzen gespruht, bis sie tropfnald waren.



Material und Methoden 21

Tabelle 2.1: Empfohlene Anwendungskonzentrationen (AWK) der
verwendeten Fungizide

AWK AWK
Wirkstoff aktive Substanz  Pré&parat Préparat

(mg/l) (%)
Flusilazol 25 Benocap WG20 0,0125
Difenoconazol 25 Score WG10 0,0250
Tebuconazol 75 Folicur WP25 0,03
Fenarimol 36 Rubigan EC12 0,03
Pyrifenox 50 Dorado EC20 0,025
Pyrimethanil 300 Scala EC40 0,075
Cyprodinil 150 CGD 20470F WG50 0,03

2.3 Inokulum
2.3.1 Herkunft des Inokulums

Anlage K1 war ein Apfelbaum in einem Privatgarten in Oschingen, Kreis Tiibingen, der noch
nie mit Fungiziden behandelt wurde. Die néchste intensiv genutzte Apfelanlage liegt ca. 60
km entfernt (Siebels und Mendgen, 1994). Alle anderen Anlagen liegen im Bodenseegebiet
(Abb. 2.1). Anlage K2 war eine Gruppe von Apfelbdumen im botanischen Garten der Uni-
versitat Konstanz, etwa 5 km von der nachsten intensiv genutzten Apfelanlage entfernt. Auch
hier wurden keine Fungizide ausgebracht. Anlagen A, B, C, D, E, F werden nach den Richt-
linien der integrierten Produktion (Anonym, 1996) bewirtschaftet. Standort, Sorte und die
Anzahl der in den Betriebsheften angegebenen Fungizidbehandlungen sind in Tabelle 2.2
aufgefiihrt. Anlage P waren Parzellen in der Versuchsanlage Reute-Unterhof der Uberge-
bietlichen Pflanzenschutzberatung in Uberlingen. Jede Parzelle besteht aus 18 Baumen der
Sorte Golden Delicious. Zwischen den Parzellen gibt es in Querrichtung 3 m Durchgang, in
Langsrichtung Trennreihen. Die Behandlungen fir die einzelnen Parzellen in den Versuchs-
jahren 1993-1996 sind in Tabelle 2.3 aufgefihrt.
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Abbildung 2.1: Lage der beprobten Apfelanlagen ([_])im Bodenseegebiet.

Tabelle 2.2: Standort, Sorte und Fungizidbehandlungen in den beprobten
Apfelanlagen

Fungizidbehandlungen
Anlage  Standort Sorte- 1992 1993 1994 1995

a

DM’ Ges’ DMI Ges DMI Ges DMI Ges

K1 Oschingen GD 0 0 0 0 0 0 0 0
K2 Konstanz GD 0 0 0 0 0 0 0
A Kippenhausen JG 2 15 1 15 6 21 1 21
B Lindau JG 3 16 4 15 8 15 0 17
C Litzelstetten GD 5 13 5 13 3 13 3 13
D Bodman JG 4 12 2 9 1 15 0 17
E Oberdorf JG 7 15 4 15 8 20 0 24
F Kleintobel GD 5 18 6 16 1 16 4 18

& Es wurden Apfelanlagen der Sorten Jonagold (JG) und Golden Delicious (GD) beprobt.

® Anzahl der Behandlungen mit Demethylierungsinhibitoren im jeweiligen Jahr. Behandlungen mit
Triadimenol wurden aufgrund der Unwirksamkeit des Mittels gegen V. inaequalis nicht gezahit.

¢ Anzahl aller Fungizidbehandlungen im jeweiligen Jahr.
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Tabelle 2.3: Parzellenbelegung und Fungizidbehandlungen in der
Versuchsanlage der Ubergebietlichen
Pflanzenschutzberatung Uberlingen

Parzelle 1993 1994 1995 1996

Wirkst® N°  Wirkst. N®  Wirkst.  \"  Wirkst.

P2 Pyrim 12 Cypro 10 Cypro 14 Cypro
P3 - - Pyrim 14  Pyrim
P7 - Pyrim 8 - -
P11 Flusil 12 Flusil 11 Flusil 14 -

®Pyrimethanil (Pyrim), Cyprodinil (Cypro) oder Flusilazol (Flusil) wurden jeweils
ausschlieBlich als fungizide Wirkstoffe eingesetzt.

®Anzahl der Behandlungen im jeweiligen Jahr

°Anzahl der Behandlungen bis zur letzten Probennahme am 01.07.96.

2.3.2 Probennahme

Zur Gewinnung von Konidien wurden natirlich infizierte Apfelblatter mit moglichst jungen
sporulierenden  Schorflasionen in den  Apfelanlagen gesammelt. Die letzte
Fungizidbehandlung vor der Probennahme muflite mindestens 7 Tage zurlckliegen. Die
Blatter wurden zu je 50 Stiick in Zellstoff eingewickelt und in Gefrierfolie eingeschweil3t bei -
70° C gelagert. Zur Uberpriifung der Keimfahigkeit wurden vor dem Einfrieren von 5 Blattern
jeder Probe Schorflasionen ausgeschnitten, in 10 ml entionisiertem Wasser gewaschen und
ein Keimungstest (Glp. 2.5) durchgefiihrt. Die Proben wurden fiir den Sensitivitatstest direkt
verwendet, wenn die Keimrate héher als 30% war.

Bei Keimraten unter 30% wurden die Konidien vermehrt. Dies geschah, indem
Versuchspflanzen der entsprechenden Apfelsorte nach Glp. 2.6 mit einer
Konidiensuspension (Glp. 2.4.1) inokuliert und inkubiert wurden. Nach 14-21 Tagen wurden
die Blatter mit sporulierenden Lasionen abgeschnitten, zu je 10 Stick in Zellstoff
eingewickelt, in Gefrierfolie eingeschweifl3t und bei -70° C gelagert.

Zur Ascosporengewinnung wurden natdrlich infizierte Blatter mit mdglichst jungen sporulie-
renden L&sionen im November gesammelt. Die Blatter wurden in Drahtkdrben (80x50x20
cm) auf einer Wiese im botanischen Garten der Universitat Konstanz tberwintert. Im darauf-
folgenden Frihjahr wurden die Blatter regelmaRig auf Pseudothecien untersucht. Mit Hilfe
von Quetschprdparaten konnte der morphologische Reifegrad der Ascosporen ermittelt
werden (Gadoury und MacHardy, 1982). Sobald die ersten voll ausdifferenzierten, septierten
und oliv gefarbten Ascosporen zu finden waren (6.3.1995; 22.4. 1996), wurden die Blatter zu

je 30 Stick in Zellstoff eingewickelt, in Gefrierfolie eingeschweildt und bei -70°C gelagert.
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Nach dem Auftauen mufdten die Blatter noch einmal 10 Tage bei 20°C in einer dunkeln,
feuchten Kammer inkubiert werden, damit die Pseudothecien ihre physiologische Reife

erreichten (Gadoury et al., 1992) und zum Ascosporenausstol3 angeregt werden konnten.

2.4 Erstellung der Sporensuspensionen
2.4.1 Konidiensuspension

Bei -70°C gelagerte Blatter wurden aufgetaut und in entionisiertem Wasser 2 min geschuttelt.

2.4.2 Ascosporensuspension

Die zur Ascosporenproduktion gesammelten Blatter (Glp. 2.3.2) wurden unter dem Binokular
(Firma Zeiss, 40x) nach Pseudothecien abgesucht. Ca. 10 Blatter mit Pseudothecien wurden
10 min in entionisiertes Wasser getaucht und dann in einer mit 30 ml entionisiertem Wasser
gefillten Glaspetrischale (&=14,5 cm) mit den Pseudothecien nach unten auf die
Wasseroberflache gelegt. Die Petrischale mit den Blattern wurde bei 5°C 1h von unten
bestrahlt (1800 Ix) (Smereka et al., 1987). In dieser Zeit wurden die Ascosporen ins Wasser
ausgestoRen. Durch Auflegen von neuen Blattern auf dasselbe Wasser konnte die

Konzentration gesteigert werden.

2.5 Keimungstest

Konidien- und Ascosporensuspensionen wurden auf keimfahige Sporen getestet, indem 0,1
ml der Suspension auf einen Objekttrager aufgetropft wurden, der bei 20° C in einer feuchten
Kammer inkubiert wurde. Nach 24 h wurden 200 Sporen ausgewertet. Eine Spore wurde als
gekeimt eingestuft, wenn bei 200 facher VergroRerung (Forschungsmikroskop, Zeiss) ein
Keimschlauch (Abb. 2.2) zu erkennen war.

2.6 Inokulation der Versuchspflanzen

Die Sporensuspension wurde durch eine Filtergaze (Maschenweite 40 um) filtriert, um Blatt-
reste abzutrennen. Im Filtrat wurde die Sporenkonzentration mit der Thoma-Zahlkammer auf
100.000 keimfahige Sporen pro ml eingestellt. Dabei wurde die Keimrate zugrunde gelegt,
die fur jede Probe vor dem Einfrieren ermittelt wurde. Durch Vorversuche war sichergestellt,
dal die Lagerung bei -70°C keinen Einflu3 auf die Keimrate der Probe hatte. Bei Ascosporen
wurde die Keimrate fur jede Probe am Tag vor der Inokulation ermittelt. Die

Sporensuspension wurde mit einem DC-Zerstauber (Firma Kummer, Freiburg), der an eine
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Druckluftpumpe (MZ20, Firma Vacuubrand, Wertheim) angeschlossen war, auf die
Versuchspflanzen aufgespriiht, die 2 h bei 18°C und 100% rel. Luftfeuchte in einer
Phytokammer (Heraeus Votsch) vorinkubiert wurden.

Wenn nicht gentigend hochkonzentrierte Sporensuspension (mindestens 1 ml/Trieb)
gewonnen werden konnte, wurde die Konzentration auf 50.000 keimfahige Konidien pro ml
eingestellt. Die Sporensuspension wurde dann mit einer Pipette auf die zwei jingsten voll
entfalteten Blatter an jedem Trieb aufgetropft. Bei Bedarf konnte die Sporensuspension
durch Zentrifugieren (10 min; 1500.g; 5° C) konzentriert werden.

Nach der Inokulation verblieben die Pflanzen fur 24 h bei 18°C, 100% rel. Luftfeuchte ohne
Licht in einer Phytokammer und wurden Uber eine automatische Nebelanlage alle 30 min
eine Minute lang mit entionisiertem Wasser bespriiht. Uber die folgenden 4 h trocknete die
Phytokammer bei 18°C und Dunkelheit auf 90% rel. Luftfeuchte ab, so daR sich auf den
Pflanzen keine Wassertropfen mehr befanden.

Wahrend der darauffolgenden 5 Tage wurden die Pflanzen bei einem Tag-Nacht Rhythmus
von 15 h Tag (20°C, 80% rel. Luftfeuchte, 19000 Ix) und 9 h Nacht (14°C, 90% rel.
Luftfeuchte) inkubiert. Bei den Ubergangen von Nacht zu Tag und Tag zu Nacht wurde die
Temperatur und die Luftfeuchte stufenlos tGiber den Zeitraum von einer Stunde angepalf3t. Die
Beleuchtung wurde in drei Stufen (30 min 5000 Ix; 30 min 9000 Ix; anschliel3end 19000 Ix)
ein- und ausgeschaltet. Bei Versuchen, die langer als sechs Tage Inkubationszeit
bendtigten, wurden die Pflanzen die restliche Zeit im Gewdachshaus (18-30°C, 16 h Licht)

aufgestellt.

2.7 Aufbereitung der Apfelblitter zur mikroskopischen Auswertung

Falls nicht anders angegeben, wurden die zum Zeitpunkt der Inokulation zwei jingsten, voll
entfalteten Blatter verwendet. In den Versuchen zum Zeitverlauf der pilzlichen Entwicklung
(Glp. 3.1) wurden Blatter 28 h, 2d, 3d,4d,5d, 6 d, 7dund 8 d nach der Inokulation, in
allen anderen Versuchen 6 d nach der Inokulation, 20 min in einer 1%-igen (v/v) Glutaralde-
hydlésung fixiert, 20 h in Essigsaure-Ethanol (4%:96%) entfarbt, 30 min in einer Milchsaure-
Glycerin-Ethanol-Lésung (8%:8%:66%,v/v) im Wasserbad auf 90° C erhitzt und mindestens
weitere 20 h bei Raumtemperatur in dieser Losung inkubiert, in der die Proben auch tber
langere Zeit aufbewahrt werden konnten. Nun wurden die Blatter mit der Oberseite nach
oben auf einen Objekttrager gelegt, mit einem Baumwolltuch abgedeckt und mit einem Edel-
stahlrahmen und Buroklammern fixiert. Die Objekttrager mit den Blattern wurden 15 min in
0,5 M KOH autoklaviert (Hood und Shew, 1996; Trese und Loschke, 1990), anschlieRend 3
mal 10 min mit entionisiertem Wasser gewaschen und dann in der Farbelésung (0,02% (w/v)
Methylblau, 8% (v/v) Milchsaure; 8% (v/v) Glycerin; 66% (v/v) Ethanol) 30 min bei 90°C im
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Wasserbad erhitzt. Nach dreimaligem Spulen mit entionisiertem Wasser wurden die Edel-
stahlrahmen und die Baumwolltiicher entfernt und die Blatter mit einer Glycerin-Milchsaure-
Losung (50%:25%, v/v) unter Deckglasern montiert. Diese Proben konnten sofort ausgewer-

tet oder Uber einen langeren Zeitraum aufbewahrt werden.

2.8 Mikroskopische Auswertung der pilzlichen Entwicklungsstadien

Auf suszeptiblen Apfelblattern differenziert V. inaequalis eine Reihe von Strukturen, um die
Kutikula zu penetrieren, subkutikular zu wachsen und um letztendlich Konidientrager und
Konidien zu bilden (Nusbaum, 1938). Nach der Keimung von Konidien (Abb. 2.2) oder
Ascosporen (Abb. 2.3) werden Keimschlauche und Appressorien gebildet. An der Basis
des Appressoriums erkennt man die Penetrationspore (Abb. 2.2a und 2.3a), welche die
Stelle anzeigt, an der die Penetrationshyphe durch die Kutikula des Apfelblattes wachst
(Nicholson et al., 1977; Nusbaum, 1938). Danach wird das primare Stroma gebildet (Abb.
2.2b und 2.3b), von dem Laufhyphen ausstrahlen (Abb. 2.2c und 2.3b), an denen
sekundares Stroma gebildet wird (Abb. 2.2d und 2.3c) . Auf dem primaren und sekundaren
Stroma entwickeln sich Konidientrager (Abb. 2.2d und 2.3c) und darauf Konidien (Abb.
2.2e). Die Strukturen, die von Konidien und Ascosporen differenziert werden, sind identisch.

AulBBer beim Sensitivitatstest mit mikroskopischer Auswertung (Glp. 2.9.1) wurden bei allen
Versuchen mit mikroskopischer Auswertung unter dem Mikroskop (Forschungsmikroskop,
Zeiss) bei 200 facher VergréRerung pro Blatt ca. 100 gekeimte Konidien ausgewertet. Dabei
wurde gezahlt, welcher Prozentsatz gekeimter Konidien sich bis zu welchem

Entwicklungsstadium differenziert hatte.
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Abbildung 2.2: Infektionsstrukturen von Venturia inaequalis 6 Tage nach der Inokulation von Apfelbléttern mit
Konidien. Der Mal3stab entspricht jeweils 20 um. a: Eine Konidie (Ko) differenziert einen Keimschlauch (Ks) und
ein Appressorium (Ap), in dem die Penetrationspore (P) zu erkennen ist. b: Nach der Penetration wird ein
priméres Stroma (pS) unterhalb der Penetrationspore (P) gebildet. ¢: Vom priméren Stroma (pS) zweigen
Laufhyphen (Lh) ab. d: An den Laufhyphen wurde sekundéres Stroma (sS) gebildet. Auf dem subkutikuldren
Mycel differenziert der Pilz Konidientréger (Kt). e: Auf den Konidientrégern (Kt) werden Konidien (Ko) gebildet.
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Abbildung 2.3: Infektionsstrukturen von Venturia inaequalis 6 Tage nach der Inokulation
von Apfelblattern mit Ascosporen. Der Mafdstab entspricht jeweils 20 um. a: Eine Ascospore
(As) differenziert einen Keimschlauch (Ks) und ein Appressorium (Ap), in dem die
Penetrationspore (P) zu erkennen ist. b: Nach der Penetration der Kutikula wurde ein
primares Stroma (pS) und Laufhyphen (Lh) gebildet. e: An den Laufhyphen wurde
sekundéres Stroma (sS) gebildet. Auf dem subkutikularen Mycel differenziert der Pilz
Konidientrager (Kt).

2.9 Sensitivitatstest

2.9.1 Sensitivititstest mit mikroskopischer Auswertung der

Konidientragerbildung

Versuchspflanzen wurden mit Konidien oder Ascosporen aus der zu testenden Anlage nach
Glp. 2.6 inokuliert und inkubiert. Die Fungizidbehandlung erfolgte 28 h nach der Inokulation
(Glp. 2.2.2). Pro Fungizidkonzentration und fiir die Wasserkontrolle wurden 3 Triebe behan-
delt. 6 Tage nach der Inokulation wurden die zum Zeitpunkt der Inokulation zwei jiingsten,
voll entfalteten Blatter zur mikroskopischen Auswertung aufbereitet (Glp. 2.7). Pro Behand-
lung wurden jeweils 4 Blatter bei 200 facher VergréRerung (Forschungsmikroskop, Firma
Zeiss) ausgewertet. Dabei wurde eine Spore, die mindestens ein Appressorium mit sichtba-
rer Penetrationspore differenziert hatte, als Infektionsstelle definiert (Nicholson et al., 1977).
Auf jedem Blatt wurden ca. 100 Infektionsstellen in Hinsicht auf die Konidientragerbildung

ausgewertet und der prozentuale Anteil an Infektionsstellen mit Konidientragern wurde er-
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rechnet. Fir die vier Blatter der Wasserkontrolle wurden die prozentualen Anteile der Infek-
tionsstellen mit Konidientradgern gemittelt. Der Wirkungsgrad wurde als Reduktion der Infek-
tionsstellen mit Konidientradgern auf den mit Fungizid behandelten Blattern im Vergleich zur
Wasserkontrolle fiir jedes Blatt berechnet (Abbott, 1925).

Mit jeder Probe (Sporen, die zu einem bestimmten Termin in einer Anlage gesammelt
wurden) wurden zwei Sensitivitatstests durchgefihrt, so dal® je Probe und Behandlung acht
Blatter mikroskopisch ausgewertet wurden. Die daraus resultierenden acht Wirkungsgrade
pro Fungizidkonzentration wurden gemittelt und zur Erstellung einer Dosis-Wirkungskurve

gegen die Fungizidkonzentration aufgetragen.

2.9.2 Sensitivititstest mit Auswertung der befallenen Blattfliche

Versuchspflanzen wurden mit Konidien aus der zu testenden Anlage nach Glp. 2.6 inokuliert
und inkubiert. Zur Inokulation mufR3te die Konidiensuspension aufgespriht werden. Deshalb
konnten nur Proben verwendet werden, bei denen die Konidienausbeute hoch genug war
(siehe Glp. 2.6). Die Fungizidbehandlung (Glp. 2.2.2) erfolgte 28 h nach der Inokulation. Die
zum Zeitpunkt der Inokulation drei jingsten, voll entfalteten Blatter wurden 15 d nach der
Inokulation ausgewertet. Dabei wurde der Anteil der Blattflache mit sporulierenden L&sionen
an der Gesamtflache des Blattes abgeschatzt (Dahmen und Staub, 1992b; O'Leary et al.,
1987). Fir jede Fungizidkonzentration wurden vier Triebe ausgewertet. Die Anteile der
befallenen Blattflache der Wasserkontrolle wurde gemittelt. Der Wirkungsgrad des Fungizids
wurde dann fir jedes mit Fungizid behandelte Blatt anhand der Reduktion der befallenen
Blattflache im Vergleich zur Wasserkontrolle berechnet (Abbott, 1925). Fir jede Probe
wurden drei Sensitivittstests durchgefiihrt, so dafd pro Fungizidkonzentration 36 Blatter
ausgewertet wurden. Die daraus resultierenden 36 Wirkungsgrade pro Fungizidkonzentration
wurden gemittelt und zur Erstellung von Dosis-Wirkungskurven gegen die

Fungizidkonzentration aufgetragen.

2.9.3 Sensitivititstest mit Auswertung der Konidienbildung

Die Versuchsdurchfihrung war identisch mit Glp. 2.9.2. Nur wurden 15 d nach der Inokula-
tion von jedem Trieb die zum Zeitpunkt der Inokulation drei jlingsten, voll entfalteten Blatter
gewogen und in 30 ml entionisiertem Wasser 1 min geschidittelt. In der daraus resultierenden
Konidiensuspension wurde die Konidienkonzentration mit Hilfe einer Thoma Z&ahlkammer
bestimmt. So konnte fir jeden Trieb die Anzahl der gebildeten Konidien, bezogen auf das
Frischgewicht der Blatter, errechnet werden (Dahmen und Staub, 1992b; Schwabe et al.,

1984b). Die Anzahl der abgewaschenen Konidien in der Wasserkontrolle wurde gemittelt.
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Der Wirkungsgrad des Fungizids wurde dann fur jeden mit Fungizid behandelten Trieb an-
hand der Reduktion der Konidienmenge im Vergleich zur Wasserkontrolle berechnet (Abbott,
1925). Fir jede Probe wurden drei Sensitivitatstests mit jeweils 4 Trieben pro Fungizidkon-
zentration durchgefuhrt, so dal’ pro Fungizidkonzentration 12 Triebe ausgewertet wurden.
Die daraus resultierenden 12 Wirkungsgrade pro Fungizidkonzentration wurden gemittelt und

zur Erstellung von Dosis-Wirkungskurven gegen die Fungizidkonzentration aufgetragen.

2.10 Datenanalyse

Die Mittelwerte der Wikungsgrade (Wg) wurden einer logit Transformation unterzogen:

logit Wg = In (0,01.Wg/(1- 0,01.Wg)) (Neter et al., 1983). Da Wirkungsgrade von 100% mit
dieser Formel nicht transformiert werden kénnen, wurden sie beim Sensitivitatstest mit
mikroskopischer Auswertung der Konidientragerbildung vor der Transformation nach
folgender Formel maodifiziert:

Wg= (1-1/(2n))-100, wobei n die Anzahl aller gezahlten Infektionsstellen auf den acht Blattern
der Behandlung ist (Neter et al., 1983).

Uber eine lineare Regression mit Hilfe des Programms ‘Regression’ im Programmpaket
Statistica fur Macintosh (Firma Statsoft) zwischen den logit transformierten Wirkungsgraden
und den Zehnerlogharithmen der Fungizidkonzentration wurde eine Regressionsgerade

erstellt. Deren Schnittpunkt mit logit=0 ergab den EDs5g-Wert der Probe (Fungizidkonzen-
tration, bei der ein Wirkungsgrad von 50 % erreicht wird). Der Schnittpunkt der Regressions-
geraden mit logit=2,197 ergab den EDgg-Wert der Probe (Fungizidkonzentration, bei der ein

Wirkungsgrad von 90% erreicht wird).
Der Resistenzfaktor (Rf) der Probe gibt an, um welchen Faktor die Fungizidkonzentration
im Vergleich zur Basissensitivitat gesteigert werden muf3, um einen Wirkungsgrad von 50%

zu erreichen.
Fur die Basissensitivitaten der einzelnen Wirkstoffe wurde anhand der EDgg-Werte die

Wirkungsreserve errechnet. Die Wirkungsreserve beschreibt, um wieviel die empfohlene
Anwendungskonzentration im Vergleich zu der Konzentration hoher ist, die fir einen
Wirkungsgrad von 90% notig ware.

Dosis-Wirkungsbeziehungen verschiedener Proben wurden mit einer faktoriellen
Ranganalyse (Meddis, 1984) mit einem von Dr. W. Nagl (Rechenzentrum der Universitét
Konstanz) unter ‘SAS’ (Statistical Analysis System, SAS Institute, Inc. 1990) geschriebenen
Makro verglichen. Proben wurden als signifikant unterschiedlich erachtet, wenn die

Uberschreitungswahrscheinlichkeit p<0,05 war.
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Fur alle anderen Versuche mit mikroskopischer Auswertung (Glp. 3.1, 3.2, 3.3) wurde der
prozentuale Anteil der Entwicklungsstadien (Glp. 2.8) an der Gesamtzahl der gekeimten
Konidien auf dem Blatt ermittelt. Diese Anteile wurden innerhalb der Versuchsglieder gemit-
telt. Da die Versuchsdaten in keinem Fall parametrisch waren, wurden die Mittelwerte mit
dem Mann-Whitney U Test im Programm ‘Nonparametrics’ des Statistica Programmpakets
fur Macintosh (Firma Statsoft) verglichen. Mittelwerte wurden als signifikant unterschiedlich
erachtet, wenn die Uberschreitungswahrscheinlichkeit p<0,05 war.

Bei allen statistischen Analysen wurde bei Einzelvergleichen auf eine Bonferroni-Korrektur
verzichtet, weil dabei der Test konservativ wird und die Nullhypothese langer als notwendig
beibehalten wird (Sachs, 1990).

Nicht lineare Regressionen wurden mit dem Programm ‘Nonlinear’ des Programmpakets

Statistica fur Macintosh (Firma Statsoft) berechnet.

2.11 Feldwirkung von Fungiziden

Im Rahmen von Mittelpriifungen in der Versuchsanlage Reute-Unterhof der Ubergebietlichen
Pflanzenschutzberatung Uberlingen wurden Versuchsparzellen wahrend einer Saison durch-
gehend nur mit einem Fungizid behandelt. Von 1991-1995 wurde unter anderem die Wirk-
stoffe Flusilazol (Benocap WG 20) und Dithianon (Delan SC 750) eingesetzt. Von 1993-1995
wurde Flusilazol in der Parzelle P11 verwendet. Blattschorfbonituren, bei denen pro Parzelle
alle Blatter von 10 Langtrieben (mindestens 300 Blatter) auf Schorfbefall untersucht wurden,
fanden jeweils im Juli nach 8-10 Behandlungen statt. Die Ergebnisse der Blattschorfbonitu-
ren, die durch Mitarbeiter der Ubergebietlichen Pflanzenschutzberatung durchgefiihrt wur-
den, wurden von Dr. E. Lange zur Verfiigung gestellt. Der Wirkungsgrad des Fungizids wur-
de dann als Reduktion des Blattschorfbefalls im Vergleich zu einer unbehandelten Parzelle

berechnet.
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3 Ergebnisse

3.1 Zeitverlauf der pilzlichen Entwicklung

V. inaequalis durchlauft wahrend der Infektion von suszeptiblen Apfelblattern eine Reihe von
Entwicklungsstadien (siehe Glp. 2.8). Fir die Etablierung eines Sensitivitatstests mit
mikroskopischer Auswertung war es notwendig, den Zeitverlauf der Differenzierung zu

kennen, um den geeigneten Zeitpunkt fur die Auswertung festzulegen.

100
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—o
—o

80 A

60 A

40 A

20 A

E aaa aaa

Entwicklungsstadien in % der gek. Konidien

1 2 3 4 5 6 7 8
Tage nach der Inokulation

Abbildung 3.1: Entwicklungsstadien von Venturia inaequalis zu verschiedenen Zeiten
nach der Inokulation von Apfelbldttern mit Konidien aus Anlage K1. Penetrationspo In ( ),
PrimarstromatBl( ), Laufhyphd ( ), Sekundirstrom#k ( ) und Konidientrfiffer ( )
wurden mikroskopisch ausgezdhlt. Aufgetragen sind Mittelwerte von jeweils 8-11 Blattern
und die Standardabweichung. Verschiedene Buchstaben tber den Saulen kennzeichnen
einen signifikanten Unterschied (p<0,05) innerhalb eines Entwicklungstadiums im Mann-
Whitney U-Test.

Keimraten konnten auf dem Blatt nicht bestimmt werden, da nicht gekeimte Konidien bei der
Farbung vom Blatt abgewaschen wurden. Die weitere Differenzierung des Pilzes konnte auf
dem Blatt verfolgt werden. Dazu wurden Bléatter von nach Glp. 2.6 mit Konidien aus der
Anlage K1 inokulierten Versuchspflanzen der Sorte Golden Delicious zu verschiedenen
Zeitpunkten zur mikroskopischen Auswertung aufbereitet (Glp. 2.7). Die mikroskopische

Auswertung von Entwicklungsstadien ergab, daR 28 h nach der Inokulation 79% der gekeim-
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ten Konidien auf dem Blatt ein Appressorium mit sichtbarer Penetrationspore und 13% ein
subkutikuldres Primérstroma ausgebildet hatten (Abb. 3.1). Zwei Tage nach der Inokulation
gab es im Vergleich zum ersten Tag keine signifikanten Anderungen. Erst drei Tage nach
der Inokulation stieg der Anteil an primarem Stromata (33%) signifikant an und die ersten
Laufhyphen (12%) und Sekundarstromata (0,4%) waren vorhanden. Vier Tage nach der
Inokulation waren dann die ersten Konidientrager (0,7%) zu finden. Funf und sechs Tage
nach der Inokulation hatten 8% bzw. 38% der gekeimten Konidien Konidientrager ausgebil-
det. Der Auswertezeitpunkt fur die Sensitivitatstests mit mikroskopischer Auswertung wurde
auf sechs Tage nach der Inokulation festgelegt, da der Anteil an Konidientrdgern in den
darauffolgenden beiden Tagen nicht mehr signifikant anstieg, die Zuordnung von Strukturen
zu einzelnen Infektionsstellen aber mit zunehmender Pilzentwicklung immer schwieriger

wurde.

3.2 Entwicklung von V. inaequalis in Abhangigkeit vom Blattalter

Die Anfalligkeit von Apfelblattern gegeniber V. inaequalis nimmt mit zunehmendem Alter
ab. Fur die Sensitivititstests war es aber notwendig, moglichst nur Blatter mit gleicher
Anfalligkeit zu beriicksichtigen. Deshalb wurde die Entwicklung des Pilzes in Abhangigkeit
vom Blattalter unter den gewahlten Versuchsbedingungen untersucht.

Fur diesen Versuch wurden Pflanzen der Sorte Golden Delicious ausgewahlt, deren
Triebwachstum weitgehend synchron verlief. Dazu wurde vor der Inokulation eine Woche
lang der Blattzuwachs an den Trieben beobachtet. Die Blatter dieser Versuchspflanzen
wurden dann kurz vor der Inokulation von der Triebspitze her durchnummeriert, so dal’ das
jungste, voll entfaltete Blatt die Nummer eins bekam. Im Mittel wurde ein Zuwachs von 0,4
Blattern pro Tag beobachtet, so dal3 das Blatt in Position 1 héchstens 2,5 Tage alt, das Blatt
in Position 2 héchstens 5 Tage alt war und so weiter.

Die mikroskopische Auswertung von Blattern der Blattpositionen 1-6, die 6 Tage nach der
Inokulation mit Konidien aus Anlage K1 oder Anlage P11 zur mikroskopischen Auswertung
aufbereitet wurden, ergab, dal3 die Ausbildung von Penetrationshyphen nicht vom Alter der
Blatter abhéangig war (Abb. 3.2). Die subkutikularen Strukturen (primares Stroma,
Laufhyphen, sekundéres Stroma und Konidientrager) waren auf den Blattern der Position 1,
2 und 3 zu gleichen Teilen vorhanden, wurden aber auf den Blattern an Position 4 signifikant
weniger gebildet und fielen auf den 5. und 6. Blattern noch starker ab. Das bedeutet, dal
Blatter bis 7,5 Tage nach ihrer Entfaltung hochanfallig gegen Schorf blieben und die
Anfalligkeit dann sukzessive abnahm. Fur die Sensitivitatstests konnten deshalb die zum

Zeitpunkt der Inokulation drei jingsten voll entfalteten Blatter ausgewertet werden.



34 Ergebnisse

C

Q 100 | ac l:f adc
o ] I ac c
S ] [ T
! -

g 75T

o 1| [aaa gaa

S i

& ] H]—a

£ 50 H

- i

Q0 .

o i

@

“g .

o 25

C -

=} A

~

© ]

E .

[ 0 T T

L

1. 2. 3. 4. 5. 6.
Blatt von der Triebspitze

Abbildung 3.2: Entwicklungsstadien von Venturia inaequalis in Abhangigkeit vom
Blattalter. Die Blatter wurden 6 Tage nach der Inokulation mit Konidien aus Anlage K1
oder P11 gefarbt. Penetrationsp{len ( ), Primarst#limata ( ), Laulhyphen ( ),
Sekundardillomata ( ) und KollHientrager ( ) wurden mikroskopisch ausgezahlt.
Aufgetragen sind Mittelwerte von jeweils 9-19 Blattern und die Standardabweichung.
Verschiedene Buchstaben Uber den Sdulen kennzeichnen einen signifikanten (p<0,05)
Unterschied innerhalb eines Entwicklungsstadiums im Mann-Whitney U-Test.

3.3 Wirkung von Flusilazol, Pyrimethanil und Cyprodinil zu

verschiedenen Einsatzzeitpunkten

Versuchspflanzen wurden 24 h vor, 28 h, 48 h oder 72 h nach der Inokulation mit Konidien
aus Anlage K1 mit Flusilazol, Pyrimethanil oder Cyprodinil behandelt, um fir den
Sensitivitatstest den geeigneten Zeitpunkt fur die Fungizidbehandlung zu finden. Das DMI
Flusilazol und die Pyrimidinamine Pyrimethanil und Cyprodinil wurden jeweils in der
empfohlenen Anwendungskonzentration eingesetzt (Tab. 2.1). Zwei Versuche, in denen je
Behandlungszeitpunkt funf Blatter mikroskopisch ausgewertet wurden, ergaben, dal3 bei
Applikation von 25 mg/l Flusilazol einen Tag vor der Inokulation 49% der gekeimten Koniden
Penetrationshyphen ausbilden, 6% Primarstromata und 0,6% Laufhyphen (Abb. 3.3). Die
weitere Entwicklung wurde verhindert und in Bezug auf die Konidientragerbildung eine
Reduktion gegenuber der unbehandelten Kontrolle von 100% erreicht (Tab. 3.1). Ein
ahnliches Ergebnis zeigte sich hach Behandlung mit Cyprodinil oder Pyrimethanil ein Tag vor
der Inokulation. Die Ausbildung von Penetrationshyphen wurde nur schwach gehemmt,

wogegen die Ausbildung der subkutikularen Strukturen stark reduziert wurde (Abb. 3.3).



Ergebnisse 35

100 - Flusilazol
1 a a a
11 | i T
75 __* b - -
50 _:k aaaa I ad
] ac
cd c
T bc T

25 H
] P bc
0! bbb bbbc b b, ¢

aPyrimethaniI

100 A
:Jv_‘ b ab
-5 1| |22 aa T -|——

Ho
—

25 H

b
bbb
aCyprodlnll

8 O S S

Entwicklungsstadien in % der gekeimten Konidien

~
(62}

N al
o (6] o
|||||||||T|||||||||

b

bbpe

bbb

|
unbeh. 1d vor 1d nach 2d nach 3d nach
der Inokulation behandelt

Abbildung 3.3: Entwicklungsstadien von Venturia inaequalis in Abhéngigkeit vom
Behandlungszeitpunkt mit 25 mg/l Flusilazol, 300 mg/l Pyrimethanil oder 150 mg/1
Cyprodinil. Penetrd lonsporen ( ), Briméarstromata [l ), Laufhyphen (H ),
Sekundarstromata () und Konidientréger (Il ) wurden 6 Tage nach der Inokulation mit
Konidien aus Anlage K1 mikroskopisch ausgezahlt. Aufgetragen sind Mittelwerte und
Standardabweichungen von jeweils 10 Blittern. Verschiedene Buchstaben tiber den S&ulen
kennzeichnen einen signifikanten Unterschied (p<0,05) innerhalb eines
Entwicklungsstadiums im Mann-Whitney U-Test.

Durch die Behandlung einen Tag nach der Inokulation wurde die pilzliche Entwicklung genau

so gut gehemmt, wie bei der protektiven Behandlung. Allerdings war nach dem kurativen

Einsatz bei keinem Fungizid eine Reduktion der Penetrationsporen zu finden. Drei Tage
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nach der Inokulation schreitet die Pilzentwicklung fort, so daf? bei Behandlung zu diesem
Zeitpunkt primare Stromata und Laufhyphen selbst bei vollstandiger Wirkung des Fungizids
zu finden wéren. Aber auch die Konidientragerbildung wurde bei Behandlung 3 Tage nach
der Inokulation mit keinem Fungizid vollstédndig unterdriickt. Vor allem Pyrimethanil war nicht
in der Lage das Pilzwachstum in dieser Phase vollstindig zu stoppen.

Fur die Sensitivitdtstests wurde sowohl fir die DMI als auch fur die Pyrimidinamine ein
Behandlungszeitpunkt von 28 h nach der Inokulation gewéhlt. Da zu diesem Zeitpunkt die
Penetrationsporen sichtbar sind, konnten diese als Bezugsgrof3e fur die Berechnung der

prozentualen Anteile der Entwicklungsstadien herangezogen werden (Glp. 2.9).

Tabelle 3.1: Wirkung der Fungizide Flusilazol, Pyrimethanil und
Cyprodinil auf die Konidientragerbildung von V.

inaequalis
Wirkungsgrad in (%)

Behandlungszeitpunkt Flusilazol Pyrimethanil Cyprodinil

(25mg/l) (300 mg/l) (150 mg/l)
1 Tag vor Inokulation 100 a° 100 a 99,6 a
1 Tag nach Inokulation 98,9 ab 100 a 97,0 ab
2 Tage nach Inokulation 100 a 936 b 95,6 ab
3 Tage nach Inokulation 93,3 b 36,6 cC 853 b

@ verschiedene Buchstaben bedeuten signifikante Unterschiede innerhalb einer Spalte
(p<0,05) im Mann-Whitney U-test

3.4 Sensitivitiat von V. inaequalis Populationen gegeniiber Flusilazol
3.4.1 Basissensitivitat

Zur Ermittlung der Basissensitivitat von V. inaequalis Populationen gegentber Flusilazol
wurden mit Konidien aus Anlage K1 aus den Jahren 1993, 1994 und 1995, aus Anlage K2
aus den Jahren 1994 und 1995, sowie Ascosporen aus der Anlage K1 von 1995 Sensitivi-
tatstests mit mikroskopischer Auswertung (Glp. 2.9.1) durchgefihrt (Abb. 3.4A). Fur die

einzelnen Proben ergaben sich EDsy-Werte von 0,21-0,59 mg/l mit einem Mittelwert von 0,33

% 0,14 mg/l. Die Dosis-Wirkungskurven der einzelnen Proben unterschieden sich nicht signi-
fikant (p=0,44). Dies erlaubte es, alle Werte der 6 Proben zur Basissensitivitdt zusammenzu-
fassen (Abb. 3.4B). Nach logit-Transformation ergab sich eine Regressionsgerade (R=0,999)

anhand derer ein EDso-Wert von 0,30 mg/l Flusilazol fir die Basissensitivitéat ermittelt wurde.
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Mit der Anwendungskonzentration von 25 mg/l Flusilazol ergab sich ein Wirkungsgrad von
99,3%. Mit 2,1 mg/l Flusilazol wurde noch ein Wirkungsgrad von 90% erreicht. Daraus

errechnet sich eine Wirkungsreserve von 11,9.
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Abbildung 3.4: Basissensitivitdt von Venturia inaequalis Populationen gegentiber Flusilazol.
A: Wirkung von Flusilazol auf Konidien (Ko) und Ascosporen (As) aus den Anlagen K1 und
K2 aus verschiedenen Jahren. Pro Probe und Fungizidkonzentration wurden acht Blatter
ausgewertet. Die faktorielle Ranganalyse ergab keinen signifikanten Unterschied (p=0,44)
zwischen den Proben. Der Pfeil markiert die empfohlene Anwendungskonzentration. B: Die
6 Proben aus A wurden zur Basissensitivitat () zusammengefat. Die Mittelwerte und
Standardabweichungen von je 32-48 ausgewerteten Blattern wurden aufgetragen. Der Pfeil
markiert die empfohlene Anwendungskonzentration. C: Regressionsgerade (R=0,999) der
Basissensitivitdt nach logit Transformation der Wirkungsgrade. Der Schnittpunkt der
Regressionsgeraden mit der Nullinie ergibt den ED_ -Wert von 0,3 mg/1.

3.4.2 Vergleich von unterschiedlichen Auswertemethoden

Auler mit dem Sensitivitatstest mit mikroskopischer Auswertung wurden auch Sensitivitats-
tests mit makroskopischer Auswertung durchgefiihrt. Dabei wurde auf den inokulierten Blat-
tern der Anteil der mit sporulierenden Lasionen bedeckten Flache geschétzt (Glp. 2.9.2), und
es wurden die Konidien abgewaschen und die Anzahl der neugebildeten Konidien bezogen
auf das Blattgewicht bestimmt (Glp. 2.9.3). Bei der mikroskopischen Auswertung wird ge-
zahlt, wieviele der Infektionsstellen in der Lage sind, Konidientrager zu bilden. Es wird aber
nicht bericksichtigt, wie weit sich das subkutikuldre Mycel der einzelnen Infektionsstelle
ausbreitet und wieviele Konidientrager pro Infektionsstelle gebildet werden. Dies sind aber
Faktoren, die beim Abschéatzen der befallenen Flache und beim Abwaschen der neugebilde-
ten Konidien in die Auswertung mit eingehen. Fir beide Methoden mit makroskopischer

Auswertung wurden mit Konidien aus Anlage K2 aus dem Jahr 1995 die Basissensitivitaten
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fur Flusilazol bestimmt. Die Dosis-Wirkungskurven der Basissensitivitaten, die sich mit mikro-
skopischer oder makroskopischer Auswertung ergaben, unterscheiden sich nicht signifikant
(Abb. 3.5). Auch die EDso-Werte waren fur alle drei Auswertemethoden ahnlich (Tab. 3.2).
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Abbildung 3.5: Bestimmung der Sensitivitit von Venturia inaequalis Populationen
gegenlber Flusilazol mit Ganzpflanzentests mit verschiedenen Auswertemethoden. Die
Basissensitivitat (Basis) wurde bei der mikroskopischen Auswertung (mikr.) mit 6 Proben
aus den Anlagen K1 und K2, bei der Abschéatzung der befallenen Blattflache (Flache) und
beim abwaschen der neugebildeten Konidien (abg. Ko) jeweils mit zwei Proben (Konidien aus
Anlage K1 und aus Anlage K2 von 1995) ermittelt. Im Vergleich dazu wurden Konidien aus
der Anlage P11 von 1994 mit den drei Methoden ausgewertet. Verschiedene Buchstaben in
der Legende zeigen einen signifikanten Unterschied (p<0,05) in der faktoriellen Ranganalyse
nach Meddis sowohl zwischen den Anlagen als auch zwischen den Methoden. Der Pfeil
markiert die empfohlene Anwendungskonzentration von 25 mg/1.

Im Vergleich zur Basissensitivitdt wurden mit resistenten Konidien aus Anlage P11 aus dem
Jahr 1994 Sensitivitatstests mit makroskopischer Auswertung durchgefihrt. Bei der resisten-
ten Population hatte die Auswertemethode einen signifikanten EinfluR auf die Wirkung des
Fungizids (Abb. 3.5). Die EDsp-Werte und die Resistenzfaktoren waren nach makroskopi-
scher Auswertung geringer als nach mikroskopischer Auswertung (Tab. 3.2). Die mikrosko-
pische Auswertung gibt Auskunft Gber den Anteil an resistenten Individuen in der Probe,
wahrend die makroskopische Auswertung Informationen dartber liefert, in wie weit die Ent-
wicklung dieser resistenten Individuen durch das Fungizid eingeschrankt wird. So verhindert
in der resistenten Probe eine Flusilazolkonzentration von 25 mg/l nur bei 35% der Infektions-
stellen die Bildung von Konidientragern. Die Flache, welche diese Infektionsstellen auf dem
Blatt einnehmen, wurde aber von der gleichen Fungizidkonzentration im Vergleich zur Was-

serkontrolle um 72% reduziert und die Anzahl der gebildeten Konidien wurde im Vergleich
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zur Wasserkontrolle um 85% reduziert (Abb. 3.5). Das bedeutet, dal3 Flusilazol eine Restwir-
kung auf resistente Individuen hat, so daR das subkutikulare Wachstum und die Koni-
dienproduktion zwar gehemmt aber nicht verhindert werden. Mit allen drei Methoden konnte
eine signifikante Resistenz der Konidien aus Anlage P11 aus dem Jahr 1994 nachgewiesen
werden, wobei der Wirkungsgrad der empfohlenen Anwendungskonzentration von 25 mg/l
Flusilazol jeweils weniger als 90% betrug (Abb. 3.5). Alle weiteren Sensitivitdtsuntersuchun-
gen wurden mit dem Ganzpflanzentest mit mikroskopischer Auswertung der Konidientrager-
bildung durchgefihrt, da dieser einzelne Individuen erfaldt, und somit eine quantitative Aus-

wertung maglich ist.

Tabelle 3.2: Vergleich von EDsp-Werten der Basissensitivitat
und von Konidien aus Anlage P11 aus dem Jahr
1994 (P11 Ko94) und die daraus resultierenden
Resistenzfaktoren (Rf) nach  Anwendung
unterschiedlicher Auswertemethoden

Basissen- P11 Ko94
sitivitat
Methode EDgg EDgq Rf
(mg/l) (mg/l)
Mikroskopisch (Glp. 2.9.1) 0,3 39,0 131
Abschétzen der Blattflache mit
sporulierenden Lasionen (Glp. 2.9.2) 0.4 83 21
Abwaschen der neugebildeten
Konidien (Glp. 2.9.3) 0.2 73 36

3.4.3 Einflufl der Konidienvermehrung auf die Sensitivitat der Population

Manche Proben aus Anlagen, die nach den Richtlinien der integrierten Produktion bewirt-
schaftet werden, hatten eine Keimrate von unter 30%, was fir einen Sensitivitatstest zu
gering war. Deshalb muf3ten die Konidien dieser Proben vermehrt werden. Um die Ergebnis-
se der Sensitivitatstests, die mit vermehrten Konidien durchgefuhrt wurden, mit den anderen
Proben vergleichen zu kdénnen, mul3te Uberprift werden, ob die Vermehrung einen Einflul3
auf die Sensitivitat der Population hat. Dazu wurden Sensitivitatstests mit mikroskopischer
Auswertung mit Konidien und vermehrten Konidien aus den Anlagen K1 und P11 durchge-
fuhrt (Abb. 3.6). Die beiden Populationen wurden gewahlt, weil sie eine signifikant unter-

schiedliche Sensitivitdt aufweisen. Die Konidien und die vermehrten Konidien aus Anlage K1
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sind beide sensitiv. Auch bei den resistenten Konidien aus Anlage P11 wurde durch die

Vermehrung keine signifikante (p=0,76) Verdnderung beobachtet.

v
100 -
S
©
c
& 50
w o
g’ | —a— K1 Konidien (a)
= | —0— K1 vermehrt (a)
= ] —e— P11 Konidien (b)
—o— P11 vermehrt (b)
0 T T TTTTTIT T T T TTTTTT T T T TTTTIT T T TTTIT]
0,1 1 10 100 1000

Flusilazolkonzentration (mg/l)

Abbildung 3.6: Wirkung von Flusilazol auf Konidien und vermehrte Konidien von Venturia
inaequalis aus den Anlagen K1 und P11 aus dem Jahr 1994. Verschiedene Buchstaben in
der Legende zeigen einen signifikanten Unterschied (p<0,05) zwischen den Dosis-
Wirkungskurven in der Ranganalyse nach Meddis. Der Pfeil markiert die empfohlene
Anwendungskonzentration von 25 mg/1 Flusilazol.

3.4.4 Entwicklung der Sensitivitit iiber mehrere Jahre

In drei Anlagen (A, B und P11), in denen unterschiedlich oft DMI angewendet wurden,
konnte die Entwicklung der Sensitivitat von V. inaequalis gegentber Flusilazol Gber 3 Jahre
verfolgt werden.

Anlage A wurde 1991 gepflanzt. In dieser Anlage wurden 1992 zwei und 1993 eine DMI-
Behandlung durchgefiihrt. Ein Sensitivitatstest mit Konidien von Oktober 1993 ergab einen
Resistenzfaktor von 5. Die Dosis-Wirkungskurve unterschied sich nicht signifikant (p=0,55)
von der Basissensitivitdt (Abb. 3.7). 1994 wurden bei starkem Befall 6 DMI-Behandlungen
ausgebracht. Der Bekdmpfungserfolg war unbefriedigend und es konnte eine signifikante
Sensitivitatsverschiebung (p=3,2.10™") um Faktor 186 nachgewiesen werden (Abb. 3.7 und
3.8). 1995 wurde nur eine DMI Behandlung durchgefiihrt. Trotzdem gab es keinen
signifikanten (p=0,10) Riickgang der Resistenz (Abb. 3.7).
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Abbildung 3.7: Wirkung von Flusilazol auf Konidien (Ko) und Ascosporen (As) von Venturia
inaequalis Populationen aus den Anlagen A, B und P11 in den Jahren 1993, 1994, 1995
und 1996 im Vergleich zur Basissensitivitat (Basis). Verschiedene Buchstaben in der
Legende zeigen einen signifikanten Unterschied (p<0,05) zwischen den Proben einer Anlage
in der faktoriellen Ranganalyse nach Meddis. Der Pfeil markiert jeweils die empfohlene
Anwendungskonzentration von 25 mg/1 Flusilazol.

In Anlage B wurden 1992 und 1993 drei bzw. vier DMI Behandlungen durchgefiihrt. 1994

erfolgten vor der Probennahme im Juni noch einmal 5 DMI Behandlungen. Auch in dieser
Anlage war bei starkem Befall die Wirkung unbefriedigend. Die Konidien aus dem Jahr 1994
zeigten eine signifikante (p=4,4.10"?) Resistenz (Abb. 3.7 und 3.8). Nach der Probennahme

wurden noch dreimal DMI eingesetzt, bevor dann im November Bléatter zur Ascosporenpro-
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duktion gesammelt wurden. Fir die daraus gewonnenen Ascosporen im Frihjahr 1995 wur-
de ebenfalls eine signifikante (p=2,6-10"°) Resistenz ermittelt (Abb. 3.7 und 3.8). 1995 wur-
den in der Anlage B keine DMI eingesetzt. Trotzdem gab es in den Konidien 1995 und in den

Ascosporen 1996 keinen signifikanten Rickgang der Resistenz (Abb. 3.7 und 3.8).
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Abbildung 3.8: Entwicklung der Resistenzfaktoren von Venturia inaequalis Populationen
gegenliber Flusilazol und die Anzahl der DMI-Behandlungen in Anlagen A, B und P11 in
den Monaten der Jahre 1993, 1994 und 1995. Die Resistenzfaktoren wurden fir Konidien
(Ko) oder Ascosporen (As) bestimmt. Fur die Ascosporen ist der Termin der Probennahme
angegeben. Die Sporenreife und Auswertung war dann jeweils im darauffolgenden Frtihjahr.
In Anlage P11 wurde zur Schorfbekampfung in den Versuchsjahren 1993, 1994 und 1995

ausschlieB3lich Flusilazol eingesetzt. Die Proben aus den drei Jahren zeigten eine signifikan-
te Resistenz gegeniiber Flusilazol (Abb. 3.7). Der Resistenzfaktor stieg von 35 im Jahr 1993
auf 161 im Jahr 1995 an (Abb. 3.8). Ascosporen aus dem Frihjahr 1995 waren sensitiver
(p=0,045) als die Konidien aus 1994 (Abb. 3.7 und 3.8), was darauf hindeutet, dal3 die Sensi-
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tivitat wahrend der sexuellen Reproduktion wieder ansteigt. Dies konnte aber mit Ascosporen
aus dem Fruhjahr 1996, die genauso resistent (p=0,86) waren wie die Konidien aus 1995
(Abb. 3.7), nicht bestatigt werden.

Die Daten aus allen drei Anlagen zusammengefal3t zeigen, dal3 die Sensitivitdt der
Schorfpopulationen mit steigendem DMI-Einsatz abnimmt, daf3 diese Resistenz auch nach
der sexuellen Reproduktion Uber Ascosporen in die neue Saison weitergegeben werden

kann und dal3 nach Absetzen der DMI Behandlungen die Resistenz erhalten bleibt.

3.4.5 Verbreitung der Resistenz

1995 wurde die Sensitivitat gegentber Flusilazol von 6 Schorfpopulationen aus Anlagen, die
nach den Richtlinien der integrierten Produktion bewirtschaftet werden, mit dem
Sensitivitatstest mit mikroskopischer Auswertung Uberprift. Die Anlagen sind Uber den
deutschen Teil des Bodenseegebiets verteilt (siehe Abb. 2.1). In allen sechs Anlagen wurde

eine signifikante Resistenz mit Resistenzfaktoren zwischen 22 und 96 festgestellt (Tab. 3.3).

Tabelle 3.3: Wirkung von Flusilazol auf V. inaequalis
Populationen aus dem Jahr 1995

Wirkungs- ED 5o Resistenz-  Ranganalyse
Anlage grad (%)P (mg/l) faktor p<0,05¢
Basis @ 99 0,3 a
A 44 28,4 96 d
36 24,0 81 cd
C 42 19,5 66 d
D 87 6,6 22 b
E 75 11,4 38 bcd
F 69 10,5 35 bc

& Basissensitivitat (Siehe Glp. 3.4.1)
> Wirkungsgrad der Anwendungskonzentration (25 mg/l Flusilazol)
¢ Verschiedene Buchstaben bedeuten, daR der Vergleich der Dosis-Wirkungskurven mit
der Ranganalyse nach Meddis signifikante Unterschiede (p<0,05) ergab.
In keiner der getesteten Schorfpopulationen konnte mit der Anwendungskonzentration (25

mg/l) eine Reduktion der Kondientragerbildung von 90 % erreicht werden (Tab. 3.3).

3.4.6 Abhingigkeit des Resistenzfaktors von der Anzahl der DMI-

Behandlungen
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Um auch fur Schorfpopulationen, mit denen kein Sensitivitatstest durchgefuhrt wurde, eine
Einschatzung der Sensitivitdt geben zu kénnen, wurde versucht, bei den insgesamt 22 un-
tersuchten Proben aus 9 Anlagen eine Korrelation zwischen der Haufigkeit der DMI-
Behandlungen und dem ermittelten Resistenzfaktor zu finden. Fir alle Proben wurde die
Anzahl der DMI-Behandlungen im Jahr der Probennahme bis zum Zeitpunkt der
Probennahme (DMI1), die Summe der DMI-Behandlungen im Jahr der Probennahme bis
zum Zeitpunkt der Probennahme und denen im Vorjahr (DMI2) und die Summe der DMI-
Behandlungen im Jahr der Probennahme bis zum Zeitpunkt der Probennahme und in den
beiden Vorjahren (DMI3) anhand der Betriebshefte ermittelt. Hierbei wurde nicht zwischen
den einzelnen DMI unterschieden, sondern alle DMI-Behandlungen addiert. Behandlungen
mit Triadimenol wurden nicht bertcksichtigt, da dieser Wirkstoff keine Wirkung gegen V.
inaequalis hat.

Eine lineare Regressionsanalyse zwischen den Resistenzfaktoren und DMI1, DMI2 oder
DMI3 ergab Korrelationskoeffizienten zwischen 0,56 und 0,73. Eine logarithmische
Transformation des Resistenzfaktors verbesserte die Korrelation leicht. Eine wesentlich
bessere Beschreibung der Abhéngigkeit der Resistenzfaktoren von DMI2 und DMI3 wurde

mit einer nicht linearen Regression nach der Formel logRF=(axDMIx)/(b+DMIx) erreicht (Tab.

3.4).

Tabelle 3.4: Korrelationskoeffizienten (R) nach linearer
und nicht linearer Regressionsanalyse von
22 Resistenzfaktoren mit der Summe der
DMI-Behandlungen

Korrelationskoeffizient
DMIx@ linear nicht linear
logRf=axDMIx+b logRf=(axDMIx)/(b+DMIx)

DMI1 0,574 0,436
DMI2 0,719 0,942
DMI3 0,746 0,956

® Summe aller DMI-Behandlungen auBer denen mit Triadimenol. Im
Probejahr bis zum Zeitpunkt der Probennahme (DMI1); Im Probejahr
bis zum Zeitpunkt der Probennahme und im Vorjahr (DMI2); Im
Probejahr bis zum Zeitpunkt der Probennahme und in den beiden
Vorjahren (DMI3).
Die Abhangigkeit des Resistenzfaktors von DMI3 ist in Abb. 3.9 dargestellt. Mit DMI3 erga-

ben sich die Faktoren a zu 2,20 und b zu 3,11. Die verwendete Funktion nahert sich asymp-
totisch einem Maximum (Faktor a), das dem Logarithmus des maximal zu erwartenden Re-
sistenzfaktors (Rf=158) entspricht. Mit der Gleichung logRF=(2,20«xDMI3)/(3,11+DMI3) koén-
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nen Resistenzfaktoren anhand der Summe der DMI-Behandlungen in drei Jahren vorherge-

sagt werden.
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Abbildung 3.9: Resistenzfaktoren gegentiber Flusilazol von 22 Proben in Abhangigkeit von
der Summe der DMI-Behandlungen im Jahr der Probennahme bis zur Probennahme und in
den beiden vorhergehenden Jahren. Behandlungen mit Triadimenol wurden nicht
berticksichtigt. Fur die nicht lineare Regressionsanalyse wurde die Funktion
logRF=(axDM1I3)/ (b+DMI3) verwendet.

3.4.7 Wirkung von Flusilazol im Feld

In der Versuchsanlage der Ubergebietlichen Pflanzenschutzberatung in Uberlingen werden
im Rahmen von Mittelprifungen die Parzellen in einer Saison jeweils ausschlief3lich mit
einem fungiziden Wirkstoff behandelt. Der Wirkungsgrad von Flusilazol war 1991 mit 98%
etwas hoher als der des als Standard benutzten Kontaktfungizids Dithianon (Delan SC 750)
(95%). Der Wirkungsgrad von Flusilazol sank dann von 1992 bis 1994 auf 61% (Abb. 3.10).
1995 wurde bei geringem Befallsdruck wieder ein hoherer Wirkungsgrad erreicht (78%), der
aber immer noch unbefriedigend war. Der Wirkungsgrad von Dithianon lag auf3er 1993, wo
mit nur 5% Befall in der unbehandelten Parzelle ein sehr niedriger Befallsdruck herrschte,
immer Uber 90% (Abb. 3.10). Es kam in den Versuchsjahren zwar nie zu einem totalen
Wirkungsverlust bei Flusilazol, aber die Wirkung im Feld war seit 1992 nicht mehr
befriedigend. Vor allem bei starkem Befallsdruck wie 1994, als in der unbehandelten Parzelle
100% der Blatter schorfbefallen waren, fiel die Wirkung von Flusilazol gegeniber Dithianon

stark ab.



46 Ergebnisse

100 = - 100
] x; A | A~ L
s 51 — ™ Pl g
X i i
= T~ 8
T ] — | >
o 50 -50 o
= ] [ g
ks ] [ 2
o 25 L 25 =
] [ =
0- . — 1 . L0

91 92 93 94 95
Jahr

Abbildung 3.10: Blattbefall durch Venturia inaequalis in einer unbehandelten Parzelle
(Saulen) und die Wirkung von Flusilazol (Kreise) und Dithianon (Dreiecke) in der
Versuchsanlage der Ubergebietlichen Pflanzenschutzberatung in Uberlingen. In den Jahren
1991-93 wurde fur beide Wirkstoffe die Parzelle gewechselt. Ab 1993 wurde Flusilazol in
Anlage P11 eingesetzt. Pro Jahr wurden vor der Blattschorfbonitur im Juli 8-10
Behandlungen durchgefiihrt. An zehn Langtrieben pro Parzelle wurden mindestens 300
Blatter auf Befall bonitiert.

3.5 Sensitivitiat von V. inaequalis Populationen gegeniiber anderen
DMI

3.5.1 Basissensitivitdten

Die Bestimmung der Basissensitivitdt gegeniber Flusilazol ergab, dal3 es nur geringe
Unterschiede zwischen Proben aus verschiedenen unbehandelten Anlagen, verschiedenen
Jahren und verschiedenen Sporenformen gab (Abb. 3.4). Deshalb war es ausreichend, die
Basissensitivitat gegentber dem Wirkstoff Fenarimol mit zwei Proben aus der Anlage K1
(Konidien aus 1993 und 1994) und gegenuber den Wirkstoffen Difenoconazol, Tebuconazol
und Pyrifenox mit einer Probe aus Anlage K1 aus dem Jahr 1994 zu bestimmen. Die Dosis-
Wirkungskurven der Basissensitivitdten (Abb. 3.11) und die daraus resultierenden EDso-
Werte (Tab. 3.5) zeigten fur die verschiedenen Wirkstoffe grof3e Unterschiede. Mit einem
EDso-Wert von 0,09 mg/l ergab sich gegeniber Difenoconazol die hochste Sensitivitat. Um
mit Pyrifenox einen Wirkungsgrad von 50% zu erreichen, muf3te 20 mal mehr Wirkstoff
eingesetzt werden. Trotzdem wurde mit allen Wirkstoffen mit der empfohlenen
Anwendungskonzentration bei der Population aus der Kontrollanlage ein Wirkungsgrad von
Uber 99% erreicht (Tab.3.5).

Anhand der EDgo-Werte wurde fir die Wirkstoffe auch die Wirkungsreserven bestimmt (Tab.
3.6). Die Wirkungsreserve war innerhalb der DMI fur Fenarimol am geringsten und far

Difenoconazol am hochsten.
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Tabelle 3.5: ED_-Werte und Resistenzfaktoren von V. inaequalis Populationen
gegenuber verschiedenen DMI

Probea Flusilazol ~ Fenarimol Difeno- Tebu- Pyrifenox
conazol conazol
Basisb Wirkung (%)¢ 99.3 100 100 100 100
ED,, (mg/l) 0.30 0.96 0.09 1.22 1.92
A Ko93 Wirkung (%) 95 72
ED,, (mg/l) 1.4 29.5
Resistenzfaktor 5 31
p-Wertd 0.55 0.00099
B Ko94 Wirkung (%) 37 75
ED,, (mg/l) 26.4 7.8
Resistenzfaktor 89 85
p-Wert 4.4.10°12 8.6 1078
P11 Ko93 Wirkung (%) 43 9
ED,, (mg/l) 10.4 144.0
Resistenzfaktor 35 151
p-Wert 2.4.10°6 4.5.105
P11 Ko94 Wirkung (%) 35 14 82 31 35
ED,, (mg/l) 39.0 236.4 5.4 195.0 112.2
Resistenzfaktor 132 247 59 160 58
p-Wert 6.2:10715 8.4.10°9 27107 47107  9.6.10°°

®Anlage, Sporentyp (Konidie (Ko)) und das Jahr der Probennahme

"Die Basissensitivitat fur Flusilazol beinhaltet sechs Proben von Anlage K1 und K2. fiir Fenarimol wurden 2
Proben von Anlage K1 berucksichtigt, fiir Difenoconazol, Tebuconazol und Pyrifenox wurde jeweils eine
Probe aus Anlage K1 ausgewertet.

°Der Wirkungsgrad des Fungizids bei Anwendungskonzentration. Die Anwendungskonzentrationen sind 25, 36,
25, 75 und 50 mg/I fir Flusilazol, Fenarimol, Difenoconazol, Tebuconazol und Pyrifenox.

0Uberschreitungswahrscheinlichkeit nach Vergleich der Dosis-Wirkungskurve der Probe mit der
Basissensitivitat mit der faktoriellen Ranganalyse nach Meddis.
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3.5.2 Kreuzresistenz

Zur Untersuchung der Kreuzresistenz zwischen verschiedenen DMI wurden mit Konidien aus
Anlage P11 aus dem Jahr 1994, die einen Resistenzfaktor von 132 gegeniber Flusilazol
hatten, auch Sensitivitatstests mit Difenoconazol, Tebuconazol, Fenarimol und Pyrifenox
durchgefuhrt (Abb. 3.11). Daraus ergaben sich Resistenzfaktoren von 59, 160, 236 und 58
(Tab. 3.5).
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Abbildung 3.11: Kreuzresistenz zwischen den DMI-Fungiziden. Vergleich der
Basissensitivitat (Basis) von Venturia inaequalis mit der Wirkung auf Konidien aus Anlage
P11 aus dem Jahr 1994. A: Difenoconazol (Dif) und Tebuconazol (Teb) im Vergleich mit
Flusilazol (Flus). B: Fenarimol (Fen) und Pyrifenox (Pyrif) im Vergleich mit Flusilazol (Flus).

Fenarimol wird seit 1986 im Bodenseegebiet grof3flachig eingesetzt und wurde vor 1993
auch in der Anlage P11 verwendet. Die Resistenz gegeniiber Fenarimol, die auch noch in
zwei weiteren Proben festgestellt wurde (Tab. 3.5), kénnte sich also auch unabhangig von

der Resistenz gegeniber Flusilazol entwickelt haben.
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Difenoconazol, Tebuconazol und Pyrifenox waren aber in Deutschland bis zur Probennahme
1994 nicht zugelassen und wurden in der Versuchsanlage in Uberlingen auch nicht verwen-
det. Die Resistenz gegenlber diesen Wirkstoffen kann also nur auf einer Kreuzresistenz zu
bereits verwendeten DMI beruhen. Die Kreuzresistenz zwischen Flusilazol und Difenocona-
zol konnte an einer weiteren Probe aus Anlage B aus dem Jahr 1994 gezeigt werden (Tab.
3.5).

Mit keinem der DMI wurde in Proben aus behandelten Anlagen ein Wirkungsgrad von 90%
erreicht (Tab. 3.5). Der Resistenzfaktor war also jeweils hoher als die Wirkungsreserve des

Wirkstoffes und somit ist eine Wirkungsminderung aller getesteten DMI im Feld zu erwarten.

Tabelle 3.6: Wirkungsreserven von DMI und
Pyrimidinaminen

Wirkstoff AWK?® EDgg Wirkungs-
(mg/l) reserve
Flusilazol 25 2,1 11,9
Difenoconazol 25 0,8 31,3
Tebuconazol 75 4,1 18,3
Fenarimol 36 5,2 6,9
Pyrifenox 50 51 9,8
Pyrimethanil 300 65,5 4,6
Cyprodinil 150 427 3,5

%empfohlene Anwendungskonzentration

3.6 Sensitivitidt von V. inaequalis Populationen gegeniiber

Pyrimidinaminen
3.6.1 Basissensitivitdten

Zur Ermittlung der Basissensitivitaten von V. inaequalis Populationen gegentiber den beiden
Pyrimidinaminen Pyrimethanil und Cyprodinil, wurden jeweils Sensitivitatstests mit Konidien
aus den Anlagen K1 aus den Jahren 1994 und 1995 und K2 aus dem Jahr 1995
durchgefihrt. Die Dosis-Wirkungskurven dieser drei Proben unterscheiden sich weder fir
Pyrimethanil (p=0,90) noch fur Cyprodinil (p=0,66). Deshalb wurden diese drei Proben je
Fungizid zur Basissensitivitat zusammengefal3t (Abb. 3.12 und 3.13). Nach logit
Transformation konnten die EDso-Werte mit 14,5 mg/l fur Cyprodinil und mit 35,5 mg/l fir

Pyrimethanil bestimmt werden .



50 Ergebnisse

Mit der empfohlenen Anwendungskonzentration von 300 mg/l Pyrimethanil bzw. 150 mg/I
Cyprodinil wurden Wirkungen von 100% und 99 % erreicht. Die Wirkungsreserve der beiden
Pyrimidinamine ist aber mit 4,6 und 3,5 geringer als die der DMI (Tab. 3.6). Das bedeutet,
daR3 schon eine geringe Sensitivitatsverschiebung der Population in Richtung Insensitivitat zu
einer Wirkungsminderung fuhren wirde.
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Abbildung 3.12: Basissensitivitit von Venturia inaequalis Populationen gegenuber
Pyrimethanil. A: Wirkung von Pyrimethanil auf Konidien (Ko) aus den Anlagen K1 und K2
aus den Jahren 1994 und 1995. Pro Probe und Fungizidkonzentration wurden acht Blatter
mikroskopisch ausgewertet. Die faktorielle Ranganalyse nach Meddis ergab keinen
signifikanten Unterschied (p=0,90) zwischen den Proben. Der Pfeil markiert die empfohlene
Anwendungskonzentration von 300 mg/1 Pyrimethanil. B: Die 3 Proben aus A wurden zur
Basissensitivitiat () zusammengefaRt. Die Mittelwerte und Standardabweichungen von je
24 ausgewerteten Blattern wurden aufgetragen. C: Regressionsgerade (R=0,966) der
Basissensitivitdit nach logit Transformation der Wirkungsgrade. Der Schnittpunkt der
Regressionsgeraden mit der Nullinie ergibt den ED_  von 35,5 mg/1.
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Abbildung 3.13: Basissensitivitdit von Venturia inaequalis Populationen gegentber
Cyprodinil. A: Wirkung von Cyprodinil auf Konidien (Ko) aus den Anlagen K1 und K2 aus
den Jahren 1994 und 1995. Pro Probe und Fungizidkonzentration wurden acht Blatter
ausgewertet. Die faktorielle Ranganalyse nach Meddis ergab keinen signifikanten
Unterschied (p=0,69) zwischen den Proben. Der Pfeil markiert die empfohlene
Anwendungskonzentration von 150 mg/1 Cyprodinil. B: Die 3 Proben aus A wurden zur
Basissensitivitat () zusammengefaRt. Die Mittelwerte und Standardabweichungen von je
24 ausgewerteten Blattern wurden aufgetragen. C: Regressionsgerade (R=0,991) der
Basissensitivitdt nach logit Transformation der Wirkungsgrade. Der Schnittpunkt der
Regressionsgeraden mit der Nullinie ergibt den ED_  von 14,5 mg/1.

3.6.2 Sensitivititsentwicklung in behandelten Anlagen

In der Versuchsanlage der Ubergebietlichen Pflanzenschutzberatung Uberlingen wurden seit
1993 im Rahmen von Mittelprifungen auch Versuche mit Pyrimidinaminen durchgefuhrt.
Pyrimethanil wurde 1993 in der Parzelle P2, 1994 in der Parzelle P7, 1995 und 1996 in der
Parzelle P3 als einziges Fungizid eingesetzt. Cyprodinil wurde von 1994 bis 1996 in der
Parzelle P2 eingesetzt (siehe Tab. 2.3). Die drei Parzellen, in denen Pyrimidinamine getestet
wurden, liegen nebeneinander. Zwischen Parzelle P2 und Parzelle P3 befindet sich nur ein 2
m breiter Weg, und die Parzelle P7 wird von der Parzelle P3 nur durch zwei Trennreihen
getrennt.

In der Parzelle P7 wurden im Oktober 1994, in der Parzelle P3 im Juni und September 1995
Proben fir Sensitivitatstests gegentber Pyrimethanil enthommen. Die Dosis-Wirkungs-
kurven dieser Proben zeigten keinen signifikanten Unterschied zur Basissensitivitat. Die
Resistenzfaktoren fir Pyrimethanil lagen zwischen 0,92 und 1,69 (Tab. 3.7). Im Juli 1996
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waren in der Parzelle P3 keine Blatter mit sporulierenden Lasionen zu finden, so dal3 kein
Sensitivitatstest durchgeftihrt werden konnte.

In der Parzelle P2 wurden im Oktober 1994, Juni 1995 und im Juli 1996 Proben fur
Sensitivitatstests gegentber Cyprodinil entnommen. Auch die Dosis-Wirkungskurven dieser
Proben zeigten keinen signifikanten Unterschied zur Basissensitivtat (Tab. 3.7). Nach logit

Transformation und Berechnung der ED,, -Werte ergaben sich Resistenzfaktoren zwischen

0,69 und 1,13 (Tab. 3.7).
Nach insgesamt 43 Behandlungen mit Pyrimidinaminen in der Parzelle P2 in den Jahren
1993 his 1996 konnte also noch keine Sensitivitatsverschiebung der Population gegeniber

diesen Wirkstoffen festgestellt werden.

Tabelle 3.7 ED.-Werte und Resistenzfaktoren von
Schorfpopulationen gegentiber Pyrimidinaminen

. Anzahl ED5o  Resistenz p.wert’
Probe Behandlungen  (mg/l) faktor
Pyrimethanil
Basissensitivitat 0 35,5
P7 Ko Okt. 94 8 60,0 1,69 0,92
P3 Ko Juni 95 9 33,9 0,95 0,77
P3 Ko Sept. 95 14 32,7 0,92 0,97
Cyprodinil
Basissensitivitat 0 14,5 -

P2 Ko Okt. 94 22 14,2 0,98 0,21
P2 Ko Juni 95 30 16,4 1,13 0,31
P2 Ko Juli 96 43 10,0 0,69 0,33

®Anlage, Sporenform (Konidien (Ko)), Monat und Jahr der Probennahme.

Anzahl der Behandlungen mit Pyrimidinaminen (Pyrimethanil und Cyprodinil) seit
Versuchsbeginn 1993 in der jeweiligen Parzelle bis zur Probennahme.

“Uberschreitungswahrscheinlichkeit nach Vergleich der Dosis-Wirkungskurve der
Probe mit der Basissensitivitat mit der faktoriellen Ranganalyse nach Meddis.
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4 Diskussion

Zur Bekampfung pilzlicher Erreger werden im Bodenseegebiet in der integrierten Apfelpro-
duktion jahrlich durchschnittlich 15 Fungizidspritzungen ausgebracht (Hellmann, 1995), der
grofdte Teil davon zur Bekdmpfung des Apfelschorferregers Venturia inaequalis (Triloff,
1994). Ziel der integrierten Produktion ist es aber, den Einsatz von Pflanzenschutzmitteln auf
das notwendige Mal3 zu beschranken (Anonym, 1996) und damit die Umweltbelastung zu
mindern. Eine Mdglichkeit Fungizidbehandlungen einzusparen besteht darin, unter Bertck-
sichtigung der Biologie des Erregers, die Spritzungen besser zu terminieren.

Die Terminierung von Spritzungen hangt von der Wirkungsweise der zur Verfigung stehen-
den Fungizide ab. Residuale protektive Wirkstoffe miissen ausgebracht werden, bevor Infek-
tionsbedingungen eintreten. Um protektiven Wirkstoffe gezielt einsetzen zu kénnen, missen
die Infektionsbedingungen anhand von Wettervorhersagen vorausgesagt werden. Wenn
dann vorhergesagte Infektionsbedingungen ausbleiben, war eine protektive Behandlung
nutzlos (Jones, 1995). Bei protektiven Behandlungen entscheidet weniger die Wirkungsdau-
er des Fungizids Uber die Behandlungsintervalle als der Blattzuwachs und die Abwaschung
des Fungizidbelags durch Regen. Wenn seit der letzten Behandlung neue Blatter nachge-
wachsen sind, muf3 vor eventuellen Infektionsbedingungen erneut mit Fungizid behandelt
werden.

Der Einsatz von kurativen Wirkstoffen hat den Vorteil, dal? man das Eintreten von Infektions-
bedingungen abwarten und danach gezielt behandeln kann. Wirkstoffe, die gegen V. inae-
qualis kurativ eingesetzt werden, mussen in der Lage sein, die Kutikula zu penetrieren,
damit sie das subkutikulare Mycelwachstum stoppen kénnen. Benzimidazole, DMI und Pyri-
midinamine sind teilsystemisch, werden also in die Pflanze aufgenommen und akropetal
transportiert. Sie werden somit im Blatt verteilt und haben zuséatzlich den Vorteil, dal3 sie
nach dem Eindringen ins Blatt auch nicht mehr abgewaschen werden kénnen (Palm, 1989).
In der Verteilung des Wirkstoffes im Blatt liegt ein weiterer Vorteil gegeniiber den residualen
Mitteln, denn selbst mit der besten Spritztechnik ist es schwierig, einen lickenlosen Belag
auf der Pflanze zu bekommen (Fehrmann, 1976a).

Die Infektionsbedingungen fir V. inaequalis werden seit Mills (1944) anhand der Blattnasse-
dauer in Abhangigkeit von der Temperatur ermittelt. Neue Bekampfungsstrategien bertick-
sichtigen neben den meteorologischen Voraussetzungen zur Infektion auch das Vorhanden-
sein von Inokulum und suszeptiblem Gewebe. Nur wenn alle drei Voraussetzungen erfillt
sind, wird eine kurative Behandlung durchgefiihrt. Mit dieser Strategie konnte in Deutschland
und in der Schweiz eine adaquate Schorfbekdmpfung mit 3-7 Spritzungen pro Jahr erreicht
werden (Buhler und Gessler, 1993; Bihler und Gessler, 1994; Triloff, 1994). Diese Strategie

kann aber nur unter bestimmten Voraussetzungen erfolgreich eingesetzt werden. Diese
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Voraussetzungen sind geringer Schorfbefall im Vorjahr und ruhige Baume ohne superfiziel-
len Schorf (Triloff, 1994), sowie die Verfugbarkeit von wirksamen kurativen Fungiziden (Buh-
ler und Gessler, 1994). In Deutschland stehen mit den DMI und mit den Pyrimidinaminen

zwei Wirkstoffgruppen zur kurativen Bekampfung von V. inaequalis zur Verfligung.

4.1 Demethylierungsinhibitoren

Aufgrund lhrer spezifischen Wirkung, besteht die Gefahr der Resistenzbildung gegen DMI
(Koller und Scheinpflug, 1987). DMI sind in Deutschland seit Ende der 70er Jahre in der
Schorfbekdmpfung zugelassen und waren bis 1995 die einzigen Wirkstoffe mit kurativer
Wirkung. Schorfbekampfungsstrategien, die kurative Behandlungen nach erfolgten Infek-
tionsbedingungen vorsahen, waren also auf den Einsatz von DMI angewiesen. Deshalb
wurde die zur Resistenzvermeidung empfohlene Anzahl von 4 DMI Behandlungen pro Sai-
son (FRAC-SBI-Arbeitskreis, 1996) in der Vergangenheit im Bodenseegebiet oft Gberschrit-
ten, so dal} eine Resistenzbildung gegeniber den DMI nicht ausgeschlossen war. Im Ge-
gensatz zu den Benzimidazolen, wo das Auftreten der Resistenz zu einem totalen Wirkungs-
verlust im Feld gefuhrt hat (Fehrmann, 1976b), erwartet man fiir die DMI einen quantitativen
Verlauf der Resistenzentwicklung und somit einen allmahlichen Wirkungsverlust. Dieser
allmahliche Wirkungsverlust ist aber mit Feldbeobachtungen nicht zweifellos festzustellen, da
Minderwirkungen im Feld auch andere Griinde als Fungizidresistenz haben kdnnen, bei-
spielsweise falsche Terminierung oder mangelhafte Applikationstechnik. Gesicherte Er-
kenntnisse Uber eine mogliche Resistenzentwicklung sind deshalb nur durch ein Monitoring
von V. inaequalis Populationen mit einem standardisierten Sensitivitatstest zu bekommen.
Informationen Uber die aktuelle Sensitivitdt der Populationen sind aber fir die Wahl der
geeigneten Bek&mpfungsstrategie dringend erforderlich.

Es wurden in den vergangenen Jahren wiederholt V. inaequalis Populationen mit verringer-
ter Sensitivitdt gegentber verschiedenen DMI nachgewiesen (Braun und McRae, 1992;
Fiaccadori et al., 1987; Koller et al., 1997; Nowacka, 1995; Parisi et al., 1994; Siebels und
Mendgen, 1994; Siegfried et al., 1993). In Versuchsanlagen, die ausschlieRlich mit DMI
behandelt wurden, konnte das Auftreten von resistenten Isolaten mit einer nachlassenden
Wirkung im Feld korreliert werden (Hermann et al., 1989; Hildebrand et al., 1988; Nowacka,
1991). Allerdings fuhrten vergleichbare DMI Behandlungen Uber 12 Jahre in einer kanadi-
schen und einer amerikanischen Versuchsanlage nur in der kanadischen Anlage zu einer
nachweislichen Resistenz (Kdller, 1995). Der Autor macht dafiir den hoheren Befallsdruck in
Kanada verantwortlich. Dieses Ergebnis zeigt, dal Daten Uber Resistenzentstehung nicht
auf andere Anbaugebiete mit anderen klimatischen Bedingungen ubertragbar sind. Deshalb

missen diese Daten in jedem Anbaugebiet erhoben werden.
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Im Bodenseegebiet wurden bisher zwei Populationen mit einer signifikanten Resistenz ge-
genuiber DMI nachgewiesen (Siebels und Mendgen, 1994). Aus dieser Untersuchung wird
aber nicht ersichtlich, wie weit verbreitet die DMI Resistenz im Bodenseegebiet ist. Deshalb
wurden weitere Untersuchungen mit einer gré3eren Anzahl von Populationen durchgefihrt.
Auch Uber die Dynamik der Resistenz gaben die einjahrigen Untersuchungen von Siebels
und Mendgen (1994) keinen Aufschluf3. Deshalb wurde in der vorliegenden Arbeit der Ver-
lauf der Sensitivitdt gegeniber Flusilazol in vier Populationen Uber einen Zeitraum von drei
Jahren untersucht. Dabei sollte geklart werden, wie grol3 die Sensitivitdtsschwankungen
innerhalb einer Population ohne Selektionsdruck sind und wie sich die Sensitivitat in Popula-
tionen, die unter Selektionsdruck geraten, verdndern. Es war auch von Interesse, ob die
DMiI-Resistenz unter Feldbedingungen nach der sexuellen Reproduktion in den Ascosporen
erhalten bleibt. Nachdem fir V. inaequalis Populationen, die unterschiedlichem Selektions-
druck ausgesetzt waren, verschieden hohe Resistenzfaktoren gefunden wurden, konnte eine
Beziehung zwischen der Haufigkeit der DMI Behandlungen und des Resistenzfaktors erstellt
werden. Anhand dieser Beziehung kénnen Resistenzfaktoren fir Populationen geschéatzt
werden, wenn man die Anzahl der DMI-Behandlungen der letzen drei Jahre kennt.

Fur die genannten Untersuchungen wurde jeweils der Wirkstoff Flusilazol verwendet, da
dieser im Bodenseegebiet am haufigsten angewendet wird. Sensitivitatstests mit in Deutsch-
land nicht zugelassenen DMI wurden durchgefiihrt, um die Kreuzresistenz dieser Wirkstoffe

zu Flusilazol zu untersuchen.

Die Untersuchung der Sensitivitat eines Pilzes gegenlber einem Fungizid benétigt einen
geeigneten Sensitivitatstest. Die Wahl der Testmethode hangt vom untersuchten Pilz, von
der Wirkungsweise des Fungizids und von der Aussage ab, die mit der Untersuchung getrof-
fen werden soll (Georgopoulos, 1982; Koller, 1995; Staub und Sozzi, 1984).

Die DMI verhindern die Demethylierung von 24-methylendihydrolanosterol bei der Sterolbio-
synthese. V. inaequalis produziert verschiedene demethylierte Sterole, neben anderen auch
das Ergosterol (Shirane et al., 1996). Die Sterolbiosynthese ausgehend von exogen zugege-
benem [C'']-Acetat, beginnt zwei Stunden nach der Keiminduktion, noch bevor Keimschl&u-
che sichtbar sind (Pontzen und Scheinpflug, 1989). Die Demethylierungsreaktion kann mit
DMI zwar in dieser Phase gestoppt werden, Keimschlauche werden aber trotzdem gebildet.
Es gibt also eine Verzdgerung zwischen der Blockierung der Demethylierungsreaktion und
dem Sichtbarwerden der Wirkung (Pontzen und Scheinpflug, 1989). Dies erklart, warum die
Ausbildung eines Keimschlauchs durch die DMI nicht verhindert wird (Scheinpflug, 1986;
Siegel, 1981; Smith, 1991). Aus diesem Grund sind Keimungstests auf Objekttrdgern oder
Agarplatten, wie sie fur die Untersuchung der Sensitivitat von V. inaequalis gegentber den

Fungiziden Dodine (Gilpatrick und Blowers, 1974) und dem Strobilurin Kresoxim-methyl
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(Lutz, 1995) angewendet wurden, als Testmethode zur Untersuchung der Sensitivitat gegen-
tber DMI nicht geeignet.

Das Keimschlauchlangenwachstum wird durch DMI bei V. inaequalis verringert (Pontzen und
Scheinpflug, 1989; Smith, 1991; Smith, 1990). Allerdings wird ein Unterschied zwischen
unbehandelten und behandelten Keimlingen erst nach 32 h sichtbar. Nach 32 h sind auf dem
Blatt aber bereits Appressorien, Penetrationshyphen und teilweise schon subkutikulares
Stroma gebildet (Abb. 3.1) (Hering et al., 1993; Nusbaum, 1938). Dies zeigt, dal} die Keim-
schlauchldnge, nach 32 h gemessen, keine biologische Relevanz hat. Trotzdem kann die
Sensitivitdt von V. inaequalis Isolaten anhand des Keimschlauchlangenwachstums auf
Agarplatten bestimmt werden (Ortega et al., 1996). Mit dieser Methode konnten qualitative
Unterschiede zwischen Isolaten festgestellt werden. Eine Quantifizierung der DMI-Resistenz
von V. inaequalis scheint mit dieser Methode jedoch nicht mdglich (Ortega et al., 1996).

Die DMI inhibieren das Wachstum des subkutikularen Stromas von V. inaequalis (Dahmen
und Staub, 1992a; Paul und Brandes, 1983; Siebels und Mendgen, 1994). Bei den meisten
Untersuchungen zur Sensitivitat von V. inaequalis gegentber DMI wurde daher das Mycel-
wachstum von Isolaten auf fungizidhaltigen Agarplatten mit unterschiedlichen Konzentratio-
nen gemessen, und es wird entweder die minimale inhibitorische Konzentration (Hildebrand
et al., 1988; Parisi et al., 1994; Stanis und Jones, 1985) oder der EDso-Wert (Bakker et al.,
1995; Braun und McRae, 1992; Carisse und Pelletier, 1994; Creemers et al., 1988; Fiacca-
dori et al., 1987; Hermann et al., 1989; Koller et al., 1991b; Sholberg und Haag, 1993; Smith
et al., 1991; Srijumpa und Gaunt, 1995; Thind et al., 1986; Whelan et al., 1992) als MaR fir
die Sensitivitdt des Isolates bestimmt. Manchmal wurde auf eine Konzentrationsreihe ver-
zichtet und das Mycelwachstum bei einer einzigen diskriminierenden Fungiziddosis gemes-
sen (Koller, 1995; Koller, 1996; Kdller et al., 1995; Kdller et al., 1997).

Die Sensitivitat eines einzelnen lIsolates ist wenig aussagekraftig. Eine Population besteht
aus vielen Isolaten, deren Sensitivitatsverteilung einer Gaulischen Glockenkurve entspricht
(Koller et al., 1991b; Smith et al., 1991). Man mul} also die Sensitivitat vieler Isolate ermit-
teln, um eine Population anhand Ihrer Sensitivitdtsverteilung charakterisieren zu kénnen
(Smith et al., 1991). Zudem muR sichergestellt sein, dal3 sich alle Phéanotypen auch unter
Laborbedingungen kultivieren lassen. Letzteres scheint aber nicht immer moglich (FRAC-
SBI-Arbeitskreis, 1995). AuRerdem wurde eine Instabilitdt der Sensitivitat wéhrend der Lage-
rung von V. inaequalis Isolaten auf Agarplatten festgestellt (Kdller et al., 1991c; Siebels und
Mendgen, 1994). Deshalb sollte fir das Resistenzmonitoring von V. inaequalis gegeniber
DMI ein Ganzpflanzentest im Gewachshaus bevorzugt werden (FRAC-SBI-Arbeitskreis,
1995). Bei diesen in vivo Methoden werden Fungizidkonzentrationen eingesetzt, die der
Anwendungskonzentration im Feld entsprechen, der Einflul des Fungizids auf die Pflanze
wird bertcksichtigt (Scheinpflug, 1986) und nur virulente Sporen gehen in die Auswertung
ein (Siebels und Mendgen, 1994).
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Ganzpflanzentests mit Einsporisolaten wurden im Vergleich zu in vitro Methoden durchge-
fuhrt (Ortega et al., 1996; Parisi et al., 1990; Thind et al., 1986). In diesen Studien erfolgte
eine makroskopische Auswertung der Schorfsymptome. Die Charakterisierung von Einspor-
isolaten mit dieser Methode ist sehr aufwendig, und es wurden in keinem Fall genligend
Isolate untersucht, um Aussagen Uber die Sensitivitat der Population gewinnen zu kénnen.

Die Sensitivitat der Population kann mit dem Ganzpflanzentest schneller gemessen werden,
wenn man direkt die Sporen der gesamten Population zur Inokulation benutzt (Enisz, 1988).
Dabei kann aber die Verwendung von Konidien, die nur von wenigen Schorflasionen stam-
men, zu falschen Ergebnissen fuhren, da die Konidien einer Lasion erbgleich sind (Kdller,
1995). In der vorliegenden Arbeit wurden fir jede Inokulation mindestens 50 natirlich infizier-
te Blatter in der Anlage gesammelt (Smith et al., 1991), und bei der Probennahme wurde
darauf geachtet, daf? nicht nur einzelne Befallsherde beprobt wurden, um einen reprasentati-
ven Querschnitt der Population zu erhalten. Eine weitere Mdglichkeit zahlreiche verschiede-
ne Genotypen zu testen, ist die Verwendung von Ascosporen im Sensitivitatstest, da bei der

sexuellen Reproduktion eine Durchmischung des Erbguts stattfindet.

Der Ganzpflanzentest mit makroskopischer Auswertung gibt direkt Aufschlul3 dariber, ob
eine Population bei einer bestimmten Fungizidkonzentration noch in der Lage ist, Symptome
auszubilden, und wie stark der Befall durch das Fungizid im Vergleich zur Wasserkontrolle
verringert wird. Das Ergebnis wird aber durch die Inokulationsdichte und die Inokulationsbe-
dingungen beeinflufdt. Vor allem dann, wenn man in der Wasserkontrolle einen Befall von
100% erreicht, kdnnen geringe Reduktionen nicht erfal3t werden. Es ist wichtig, diese Me-
thode genau zu standardisieren, nur Konidiensuspensionen mit bekannter Keimrate einzu-
setzen und eine gleichméafige Inokulationsdichte Uber alle Versuchsglieder zu erreichen. Da
diese Bedingungen nur bedingt einzuhalten sind, muf3 die Anzahl der Pflanzen pro Ver-
suchsglied und die Anzahl der Wiederholungen hoch sein.

Beim Ganzpflanzentest mit mikroskopischer Auswertung (Siebels und Mendgen, 1994) kann
die Entwicklung jeder einzelnen Konidie auf dem Blatt mikroskopisch verfolgt werden. Somit
kann anhand der gebildeten Entwicklungsstadien jede Konidie als sensitiv oder resistent
gegeniber der gewahlten Fungizidkonzentration eingestuft werden. Die Anzahl der resisten-
ten Sporen wird also quantitativ bestimmit.

Mit einer gegentber Flusilazol sensitiven und einer resistenten Probe wurde der Ganzplflan-
zentest mit mikroskopischer Auswertung mit einem Ganzpflanzentest mit Auswertung der
befallenen Blattflache und mit einem Ganzpflanzentest mit Auswertung der gebildeten Koni-
dien verglichen (Glp. 3.4.2). Fur die sensitive Probe zeigte sich, da? mit allen drei Auswerte-
verfahren vergleichbare Dosis-Wirkungskurven und EDsp-Werte ermittelt werden konnten
(Abb. 3.5, Tab 3.2). Flr die resistente Probe ergaben die makroskopischen Auswertungen

eine geringere Sensitivitatsverschiebung als die mikroskopische Auswertung.
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Mit der mikroskopischen Methode erhalt man generell eine andere Aussage, als mit der
makroskopischen. Bei der mikroskopischen Methode wird ausgezahlt, wieviele der ausge-
brachten Konidien in der Lage sind, Konidientrager zu bilden. Es wird aber nicht beriicksich-
tigt wie gro3 das gebildete subkutikuldre Mycel ist oder wieviele Konidientrager pro Infekti-
onsstelle gebildet werden. Das sind aber genau die Faktoren, die bei der makroskopischen
Auswertung eine Rolle spielen. So waren in der resistenten Population zwar 60% aller Infek-
tionsstellen, trotz einer Behandlung mit 25 mg/l Flusilazol, in der Lage Konidientrager auszu-
bilden. Die einzelnen Infektionsstellen breiten sich aber unter Fungizdeinwirkung nicht so
stark aus wie ohne Fungizid, und es werden auch weniger Konidien pro Infektionsstelle
gebildet. Es zeigt sich also, dal3 auch auf ein Pilzisolat, das mit der mikroskopischen Metho-
de als resistent eingestuft wird, weil es in der Lage ist unter Fungizieinflu@ Konidientrager
auszubilden, noch eine gewisse Restwirkung besteht, die das Pilzwachstum verlangsamt
und die epidemiologische Ausbreitung einschréankt. Diese Wirkung ist aber im Feld nicht
ausreichend, da eine Schorffleckbildung nicht verhindert wird, und dies vor allem auf der
Frucht nicht toleriert werden kann.

Der Ganzpflanzentest mit mikroskopischer Auswertung wurde in dieser Arbeit fur alle weite-
ren Sensitivitdtsuntersuchungen benutzt, weil die quantitative Bestimmung von resistenten
Individuen in der Population eine frihe Erkennung einer Resistenzentwicklung mdglich
macht. Ein weiterer Vorteil ist, da? bei der mikroskopischen Auswertung die Inokulations-
dichte eine untergeordnete Rolle spielt. Sie beeinflu3t nur die Auswertegeschwindigkeit, aber
nicht die Genauigkeit der Ergebnisse. Beim Einsatz vieler verschiedener Proben ist eine
genaue Standardisierung der Inokulationsdichte aufgrund sehr unterschiedlicher Keimraten
schwierig. Auch eine gleichmé&Rige Inokulation der Blatter war nicht immer gewébhrleistet, da
entlang der Blattadern Flissigkeitstropfen zusammenliefen. Dies stérte aber bei der mikro-
skopischen Auswertung nicht, da nicht eine bestimmte Blattflache, sondern eine bestimmte
Anzahl von Infektionsstellen auf dem Blatt ausgezahlt wurden.

Voraussetzung fur die mikroskopische Auswertung ist eine effektive Farbemethode, die die
subkutikuldren Strukturen sichtbar macht. Eine entscheidende Verbesserung gegentber
frlher angewendeten Methoden war das Autoklavieren der Blatter in 0,5 M KOH (Hood und
Shew, 1996; Trese und Loschke, 1990), anstatt dem Zusatz von Phenol zur Farbelésung
(Gessler und Stumm, 1984; Siebels und Mendgen, 1994).

Im Unterschied zu der Arbeit von Siebels und Mendgen (1994) wurden als Versuchspflanzen
keine Samlinge sondern Handveredelungen einer definierten Sorte verwendet. Somit konnte
der Sensitivitatstest auf der Sorte durchgefihrt werden, von der das Inokulum stammte, um
eine Verfalschung der Ergebnisse durch sortenspezifische V. inaequalis Isolate (Sierotzki et
al., 1994) zu vermeiden. Um fir den Ganzpflanzentest mit mikroskopischer Auswertung fir
die handveredelten Pflanzen unter den gewahlten Inokulationsbedingungen den optimalen

Zeitpunkt fur die Fungizidbehandlung und fiir die Auswertung des Versuchs zu finden, wurde
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der zeitliche Verlauf der pilzlichen Entwicklung untersucht (Glp. 3.1). Nach 28 h ist die Aus-
bildung von Penetrationshyphen abgeschlossen. Eine Fungizidbehandlung zu diesem Zeit-
punkt konnte also keinen EinfluR mehr auf die Ausbildung der Penetrationshyphen haben,
und somit konnten alle weiteren Entwicklungsstadien auf die Anzahl an Penetrationsporen
bezogen werden. Die Ausbildung der Penetrationshyphe innerhalb 28 h bestatigt frihere
Angaben (Nicholson et al., 1977; Nusbaum, 1938; Valsangiacomo und Gessler, 1988). An
anderer Stelle wurde berichtet, dal3 die Appressorienbildung abhangig vom Isolat bis zu 48 h
dauert (Birchmore et al., 1996). Nach Nusbaum und Keitt (1938) und Yepes und Aldwinckle
(1993) entwickelt sich bis 48 h nach der Inokulation das primare Stroma und teilweise schon
Laufhyphen. Die in der vorliegenden Arbeit beobachtete Entwicklung war langsamer. Zwi-
schen 24h und 48h nach der Inokulation konnte keine Weiterentwicklung festgestellt werden.
Erst 3d nach der Inokulationwurden Laufhyphen beobachtet. Die Unterschiede in der Ent-
wicklungsgeschwindigkeit kénnten in der unterschiedlich langen Zeitspanne liegen, die die
Pflanzen nach der Inokulation unter Infektionsbedingungen inkubiert wurden. So waren die
Pflanzen in den Versuchen dieser Arbeit nur 24h Infektionsbedingungen ausgesetzt, woge-
gen andere Autoren (Nusbaum, 1938; Yepes und Aldwinckle, 1993) die Pflanzen 36h-48h
bei Infektionsbedingungen inkubierten.

Der Auswertezeitpunkt wurde auf sechs Tage nach der Inokulation festgelegt. Danach stieg
der Anteil an gekeimten Konidien mit Konidientrdgern nicht mehr signifikant an (Abb. 3.1),
aber das pilzliche Mycel wurde dichter, so dal3 es nicht mehr einzelnen Infektionsstellen
zugeordnet werden konnte. Ein Auswertezeitpunkt nach 5 Tagen, wie er auf Samlingen
gewahlt wurde (Siebels und Mendgen, 1994), war mit den veredelten Pflanzen zu friih. Nach
funf Tagen hatten nur 8% der gekeimten Konidien Konidientrager ausgebildet. Es wurde
beobachtet, dal3 die Entwicklung des Pilzes auf Samlingen im allgemeinen schneller war, als
auf den veredelten Pflanzen.

Die Anfalligkeit von Apfelblattern gegentber V. inaequalis nimmt mit zunehmendem Blattal-
ter ab (Gessler und Stumm, 1984; Hering et al., 1993; Schwabe, 1979). In den Sensitivitats-
tests sollten aber nur Blatter mit vergleichbarer Anfalligkeit ausgewertet werden. Um heraus-
zufinden, wieviele Blatter an jedem Trieb fUr die Sensitivitatstests benutzt werden kdnnen,
wurde die Entwicklung von V. inaequalis in Abhangigkeit vom Blattalter untersucht (Glp.
3.2). Im Gegensatz zu anderen Autoren, die eine reduzierte Anfalligkeit des zweiten Blattes
im Vergleich zum jungsten voll entfalteten Blatt beschrieben (Gessler und Stumm, 1984;
Hering et al., 1993), ergaben sich unter den gewahlten Bedingungen keine signifikanten
Unterschiede in der Anfélligkeit der zum Zeitpunkt der Inokulation drei jingsten Blatter.
Aufgrund dieses Ergebnisses konnten fiir die Sensitivitatstests jeweils die zum Zeitpunkt der

Inokulation drei jungsten voll entfalteten Blatter ausgewertet werden.
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Mit der mikroskopischen Auswertung kénnen Sensitivitatsverschiebungen einer V. inaequalis
Population an verschiedenen Entwicklungsstadien des Pilzes gezeigt werden (Siebels und
Mendgen, 1994). Zur Berechnung der EDso-Werte wurde in der vorliegenden Arbeit nur die
Bildung von Konidientragern beriicksichtigt. Die Bildung dieses spéaten Stadiums setzt das
Vorhandensein von primaren Stromata, Laufhyphen und sekundaren Stromata voraus. Au-
Rerdem sollte eine Struktur als Auswertekriterium gewahlt werden, die zeigt, daf3 der Ver-
mehrungszyklus des Pilzes abgeschlossen werden kann. Die Bildung von neuen Konidien
als Kriterium zu wahlen war aber nicht mdglich, da diese erst 8 Tage nach der Inokulation
gebildet werden und sich zu diesem Zeitpunkt das subkutikulare Mycel schon so weit ausge-
breitet hat, daf? einzelne Infektionsstellen nicht mehr unterschieden werden konnten.

Auf jedem ausgewerteten Blatt wurde der prozentuale Anteil der Infektionsstellen mit Koni-
dientragern an der Anzahl der gesamten Infektionsstellen errechnet. Dieser Anteil schwankte
in den Wasserkontrollen fur verschiedene Proben zwischen 20 und 70%. Deshalb konnten
die Proben, trotz der Standardisierung der Infektionsbedingungen, nicht anhand der Anteile
von Infektionsstellen mit Konidientragern bei einer bestimmten Fungizidkonzentration vergli-
chen werden. Anstatt dessen wurde die Reduktion der Konidientragerbildung durch eine
Fungizidkonzentration im Vergleich zur Wasserkontrolle dieses Versuchs als Wirkungsgrad
berechnet (Abbott, 1925). Der Wirkungsgrad der im Feld empfohlenen Anwendungkon-
zentration eines Fungizids gibt dann direkt Aufschlu3 Uber die zu erwartende Feldwirkung
des Fungizids auf diese Population. Zur weiteren Charakterisierung einer Probe wurden
verschiedene Fungizidkonzentrationen ausgewertet und Dosis-Wirkungskurven erstellt.
Anhand der Dosis-Wirkungskurven werden EDso- und EDgo-Werte ermittelt. Dies wird durch
eine Regression der MelRwerte erleichtert. Da die Dosis-Wirkungskurven einen sigmoiden
Verlauf haben, kdnnen bei einer linearen Regression Melwerte mit niedriger und hoher
Wirkung nicht bertcksichtigt werden, weil an diesen Stellen die sigmoide Kurve stark von der
Geraden abweicht (Smith et al., 1991). Dieser Informationsverlust kdnnte nur mit vielen
MelRwerten im linearen Bereich ausgeglichen werden. Dies ist aber besonders bei steilen
Kurven schwierig. In den Dosis-Wirkungskurven in dieser Arbeit befanden sich meistens nur
drei Werte im linearen Bereich. Deshalb wurden die sigmoiden Kurven mit Hilfe einer logit
Transformation (Neter et al., 1983) linearisiert. Andere Autoren linearisierten Dosis-
Wirkungskurven von Fungiziden mit der probit Transformation (Sholberg und Haag, 1993).
Die logit und die probit Transformationen kénnen beide fur dichotome Variablen angewendet
werden und fuhren zu ahnlichen Geraden. Die logit Transformation hat aber den Vorteil, daf3
sie einfacher zu berechnen ist (Neter et al., 1983).

EDso- bzw. EDgo-Werte kénnen nur dann genau bestimmt werden, wenn sowohl MelRRwerte
bei héherer als auch niedriger Wirkung vorliegen. In allen getesteten Proben wurden mit den
eingesetzten Fungizidkonzentrationen Wirkungsgrade unter und Uber 50% erreicht, so dal3

der EDso-Wert fiir alle Proben errechnet werden konnte. Deshalb wurden die Resistenzfakto-
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ren anhand der EDsp-Werte errechnet. Die EDgg-Werte konnten nicht fiir alle Proben be-
stimmt werden, da bei resistenten Populationen selbst mit der hochsten eingesetzten Fungi-
zidkonzentration nicht immer eine Wirkung von 90% erreicht wurde. Mit der durchgefiihrten
Regression konnten zwar auch Werte aul3erhalb des MelRbereiches extrapoliert werden.
Dies wirde aber MelRfehler verstarken und zu ungenauen Ergebnissen fiihren. Deshalb
wurden die EDgy-Werte nur fir die Basissensitivitaten berechnet. Eine Wirkung von 90% ist
das Minimum, das von einem Fungizid im Feld erwartet wird (Brent, 1995). Die Anwen-
dungskonzentration im Feld ist hoher als der EDgo-Wert (Tab.3.6). Man hat also eine Wir-
kungsreserve. Diese wird bendtigt, da im Feld meistens kein lickenloser Spritzbelag ausge-
bracht wird, da das Fungizid nicht immer zum gunstigsten Einsatzzeitpunkt ausgebracht
werden kann und da durch Abbau, Abwaschung oder Verteilung in der Pflanze ein Verdin-
nungseffekt auftritt. Solange der Resistenzfaktor einer Population kleiner ist als die Wir-
kungsreserve des Fungizids, kann diese Population mit der empfohlenen Anwendungskon-
zentration bei optimaler Anwendung noch zu 90% bekampft werden. Eine Resistenz wird im

Feld erst sichtbar werden, wenn der Resistenzfaktor grofRer wird als die Wirkungsreserve.

Der Ganzpflanzentest mit mikroskopischer Auswertung eignet sich sehr gut fur die Sensitivi-
tatsbestimmung von V. inaequalis Populationen gegentber kurativen Wirkstoffen. Zur Sensi-
tivitatsbestimmung gegentiber protektiven Wirkstoffen ist diese Methode jedoch ungeeignet.
Es wurde versucht die Sensitivitat von V. inaequalis Populationen gegentber Kresoxim-
methyl, einem neuen Wirkstoff aus der Gruppe der Strobilurine, mit dieser Methode zu
bestimmen (Lutz, 1995). Kresoxim-methyl hemmt die Sporenkeimung (Gold et al., 1996) und
sollte deshalb protektiv, also vor der Inokulation, eingesetzt werden. Dadurch kann bei der
Auswertung die Anzahl der Infektionsstellen nicht als BezugsgroRe auf dem Blatt verwendet
werden, sondern die Anzahl der ungekeimten Konidien auf dem Blatt mif3te als Bezugsgro-
Re verwendet werden. Die ungekeimten Konidien haften aber nicht am Blatt, da auch die
Anheftung ein aktiver Prozel3 ist (Romantschuk et al., 1996), und werden daher bei der
Farbung abgewaschen. Dies verfalscht natirlich das Ergebnis. Ein Ausweg wére, die aus-
gewertete Blattflache als Bezugsgrolie zu nehmen (Lutz, 1995). Damit erhalt man aber keine
gquantitative Aussage mehr und ist genau wie bei der makroskopischen Auswertung auf eine

gleichméaRige Inokulationsdichte angewiesen.

Um Fungizidresistenz nachweisen zu kénnen, muf} die urspringliche Sensitivitat des Pilzes,
die Basissensitivitat, bekannt sein. Genau genommen muf3te man jede Population vor Ein-
fuhrung eines Fungizids auf ihre Sensitivitdt gegeniber diesem Wirkstoff prifen, um spéater
eine Verschiebung feststellen zu kdnnen. Fir Fungizide, die schon zugelassen sind, ist das
aber nicht mehr mdglich. Man behilft sich deshalb damit, Pilzpopulationen zu testen, die

noch keinen Fungizidkontakt hatten, um eine Basissensitivitat zu definieren. Oft begnigt
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man sich damit, ein Isolat oder eine Population als Kontrolle zu verwenden (Hermann et al.,
1989; Siegfried et al., 1993). Dabei wird aber nicht berticksichtigt, dal3 es auch naturliche
Schwankungen in der Sensitivitat geben kann, und es ist wichtig, diese natirliche Schwan-
kungsbreite zu kennen, um das Auftreten von Resistenz dagegen abgrenzen zu konnen.
Verschiedene Autoren berichten Uber Unterschiede in der Sensitivitdt von V. inaequalis
Populationen aus unbehandelten Anlagen gegeniiber DMI (Carisse und Pelletier, 1994;
Kdller et al., 1995; Sholberg und Haag, 1993; Smith et al., 1991). In diesen Fallen wurden die
Populationen anhand der Sensitivitatsverteilung einzelner Isolate charakterisiert, wobei die
Sensitivitat der Isolate auf Agarplatten getestet wurde. In den USA wurde ein signifikanter
Unterschied zwischen zwei unbehandelten Populationen von Faktor 1,5 (Smith et al., 1991)
und jahreszeitliche Schwankungen der Sensitivitdt gegentiber Flusilazol innerhalb einer
unbehandelten Population um Faktor 5 festgestellt (Kdller et al., 1995). In Kanada wurden
Unterschiede in der Sensitivitdt unbehandelter Populationen gegentber Flusilazol von Faktor
2,2, gegenuber Myclobutanil von Faktor 2,8 (Sholberg und Haag, 1993) und gegenuber
Fenarimol von Faktor 4,5 gezeigt (Carisse und Pelletier, 1994). Um die natirlichen Schwan-
kungen der DMI Sensitivitat mit dem Ganzpflanzentest mit mikroskopischer Auswertung zu
erfassen, wurden zur Ermittlung der Basissensitivitat von V. inaequalis Populationen gegen-
uber Flusilazol sechs Proben aus zwei Anlagen, die noch nie mit Fungizid behandelt wurden,
untersucht (Abb. 3.4). Anlage K1 liegt etwa 60 km entfernt von der nachsten kommerziell
genutzten Apfelanlage, so dal3 ein eventuelles Einwandern von resistenten Isolaten aus
benachbarten Anlagen ausgeschlossen werden konnte (MacHardy, 1994). Konidien aus
dieser Anlage wurden schon in einer friheren Studie als Kontrolle benutzt und zeigten dort
eine hohe Sensitivitdt gegentber DMI (Siebels und Mendgen, 1994). Anlage K2 ist Teil des
botanischen Gartens der Universitat Konstanz und war so den gleichen klimatischen Bedin-
gungen unterworfen, wie die anderen getesteten Anlagen aus dem Bodenseegebiet. Die
EDso-Werte der Proben aus den Kontrollanlagen lagen zwischen 0,21 mg/l und 0,59 mgl/l.
Die insensitivste Probe ist also um Faktor 2,8 insensitiver als die sensitivste Probe. Mit der
verwendeten statistischen Analyse ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen
diesen sechs Proben. Dies liegt vor allem an den hohen Varianzen der Wirkungsgrade zwi-
schen den Blattern. Diese Varianzen zwischen den einzelnen Blattern konnten auch durch
die Verwendung von handveredelten und dadurch erbgleichen Pflanzen anstatt von Samlin-
gen (Siebels und Mendgen, 1994) nicht verringert werden. Da keine signifikanten Unter-
schiede zwischen den einzelnen Proben aus den unbehandelten Anlagen hinsichtlich ihrer
Sensitivitdt gegenuber Flusilazol gefunden wurden, konnten diese sechs Proben zur Basis-
sensitivitat von V. inaequalis Populationen gegeniiber Flusilazol zusammengefaldt werden
(Abb. 3.4).

Im Vergleich zur Basissensitivitat wurde in fast allen Proben aus behandelten Anlagen eine

signifikante Resistenz gegenuber Flusilazol nachgewiesen. Die Resistenzfaktoren korrelier-
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ten mit der Anzahl der DMI-Behandlungen innerhalb von drei Jahren vor der Probennahme.
Abgesehen von Triadimenol, das nur eine schwache Wirkung gegen V. inaequalis hat, wurde
von allen DMI, die in den beprobten Anlagen eingesetzt wurden (Flusilazol, Penconazol,
Fenarimol, Myclobutanil, Triforin), angenommen, dal’ sie einen vergleichbaren Selektions-
druck austben. Diese Voraussetzung wird zwar wegen der unterschiedlichen inharenten
Aktivitaten der Wirkstoffe (siehe unten) nicht unbedingt erfillt. Allerdings wurden 60% aller
DMI Behandlungen in den beprobten Anlagen mit Flusilazol durchgefiihrt, so dafl3 Unter-
schiede im Selektionsdruck nicht ins Gewicht fallen dtrften.

Die Korrelation zwischen dem Resistenzfaktor und der Anzahl der DMI Behandlungen, wie
sie fur das Bodenseegebiet (Glp. 3.4.6) und auch in Frankreich (Parisi et al., 1994) gezeigt
werden konnte, lag in anderen Anbaugebieten nicht vor (Bakker et al., 1995; Smith et al.,
1991). Eine Korrelation zwischen dem Resistenzfaktor und der Anwendungshaufigkeit von
Fungiziden ist nur zu erwarten, wenn die Proben aus einem Gebiet mit gleichem Befallsdruck
stammen, da ein hoher Befallsdruck als wichtige Voraussetzung fur die Resistenzentwick-
lung angesehen wird (Kdller, 1995). Im gesamten Bodenseegebiet sind die Infektionsbedin-
gungen in der Primarsaison nahezu immer gleichzeitig erfullt (Triloff, 1994). Dies fuhrt zu
einem vergleichbaren Befallsdruck Uiber das gesamte Anbaugebiet.

In einer neuseeléandischen Studie wurden Proben aus sechs Regionen beriicksichtigt (Bak-
ker et al., 1995). In diesem Fall wurde keine Korrelation zwischen der Resistenz und der
Anwendungshéaufigkeit der Fungizide festgestellt. Bakker et al. (1995) beriicksichtigten auch
nur die Behandlungen mit dem jeweiligen DMI zur Berechnung der Korrelation und nicht alle
DMI Behandlungen. Aufgrund der bei V. inaequalis allgemein gefundenen Kreuzresistenz
(Bakker et al., 1995; Hermann et al., 1989; Hildebrand et al., 1988; Ortega et al., 1996;
Schnabel und Parisi, 1997; Srijumpa und Gaunt, 1995; Thind et al., 1986; Whelan et al.,
1992) gegentuber DMI tragen aber alle DMI zur Selektion bei.

Die Funktion, die sich aus der nicht linearen Regression zwischen Regressionsfaktor und der
Anzahl der DMI Behandlungen der letzten 3 Jahre errechnete, kann mit gewissen Ein-
schrdnkungen dazu benutzt werden, die Sensitivitat von V. inaequalis Populationen aus
dem Bodenseegebiet zu schatzen. Aufgrund der gefundenen Beziehung wirde man in allen
Apfelanlagen, in denen in den letzen drei Jahren mindestens 6 DMI Behandlungen durchge-
fuhrt wurden, eine signifikante Resistenz erwarten. Im Bereich zwischen null und sechs DMI
Behandlungen in drei Jahren wurden aber wenige Anlagen getestet, so dal3 die Voraussage
in diesem Bereich ungenau ist. Streng genommen kénnte man aus der Funktion auch able-
sen, dal’ der Resistenzfaktor wieder auf null geht, wenn man die DMI Behandlungen drei
Jahre lang aussetzt. Solche Grenzfalle miften aber gesondert untersucht werden. Das
Aussetzen der DMI Behandlungen fiir ein Jahr erbrachte keinen signifikanten Rickgang der
Resistenz. Ob und wie schnell sie zurlickgeht kann anhand dieser Untersuchungen nicht

gesagt werden. In einer kanadischen Population, in der die Feldwirkung von Bitertanol ver-
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ringert war (Hildebrand et al., 1988), fiel der Resistenzfaktor innerhalb von drei Jahren ohne
Selektionsdruck von 10,2 auf 3,5. Anhand der Sensitivitatsverteilung der einzelnen Isolate
konnte aber weiterhin eine resistente Subpopulation nachgewiesen werden (Braun, 1994).

Die Regressionskurve in Abbildung 3.9 strebt gegen einen Héchstwert (Rf=158). Daran
erkennt man, dafd es einen stabilisierenden Faktor geben muf3, der eine weitere Verschie-
bung der Sensitivitat verhindert. Es kdnnte sein, daf eine weitere Anpassung aufgrund der
Physiologie des Pilzes nicht mehr mdglich ist. Es ware auch denkbar, dalR die Bekdmpfung
des Pilzes mit Fungizidmischungen zu dieser Stabilisierung fuhrte, wie es fir Erysiphe gra-
minis diskutiert wurde (Russel, 1995). Aber auch in der Versuchsanlage P11 stabilisierte sich
das Resistenzniveau, obwohl nur ein fungizider Wirkstoff eingesetzt wurde. Wahrscheinlicher
ist deshalb, dal? die Dosierung der verwendeten Fungizide im Feld zu dieser Stabilisierung
fuhren. In einer Population mit dem Resistenzfaktor 161 kénnen 75% der gekeimten Koni-
dien auf einem mit 25 mg/l Flusilazol behandelten Blatt Konidientrager ausbilden. Auf diese
Population wird also mit der Anwendungskonzentration von Flusilazol kein Selektionsdruck in
Richtung hoherer Resistenz mehr ausgetibt. Nur eine Erh6hung der Konzentration oder die
Einfihrung neuer Wirkstoffe mit hoherer inharenter Aktivitdt wirde einen weiteren Selekti-

onsdruck bedeuten und eventuell zur Erhéhung des Resistenzniveaus filhren.

Verschiedene DMI zeigen grofRe Unterschiede hinsichtlich ihrer inharenten Aktivitat gegen V.
inaequalis (Koller, 1995). Als Mal3 fur die inh&rente Aktivitat dient die Basissensitivitat (EDsp)
(Koller et al., 1991b). Die Rangfolge der inharenten Aktivitdten ergab sich in dieser Arbeit zu:
Difenoconazol > Flusilazol > Fenarimol > Tebuconazol > Pyrifenox. DalR Flusilazol eine
hohere inharente Aktivitat hat als Fenarimol, wurde auch schon von anderen Autoren mit in
vitro Methoden gefunden (Bakker et al., 1995; Creemers et al., 1988; Koller et al., 1991b;
Nowacka, 1995; Srijumpa und Gaunt, 1995; Thind et al., 1986). Auch die im Vergleich zum
Flusilazol héheren Resistenzfaktoren gegeniber Fenarimol (Tab 3.5) wurden schon be-
schrieben (Srijumpa und Gaunt, 1995; Thind et al., 1986). Dies koénnte die Erklarung daftr
sein, daf3 in manchen Anlagen, in denen zur Bekampfung des Apfelschorfs Fenarimol nicht
mehr wirksam ist, Flusilazol noch befriedigende Wirkung zeigt (Nowacka, 1991). Dazu
kommt, dalR Flusilazol eine héhere Wirkungsreserve hat als Fenarimol, und somit eine gerin-
ge Sensitivitatsverschiebung noch nicht zu einem Wirkungsverlust fiihrt. Auch die Konidien
aus Anlage A aus dem Jahr 1993 waren sensitiv gegentber Flusilazol und resistent gegen-
Uber Fenarimol. Der Resistenzfaktor von funf gegeniiber Flusilazol liegt noch innerhalb der
Wirkungsreserve dieses Wirkstoffes (Tab. 3.6). Dagegen uberschreitet der Resistenzfaktor
von 30 gegeniiber Fenarimol schon die Wirkungsreserve.

Daraus erwachst die Hoffnung, dal3 man mit neuen DMI, die eine héhere inharente Aktivitét
als Flusilazol haben, vielleicht auch Schorfpopulationen bekdmpfen kann, die gegenuber

Flusilazol resistent sind. Von den untersuchten DMI hat nur Difenoconazol eine hohere
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inharente Aktivitat als Flusilazol. Da es mit der gleichen Anwendungskonzentration wie Flusi-
lazol empfohlen wird, ist die Wirkungsreserve hdher (Tab. 3.6). Diese hohe Wirkungsreserve
erklart auch, warum Difenoconazol auf Populationen, in denen eine verringerte Sensitivitat
gegeniber diesem Wirkstoff nachgewiesen wurde, noch eine gute Feldwirkung hatte (FRAC-
SBI-Arbeitskreis, 1995). Andererseits konnte gezeigt werden, daf3, obwohl Difenoconazol in
den Anlagen P11 und B nie eingesetzt wurde, V. inaequalis Populationen aus diesen Anla-
gen Resistenzfaktoren aufwiesen, die in der Gréfienordnung von denen gegeniber Flusilazol
liegen. Somit ist die Wirkungsreserve von Difenoconazol durch die Kreuzresistenz schon
aufgebraucht. Weitere DMI mit héherer inharenter Aktivitat als Flusilazol sind Fluguinconazol
(Schnabel und Parisi, 1997) und Hexaconazol (Creemers et al., 1988). Es muf3 jedoch betont
werden, daf3 auch fur Fluquinconazol eine Kreuzresistenz zu anderen DMI gefunden wurde
(Schnabel und Parisi, 1997). Beim Einsatz von DMI mit héherer inh&renter Aktivitat als Flusi-
lazol muz auch eine weitere Sensitivitatsverschiebung befiirchtet werden, da auch der
Selektionsdruck erhoht wird. Die positive Kreuzresistenz zwischen den DMI, wie sie fir V.
inaequalis Populationen zwischen Flusilazol, Fenarimol, Difenoconazol, Tebuconazol und
Pyrifenox in dieser Arbeit gezeigt wurde, konnte fur V. inaequalis Isolate schon mehrfach
nachgewiesen werden (Bakker et al., 1995; Hermann et al., 1989; Hildebrand et al., 1988;
Ortega et al., 1996; Schnabel und Parisi, 1997; Srijumpa und Gaunt, 1995; Thind et al.,
1986; Whelan et al., 1992). Allerdings ist die Kreuzresistenz nicht fir alle Isolate komplett
(Hildebrand et al., 1988; Ortega et al., 1996). Auch fur Monilinia fructicola (Elmer et al.,
1994), Sclerotinia homeocarpa (Golembiewski et al., 1995), Sphaeroteca fuliginea (McGrath
et al., 1996) Uncinula necator (Ypema et al., 1997), Cladosporium caryigenum (Reynolds et
al., 1997) und Penicillium italicum (De Waard et al., 1982) wurde eine positive Kreuzresis-

tenz zwischen den DMI gezeigt.

Die sexuelle Reproduktion ist jahrlicher Bestandteil des Entwicklungzyklus von V. inaequalis.
In gepflegten Apfelanlagen geht man davon aus, daf} die Primarinfektionen im Frihjahr nur
von sexuell entstandenen Ascosporen ausgehen. Laboruntersuchungen mit V. inaequalis
Isolaten, in denen die Vererbung einer DMI Resistenz untersucht wurde, ergaben, dal3 eine
Resistenz auch nach der sexuellen Reproduktion in Ascosporen wiedergefunden werden
kann (Sholberg und Haag, 1993; Stanis und Jones, 1985). In einer dieser Studien wurde
gezeigt, dal’ die Sensitivitatsniveaus der Nachkommen einer Kreuzung nicht den Sensitivi-
tatsniveaus der Eltern entsprechen (Sholberg und Haag, 1993). Daraus schlie3t man, daf3
die Resistenz von mehreren Genen gesteuert wird, wie es auch fur die DMI Resistenz in
Aspergillus nidulans (Van Tuyl, 1977), Nectria haematococca (Kalamarakis et al., 1991) und
in Neurospora crassa (Staben, 1995) beschrieben wurde. Bei dieser multigenen Vererbung
konnen aus der sexuellen Reproduktion Nachkommen mit hdheren oder niedrigeren Sensiti-

vitdtsniveaus als die der Eltern entstehen, und eine Resistenzentwicklung kann durch die
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sexuelle Reproduktion verzdgert werden, wenn viele neue Genotypen entstehen (Shaw,
1989). Laboruntersuchungen mit Plattentests zur Sensitivitasbestimmung geben keinen
Aufschluf Gber die Virulenz und die Fitness der neuen Genotypen, und es war nicht ersicht-
lich in welchem Ausmal3 die Resistenz in V. inaequalis Populationen gegeniber DMI im
Feld nach sexueller Reproduktion erhalten bleibt. Die Resistenz von V. inaequalis Isolaten
gegenuber Flusilazol war bei kiihlen Lagerbedingungen instabil (Kéller et al., 1991c). Wenn
ein ahnlicher Resistenzverlust auch im Feld tber den Winter auftreten wiirde, konnte man
hoffen, dald im FrUhjahr hauptsachlich sensitive Ascosporen gebildet wirden, so daf3 die
Resistenz jedes Jahr neu selektioniert werden mifte.

Die Resistenz von V. inaequalis Populationen gegeniber Flusilazol wurde in Anlage B und
P11 auch in Ascosporen nachgewiesen. Dies deutet darauf hin, da die Resistenz unter
Feldbedingungen stabil und vererbbar ist. Dagegen spricht nur die signifikante Verringerung
des Resistenzfaktors in den Ascosporen der Anlage P11 aus dem Jahr 1995 im Vergleich zu
den Konidien aus 1994. Allerdings ist Anlage P11 nur eine Parzelle einer Versuchsanlage, in
der es auch unbehandelte und mit nicht DMI Fungiziden behandelte Parzellen gibt. Es kdénn-
te sein, dafd nach dem Aussetzen der Fungizidbehandlungen im September noch Infektionen
in der Parzelle P11 stattgefunden haben. Solche Spatinfektionen kénnen auch &ltere Blatter
betreffen, da die ontogenetische Resistenz mit zunehmendem Blattalter wieder verloren geht
(Kollar, 1996). An den Spétinfektionen konnten Konidien aus umliegenden Parzellen beteiligt
gewesen sein, die keinem Selektionsdruck ausgesetzt waren. Diese sensitiven Immigranten
waren aber an der Ascosporenbildung beteiligt und die Population wére so durch Immigrati-
on und nicht durch verminderte Fitness der resistenten Stamme sensitiver geworden. Koni-
dien werden nur Uber kurze Strecken innerhalb der Anlage verbreitet (Howitt und Evans,
1926; Wiesmann, 1932). Immigration von sensitiven Stammen in grol3e Anlagen, die einem
einheitlichen Behandlungsschema unterworfen sind, ist unwahrscheinlicher.

Ob auch die Resistenz gegeniiber anderen DMI in den Ascosporen wiederzufinden ist oder
ob nur die Resistenz gegeniber bestimmten DMI vererbt wird, wie es in Ascosporen des
Rebenmehltaus Uncinula necator gezeigt wurde (Gubler et al., 1996), konnte im Rahmen
dieser Arbeit nicht geklart werden. Die Sensitivitat von V. inaequalis Populationen gegen-
uber anderen DMI wurde nur anhand von Konidien untersucht.

Da das Resistenzniveau in Anlage A und Anlage B nach Aussetzen der DMI Behandlungen
bestehen blieb, kann keine verringerte Fitness der resistenten Isolate vermutet werden, wie
sie fur DMI resistente Labormutanten (Fuchs, 1982) und Feldisolate (Al-Mughrabi und Gray,
1995) anderer Pilze beschrieben wurde. Im Feld wird bei Fungizidanwendung gleichzeitig auf
Resistenz, Virulenz und Fitness selektioniert, so dal3 sich dort, vor allem bei regelmagiger
sexueller Reproduktion (Veverka, 1996), Isolate durchsetzen werden, die alle drei Eigen-
schaften miteinander verbinden. Deshalb kann die Sensitivitdtsverschiebung auch nach dem

Aussetzen der DMI Behandlungen erhalten bleiben. Ein schneller Rickgang der Resistenz
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nach dem Aussetzen der DMI Behandlungen, wie er fir Septoria nodorum gefunden wurde

(Schmidt, 1995), konnte fir V. inaequalis Populationen bisher nicht festgestellt werden.

Die Bekampfungserfolge mit Flusilazol in der Versuchsanlage der Ubergebietlichen Pflan-
zenschutzberatung Uberlingen waren seit 1992 nicht mehr zufriedenstellend (Abb. 3.10). Die
Blattschorfbonitur im Juli ergab fir Flusilazol jeweils schwachere Wirkungsgrade als fir das
Kontaktfungizid Dithianon, obwohl Flusilazol bei seinem ersten Einsatz noch einen besseren
Wirkungsgrad hatte. Auch in Feldversuchen in den USA und in Kanada schnitten DMI, dar-
unter auch Flusilazol, in Mittelprifungen immer besser ab als Kontaktmittel (Biggs und
Warner, 1987; O Leary et al., 1987; Warner, 1990). In einer kanadischen Studie (Hildebrand
et al., 1988) zeigte Bitertanol Uber sechs Jahre sowohl gegenlber Blatt- als auch Frucht-
schorf eine bessere Wirkung als ein protektives Fungizid. Im siebten bis neunten Jahr nach
Versuchsbeginn wurde eine schlechtere Wirkung von Bitertanol im Vergleich zum protekti-
ven Fungizid gezeigt, bevor es dann im zehnten Versuchsjahr zu einem totalen Wirkungsver-
lust des DMI kam. In Uberlingen begann die Wirkungsminderung von Flusilazol friiher. Dies
kénnte daran liegen, dal3 in dieser Anlage schon friher Versuche mit anderen DMI durchge-
fuhrt wurden. Der totale Wirkungsverlust konnte bisher nicht festgestellt werden, obwohl der
gemessene Resistenzfaktor dem zu erwartenden Maximumlevel entspricht. Dies liegt wohl
an der gefundenen Restwirkung von Flusilazol auf resistente Isolate (Glp. 3.4.2). In Anlage A
und B wurde die Schorfbek&dmpfung 1994 mit einem kurativen Bekampfungschema durchge-
fuhrt, indem Mischungen von DMI mit protektiven Wirkstoffen nach einer Infektionsperiode
eingesetzt wurden. Trotz 6 bzw. 8 kurativen Behandlungen und 14 bzw. 7 zusétzlichen pro-
tektiven Behandlungen wurde keine befriedigende Bekampfung erreicht. Dagegen war 1995
in beiden Anlagen die Schorfbekdmpfung mit einem protektiven Behandlungsschema ohne
DMI zufriedenstellend. Nachdem im Sensitivitatstest fur die V. inaequalis Populationen aus
Anlage A, B und P11 signifikante Resistenz gefunden wurde, wird diese auch fur die beo-

bachtete Minderwirkung der DMI im Feld verantwortlich gemacht.

Zur Resistenzvermeidung werden verschiedene Strategien vorgeschlagen:

1. DMI sollen nicht alleine, sondern in Mischung ausgebracht werden (De Waard, 1996;
FRAC-SBI-Arbeitskreis, 1995; Gisi, 1996; Scheinpflug, 1988b; Staub und Sozzi, 1984). Die
Mischung von Wirkstoffen mit unterschiedlichem Wirkungsmechanismen soll der Resistenz-
entwicklung vorbeugen (Kable und Jeffery, 1980; Levy et al., 1983; Skylakakis, 1981). Fast
alle DMI Behandlungen in den untersuchten Apfelanlagen wurden in Mischung mit Kontakt-
mitteln ausgebracht. Trotzdem hat sich in den V. inaequalis Populationen eine Resistenz
gegeniber den DMI entwickelt. Bei einem kurativen Einsatz dieser Mischung kann das Kon-
taktmittel aufgrund seiner residualen Eigenschaft den Pilz unter der Kutikula gar nicht errei-

chen. Somit kann in dieser Infektionsperiode ausschlie3lich das DMI wirken. Das Kontaktmit-
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tel ist nur dann von Nutzen, wenn innerhalb seiner protektiven Wirkungsdauer eine neue
Infektionsperiode eintritt. Auch in Frankreich konnte keine Verzoégerung der Resistenz-
entwicklung nach Einsatz von DMI in Mischungen im Vergleich zum DMI Einsatz alleine
gefunden werden (Parisi et al., 1994). AulRerdem wurde gezeigt, dal’ die kurative Wirkung
von DMI in Mischungen schlechter ist als bei alleinigem Einsatz (Palm, 1989). Die Ursache
fur diese Wirkungsminderung konnte in der Bindung des Wirkstoffes an das Tragermittel des
Kontaktmittels zu finden sein (Palm, 1989). Um eine Resistenzvermeidung durch Mischun-
gen zu erreichen, mufiten zwei kurative Wirkstoffe mit unterschiedlichen Wirkungsmecha-
nismen eingesetzt werden. Momentan kéame in Deutschland daflr nur eine Mischung eines
DMI mit einem Pyrimidinamin in Frage. Das konnte theoretisch die Resistenzentstehung
gegen diese Wirkstoffgruppen verzégern, es besteht aber auch die Gefahr, dal? eine multiple
Resistenz gegen beide Wirkstoffgruppen entsteht.

2. Die Anzahl der jahrlichen Behandlungen sollte begrenzt werden. Die Empfehlung nicht
mehr als vier DMI Applikationen pro Jahr durchzufiihren (FRAC-SBI-Arbeitskreis, 1995),
wurde nicht in allen untersuchten Anlagen berticksichtigt. So forderte vor allem in Anlage A
der haufige DMI-Einsatz im Jahre 1994 die Resistenzentwicklung. Allerdings ergibt sich aus
der mathematischen Beziehung der Resistenzfaktoren zur Anzahl der DMI-Behandlungen in
3 Jahren (Abb. 3.9), dal3 schon zwei Anwendungen pro Jahr zu einer signifikanten Resistenz
fuhren kénnen. So kann man erwarten, dafl} auch in Anlagen, in denen nie mehr als 4 DMI
Behandlungen durchgefuhrt wurden (Anlage D) eine Sensitivitatsverschiebung maglich ist.
Nach den hier gefundenen Ergebnissen dirfte maximal eine DMI Behandlung pro Jahr aus-
gebracht werden, um Resistenzen zu vermeiden.

3. Eradikative Einsatze sollen vermieden werden (FRAC-SBI-Arbeitskreis, 1995; Schein-
pflug, 1988b). Die Vermeidung von eradikativen Einsatzen ist im Prinzip nur méglich, wenn
die DMI nur bei der ersten Infektionsperiode im Jahr eingesetzt wirden. Bei allen nachfol-
genden Infektionsperioden, bei denen DMI zur Vermeidung neuer Infektionen kurativ einge-
setzt werden, kann das Vorhandensein von Schorflasionen und somit eine eradikative Be-
handlung nicht ausgeschlossen werden.

4. DMI sollen in einer hohen Aufwandmenge eingesetzt werden (Koller, 1995). Versuche mit
Fenarimol zeigten, dal3 reduzierte Aufwandmengen die Selektion resistenter V. inaequalis
Isolate beschleunigten (Kdller, 1995). Die Erh6hung der Fungiziddosis zur Resistenzvermei-
dung mufd trotzdem kritisch betrachtet werden. Theoretische Modelle zeigen, dal3 zwar der
Bekampfungserfolg, nicht aber die Resistenzentwicklung, von der Dosis abhangig ist (Shaw,
1989), und da mit der Erhéhung der Fungiziddosis auch der Selektionsdruck erhéht wird
(Hollomon, 1993), ist auch eine Sensitivitdtsverschiebung zu héheren Resistenzfaktoren zu
befurchten. Nur wenn durch die Erh6hung der Fungiziddosis auch die Vermehrung der resis-
tentesten Phanotypen in der Population unterbunden werden kann, ist eine Resistenzent-

wicklung zu verhindern. In resistenten V. inaequalis Populationen aus dem Bodenseegebiet
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konnten aber selbst bei zehnfacher Anwendungskonzentration von Flusilazol tGber 10% der
Infektionsstellen Konidientrager ausbilden.

Es gibt also nicht viele Moglichkeiten eine Resistenzentstehung, wie sie in V. inaequalis
Populationen gegenuber DMI in dieser Arbeit gezeigt wurde, zu vermeiden. Damit die An-
wendungshaufigkeit der DMI eingeschrankt werden kann, sind vor allem in modernen

Schorfbekampfungsstrategien kurative Wirkstoffe aus anderen Wirkstoffgruppen notwendig.

4.2 Pyrimidinamine

Seit 1996 steht mit Pyrimethanil ein Vertreter einer zweiten Gruppe kurativer Wirkstoffe, den
Pyrimidinaminen, fur die Bekampfung des Apfelschorfs in Deutschland zur Verfigung. Die
Pyrimidinamine kdnnen die DMI in modernen Schorfbekdmpfungsstrategien ersetzen. Des-
halb ist es notig, diese Wirkstoffe hinsichtlich ihres Resistenzrisikos zu untersuchen.

Ein erster Hinweis auf ein Resistenzrisiko wére eine spezifische Wirkung (Kéller und Schein-
pflug, 1987). Der Wirkungsmechanismus der Pyrimidinamine ist noch nicht vollig geklart.
Bisher wurde eine Wirkung auf die Enzymsekretion (Milling und Richardson, 1995; Miura et
al., 1994) und auf die Methioninbiosynthese (Fritz et al., 1997; Leroux et al., 1996; Masner et
al., 1994) festgestellt. Ob diese beiden Wirkungsmechanismen in irgendeinem Zusammen-
hang stehen oder ob es sich tatsachlich um zwei verschiedene Wirkorte im Pilz handelt, ist
bisher nicht geklart (Milling und Daniels, 1996). Somit steht auch nicht fest, ob es sich um
spezifische oder unspezifische Wirkstoffe handelt. Allerdings wurden schon lIsolate von
Botryotinia fuckeliana gefunden, die resistent gegeniber Cyprodinil, Pyrimethanil und Me-
panipyrim sind (Forster et al., 1996; Hilber und Schiepp, 1996; Leroux und Gredt, 1995).
Dies zeigt, dal ein Resistenzrisiko besteht.

In dieser Arbeit sollte deshalb eine Testmethode zur Untersuchung der Sensitivitat von V.
inaequalis Populationen gegeniiber Pyrimidinaminen etabliert werden. Da die Ermittlung der
Basissensitivitdt die Grundlage jeder Resistenzuntersuchung ist (Georgopoulos, 1982),
sollten die Basissensitivitat von V. inaequalis Populationen gegeniiber Pyrimethanil und
Cyprodinil vor der Zulassung und dem damit verbundenen grol3flachigen Einsatz dieser
Wirkstoffe ermittelt werden. Durch die Untersuchung von Populationen aus Versuchsanla-
gen, in denen bereits bis zu vier Jahren Pyrimidinamine eingesetzt wurden, sollte eine erste

Abschétzung des Resistenzrisikos bei V. inaequalis erfolgen.

Da bei den Pyrimidinaminen ein neuer Wirkungsmechanismus vorliegt (Gasztonyi und Lyr,
1995), mul3te fir diese Wirkstoffgruppe ein geeigneter Sensitivitatstest ausgewahlt werden.

Pyrimidinamine hemmen die Sekretion von Enzymen wie Cutinasen, Cellulasen, Pektinasen,
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Lipasen, Invertasen und Proteasen (Milling und Richardson, 1995; Miura et al., 1994). Cuti-
nasen und zellwandabbauende Enzyme phytopathogener Pilze werden in manchen Syste-
men als Virulenzfaktoren diskutiert (Mendgen, 1996; Mendgen und Deising, 1993; Mendgen
et al., 1996). Saprophytische Pilze produzieren zellwandabbauende Enzyme, um sich von
totem Pflanzenmaterial zu ernahren. Auch bei V. inaequalis wurden Cutinasen (Koéller et al.,
1991b), Pektinasen (Valsangiacomo und Gessler, 1992) und Cellulasen (Kollar, 1994; Koller
et al., 1992) gefunden. Zwei mdgliche Funktionen dieser Enzyme sind die Unterstiitzung der
Penetration der Kutikula und die Bereitstellung von Substraten fur die Erndhrung des Pilzes
wahrend des subkutikularen Wachstums (Kollar, 1997; MacHardy, 1996). Ein direkter Einflul3
der Pyrimidinamine auf den Infektionsvorgang oder auf die Ernéhrung des subkutikularen
Stromas von V. inaequalis ist deshalb zu vermuten. Die mikroskopische Auswertung von
Entwicklungsstadien nach protektiver Behandlung mit Pyrimethanil oder Cyprodinil bestati-
gen die Wirkung dieser Wirkstoffe auf die subkutikulare Stromabildung von V. inaequalis
(Abb. 3.3) (Daniels et al., 1994; Knauf-Beiter et al., 1995). Auch die Blockierung der Methio-
ninbiosynthese durch die Pyrimidinamine (Fritz et al., 1997; Leroux et al., 1996; Masner et
al., 1994) wirde ein Abstoppen des subkutikularen Wachstums von V. inaequalis erwarten
lassen, denn Mutanten von V. inaequalis, die nicht in der Lage waren Methionin zu syntheti-
sieren, waren keimungsféhig und konnten auch ein subkutikulares Stroma ausbilden. Das
Stroma konnte sich aber nicht ausbreiten und somit wurden auch keine Konidien gebildet
(Kline et al., 1957). Durch externe Methioninzugabe konnten die methionindeffizienten Mut-

anten zur weiteren Entwicklung und zur Sporulation gelangen (Kline et al., 1957).

Sowohl der Infektionsvorgang als auch das subkutikulare Wachstum von V. inaequalis kon-
nen auf Agarplatten nicht simuliert werden. Wahrend des Infektionsvorganges auf dem Blatt
werden spezialisierte Infektionsstrukturen wie Appressorien und Penetrationshyphen ausge-
bildet. Beim Wachstum auf Agarplatten bildet V. inaequalis diese Infektionsstrukturen aber
nicht aus (Smith, 1991). Das Mycel auf Agarplatten entsteht durch Verzweigung des Keim-
schlauches. Physiologische Verdnderungen wie die zielgerichtete Sekretion von Enzymen,
die normalerweise mit der Bildung der Infektionsstrukturen einhergehen (Mendgen et al.,
1996), sind deshalb fraglich.

Das subkutilulare Wachstum von V. inaequalis erfordert spezielle physiologische Anpassun-
gen. Vor allem die sekretierten Enzyme, die die Substrate flr die pilzliche Ernahrung bereit-
stellen sollen, missen sehr spezifisch reguliert werden, damit keine pflanzlichen Zellen
abgetotet werden (MacHardy, 1996). Ob aber Hyphen, denen auf der Agarplatte ganz ande-
re Nahrstoffe zur Verfigung stehen als im Apfelblatt, die gleichen Enzyme sekretieren wie
subkutikulare Hyphen, ist fraglich. Zum Beispiel missen Cellulasen durch Zellulosefolien
induziert werden (Kollar, 1994). So ist verstandlich, daf3 die Hemmung des Mycelwachstums

von B. fuckeliana durch Pyrimidinamine auf Agarplatten stark vom verwendeten Medium
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abhangt (Hilber und Schiepp, 1996; Leroux et al., 1996; Masner et al., 1994). Die Streuung
der Sensitivitaten von B. fuckeliana Isolaten war auf einem Komplexmedium gréRer als auf
einem synthetischen Medium (Birchmore et al., 1996). So ist klar, dal3 die Zusammenset-
zung des Mediums Sensitivitatstests auf der Agarplatte beeinflussen kénnen. Auf nahrstoff-
reichen Medien kdnnten sensitive Isolate irrtimlich als resistent eingestuft werden (Birchmo-
re et al., 1996). Deshalb gilt fur die Pyrimidinamine noch mehr als fur andere Fungizide, dal3
ein Ganzpflanzentest zur Sensitivitatsbestimmung vorzuziehen ist.

Obwohl die Pyrimidinamine einen anderen physiologischen Wirkort im Pilz haben als die
DMI, sind die Entwicklungsstadien, die gehemmt werden, und somit die Einsatzzeitpunkte
der Mittel vergleichbar (Glp. 3.3). Deshalb wurde die Sensitivitdt von V. inaequalis Populatio-
nen gegentber Pyrimidinaminen analog zu den DMI mit dem Ganzpflanzentest mit mikro-
skopischer Auswertung bestimmt.

Bisher ist nur eine Untersuchung zur Basissensitivitat von V. inaequalis gegeniber Pyrimidi-
naminen bekannt. Dabei wurden auf Agarplatten groRe Unterschiede in der Sensitivitat
einzelner V. inaequalis Isolate gefunden (Schnabel und Parisi, 1997). Allerdings schlieRen
die Autoren einen Einflul3 des nahrstoffreichen Mediums nicht aus. Eine breite Streuung der
Sensitivitdten einzelner Isolate in der Basissensitivitat bedeutet, dal3 es schwierig wird, da-
gegen resistente Isolate zu definieren (Koller et al., 1997). Zur Bestimmung der Basissensiti-
vitdt von V. inaequalis Population wurden in der vorliegenden Arbeit Proben aus denselben
Kontrollanlagen untersucht wie fur Flusilazol. Weder fur Pyrimethanil noch fur Cyprodinil
wurden dabei signifikante Sensitivitatsunterschiede zwischen den Anlagen oder zwischen
Proben aus verschiedenen Jahren gefunden. So wurden die Proben jeweils zur Basissensiti-
vitdt zusammengefalit. Eine Population kann als resistent definiert werden, sobald sich eine
signifikante Sensitivitatsverschiebung im Vergleich zur Basissensitivitat ergibt. Die Wirkungs-
reserve der beiden untersuchten Pyrimidinamine ist im Vergleich zu den DMI gering (Tab
3.6). Das bedeutet, dal’3 schon eine geringe Sensitivitatsverschiebung in Richtung Insensitivi-
tat fur eine Wirkungsminderung im Feld ausreichen wirde.

Im Vergleich zu den Basissensitivitaten wurden V. inaequalis Populationen aus einer Ver-
suchsanlage, in der schon Pyrimidine getestet wurden, untersucht. Auch nach insgesamt 43
Pyrimidinaminbehandlungen (12 Pyrimethanil und 31 Cyprodinil) Gber den Zeitraum von 4
Jahren konnte in der Anlage P2 kein signifikanter Unterschied zur Basissensitivitat festge-
stellt werden. Fur B. fuckeliana an der Rebe wurde nach 15 Behandlungen Gber den Zeit-
raum von 5 Jahren ebenfalls keine Sensitivitatsverschiebung festgestellt (Birchmore et al.,
1996). Erst nach achtjhrigem Cyprodinileinsatz konnte in einer Versuchsanlage in der
Schweiz eine verringerte Wirkung von Cyprodinil im Feld gegentiber B. fuckeliana festgestellt
werden. Aus der mit Cyprodinil behandelten Parzelle wurden 20 Isolate mit einer in vitro
Methode auf ihre Sensitivitat Uberprift. Alle Isolate waren resistent gegeniber Cyprodinil,

Pyrimethanil und Mepanipyrim (Hilber und Schiepp, 1996). Damit wurde der Nachweis
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erbracht, daf3 phytopathogene Pilze auch gegen diese Fungizidgruppe Resistenzen im Feld
ausbilden kdnnen, und es wurde bestatigt, dal’ es zu Kreuzresistenz innerhalb dieser Wirk-
stoffgruppe kommt, wie es aufgrund der Ahnlichkeit in der chemischen Struktur zu erwarten
war (Hilber und Schiepp, 1996).

Fur V. inaequalis sind bisher keine resistenten Isolate beschrieben worden, und auch tber
Probleme in der Feldwirkung gibt es noch keine Berichte. Es ist aber auf jeden Fall sinnvoll,
die Sensitivitatsentwicklung tber einen l&angeren Zeitraum als die beschriebenen vier Jahre
Zu beobachten. In den Versuchsparzellen war immer nur eine kleine Population dem Selekti-
onsdruck unterworfen. Bei einem grof3flachigem Einsatz wird aber die betroffene Pilzpopula-
tion viel groRer. Damit steigt auch die Wahrscheinlichkeit, daf resistente Isolate innerhalb
der Population vorhanden sind, die dann selektioniert werden (Scheinpflug, 1988a; Veverka,
1996). Es ware also verfriht, aus den Ergebnissen dieser Arbeit zu schlie3en, dal3 es keine

Gefahr der Resistenzbildung von V. inaequalis gegeniber Pyrimidinaminen gibt.

4.3 Schlufifolgerung

Im Bodenseegebiet muf3 vor dem Einsatz der gegenwadrtig zugelassenen DMI wegen der
weitverbreiteten Resistenz abgeraten werden. Ob mit neuen DMI wie Difenoconazol oder
Fluguinconazol noch eine ausreichende Wirkung zu erwarten ist, ist aufgrund der Kreuzresis-
tenz fraglich. Bei einer Einfihrung dieser Mittel sollte auf jeden Fall das Resistenzniveau
Uberwacht werden, um zu sehen, ob eine weitere Sensitivitatsverschiebung erfolgt.
Momentan kann nur das Pyrimidinamin Pyrimethanil zur kurativen Behandlung eingesetzt
werden. Es ist aber wegen des Resistenzrisikos nicht zu empfehlen, die gesamte Schorfbe-
kampfung mit einem einzigen Wirkstoff durchzufiihren. Auch sollte die Anwendungshaufig-
keit der Pyrimidinamine eingeschrankt werden. Die Erfahrungen mit den DMI zeigen, daf}
schon durchschnittlich zwei Anwendungen pro Jahr zu einer Resistenz filhren kdénnen
(Abb.3.9). Es zeigte sich auch, da3 haufigere Anwendungen in einem Jahr die Resistenz
stark fordern kann. Bei einem ausschlie3lichen Einsatz von Dodine entwickelte sich nach 9-
10 Jahren eine Resistenz gegenuber diesem Wirkstoff (Fehrmann, 1976b; Gilpatrick, 1982).
Wurde Dodine aber alternierend mit anderen Fungiziden und nicht mehr als 2-3 mal pro Jahr
eingesetzt, konnte selbst nach 20 Jahren noch keine Resistenz festgestellt werden (Gilpat-
rick, 1982). Natdurlich sind die Ergebnisse der Resistenzentwicklung gegeniber den DMI und
gegeniber Dodine nicht unbedingt auf die Pyrimidinamine Ubertragbar, aber die Entwicklung
von Resistenzen bei Botryotinia fuckeliana gegeniber Cyprodinil (Hilber und Schiepp, 1996)
zeigt, dald man nicht leichtfertig mit den neuen Wirkstoffen umgehen darf.

Die Resistenzvermeidung sollte bei einem Einsatz von Fungiziden im Vordergrund stehen.
Resistenz kann mit bestimmten Bekampfungsstrategien verhindert oder zumindest verzdgert

werden. Es ist aber schwierig, Mal3hahmen zu finden, wenn die Resistenz schon aufgetreten
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ist (Gilpatrick, 1982). So sollten umgehend Versuche gestartet werden, die die Sensitivitats-
entwicklung gegenuber Pyrimidinaminen unter verschiedenen Selektionsbedingungen unter-
suchen. Bis gesicherte Ergebnisse vorliegen, sollte die Anwendung auf zwei Behandlungen
pro Jahr beschrankt werden. Zwei kurative Behandlungen pro Jahr werden aber fir moderne
Schorfbekampfungsstrategien nicht ausreichen.

Um gezielt protektiv arbeiten zu kénnen, misste die Prognose einer Infektionsperiode ver-
bessert werden. Oder man muf3te die kurze Zeitspanne, die nach dem Erreichen von Infekti-
onsbedingungen bis zur Etablierung des subkutikularen Stromas vergeht, fur eine Behand-
lung mit Kontaktmitteln ausnutzen. So werden zum Beispiel in Sidtirol Kontaktfungizide wie
Dithianon oder die Dithiocarbamate bis zu 48 h bzw. 36 h nach Regenbeginn empfohlen
(Waldner, 1996). Die Zeitspanne, die hach dem Regenbeginn bis zum Einsatz der Kontakit-
mittel vergehen darf, hangt von der Entwicklungsgeschwindigkeit des Pilzes ab, die wieder-
um temperaturabhéngig ist (Turner et al., 1986). Die residualen Kontaktfungizide kénnen den
Pilz nur stoppen, solange kein subkutikulares Stroma gebildet wurde. Eine genauere Unter-
suchung des zeitlichen Verlaufs dieser frihen Infektionsphase bei unterschiedlichen Tempe-
raturen gabe Aufschlul3 tber den mdglichen Einsatz der Kontaktmittel nach dem Regen.

Mit Kresoxim-methyl aus der neuen Wirkstoffgruppe der Strobilurine ist seit 1997 ein weite-
res Kontaktmittel gegen V. inaequalis zugelassen (Anonym, 1997). Dieses soll neben gerin-
ger kurativer- auch eine eradikative Wirkung haben (Gold et al., 1996). Sollte sich dies besta-
tigen, stiinde fur den Fall, daR der Termin fir ein kurative Behandlung verpaldt wurde, ein
Mittel zur Verfligung, um die weitere Ausbreitung bestehender Infektionen einzudammen und
vor allem um die Sporulation auf vorhandenen Infektionsstellen zu verhindern.

In Gebieten, in denen es bisher keine Resistenzprobleme mit den DMI gibt, hat man natrlich
die Moglichkeit DMI und Pyrimidinamine abzuwechseln, um so den Selektionsdruck auf eine
Wirkstoffgruppe zu reduzieren.

Trotz der Resistenzprobleme gibt es zumindest theoretische Mdéglichkeiten, die modernen
Schorfbekdmpfungsstrategien anzuwenden. Gezielte Versuche, in denen sowohl die Wir-
kung der Fungizide als auch die Sensitivitdt des Pilzes gegen diese Wirkstoffe tberwacht

werden, kénnten dabei helfen, diese Strategien flir die Praxis brauchbar zu machen.
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5 Zusammenfassung

Die Sensitivitat von Venturia inaequalis Populationen aus dem Bodenseegebiet gegeniber
kurativ wirksamen Fungiziden wurde mit einem Ganzpflanzentest mit mikroskopischer Aus-
wertung der Konidientragerbildung untersucht. Dabei kann der Anteil an resistenten Individu-
en an der Gesamtpopulation quantitativ bestimmt werden. Nach der Erstellung von Dosis-
Wirkungskurven wurden EDso-Werte errechnet. Dieser Sensitivitatstest eignet sich fur die
Sensitivitdtsbestimmung von V. inaequalis Populationen sowohl gegentber Demethylierung-
sinhibitoren (DMI) als auch gegentuber Pyrimidinaminen.

Zur Bestimmung der Basissensitivitdt von V. inaequalis Populationen gegeniber dem DMI
Flusilazol wurden 6 Proben aus 2 unbehandelten Apfelanlagen ausgewertet. Im Vergleich
zur Basissensitivitdt wurde in 7 Apfelanlagen mit unterschiedlicher Fungizidgeschichte eine
signifikante Resistenz gegeniber Flusilazol festgestellt. In 3 dieser Anlagen wurde der Sen-
sitivitdtsverlauf Uber 3 Jahre verfolgt. Dabei zeigte sich, dal3 der Resistenzfaktor der Popula-
tion mit zunehmender Anwendungshaufigkeit der DMI ansteigt, nach dem Aussetzten der
DMI Behandlungen aber nicht wieder zurlickgeht. Resistenzfaktoren, die mit Ascosporen
ermittelt wurden, entsprachen denen von Konidien dieser Population. Daraus folgt, daf3 die
Resistenz unter Feldbedingungen vererbbar ist. Eine strenge nichtl ineare Korrelation zwi-
schen den Resistenzfaktoren gegentber Flusilazol und der Anzahl der DMI Behandlungen in
den 3 Jahren vor der Probennahme wurde gefunden. Diese Korrelation deutet darauf hin,
daf3 in allen Apfelanlagen, in denen mehr als 2 DMI Behandlungen pro Jahr ausgebracht
wurden, eine Resistenz gegentiber DMI vorhanden ist.

Fur die DMI Fenarimol, Difenoconazol, Tebuconazol und Pyrifenox wurde die Basissensitivi-
tat ebenfalls mit Proben aus unbehandelten Anlagen bestimmt. Eine Population, die resistent
gegenuber Flusilazol war, war auch resistent gegeniber diesen DMI. Da Difenoconazol,
Tebuconazol und Pyrifenox in der untersuchten Anlage nie eingesetzt wurden, handelt es
sich um eine Kreuzresistenz.

Die Basissensitivitat von V. inaequalis Populationen gegentber den Pyrimidinaminen Pyri-
methanil und Cyprodinil wurde mit 3 Proben aus 2 unbehandelten Anlagen bestimmt. Im
Vergleich dazu wurden Proben aus Versuchsanlagen, in denen jahrlich bis zu 14 Behand-
lungen mit diesen Wirkstoffen durchgefuhrt wurden, ausgewertet. Auch in einer Schorfpopu-
lation, in der insgesamt 43 Behandlungen mit Pyrimidinaminen Uber einen Zeitraum von 4
Jahren durchgefuhrt wurden, konnte noch keine Sensitivitdtsverschiebung gegentiber Pyri-

midinaminen festgestellt werden.
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7 Anhang

7.2 Abkiirzungen

Ap Appressorium

As Ascospore

bzw. beziehungsweise

DMI Demethylierungsinhibitoren

EC Emulsionskonzentrat

EDsp, EDgg Eliminierende Dosis: Fungizidkonzentration mit der ein Wirkungsgrad

von 50 % bzw. 90% erreicht wird

Glp. Gliederungspunkt
Ko Konidie

Ks Keimschlauch

Kt Konidientrager

Lh Laufhyphe

mikr. mikroskopisch

P Penetrationspore
pS primares Stroma
rel. relative

Rf Resistenzfaktor

sS sekundares Stroma
WG wasserdispergierbares Granulat
Wg Wirkungsgrad

WP wasserdispergierbares Pulver
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7.2 Hersteller von Chemikalien und Betriebsmittel

Benocap WG 20
Eurohum

Delan SC 750
Dorado EC 20
Essigsaure
Ethanol

Folicur WP 25
Glutaraldehyd
Glycerin
Hakaphos, rot
Hakaphos, blau
Herba-Vetyl
Kaliumhydroxid
Milchsé&ure
Methylblau
Parasommer
Rubigan EC 12
Scala EC 40
Score WG 10

Sufran

Du Pont de Nemours GmbH, Bad Homburg
Einheitserde und Humuswerke, Sinntal-Josa
Cyanamid Agrar, Ingelheim

Ciba-Gaigy GmbH Frankfurt

E. Merck, Darmstadt

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Bayer AG, Leverkusen

E. Merck, Darmstadt

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Compo GmbH, Minster

Compo GmbH, Minster

Vetyl Chemie, lllingen

E. Merck, Darmstadt

E. Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Stahler Agrochemie, Stade

Spiess &Sohn, Kleinkarlbach

AgrEvo GmbH, Dusseldorf

Ciba Geigy AG, Basel

Spiess & Sohn, Kleinkarlbach
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