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Kurzzusammenfassung Die Ährenfusariose ist eine der gefährlichsten Getreidekrankheiten weltweit, weshalb sie viel beforscht wird. Pilzliche Erreger der Gattung Fusarium sind verantwortlich für diese Krankheit. Ertragsminderung und Qualitätsverluste, und das besonders durch die Bildung von für Menschen - und Tiergesundheit gefährlichen Mykotoxinen, sind Folgen von dem Befall mit Fusarium. Fusarium-Inokulum ist für verschiedene Forschungsbereiche notwendig und wird in großen Mengen zur künstlichen Infektion benötigt und aus diesem Grund produziert. Die vorliegende Masterarbeit beschäftigt sich mit dem Optimieren der Produktion, Lagerung, Fertigstellung sowie der Verwendung von Fusarium-Inokulum. Dazu wurden verschiedene Versuche mit insgesamt 12 wichtigen Fusarienarten durchgeführt. Die verwendeten Fusarienstämme sind am IFA in einer Stammsammlung in Erdkulturen eingelagert. Die Produktion des Fusarium-Inokulums erfolgte in Mungbohnen-Medium.



Das



fertige



Inokulum



wurde



bei



Erlenmeyerkolben in



– 80 °C



eingefroren.



Die



Versuchsergebnisse weisen darauf hin, dass die Keimfähigkeit der Konidien in MungbohnenMedium über zwei Wochen im Kühlschrank erhalten bleibt und somit mehrere Chargen hergestellt und vor dem Einfrieren gemischt werden können. Praxisversuche umfassen mitunter einen Zeitraum von bis zu 3 Monaten, weshalb es von großer Bedeutung ist, dass die Keimfähigkeit der Konidien bei der Lagerung über diesen Zeitraum erhalten bleibt. Bei den meisten getesteten Fusarien war das kein Problem. Die Keimfähigkeit der Konidien vor dem Einfrieren war hoch und blieb über einen längeren Zeitraum erhalten. Im Durchschnitt betrug die Keimfähigkeit nach vier Monaten rund 90 %. Wobei die Fusarienarten, welche nur Makrokonidien ausbilden, im durchgeführten Hauptversuch stärker auf einen Einfriereffekt reagierten, als solche die Makro – und Mikrokonidien ausbilden. Das am IFA Tulln standardmäßig verwendete Fusarium graminearum überraschte mit seiner Reaktion auf das Einfrieren. Spitzenwert war dabei die Reduktion der Keimfähigkeit um knapp 50 % bei Fusarium graminearum IFA 1. Beim Auftauen von Fusarium-Inokulum zeigte sich im vorliegenden Versuch, dass 32 °C nicht überschritten werden sollte, da sonst mit Keimungsverlusten zu rechnen ist. Ebenso zeigte sich, dass einmal aufgetautes Inokulum nach einem Tag Lagerung noch verwendet werden kann ohne an Konidienkeimfähigkeit einzubüßen. Problematisch war die Konidienkeimung bei Raumtemperatur, da diese nicht in allen Versuchswochen konstant war. Die Versuche lieferten weiter die Erkenntnis, dass die Wasserart, welche zum Suspendieren verwendet wird, entscheidend zur Erhaltung der Keimfähigkeit beiträgt. Bidestilliertes Wasser (95,35 %) und Teichwasser (94,5 %) sind hiernach als Suspensionspartner am besten geeignet. Um belastbare Forschungsergebnisse bei Einsatz von Fusarium-Inokulum zu erzielen, ist es absolut notwendig, konstante Bedingungen bei der Herstellung, Lagerung und Keimung einzuhalten. Zur Erreichung eines



hohen Qualitätsstandards sind Keimfähigkeitstests vor und während der Produktion, Lagerung und Verwendung anzuraten.



Abstract Fusarium head blight is one of the most dangerous cereal diseases worldwide, which is why it is intensively investigated. Fungal pathogens of the genus Fusarium are responsible for this disease. Yield and quality losses are consequences of attack by Fusarium - especially by formation of mycotoxins, which are dangerous for humans and animals. Fusarium inoculum is necessary for various research areas and is required in large quantities for artificial inoculation. This master thesis deals with the optimization of production, storage, preparation and use of Fusarium inoculum. For this purpose, various experiments were conducted with 12 important Fusarium species. The Fusarium strains used are stored at the IFA in a collection in soil cultures. The production of Fusarium inoculum was carried out in Erlenmeyer flasks in mung bean broth. The final inoculum was frozen at – 80 °C. The experimental results indicate that the germination of the conidia is retained for two weeks in the refrigerator in mung bean medium and thus several charges can be prepared and mixed before freezing. Field trials can span a period up to 3 months, which is why it is very important that the germination of conidia remains stable during freezing over this period. Most of the tested Fusarium germinated well after freezing. Before freezing the germination of conidia was high and remained so for a longer period. On average, germination of the conidia amounted to around 90 % after four months freezing. Fusarium species, which produce only macroconidia, showed a larger reduction in germination due to freezing as compared to those fugal species which produce macro - and microconidia. F. graminearum strains which are normally used at the IFA Tulln surprised with its reaction to freezing: germination due to freezing was reduced to up to about 50 % for the F. graminearum strain number IFA 1. The experiments showed that 32 °C during thawing of inoculum should not be exceeded, since otherwise losses in germination could occur. Likewise, it was found that thawed-up inoculum can still be used after one day of storage without sacrificing germination of conidia. A technical problem was the germination of conidia at room temperature, because this temperature was not constant over the complete experimental period in this masterthesis. The experiments showed that the type of water, which is used to suspend the conidia, influences the preservation of germination significantly. Double-distilled water (95 % germination) and pond water (95 % germination) are hereafter best suited as suspension partner. In order to obtain reliable infection results with conidial Fusarium inoculum, it is absolutely necessary to assure constant conditions in the production, storage and germination of inoculum. To achieve a high quality standard, germination tests are recommended before and during the production, storage and use of the inoculum.
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1 Einleitung 1.1 Problemstellung Die Ährenfusariose, auch als partielle Taubährigkeit bezeichnet, ist eine in allen Anbaugebieten weltweit auftretende Pflanzenkrankheit. Vor allem aber kommt sie in niederschlagsreicheren Gebieten vor. Der Verursacher dieser Krankheit sind pilzliche Erreger



der



Gattung



Fusarium.



Fusarium



spp.



zählen



zu



den



gefährlichsten



Getreidekrankheiten. Sie verursachen Ertragsminderung und Qualitätsverluste. Und das besonders auf Grund ihrer Bildung von Mykotoxinen, welche ebenso eine Gefährdung für Mensch - und Tiergesundheit darstellen (Bai and Shaner, 1996, Dill-Macky, 2003, Shaner et al., 2003, Leslie and Summerell, 2006). Fusarium-Inokulum ist für verschiedene Forschungsbereiche notwendig, wie zum Beispiel in der Resistenzforschung, in der mykologischen Forschung (Genetik,



Mikrobiologie,



Molekularbiologie u.a.) oder auch für Fungizidtests. Am Forschungsinstitut für Agrarbiotechnologie in Tulln wird aktiv Resistenzforschung und züchtung zur Ährenfusariose (bei Weizen, Gerste, Durumweizen, Triticale) sowie Kolbenfusariose (bei Mais) betrieben. Für die Versuche wird fast ausschließlich künstliche Infektion verwendet. Dazu wird Inokulum in große Mengen benötigt und auch produziert (2000-3000 Liter pro Jahr). Da die Versuche sich über Zeiträume von bis zu 3 Monaten erstrecken, ist es wichtig das Inokulum richtig zu lagern, um die Keimfähigkeit zu erhalten. Darüber hinaus produziert das IFA Tulln Inokulum für mehrere Züchter in Europa. Die Standardmethode zur Produktion von Inokulum ist am IFA Tulln die Bubble-BreedingMethode in Mungbohnen-Medium nach Mesterhazy und Rowaished (1977). Mit dieser Methode lassen sich Konidien von allen bekannten Fusarium-Krankheitserregern in großen Mengen herstellen. Außerdem ist es für die Versuche wichtig das Inokulum (Konidien) einzufrieren, damit es bei Bedarf schnell aufgetaut und die benötigte Suspension schnell hergestellt werden kann.
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1.2 Zielsetzung Ziel der vorliegenden Masterarbeit ist es, die Produktion, Lagerung, Fertigstellung sowie die Verwendung von Fusarium-Inokulum zu optimieren. Warum die Methodik optimieren? -



1) In der Praxis wird Inokulum für einen Zeitraum von etwa 3 Monaten benötigt. Aber bleibt die Keimfähigkeit der Konidien über diesen Zeitraum auch erhalten?



-



2) Können Unterschiede zwischen den verschiedenen Fusarienarten ausgemacht werden? Gibt es einen Unterschied, was Makrokonidien und Mikrokonidien produzierende Arten betrifft bezüglich der Lagerfähigkeit?







3) In der Literatur gibt es oft nur die Angabe das Inokulum in lauwarmem Wasser aufzutauen. Aber welche Auftautemperatur wäre optimal?







4) Am IFA Tulln wird zum Suspendieren der großen Mengen Inokulum deionisiertes Wasser verwendet. Hierbei gibt es die Überlegung, ob die Wasserart, in der das Inokulum nach dem Auftauen suspendiert wird, entscheidend zur Erhaltung der Keimfähigkeit beiträgt?







5) Bei der Herstellung großer Mengen an Inokulum werden mehrere Chargen benötigt, wobei die Herstellung einer Charge 5 Tage Zeit in Anspruch nimmt. Daher stellt sich die Frage, ob die Keimfähigkeit der Konidien in Mungbohnen-Medium im Kühlschrank über 2 Wochen stabil bleibt, damit man verschiedene Chargen vor dem Einfrieren mischen kann?







6) In der Praxis ist es nicht immer möglich das schon aufgetaute und suspendierte Inokulum am selben Tag auszubringen, weshalb es gerne mal einen Tag im Kühlschrank gelagert wird. Aber bleibt die Keimfähigkeit hierbei erhalten? Sprich: kann das aufgetaute Inokulum am nächsten Tag noch verwendet werden?



1.3 Experimentelle Vorgehensweise Die Versuche fanden am Institut für Agrarbiotechnologie in Tulln im Jahr 2013 statt. Sie umfassten einen Langzeitversuch (vier Monate) sowie drei kürzer andauernde Experimente. Die verschiedenen Fusarienstämme sind am IFA in einer Stammsammlung in Erdkulturen eingelagert und die untersuchten Isolate wurden auf SNA-Platten ausgestreut. Um unsere Ziele zu erreichen wurde Fusarium-Inokulum (Sporensuspensionen) in Erlenmeyerkolben mittels Mungbohnen-Medium hergestellt.
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Um das erste und das zweite Ziel zu erreichen wurden von 12 wichtigen Fusarienarten (sowohl Makro- als auch Mikrokonidienproduzenten) eine ausreichende Menge an Aliquoten eingefroren und die Keimfähigkeit über einen längeren Zeitraum (4 Monate) regelmäßig kontrolliert. Das dritte Ziel sollte erreicht werden, indem man von selektierten Fusarienarten die Aliquoten an verschiedenen Temperaturen (zwischen 25 °C und 45 °C) auftaut und die Keimfähigkeit der Konidien vergleicht. Um das vierte Ziel zu erreichen wurden die Konidien in verschiedene Wasser-Arten (Bidestilliertes Wasser, Teichwasser, Deionisiertes Wasser und Leitungswasser) suspendiert und die Konidienkeimfähigkeiten ermittelt. Um das Ziel Nummer fünf zu untersuchen, wurden die Konidien bis zu zwei Wochen in Kolben mit Mungbohnen-Medium belassen. Die Keimfähigkeit der Konidien wurde zu bestimmten Zeitpunkten überprüft. Letztendlich wurde für die Erreichung von Ziel sechs bereits aufgetautes Inokulum einen Tag im Kühlschrank bzw. einen Tag bei Raumtemperatur gelagert und anschließend die Keimfähigkeit bestimmt.
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2 Literaturüberblick 2.1 Das Pathogen Fusarium Die Ährenfusariose, im Englischen als Fusarium head blight (FHB) bzw. „scab“ (Schorf) bezeichnet, ist eine weltweit bedeutsame Pflanzenkrankheit und wird von verschiedenen Pilzen der Gattung Fusarium (Teleomorphe: Gibberella spp.), welche erstmals von Link im Jahre 1809 veranschaulicht wurde, hervorgerufen (Gale, 2003, Kück et al., 2009, Leslie and Summerell, 2006). Taxonomisch gehört die Gattung Fusarium zur Abteilung der Ascomycota (Schlauchpilze) (Kück et al., 2009). Nicht für alle Fusarium-Arten sind Teleomorphe (Hauptfruchtform) bekannt. Gibberella zeae ist zum Beispiel das Teleomorph von F. graminearum (Goswami and Kistler, 2004). Fusarium spp. können in den unterschiedlichsten Gebieten der Erde überleben. Häufig kommen sie in den Tropen und gemäßigten Klimaregionen vor. Aber auch im arktischen und alpinen Raum, sowie in der Wüste, wurden Vertreter dieser Gattung gefunden (Nelson et al., 1994). Die Tabellen 1 und 2 zeigen einen Überblick über ein paar ausgewählte Fusarium-Arten. Die Pathogene Fusarium graminearum (Teleomorph: Gibberella zeae), F. culmorum und F. avenaceum (Teleomorph: Gibberella avenaceum) werden weltweit als die wichtigsten Krankheitserreger mit der Ährenfusariose assoziiert (Parry et al., 1995), jedoch spielen in bestimmten Regionen F. poae, F. sporotrichioides, Microdochium nivale, F. moniliforme und F. oxysporum eine ebenso wichtige Rolle (Mesterházy et al., 2005, Miedaner, 1997, Parry et al., 1995, Bai and Shaner, 1994). Wohingegen F. graminearum normalerweise in wärmeren Klimaregionen (u.a. Nordamerika, Zentraleuropa und Australien) vorherrscht und allgemein als die wichtigste Ährenfusariosen verursachende Fusarium-Art gilt, ist F. culmorum in den kühleren Bereichen Nordwesteuropas von größerer Bedeutung (Parry et al., 1995, Liu et al., 1997). C. Tu berichtet 1930 über unterschiedliche Temperaturoptima für das Wachstum von verschiedenen Fusarium-Isolaten. Dies weist darauf hin, dass in verschiedenen Jahren wegen der unterschiedlichen Wetterbedingungen verschiedene Isolate oder sogar verschiedene Fusarium-Arten vorherrschen können (Dill-Macky, 2003). Der Wirtspflanzenbereich von Fusarium spp. ist sehr groß und umfasst mehrere grasartige Wirte - einschließlich Weizen (Triticum aestivum L.) und Gerste (Hordeum vulgare L.)(Osborne and Stein, 2007), Reis (Oryza), Hafer (Avena) und Mais (Zea), sowie andere



Literaturüberblick



5



Pflanzenarten, welche, ohne Krankheitssymptome auszubilden, infiziert werden können. Dazu



zählen



zum



Beispiel Gurken (Cucumis), Glycine, Tomaten (Lycopersicon),



Schneckenklee (Medicago) und Klee (Trifolium) (Goswami and Kistler, 2004, Osborne and Stein, 2007) (siehe Tabelle 1 und 2). Fusarium spp. können im Boden, auf unter- und oberirdischen Pflanzenteilen und -resten sowie anderen organischen Substraten vorkommen (Nelson et al., 1994). Infektionen bedingt durch Fusarium spp. sind in der Lage sich drastisch auf den Kornertrag und die Kornqualität auszuwirken (Bai et al., 2001). Zum Beispiel bewirkt eine Infektion von Weizen durch F. graminearum, laut Berova & Mladenov (1974), eine Reduktion des Kornproteins und des Glutens, sowie der Backqualität von Mehl (Parry et al., 1995). Des Weiteren wird der Wert des Ernteguts stark verringert, wenn Kontaminationen mit Mykotoxinen nachgewiesen werden (Bai and Shaner, 1996), da diese schädliche Konzentrationen für Mensch und Tier erreichen können (Shaner et al., 2003). Verschiedene Fusarium-Arten sind in der Lage Mykotoxine in Kulturen zu produzieren. Darunter zählen zum Beispiel F. culmorum, F. avenaceum, F. poae und F. graminearum (Liu et al., 1997) (siehe auch Tabelle 1 und 2) .



Tabelle 1: Ausgewählte Fusarium-Arten im Überblick, Teil 1 (Gerlach and Nirenberg, 1982, Leslie and Summerell, 2006). F. culmorum



- weltweit; vorwiegend in gemäßigter Zone



F. avenaceum



- v. a. in kühlen Teilen Europas



- aber auch in Wüstenboden Israels gefunden



- Bodenpilz



- Bodensaprophyt



- extrem weites Wirtspflanzenspektrum



- am häufigsten an Getreide; + zahlreiche andere Pflanzen: Leguminosen, Nelken, Lisianthus, Brokkoli, Douglasie,



- an Getreide, Nelken, Hopfen, Lauch, Fichte, Erdbeeren, Sorghum, Spargel, Erbsen



Sauerkirschen, Linsen, Leinsamen, Himbeeren, Pfirsichen,



- Lagerkrankheiten des Apfels, Zuckerrüben



Nektarinen



- Mykotoxine: MON, DON, ZON, Fusarin C F. graminearum



- weltweit; v. a. in gemäßigter Zone



- weltweit



- Mykotoxine: MON, Fusarin C F. proliferatum



- weltweit



- v.a. an Mais und Reis in wärmeren Regionen



- weiter Wirtskreis



- an Weizen, Hafer, Gerste, Roggen und Gräsern in



- an Mais, Weizen, Reis, Sorghum, Spargel, Feigen, Mango, Orchideen, Kiefer, Dattelpalme, Bananen, Zitrusfrüchte - überlebt an Maisschutt an Bodenoberfläche oder begraben



Eukalyptus



für mind. 21 Monate



- Mykotoxine: DON, ZON, NIV



- Mykotoxine: MON, Fusarin C, Fumonisine



F.



- weltweit; i.A. in gemäßigter Zone



sporotrichioides



- in Böden und Pflanzenmaterial



- in gemäßigter bis subtropischer Zone



- hochpathogen an Nadelbäumen, Erbsen, Lupinen, Nelken



- bes. häufig in trockenen Arealen (Bahrain, Israel)



F. equiseti



und Äpfeln



- kosmopolitischer Bodenpilz



Literaturüberblick



gemäßigten Regionen - auch an Nelken, Tomaten, Kartoffeln, Erbsen, Klee, Akazie,



- primär Saprophyt oder sekundärer Eindringling



- etwas weniger pathogen an Weizen und Mais



- an zahlreichen Pflanzenarten, insbes. Getreide



- kann an Getreide unter Schnee überwintern (lt. Berichten



- relativ geringe wirtschaftliche Bedeutung



aus Kanada, USA, UDSSR)



- auf Menschen allergen



- Mykotoxine: MON, ZON, Fusarin C, T-2



- Mykotoxine: ZON, NIV, DAS, T-2
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Mykotoxine



DON = Deoxynivalenol



ZON = Zearalenon



MON = Moniliformin



NIV = Nivalenol



DAS = Diacetoxyscirpenol



Tabelle 2: Ausgewählte Fusarium-Arten im Überblick, Teil 2 (Gerlach and Nirenberg, 1982, Botta et al., 1994, Agrios, 2004, Leslie and Summerell, 2006). F. cerealis



- i.d.R. häufiger in gemäßigter Zone



(Syn.:



- in nördlichen Gebieten der USA, Kanada, Südafrika, Japan,



F. crookwellense)



F. subglutinans



F. verticillioides



- weltweit - insbesondere an Mais in wärmeren Klimazonen



gemäßigte Teile von Australien, Neuseeland, vielen Teilen



- auch an Zuckerrohr und Reis



Europas und China



- i. A. Endophyt



- Getreide, Kartoffeln, Hopfen u. a. Pflanzenarten



- Allergen bei Menschen



- Mykotoxine: NIV, ZON, Fusarin C



- Mykotoxine: Fumonisine, Fusarin C



- Erreger an Mais; v. a. in kühleren Regionen



F. poae



- weltweit, in Böden; am häufigsten in gemäßigter Zone



- durch Saatgut übertragbar



- an Gräser, Getreide, Obst



- überlebt an Maisschutt an Bodenoberfläche oder begraben



- schwach pathogenen an Mais, Nelken und Früchte



für mind. 21 Monate



- an Körnern und Samen zahlreicher Pflanzenarten - durch Milbe (Siteroptes graminum), die sich vom Pilz



- an Bananen, Augenbohnen, Hirse, Orchideen, Paprika,



ernährt, übertragbar



F. oxysporum



- Mykotoxine: NIV, Fusarin C, DAS, T-2



- weltweit; wirtschaftlich wichtigste Art der Gattung Fusarium - Panama-Welke



an



Bananen;



große



Bedrohung



F. solani



für



-



weltweit; v.a. in gemäßigter Zone; ~ f.sp. eumartii: in Regionen Chile, Brasilien, USA; endemisch in Argentinien



Bananenindustrie in Mittelamerika



- an sehr zahlreichen Pflanzen (insb. Bäume) und Böden



- Fusarium-Welke an Tomate (Erreger: ~ f. sp. lycopersici):



- in hohem Maß in Böden in Regenwäldern



bes. zerstörerisch in warmen Regionen + warme, sandige



- > 15 f. sp.; beschränkt auf + / - best. Wirtspflanzen



Böden gemäßigter Zone; Süden + Zentrale USA



- wirtschaftlich



wichtig:



Avocado,



- extrem häufiger Bodensaprophyt; + Arktis, Tropen, Wüsten



Cocoyams,



- > 100 f. sp. und Rassen; +/- wirtsspezifisch an Gehölz,



Paprika, Kartoffeln, Kürbis, Orchideen



Feldfrüchten, Gemüse und insb. an Zierpflanzen



Passionsfrüchte,



Erbsen,



- beim Menschen: an Augen, Nägeln, Haut, Knochen,



- auch durch Insekten übertragbar Menschen:



Zitrusfrüchte,



- Nahrungsquelle für einige Baum-bohrende Insekten



- i.d.R. Getreide und Gräser nicht betroffen - beim



Augenbohnen,



Bohnen,
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Sorghum, Sojabohnen, Teosinte, Wildreis - Mykotoxine: MON



Nasenhöhlen, infizierten Wunden und systemisch infizierte



Hornhautinfektionen,



Brandwunden,



Krebs und HIV-Patienten; Endokarditis + Lungenerkrankung



Dermatitis, lokalisierte und systemische interne Infektionen



verursachend; allergieauslösend



- Mykotoxine: i.A. nicht toxigen; MON, Fusarin C



- Mykotoxine: MON



7



Mykotoxine



DON = Deoxynivalenol



ZON = Zearalenon



MON = Moniliformin



NIV = Nivalenol



DAS = Diacetoxyscirpenol
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2.2 Biologie, Krankheitszyklus und Verbreitung Die Krankheit Ährenfusariose, Fusarium head blight (FHB),



wird als monozyklische



Krankheit betrachtet (Trail, 2009). Das bedeutet, dass der Wirt, im Gegensatz zu polyzyklischen Krankheiten, nur einen Infektionszyklus beendet, während der Wirt anfällig ist (Sutton,



1982).



Daher



sind



monozyklische



Krankheiten



direkt



proportional



zur



Inokulummenge (Zadoks and Schein, 1979). Fusarium-Arten, die mit Ährenfusariosen assoziiert werden, können saprophytisch als Myzel an Kulturpflanzenresten oder in Form von Chlamydosporen (dickwandige Dauersporen) im Boden überwintern. Dies hängt von der jeweiligen Fusarium-Art ab (Sutton, 1982, Parry et al., 1995). Fusarium zeichnet sich durch ein schnelles Wachstum aus. Alle Arten bilden Konidiosporen, sogenannte Makrokonidien, aus, welche spindelförmig oder sichelförmig sind (Abbildung 3) (Kück et al., 2009). Um zu überleben ist F. graminearum beispielsweise in der Lage Myzel, Askosporen (sexuelle



Sporen



von



Gibberella



zeae),



Makrokonidien



(asexuelle



Sporen)



und



Chlamydosporen zu bilden (Bai and Shaner, 1994). Laut Osborne und Stein (2007) stellen die Askosporen bei der Ährenfusariose die wohl wichtigste Sporenform für die Erstinfektion dar, sofern ein sexueller Reproduktionszyklus möglich ist. Im Falle von Fusarium-Arten, die hauptsächlich



(oder



ausschließlich)



eine



asexuelle



Entwicklung



durchlaufen,



sind



Makrokonidien und/oder Mikrokonidien das primäre Inokulum. Typische primäre Inokulumquellen sind von Fusarium besiedelte Pflanzenreste wie zum Beispiel Maisstoppel, Grasstoppel, Getreidestroh, Spreu, Weizenstoppel und Getreidehalme (Wiese, 1987, Nelson et al., 1994, Shaner et al., 2003). Aber auch Unkräuter, als alternative Wirtspflanzen, und Fusarium-infizierte Körner, wenn sie als Saatgut genutzt werden, können eine wichtige Inokulumquelle sein (Parry et al., 1995). Wenn das Wetter warm und feucht ist, entwickeln und reifen Konidien und Perithezien auf der Oberfläche von Pflanzenresten und leiten somit den Beginn des Krankheitszyklus von Fusarium spp. ein (Sutton, 1982, Parry et al., 1995). Die Abbildung 1 zeigt den Krankheitsverlauf am Beispiel von Weizen.
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Abbildung 1: Krankheitszyklus von Fusarium spp. (F. graminearum, F. culmorum, F. avenaceum) an Weizen (Wiese, 1987).



Auf Ernterückständen werden in den Perithezien – einhergehend mit der Getreideblüte – die Askosporen produziert und später (aus reifen Perithezien) aktiv über eine kurze Distanz (bis zu einigen Millimeter) in die Luft entladen (Goswami and Kistler, 2004, Trail et al., 2005). Mit Hilfe von Wind, Regen, großen Wassertropfen oder Insekten werden die Konidien oder Askosporen auf der Wirtspflanze verbreitet (Wiese, 1987, Parry et al., 1995, Shaner et al., 2003). In Regionen mit normalerweise trockenem Klima, können auch Beregnungsanlagen die Anfälligkeit für Ährenfusariosen erhöhen (Wiese, 1987). Histologische Untersuchungen von D.S. Tu (1953) deuten an, dass Fusarium in der Regel erst die extrudierten Antheren (Staubgefäße) befällt und sich dann von dort aus weiter verbreitet (Schroeder and Christensen, 1963). Dies legt nahe, was Bai und Shaner (1994) ausdrücken: „Die Schwere der Infektion korreliert mit dem Prozentsatz der erreichten Antheren.“ Gelangen die Sporen unter optimalen Bedingungen auf die Ähre, können sie in nur wenigen Stunden keimen und anschließend in Blütenteile, Spelzen oder andere Ährenabschnitte eindringen (Wiese, 1987, Goswami and Kistler, 2004). Da das Pathogen die Epidermis der Pflanze nicht direkt durchdringen kann, entwickelt es extern auf der Blütenoberfläche und den Hüllspelzen Hyphen und wächst in Richtung empfindlicher Stellen innerhalb des
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Blütenstandes (Bushnell et al., 2003) beziehungsweise natürlicher Öffnungen wie Spaltöffnungen (Stomata), die Basis der Deckspelze (Lemma) und Vorspelze (Palea) oder degeneriertes Antherengewebe (Trail, 2009). Die Pilzausbreitung geschieht hauptsächlich über die Gefäßbündel in der Rachilla (Ährchenachse), von Ährchen zu Ährchen, und in der Rachis (Ährenachse beziehungsweise Spindel), von Ähre zu Ähre (Goswami and Kistler, 2004). Da hierbei die Leitfähigkeit der Gefäßbündel gestört wird, werden bräunlich chlorotische Symptome im Halm bis zu den Ährenspitzen sichtbar und führen schließlich zum Absterben der gesamten Ähre. Die Ähre erscheint dann blass-gelb (ausgebleicht). In Weizen beträgt die Inkubationszeit vier bis fünf Tage auf dem Feld, und zwei bis drei Tage im Gewächshaus oder Labor (Bai and Shaner, 1994). Bei kontinuierlicher Feuchtigkeit und warmen Temperaturen zwischen 25 °C und 30 °C erscheinen Trockenfäule-Symptome innerhalb von drei Tagen nach der Infektion (Wiese, 1987). Die optimale Temperatur für die Fusarium-Entwicklung liegt bei 25 °C. Bei dieser Temperatur ist die Dauer der erforderlichen nassen Periode für schwere Infektionen am kürzesten. Für einige Kulturen im Gewächshaus können dann schon 16 Stunden Feuchtigkeit ausreichen, um erfolgreich infiziert zu werden (Bai and Shaner, 1994). Während der Blütezeit (BBCH-Skala: 61, siehe Abbildung 2) sind Fusarium-Infektionen am häufigsten und Weizen am anfälligsten für solch eine Infektion. Zu dieser Zeit können Antheren und Pollen dem Pilz als Nahrungsquelle dienen (Wiese, 1987, Goswami and Kistler, 2004). Aber auch darüber hinaus, bis zur frühen Teigreife (BBCH-Skala: 83, siehe Abbildung 2), ist Weizen anfällig (Osborne and Stein, 2007). Die Infektionsanfälligkeit variiert bei den genannten Entwicklungsstadien zwischen den Pflanzensorten und kann sich zum Beispiel aufgrund von Nährstoffstress erhöhen (Bai and Shaner, 1994, Shaner et al., 2003).



Abbildung 2: Entwicklungsstadien im Getreide (Leivermann, 2015).
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Morphologie: Makrokonidien und Mikrokonidien von Fusarium spp. Zur Unterscheidung von Fusarium-Arten werden am häufigsten morphologische Merkmale herangezogen. Mit etwas Übung und unter geeigneten Kultivierungsbedingungen, können Fusarium-Stämme normalerweise gut identifiziert werden (Leslie and Summerell, 2006).



Makrokonidien



Abbildung 3: A-D: Makrokonidienformen. A. Typisches Fusarium-Makrokonidium. B. Schlankes, gerades, fast nadelartiges Makrokonidium, z.B. F. avenaceum. C. Makrokonidium mit dorsiventraler Krümmung, z.B. F. equiseti. D. Makrokonidium mit der Rückenseite stärker gekrümmt als die ventralen, z.B. F. crookwellense (Leslie and Summerell, 2006).



Die Morphologie der Makrokonidien (Abbildung 3 A) ist für die Bestimmung der Gattung Fusarium und der Art das wichtigste Merkmal. Oft kann allein durch ihre Anwesenheit eine Kultur einer bestimmten Art zugeordnet werden. Sie existieren in verschiedenen Größen und Formen (Nelson et al., 1994, Leslie and Summerell, 2006). Es gibt drei Grundformen (Abbildung 3 B-D): (B) gerade Makrokonidien – können fast nadelförmig erscheinen (C) Makrokonidien mit dorsiventraler Krümmung entlang der gesamten oder eines Teils der Spore (D) Makrokonidien - dorsale Seite (obere; Rückenseite) deutlich mehr gebogen als ventrale Seite (untere; Bauchseite). Weitere Merkmale sind die Anzahl der Septen und die Form der Apikal – und Basalzellen (Leslie and Summerell, 2006).
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Die Abbildung 4 zeigt Makrokonidien von verschiedenen Fusarium-Arten.



A



Abbildung



B



4:



Makrokonidien



C



von



verschiedenen



Fusarium-Arten:



D



(A)



F. culmorum;



(B)



F. graminearum; (C) F. avenaceum; (D) Fusarium solani. Vergrößerung (alle), X950 (Nelson et al., 1994).



Mikrokonidien Bei der Bestimmung der Fusarium-Art gibt die Anwesenheit oder Abwesenheit von Mikrokonidien Aufschluss (Nelson et al., 1994). Nicht jede Fusarium-Art bildet Mikrokonidien aus (Leslie and Summerell, 2006). Falls welche ausgebildet werden, gelten Form (Abbildung 5) und wie sie ausgebildet werden als Merkmale. Typische Formen sind oval (Abbildung 5 EG), nierenförmig (Abbildung 5 H), obovoid, das heißt, fast oval, mit einer verkürzten Basis (Abbildung 5 I), birnenförmig (Abbildung 5 J), knollenförmig (Abbildung 5 K), kugelförmig (Abbildung 5 L) und spindelförmig. Manche Kulturen produzieren verschiedene Formen der Mikrokonidien (Leslie and Summerell, 2006). Mikrokonidien können einzeln, nur in falschen Köpfen („False Heads“), oder in falschen Köpfen und Ketten angelegt werden (Nelson et al., 1994). Normalerweise bilden Mikrokonidien null bis ein Septum aus. Nur bei einigen Fusarium-Arten werden zwei Septen erzeugt (Leslie and Summerell, 2006).



Abbildung 5: E-L: Sporenformen von Mikrokonidien. (E) Oval; (F) Zweizelliges Oval; (G) Dreizelliges Oval; (H) Nierenförmig; (I) Obovoid mit verkürzter Basis; (J) Birnenförmig; (K) Knollenform; (L) Kugelförmig (Leslie and Summerell, 2006).
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2.3 Krankheitssymptome Verschiedene Fusarium-Arten verursachen Keimlings-, Fuß- und Ährenerkrankungen an Getreide, sowie Stängel - und Kolbenfäule am Mais. Am Getreide sind mögliche Fusarium-Arten – wie Tabelle 3 zeigt - unter anderem F. graminearum



(Gibberella



zeae)



und



F. culmorum



und



am



Mais



F. culmorum,



F. graminearum und Gibberella fujikuroi (F. moniliforme) (Zwatz et al., 1998, Heitefuss, 2000). Tabelle 3: Beispiele für Fusarium spp. an Getreide und Mais (Zwatz et al., 1998). Ährenfusariose Kolbenfäule



 Fusarium graminearum (Gibberella zeae) 



F. culmorum







Gibberella fujikuroi (F. moniliforme)



(Kolbenfusariose des  Maises)



Gibberella fujikuroi var. subglutinans (F. Moniliforme var. subglutinans)



 blass lachsfarbenes bis weißIiches Myzel 



Gibberella zeae (Fusarium graminearum)  rötliches Myzel







Fusarium culmorum  rosa rotes Myzel



Stängelfäule des



 Fusarium culmorum



Maises



 Gibberella fujikuroi (F. moniliforme) 



Gibberella fujikuroi var. subglutinans (F. moniliforme var. subglutinans)



 Gibberella intricans (F. equiseti).



In der Regel sind die Symptome in allen kleinkörnigen Getreiden ähnlich. Erste Infektionen zeigen sich auf den Hüllspelzen oder der Rachis als kleine wässrig aussehende hellbraune Flecken (Läsionen) mit einem ausgebleichten Zentrum und einem dunkelbraunem Rand (Parry et al., 1995). Unter günstigen Bedingungen breitet sich der Erreger, extern oder intern, durch die Rachis aus. Er erstreckt sich in ihr normalerweise bis in das Stammgewebe und kann dort auch gefunden werden. Ist die Rachis infiziert erscheint das darüber liegende Pflanzengewebe ausgebleicht. Es können Perithezien (kleine, dunkle Fruchtkörper) und lachsfarbenes bis rotes Pilzmyzel während längeren nassen Witterungsbedingungen entlang der Spelzen oder an der Basis der erkrankten Ährchen beobachtet werden (Wiese, 1987, Bai and Shaner, 1994, Parry et al., 1995). Das Myzel ist fähig, die benachbarten Ährchen zu infizieren, welche später im schlimmsten Fall ganz zerstört werden und bleich erscheinen (Bai and Shaner, 1994). Dieser Zustand wird als „taub“ beziehungsweise „Taubährigkeit“ oder „Weißährigkeit“ bezeichnet und ist das
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typische Schadbild der Ährenfusariose (Parry et al., 1995, Heitefuss, 2000). Oft sind auch nur einzelne Ährchen oder Ährenabschnitte abgestorben und erscheinen bleicher, als dass die gesamte Ähre betroffen ist (Bai and Shaner, 1994, Zwatz et al., 1998). Stark infizierte Körner werden auch „tombstone kernels“ (deutsch: „Grabstein-Körner“) genannt und sind charakteristisch kleiner als gewöhnlich, was zur Reduzierung des Tausendkorngewichts (TKG) führt. Diese Körner sehen geschrumpft aus, haben eine graubraune Farbe, ein mehlig verfärbtes Inneres und sind teilweise oder völlig von einem weißen bis hellrosafarbenen Pilzmyzel bedeckt (Parry et al., 1995, Bushnell et al., 2003). Oft entwickeln infizierte Ährchen auch überhaupt kein Korn (Bai and Shaner, 1994). Ein weiteres Symptom ist der vorzeitige Tod des gesamten Teils der Ähre, der oberhalb der Erstinfektion liegt. Dies ist bedingt durch eine Verstopfung oder Zerstörung der Leitbündel der Rachis, was zu einem Mangel an Wasser und Nährstoffen führt. Die Körner sind in Folge dessen geschrumpft (Bai and Shaner, 1994, Parry et al., 1995). Ist schon das Saatgut infiziert, kommt es zur Fehlstellung der Pflanze. Auf der Keimscheide und den Wurzeln der Keimpflanze werden braune längliche Flecken sichtbar (Heitefuss, 2000). Bei der Kolbenfäule des Mais zeigen die Kolben, beginnend an der Kolbenspitze, ein weißes bis rötliches Myzel, welches die Kerne kolonisiert und sich verbreitet bis mitunter die gesamte Ähre bedeckt ist (Zwatz et al., 1998, Goswami and Kistler, 2004).



2.4 Mykotoxine Mykotoxine sind sekundäre Metaboliten (Stoffwechselprodukte), welche von vielen Fusarium-Arten im Korn während des Infektionsprozesses produziert werden können und jahrelang in gelagertem Getreide stabil bleiben. Solche mykotoxinkontaminierten Körner können nicht mehr für den menschlichen oder tierischen Verzehr (Futtermittel) verwendet werden, da sie für die Gesundheit eine ernste Gefahr bedeuten (Wiese, 1987, Parry et al., 1995, Eudes et al., 2001, Liu et al., 1997, Liu et al., 2005). Krankheiten, die auf eine Aufnahme von mykotoxinkontaminierten Nahrungsmitteln zurückzuführen sind, werden als Mykotoxikosen bezeichnet (Nelson et al., 1994). Weltweit stellen mit Mykotoxinen kontaminierte landwirtschaftliche Erzeugnisse ein großes Problem dar (Buerstmayr et al., 1999). Dabei sind sie für das Wachstum oder das Überleben des Pathogens selbst nicht essentiell (Liu et al., 2005). Die wirtschaftlichen Verluste können sehr hoch sein. Sie ergeben sich aus der Reduzierung des Ertrags, einer schlechten Kornqualität (Back - und Saatgutqualität), reduzierter



Literaturüberblick Tierleistung



und



Fortpflanzungsfähigkeit



sowie



erhöhter



15 Krankheitshäufigkeit.



Noch



gefährlicher kann jedoch eine Toxinakkumulation in den infizierten Körnern sein (Buerstmayr et al., 1996, Mesterházy et al., 2005). Mykotoxin-Gehalte können sich bei der Lagerung unter warmen und feuchten Bedingungen erhöhen,



was



oft



ein



Problem



in



den



Entwicklungsländern



ist.



Unzureichende



Lagerbedingungen sind hierbei der Hauptgrund für Mykotoxinkontaminationen (Buerstmayr et al., 1996, Miedaner et al., 2004). Die Mykotoxinart und – menge variiert je nach Umweltbedingungen vor und nach der Ernte und der Pilzart. Daher kann eine Vorhersage der Höhe der Toxine-Level, wie die der gesetzlich festgelegten Höchstgrenze, schwierig sein. Eine solche Regelung der maximal zulässigen Toxinmenge gibt es in vielen Ländern (z.B. Europäische Gemeinschaft: Deoxynivalenol (DON) Gehalt bis 0,5 µg g-1 für Getreide; USA: DON Gehalt bis 1 µg g-1 für Fertigprodukte für den menschlichen Verzehr), jedoch werden sie in manchen häufig nicht eingehalten, wie zum Beispiel im oberen Mittleren Westen der USA (Lacey et al., 1999, Garcia et al., 2009, Trail, 2009). In Österreich gelten als die wichtigsten Mykotoxine Deoxynivalenol (DON), Zearalenon (ZON) und Moniliformin (MON), welche von Fusarium spp. auf kleinem Korngetreide und Mais produziert werden (Buerstmayr et al., 1996). Zearalenon wird zum Beispiel von F. graminearum und F. culmorum hergestellt und bewirkt eine östrogene Wirkung bei Tieren und Menschen (Lemmens et al., 1993, Bai and Shaner, 1994, Trail, 2009). DON ist ein zytotoxisches Trichothezen (Gendloff, 1986) und wird zum Beispiel von F. graminearum produziert (Gendloff, 1986, Bai et al., 2001). Trichothezene sind Inhibitoren der Protein- und DNA-Synthese. Lebensmittel, die mit Trichothezenen kontaminiert sind, verursachen chronische Lebensmittelvergiftungen, eine verringerte Nahrungsaufnahme, verminderte Gewichtszunahme,



Erbrechen,



Durchfall,



reproduktive



Probleme,



Blutungen



und



hämatologische Veränderungen. Auch wurde vermutet, dass Trichothezene die Entstehung von menschlichem Speiseröhrenkrebs begünstigt (Luo et al. (1990) zitiert in Lemmens et al., (1993); Eudes et al., (2001); Ueno, (1987) zitiert in Wong et al., (1995)).
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2.5 Lagerung von Fusarium-Isolaten Für die Langzeitlagerung von Fusarium-Kulturen stehen mehrere Konservierungsverfahren zur Verfügung. Dazu zählen Lyophilisierung (Gefriertrocknung), Lagerung auf Kieselgel (Silikagel) und die Kryolagerung. Auf Boden können Pilzstämme bei 4 °C oder – 20 °C längerfristig (Buerstmayr et al., 1996) erhalten werden (Leslie and Summerell, 2006). Auch gibt es die Möglichkeit die Pilze zusammen mit ihren jeweiligen Medien und Mineralöl bei 4 °C (Strange and Smith, 1978) oder bei Raumtemperatur (Mesterházy et al., 1999) zu lagern.



Lyophilisierung (Gefriertrocknung) Durch Gefriertrocknung können Fusarium-Stämme über einen Zeitraum von mehr als 20 Jahren konserviert werden. Das Verfahren ist jedoch relativ zeitaufwendig und sobald eine lyophilisierte Kultur geöffnet wurde, muss diese erneuert werden. Gelagert werden die Kulturen normalerweise bei 4 °C (Leslie and Summerell, 2006). Fisher et al. (1982) entwickelten ein Verfahren, wobei die Kulturen auf sterilen Nelkenblattstücken in Wasser-Agar-Medium (CLA - Carnation Leaf-Piece Agar) über 7 bis 10 Tage herangezüchtet werden. Dadurch wird das Wachstum und die Sporenbildung unterstützt sowie die ursprüngliche kulturelle Fusarium-Art aufrechterhalten. Lyophilisiert wird hierbei mit flüssigem Stickstoff. Die anschließende Lagerung geschieht bei – 30 °C.



Kieselgel (Silikagel) Die Langzeitlagerung auf Silikagel ist recht kostengünstig und einfach in der Herstellung. Daher wird diese Form der Lagerung von einigen Laboren bevorzugt. Ein auf Silikagel gelagertes Isolat-Röhrchen kann mehrfach zur Rückgewinnung verwenden werden. Gelagert wird bei Temperaturen von 5 °C oder – 80 °C (Dill-Macky, 2003, Leslie and Summerell, 2006). Da auf Kieselgel gelagerte Kulturen eine kürzere Lebensdauer haben, als Kulturen, die durch Lyophilisierung



oder



Kryolagerung



konserviert



werden,



muss



regelmäßig



die



Lebensfähigkeit der Isolate überprüft werden. Sobald die Lebensfähigkeit eines Isolats sinkt, muss eine frische Kultur angesetzt und konserviert werden. Dazu wird der restliche Inhalt des Isolat-Röhrchens auf einer Agarplatte ausgeleert (Windels et al., 1988, Windels et al., 1993, Leslie and Summerell, 2006).
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Kryolagerung Die Kryolagerung kommt in vielen Laboren zum Einsatz und ist ebenso das einfachste der genannten Verfahren zur Erhaltung von Fusarium-Stämmen. Es wird eine Sporensuspension mit sterilem 15 % - Glycerol hergestellt und in Kryoröhrchen bei sehr niedrigen Temperaturen (– 70 °C oder – 80 °C) oder in flüssigem Stickstoff eingefroren und somit konserviert. Auf diese Weise bleibt die Lebensfähigkeit der gelagerten Kulturen mindestens zwei Jahre erhalten. Im Falle von F. oxysporum oder auch Sorten vom Gibberella fujikuroi - Artkomplex bleibt die Lebensfähigkeit mindestens 10 Jahre, und bei Stämmen von Gibberella zeae 4 - 5 Jahre, erhalten. Sobald die Lebensfähigkeit nachlässt, sollte subkultiviert werden. Vor der Verwendung muss das eingefrorene Isolat schnell aufgetaut (60 – 120 Sekunden bei 35 °C) und ein Tropfen der Sporensuspension sofort auf Agar übertragen werden. Bei wässrigen, oder in Flüssigmedien kultivierten, Sporensuspensionen ist es auch möglich, diese bei – 5 °C über einen kurzen bis mittelfristigen Zeitraum (bis zu 4 Monate) aufzubewahren (Dill-Macky, 2003, Leslie and Summerell, 2006).



2.6 Formen von Fusarium-Inokulum Zur künstlichen Inokulation wird infektiöses Material des Pilzes (Pilzinokulum) in ausreichender Menge und Aggressivität benötigt. Bei der Herstellung von Inokulum stehen Pilzmyzel, Makro - beziehungsweise Mikrokonidien und Askosporen im Vordergrund. Viele Forscher, die sich mit der Ährenfusariose beschäftigen, wählen als Inokulum Makrokonidien (Strange and Smith, 1971, 1978, Arseniuk et al., 1993, Lemmens et al., 1993, Mesterházy, 1978), wohingegen Askosporen nur von Wenigen verwendet werden (Klittich and Leslie, 1988, Bowden and Leslie, 1999) (Dill-Macky, 2003).



Pilzmyzel Pilzmyzel lässt sich einfach produzieren, weshalb es in der Fusarium-Forschung häufig als Inokulum verwendet wird. Jedoch ist es nicht zweifellos quantifizierbar, da sich die Größe der Hyphenfragmente sehr unterscheiden kann. Bei einer Mischung aus Myzel und Konidien wird oft nur die Konidienkonzentration angegeben (Schroeder and Christensen, 1963, Groth et al., 1999). Des Weiteren können Hyphenfragmente die Düsen der Spritzgeräte verstopfen, welche zur Ausbringung auf dem Feld oder im Gewächshaus genutzt werden (Dill-Macky, 2003).
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Makrokonidien und Mikrokonidien Makro – und Mikrokonidien können ebenfalls leicht produziert werden. Sie sind von Natur aus hydrophil und stellen somit eine hervorragende Inokulumquelle dar. Makro – beziehungsweise Mikrokonidien können mit verschiedenen Techniken und Medien hergestellt werden (Schroeder and Christensen, 1963, Wilcoxson et al., 1992, Mesterhazy and Rowaished, 1977) (Dill-Macky, 2003). Reine



Konidiensuspensionen



sind



leicht



quantifizierbar.



Bei



Vorhandensein



von



unerwünschtem Myzel oder Nährstoffen aus dem Wachstumsmedium, ist dies nicht mehr der Fall. Daher wird zum Beispiel ein Leinentuch (englisch: cheesecloth) verwendet, um Myzelfragmente herauszufiltern (Strange and Smith, 1971, Strange and Smith, 1978, Elmer, 1989, Arseniuk et al., 1993, Evans et al., 2000). Eine andere Variante ist, die Konidiensuspensionen einen Tag im Kühlschrank zu lagern und die Konidien sich absetzen lassen. Das Myzel setzt sich nicht am Boden des Gefäßes ab und kann so am nächsten Tag abgepumpt werden. Eine große Menge Makrokonidien kann auf kolonisierten Weizen – und Gerstenkörnern hergestellt werden. Hierbei werden die kolonisierten Körner mit Wasser abgewaschen und somit die Sporen abgesammelt (Schroeder and Christensen, 1963). Als geeignetes Nährmedium für Konidienproduktion verwenden viele Forscher (Bai and Shaner, 1996, Buerstmayr et al., 2002, Lemmens et al., 2003) erfolgreich MungbohnenMedium oder Kartoffeldextroseagar (Strange and Smith, 1971, Liu et al., 1997) (Dill-Macky, 2003). Wenn das Mungbohnen-Medium kontinuierlich mit steriler Luft belüftet wird, lassen sich Makro – beziehungsweise Mikrokonidien innerhalb einer Woche bei Raumtemperatur in Massen leicht herstellen. Dieses Verfahren kommt bei der Bubble-Breeding-Methode (Mesterhazy and Rowaished, 1977) zum Einsatz. Hierbei wird das flüssige MungbohnenMedium autoklaviert, mit dem gewünschten Fusarium-Stamm beimpft, mit sterilen Luftfiltern versehen und anschließend fünf Tage lang belüftet (Lemmens et al., 1993, Buerstmayr et al., 2002). Zur Bestimmung der Konidienkonzentration in der erhaltenen Suspension kann eine Zählkammer verwendet werden. Anhand dieser ermittelten Konidienkonzentration lässt sich die



gewünschte



Konzentration



einstellen.



In



geeigneten



Teilmengen



können



die



Konidiensuspensionen bei – 20 °C beziehungsweise – 70 °C eingefroren und somit gelagert werden. Vor der Verwendung des Inokulums sollte dieses vollständig aufgetaut werden. Auch wird empfohlen das Inokulum nach dem Auftauen bis zur Verwendung kühl zu lagern. In kaltem Wasser kann das gefrorene Inokulum aufgetaut werden (Dill-Macky, 2003).
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Askosporen Für manche Forscher sind Askosporen das bevorzugte Inokulum. In Studien, welche sich mit der Epidemiologie beschäftigen, beispielsweise mit der Sporenverbreitung über die Luft, können Askosporen als Inokulum sogar notwendig sein (Dill-Macky, 2003). Askosporen können erfolgreich auf Karotten-Agar produziert werden. Für Gibberella fujikuroi haben Klittich und Leslie (1988) eine Methode entwickelt, welche von Bowden und Leslie (1999) für Gibberella zeae angepasst wurde. Dabei wird Karotten-Agar mit Makrokonidien-Inokulum beimpft und gleichmäßig verteilt. Nun wachsen die Fusarium-Pilze bei Zimmertemperatur (20 °C – 22 °C) unter Beleuchtung (kühle weiße und schwarze (UVA) Leuchtstoffröhren; 12 Stunden Licht : 12 Stunden Dunkel) an. Nach 7 bis 10 Tagen wird zur Förderung der Perithezien-Entwicklung den mit Fusarium bewachsenen Petrischalen eine Tween 60 - Lösung zugesetzt und vorsichtig das Luftmyzel mit einem sterilen gebogenen Glasstab heruntergedrückt, um es mit der Lösung zu benetzen. Nach weiteren 5 bis 7 Tagen sollten die Perithezien zu sehen sein. Die reifen Perithezien setzen dann ihre Askosporen frei, welche vom Medium sowie von den Deckelflächen mit sterilem destillierten Wasser gewaschen und somit abgesammelt werden können (Klittich and Leslie, 1988, Bowden and Leslie, 1999, Dill-Macky, 2003). Eine andere Methode, Askosporen von Gibberella zeae in Massen zu produzieren, ist Fusarium graminearum auf Haferkörnern zu kolonisieren und zu inkubieren. Nach der Perithezien-Entwicklung werden die Askosporen freigesetzt. Über den Haferkörnern befinden sich Objektträger, welche die Askosporen abfangen und somit sammeln. Die Askosporen können dann entweder in Suspension gebracht oder trocken gelagert werden (Jin und Zhang (1998) zitiert nach Dill-Macky (2003)).



Kolonisiertes Korn Kolonisierte Körner als Inokulumquelle werden nicht so häufig von Forschern verwendet. Diese Form des Inokulums kommt eher im Bereich des Ackerbaus vor. Vorteile hierbei sind -



das Produzieren von Inokulum über einen langen Zeitraum,



-



hilfreich dort, wo der Zugang begrenzt ist sowie



-



nützlich, wenn die Mittel für die Durchführung von mehreren Sprüh – oder Punktimpfungen nicht ausreichen.



Diese Form des Inokulums ist einfach herzustellen und kann frisch (sechs Wochen Vorbereitung) sowie getrocknet verwendet werden. Die getrocknete Variante ist bei
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Zimmertemperatur bis zu vier Monate vor dem Gebrauch lagerbar. Allerdings entwickeln sich Perithezien schneller auf frisch kolonisierten Körnern (Dill-Macky, 2003). Darüber hinaus spielen für die Geschwindigkeit der Perithezien-Entwicklung die Temperatur, Feuchtigkeit sowie Licht, weshalb sich Perithezien nicht unterhalb der Bodenoberfläche ausbilden, eine Rolle (Tschanz et al., 1975, Dill-Macky, 2003). Bei der Herstellung wird zu Beginn ein Kilogramm Getreide mit einem Liter destilliertem Wasser in einer Schale aus rostfreiem Stahl gut vermischt. Das Korn muss durchweichen, was je nach Kornart unterschiedlich lange dauern kann. Weizen und Gerste benötigen in etwa drei bis fünf Stunden, wohingegen Mais über Nacht durchfeuchtet wird. Anschließend wird die Schale mit Alufolie abgedeckt und autoklaviert. Nach dem Abkühlen werden die Körner mit dem gewünschten Fusarium inokuliert, wieder abgedeckt und zwei Wochen bei Raumtemperatur stehen gelassen bis das Korn vollständig besiedelt ist. Dann kann das nun frisch produzierte Inokulum ein paar Wochen vor dem Gebrauch bei 4 °C gelagert werden (Dill-Macky, 2003). Eine andere Methode verwenden Campbell und Lipps (1998). Sie kolonisieren Maiskörner in Milchflaschen aus Plastik. Dabei wird Mais und Leitungswasser in eine Milchflasche gegeben, verschlossen und 24 Stunden stehen gelassen. Nachfolgend wird die Mischung an zwei aufeinanderfolgenden Tagen autoklaviert. Die Fusarium-Isolate werden auf DifcoMalzextrakt-Agar zwei Wochen unter 12 Stunden fluoreszierendem Licht herangezüchtet. Stückchen, des mit Pilzmyzel bewachsenen Agars, werden den Flaschen zugegeben und, zur besseren Verteilung an den Körnern, geschüttelt. Nun werden die Körner in den nächsten zwei Wochen komplett kolonisiert und anschließend mehr als zwei Wochen vor der Blüte ausgebracht (Campbell and Lipps, 1998). Die Ausbringung der kolonisierten Körner kann allein, wie auch in Kombination mit Makrokonidien-Inokulum, erfolgen. Es ist besser eine Kornmischung (Weizen, Gerste, Mais) zur Produktion von kolonisierten Körnern als Inokulum zu verwenden, als nur Körner von Weizen. Ein Vorteil ist, dass die Maiskörner leicht zu sehen sind, wodurch die Entwicklung von Perithezien und Askosporen gut beobachtet werden kann. Ebenfalls vorteilhaft ist, dass sich Gerstenkörner nach starken Regenfällen nicht vergraben, wie es bei Weizen und Maiskörnern oft der Fall ist (Dill-Macky, 2003).
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3 Material und Methoden 3.1 Versuche Die Versuche zur Optimierung der Produktion, Lagerung, Fertigstellung sowie Verwendung von Fusarium-Inokulum, fanden am Institut für Agrarbiotechnologie in Tulln im Jahr 2013 statt. Fusarium-Inokulum wurde in Erlenmeyerkolben produziert. Dazu wurde ein MungbohnenMedium hergestellt, welches die Krankheitserregern



in



großen



Konidienproduktion von allen bekannten FusariumMengen



erlaubt.



Die



Versuche



umfassten



einen



Langzeitversuch, der sich über vier Monate erstreckte, sowie drei kürzer andauernde Experimente. Für diese Versuche wurden Fusarium-Arten verwendet, welche in der Stammkultursammlung des IFAs zu finden sind: •



F. culmorum



•



F. proliferatum



•



F. graminearum



•



F. equiseti



•



F. avenaceum



•



F. poae



•



F. cerealis



•



F. sporotrichioides



•



F. subglutinans



•



F. oxysporum



•



F. verticillioides



•



F. solani



Es wurden gezielt Fusarienarten ausgewählt, die weltweit wichtige Krankheitserreger an landwirtschaftlichen Kulturen sind.



3.2 Produktion von Inokulum Inokulum wurde in Erlenmeyerkolben produziert. Als Nährmedium für die Fusarium-Pilze diente hierbei Mungbohnen-Medium. Das Mungbohnen-Medium wurde aus destilliertem Wasser und Mungbohnen hergestellt (20 g pro 1 L Wasser). Zunächst wurden die Bohnen ca. 20 Minuten im Wasser gekocht. Als die Schale anfing aufzuplatzen, wurde das Mungbohnen-Extrakt in ein 10 Liter - Gefäß von den Bohnen dekantiert. Das beim Kochen verdampfte Wasser wurde mit kaltem Wasser wieder aufgefüllt. Beim Abkühlvorgang wechselte die Farbe des Mungbohnen-Mediums von gelb-grün zu braun-rot. 150 Milliliter des fertigen Mungbohnen-Mediums wurden in beschriftete Kolben gegeben, mit einem Stopfen beziehungsweise Alufolie abgedeckt und anschließend bei 121 °C für 20 Minuten im Autoklaven sterilisiert. Die verschiedenen Fusarienstämme, die in Erdkulturen am IFA gelagert werden, wurden zum Anwachsen auf Agar-Platten (Petrischalen mit Agar) ausgestreut. Als Agar wurde
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Spezieller Nirenberg Agar (SNA), auch Spezieller Nährstoffarmer Agar genannt, verwendet. Dieser setzt sich wie folgt zusammen (Tabelle 4): Tabelle 4: Zusammensetzung des Speziellen Nährstoffarmen Agars (SNA) für 1 Liter.



Inhaltsstoffe



Menge



KH2PO4



1,0 g



KNO3



1,0 g



MgSo4 ∙ 7 H2O



0,5 g



KCl



0,5 g



Glucose



0,2 g



Sucrose



0,2 g



Agar



20 g



Das SNA-Medium wurde in 1 L - Flaschen hergestellt und anschließend bei 121 °C für 20 Minuten autoklaviert. Mit Hilfe von Hitzeschutzhandschuhen wurde das sterile SNAMedium in Petrischalen gefüllt. Vor dem Ausgießen wurde die Ausgießöffnung der mit SNAMedium befüllten Flasche über dem Bunsenbrenner abgeflammt, um eventuell vorhandene Keime abzutöten. Nach dem Auskühlen der SNA-Platten (Petrischalen mit SNA-Medium) wurde jeweils eines der ausgewählten Fusarium-Isolate aus der Stammkultur am IFA (Erdkulturen) auf eine SNA-Platte ausgestreut, beschriftet und mit Parafilm verschlossen. Die Pilze wuchsen nun fünf Tage lang an. Sobald die Fusarien angewachsen waren, wurde ein ca. 0,5 x 0,5 cm großes Agarstück mit Pilzmyzel entnommen und in die zuvor entsprechend beschrifteten Kolben mit MungbohnenMedium gegeben (siehe Abbildung 6). Die Entnahme erfolgte mit einem Entnahmeskalpell, welches zur Keimabtötung vor und nach der Benutzung abgeflammt wurde. Ebenso wurden die Kolben-Öffnungen vor und nach Hineinlassen der Agarstücke abgeflammt.



Abbildung 6: Mungbohnen-Medium in Erlenmeyerkolben vor dem Autoklavieren (eigenes Foto).
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Die nun mit Agarstücken und Mungbohnen-Medium befüllten Kolben wurden auf dem Schüttler für vier Tage bei 25 °C, 120 Umdrehungen pro Minute und unter langwelligem UVLicht geschüttelt, sodass sich die Konidien gut entwickeln konnten. Das langwellige UV-Licht stimuliert die Konidienbildung. Anschließend wurden die Kolben für einen Tag im Kühlraum bei 3 °C gelagert, damit sich die Konidien am Kolbenboden absetzen konnten. Nachdem die Kolben



aus



dem



Wasserstrahlpumpe



Kühlraum etwas



genommen



Myzel



und



wurden,



wurde



ihnen



Mungbohnen-Medium



mit



Hilfe



entfernt,



wobei



einer die



Konidienkonzentration gesteigert wurde. Die Konidienkonzentration wurde anschließend mithilfe einer Bürker-Türk-Zählkammer bestimmt.



3.3 Bürker-Türk-Zählkammer Eine



Bürker-Türk-Zählkammer



ist



ein



speziell



unterteilter



Objektträger.



Um



die



Konidienkonzentration zu bestimmen, wurden pro Isolat zwei Tropfen gut durchmengte Konidiensuspension (Inokulum) mit einer Pasteurpipette auf die Zählkammer (Abbildung 7) gegeben und die Konidien, Makrokonidien sowie Mikrokonidien, auf genau gleiche Weise ausgezählt. Abhängig von der Fusarienart wurden entweder nur Makrokonidien oder eine Mischung von Makro- und Mikrokonidien produziert. Es wurden Makro - und Mikrokonidien zusammen gezählt, da ein Unterscheiden der beiden Konidienarten oft sehr schwer und für diese Versuche nicht weiter von Bedeutung ist.



Abbildung 7: Bürker-Türk-Zählkammer; bearbeitet (Anonymus, 2015).
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Es wurden 5 vorgegebene kleine Kästchen (Abbildung 7) ausgezählt und daraus der Mittelwert der gezählten Konidien pro kleinem Kästchen ermittelt (Totalmittel). Anschließend wurden aus den Werten Verdünnungen auf 100 mL berechnet und angesetzt, sodass eine Endkonzentration von 10 hoch 5 Konidien pro Milliliter entstand. Für die Verdünnungen wurde bidestilliertes Wasser verwendet. Pro Fusarium-Inokulum wurde 1 mL der jeweiligen Verdünnung in beschriftete Röhrchen pipettiert, verschlossen und bei - 80 °C eingelagert.



3.4 Keimfähigkeit bestimmen Um nun die Keimfähigkeit des Inokulums zu ermitteln, wurde pro Isolat-Röhrchen eine SNAPlatte mit jeweils 100 µL der Konidiensuspension beimpft und mit einem sterilen Drigalskispatel ausgestrichen. Um die beimpften SNA-Platten vor Austrocknung zu schützen, wurden sie in eine Inkubationskammer gestellt. Einen Tag später war der Pilz angewachsen und die Konidien konnten unter dem Mikroskop mit Hilfe eines Handzählers ausgezählt werden. Gezählt wurden viermal 100 beziehungsweise zweimal 100 Konidien (siehe Kapitel 3.5) pro SNA-Platte. Es wurden die gekeimten sowie die ungekeimten Konidien gezählt. Nachher wurde der Prozentanteil gekeimter Konidien ermittelt: zum Beispiel beträgt die Keimfähigkeit bei 98 gekeimten und zwei ungekeimten Konidien 98 %. Das Konidium wurde als gekeimt gewertet, sobald mindestens ein Keimschlauch deutlich sichtbar war.



Abbildung 8: Gekeimte Konidien von Fusarium subglutinans. F. subglutinans bildet sehr viele Mikrokonidien (eigenes Foto).
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3.5 Versuchsdurchführung 3.5.1 Langzeitversuch (Hauptversuch) Fragestellung: Bleibt die Keimfähigkeit des eingefrorenen Inokulums über einen längeren Zeitraum erhalten?



Keimfähigkeitsbestimmung der Konidien T14



Ansatz



Start T1



T30



T60



14 Tage 1 Monat



2 Monate



T120



3 Monate



4 Monate



T2



Abbildung 9: Ermittlung der Konidien-Keimfähigkeit zu verschiedenen Zeitpunkten im Langzeitversuch; T1 = ohne Einfriereffekt, T2 = Einfriereffekt, T14/30/60/120 = nach 0,5/1/2/4 Monaten nach Ansatz.



Für den Langzeitversuch wurde die Keimfähigkeit des Inokulums zu verschiedenen Zeitpunkten über einen Zeitraum von vier Monaten ermittelt (Abbildung 9). Zu Beginn des Versuches wurde die Keimfähigkeit ohne Einfriereffekt ermittelt. Das bedeutet, dass ein Teil des Inokulums direkt nach der Herstellung auf SNA-Platten ausgestrichen wurde. Am nächsten Tag konnten die Konidien ausgezählt werden. Ebenso wurde die Keimfähigkeit der Konidien nach einem Tag einfrieren (= Einfriereffekt), nach 14 Tagen, nach einem Monat, nach zwei Monaten und nach vier Monaten einfrieren ermittelt. Für



den



Langzeitversuch



wurden



48



Fusarium-Stämme



(Tabelle



5)



der



IFA



Stammkultursammlung ausgewählt. Dabei wurde versucht das Speziessortiment so anzupassen, dass alle wichtigen Fusarienarten bei Weizen und Mais sowie zusätzlich F. solani und F. oxysporum untersucht werden. Die zwei letztgenannten Arten wurden inkludiert, weil sie ebenfalls sehr wichtige Pflanzenpathogene sind.
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Tabelle 5: 48 verwendete Fusarium-Stämme aus der IFA Stammkultursammlung.



Fusarium spp. F. graminearuma F. culmorum F. cerealis



a



a



Isolat Nr.



Fusarium spp.



Isolat Nr.



IFA 1



F. oxysporumb



IFA119



IFA 5



**



IFA 9



**



b



IFA130



b



F. solani



IFA132 IFA134



F. solani



F. subglutinansb



IFA 13



F. oxysporumb



F. verticillioidesb



IFA 16



F. oxysporumb



F. sporotrichioides



IFA 19



b



F. sporotrichioides



IFA 22



F. avenaceum



F. equisetib



IFA 34



F. oxysporumb



F. poaeb



IFA 35



F. equisetib



F. proliferatum



b



IFA136



IFA157



F. subglutinans



IFA 41



b



F. poae



F. culmoruma



IFA 47



F. poaeb



F. avenaceum



IFA 60



b



IFA168



F. sporotrichioides



IFA 62



F. graminearuma



IFA 65



F. poaeb



F. graminearuma



IFA 75



F. solanib



F. cerealis



*



IFA 79



a



F. proliferatum



b



IFA197 IFA225



b



IFA236



F. cerealis



a



IFA311



*



IFA330



**



IFA331



**



IFA 82



F. culmorum



F. subglutinansb



IFA 85



F. subglutinansb



IFA368



F. graminearuma



IFA 89



**



F. equisetib



IFA409



F. avenaceum



b



IFA100



*



F. avenaceum



b



IFA103



F. cerealisa F. proliferatumb



F. sporotrichioides



b



**



IFA158



b



IFA163



F. equiseti



b



*



IFA154



F. verticillioides



b



IFA138 IFA149



b



IFA 37



F. culmorum



a



b



a



**



IFA412



b



F. solani



**



F. verticillioides



b



IFA421



IFA117



*



F. verticillioidesb



IFA452



IFA118



*



F. proliferatumb



IFA455



* Fusarium-Isolate, die auf SNA-Platten nicht angewachsen sind ** Fusarium-Isolate, die auf SNA-Platten angewachsen sind, jedoch keine Konidien ausbildeten a)



Nur Makrokonidien,



b)



Makro - plus Mikrokonidien (Nelson et al., 1983)



Versuchsdurchführung Der Versuch startete mit dem Herstellen von 50 mit SNA-Medium befüllten Petrischalen. Anschließend wurde jeweils eines der 48 Fusarium-Isolate (Tabelle 5) auf eine SNA-Platte ausgestreut, beschriftet und mit Parafilm verschlossen. Die Pilze wuchsen nun fünf Tage lang an.
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Bei diesem Versuch sind 42 der 48 Fusarium-Isolate angewachsen. Ein paar Fusarien verfärbten sich nach dieser Zeit rötlich, wohingegen die meisten eine weiße Farbe besaßen. 50 Kolben wurden jeweils mit 150 Milliliter Mungbohnen-Medium (Herstellung wie oben beschrieben) befüllt (Abbildung 6) und anschließend mit Stopfen bzw. Alufolie abgedeckt und autoklaviert. Es wurde nun aus jeder der 42 verwendbaren SNA-Platten ein kleines Agarstück mit Fusarium entnommen und in die zuvor entsprechend beschrifteten Kolben mit Mungbohnen-Medium gegeben und für vier Tage auf dem Schüttler bei 25 °C, 120 Umdrehungen pro Minute und unter langwelligem UV-Licht platziert. Anschließend wurden die Kolben für einen Tag im Kühlraum bei 3 °C gelagert. Es zeigte sich, dass acht weitere Fusarium-Isolate keine Konidien ausbildeten und somit 34 Isolate für diesen Versuch übrig blieben. Mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe wurde etwas Myzel und Mungbohnen-Medium abgesaugt. Nun wurde die Konidienkonzentration des Inokulums, wie in Kapitel 3.3 beschrieben, bestimmt, sowie die Verdünnungen auf 100 mL angesetzt. Für diesen Versuch wurden je Fusarium-Isolat 14 Röhrchen benötigt, welche eingefroren wurden. Es wurden pro Fusarium-Isolat jeweils 1000 µL (1 mL) in 14 beschriftete Röhrchen pipettiert, verschlossenen und bei – 80 °C gelagert. Für die Ermittlung der Keimfähigkeit ohne Einfriereffekt wurden 34 SNA-Platten mit je 100 µL der Konidiensuspension beimpft, mit einem Drigalskispatel verteilt und in die Inkubationskammer bei Raumtemperatur gestellt. Die Bestimmung der Keimfähigkeit erfolgte am nächsten Tag mit Hilfe eines Zählers. Gezählt wurden viermal 100 Konidien. Für die Ermittlung der Keimfähigkeit mit Einfriereffekt wurden nach einem Tag im Tiefkühler (- 80°C) je Isolat zwei Isolatröhrchen, beschriftet mit Variante a und b, im Wasserbad bei 32 °C aufgetaut und anschließend SNA-Patten mit je 100 μL beimpft und inkubiert. Die Auszählung der SNA-Platten erfolgte am nächsten Tag. Hierbei wurden zweimal 100 Konidien pro Variante und Isolat mit einem Handzähler ausgezählt. 14 Tage später wurden erneut zweimal (Variante a und b) 34 Isolatröhrchen im Wasserbad bei etwa 32 °C aufgetaut und jeweils 100 µL auf SNA-Platten ausgebracht und ausgestrichen, um am nächsten Tag die Keimfähigkeit der Konidien nach 14 Tagen Einfrierzeit ermitteln zu können. Das Verfahren zur Keimfähigkeitsbestimmung blieb für die Ermittlung nach einem Monat, nach zwei Monaten und nach vier Monaten gleich.
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3.5.2 Weitere Versuche



WV: Keimfähigkeitsbestimmung der Konidien WV 2 36, 40, 45 °C



InokulumAnsatz WV



Start



WV 2 25, 32 °C



1 Woche



2 Woche



WV 1 Wo. 1



1-VOR Einfrieren



WV 3



WV 1 Wo. 2



15 °C RT



26 °C RT



Abbildung 10: Ermittlung der Konidien-Keimfähigkeit zu verschiedenen Zeitpunkten während der weiteren Versuche (WV); RT = Raumtemperatur; WV1 – Konidienlagerung in Mungbohnen-Medium; WV2 – unterschiedliche Auftautemperaturen; WV3 – Wasserart (inkl. Teilversuch IFA 65).



Es wurden drei weitere Versuche durchgeführt (Abbildung 10). Für diese Versuche wurden fünf ausgewählte Fusarium-Isolate der IFA Stammkultursammlung (Tabelle 6) auf SNAPlatten ausgestreut und anwachsen gelassen. Diese Arten sind weltweit die wichtigsten Fusarienarten, die auf Weizen und Mais gefunden werden. Tabelle 6: Ausgewählte Fusarium-Isolate.



Fusarium spp.



Isolat Nr.



F. culmorum



IFA 47



F. graminearum



IFA 65



F. proliferatum



IFA 225



F. subglutinans



IFA 368



F. verticillioides



IFA 421



Des Weiteren wurden 2,5 Liter Mungbohnen-Medium benötigt (20 g/L), um 15 Kolben (drei Kolben pro Isolat) mit je 150 Milliliter zu befüllen. Die Herstellung und Sterilisation erfolgte wie in Kapitel 3.2 beschrieben. Aus den mit Fusarium-Isolaten bewachsenen fünf Petrischalen wurde jeweils ein kleines Agarstück entnommen und in einen entsprechend beschrifteten Kolben mit MungbohnenMedium gegeben. Anschließend wurden die Kolben fünf Tage auf dem Schüttler bei 25 °C, 120 Umdrehungen pro Minute und unter langwelligem UV-Licht geschüttelt und einen Tag in
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der Kühlkammer bei 3 °C stehen gelassen. Nach Ablassen von etwas Myzel und Medium wurde die Konidienkonzentration unter Benutzung der Bürker-Türk-Zählkammer bestimmt und die Kolben für den Versuch 1 (Konidienlagerung in Mungbohnen-Medium) wieder zurück in die Kühlkammer gestellt. Für 50 Isolatröhrchen (5 x 10 Röhrchen) wurden Verdünnungen auf



100 mL



hergestellt.



Diese



waren



für



den



Versuch 2



(unterschiedliche



Auftautemperaturen) gedacht. 50 weitere Isolatröhrchen blieben ohne Verdünnung und waren für den Versuch 3 (Wasserart) geplant. Für die Verdünnungen wurde bidestilliertes Wasser verwendet. Ebenso wurden für jede der fünf Isolatverdünnung 100 µL auf SNAPlatten ausgestrichen, um am nächsten Tag die Ausgangskeimfähigkeit zu bestimmen. Hierbei wurden pro SNA-Platte viermal 100 Konidien mittels Handzähler ausgezählt. Alle angefertigten Isolatröhrchen wurden bei – 80 °C eingefroren.



Versuch 1 – Konidienlagerung in Mungbohnen-Medium Fragestellung: Wie ist die Konidienkeimfähigkeit von Fusarium-Isolaten, welche ein bis zwei Wochen in Mungbohnen-Medium lagern? Der Hintergrund dieses Versuches ist, dass bei der Herstellung größerer Mengen Inokulum, mehrere Chargen gepoolt werden müssen. Die Herstellung einer Charge mit dieser Methode dauert 5 Tage. Das Inokulum sollte daher im Kühlschrank über ein bis zwei Wochen stabil bleiben. Für diesen Versuch wurden die Ausgangskeimfähigkeit sowie die Keimfähigkeit der Konidien der ausgewählten Fusarium-Isolate (Tabelle 6), welche eine Woche beziehungsweise zwei Wochen in Kolben mit Mungbohnen-Medium gelagert wurden, ermittelt. Die Ausgangskeimfähigkeit wurde wie oben bereits beschrieben erhalten. Für die Ermittlung der Keimfähigkeit nach einer Woche beziehungsweise zwei Wochen der Kolbenlagerung, wurden diese aus der Kühlkammer (3 °C) entnommen und pro Kolben beziehungsweise pro Isolat 100 µL des puren Inokulum-Mungbohnen-Medium-Gemischs auf SNA-Platten ausgestrichen. Am nächsten Tag wurden die Konidien (viermal 100 Konidien pro SNA-Platte) ausgezählt und somit die Keimfähigkeit festgestellt. Die Petrischalen wurden auch hier bei Raumtemperatur in der Inkubationskammer gelagert, jedoch bedeutete dies für die erste Woche 15 °C und für die zweite Woche 26 °C. Bei einer Raumtemperatur von 15 °C blieb nach einem Tag inkubieren mehr Feuchtigkeit in den Petrischalen, wodurch das Auszählen unter dem Mikroskop erschwert wurde.
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Versuch 2 – unterschiedliche Auftautemperaturen Fragestellung: Wie verhält sich die Keimfähigkeit der Fusarium-Inokula, wenn diese bei unterschiedlichen Wassertemperaturen aufgetaut werden? Für diesen Versuch wurden fünf verschiedene Fusarium-Isolate (Tabelle 6) verwendet sowie fünf verschiedene Wassertemperaturen zum Auftauen der Inokula getestet: 25 °C, 32 °C, 36 °C, 40 °C sowie 45 °C. Es wurde pro Isolat und Temperaturstufe jeweils ein Isolat-Röhrchen etwa vier bis sieben Minuten im Wasserbad aufgetaut und 100 µL des Inokulums auf einer SNA-Platte ausgestrichen. Die Keimung der Konidien fand ebenso bei Raumtemperatur in der Inkubationskammer statt. Wie bereits in Abbildung 10 ersichtlich, herrschten in Woche 1 15 °C Raumtemperatur und eine Woche später 26 °C Raumtemperatur. Am nächsten Tag wurde durch Auszählen der Konidien (viermal 100 Konidien pro SNAPlatte) die Keimfähigkeit ermittelt.



Versuch 3 – Wasserart Fragestellung: Hat die Wasserart, welche zum Suspendieren verwendet wird, einen Einfluss auf die Keimfähigkeit des Inokulums? In der Praxis wird an jedem Tag, wo am Feld inokuliert wird, frisches Inokulum hergestellt. Dazu werden die eingefrorenen Aliquoten in Wasser suspendiert, um die gewünschte finale Konzentration zu erlangen und um ausreichend Flüssigkeit zu bekommen, um das Inokulum applizieren zu können. Die Keimfähigkeit des Inokulums sollte daher im Wasser, worin es suspendiert wird, mindestens 12 Stunden stabil bleiben. Bei diesem Versuch wurde 14 Tage nach dem Einfrieren der unverdünnten Inokula die Keimfähigkeit



der



Suspensionsmittel,



Konidien, ermittelt.



unter Es



Verwendung



wurden



demnach



verschiedener



Wasserarten



als



verschiedene



Wasserarten



den



unverdünnten, aufgetauten Inokula beigesetzt. Die verschiedenen Wasserarten begrenzten sich auf Bidestilliertes Wasser (= Reinstwasser), Teichwasser, WEK (Deionisiertes Wasser) und WTK (= Leitungswasser). Pro Isolat wurden demzufolge vier Isolat-Röhrchen aufgetaut. Das Auftauen erfolgte im Wasserbad bei 32 °C. Die Verdünnungen pro Isolat wurden in einer Excel-Tabelle errechnet und belaufen sich auf eine Endkonzentration von 10 hoch 5 Konidien pro Milliliter.
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Nach dem Suspendieren mit den verschiedenen Wasserarten wurden die nun verdünnten Inokula auf SNA-Platten ausgestrichen und am nächsten Tag die Konidienkeimfähigkeit bestimmt. Gezählt wurden viermal 100 Konidien. Für das Isolat IFA 65 – einem Fusarium graminearum, wurde zusätzlich ein weiterer kleiner Versuch durchgeführt. Hiermit wurde kontrolliert, ob Restinokulum am nächsten Tag noch verwendet werden kann. Es wurden die mit verschiedenen Wasserarten verdünnten, und dem zufolge schon aufgetauten, Inokula jeweils auf zwei Röhrchen verteilt. Pro Wasserart wurde eines der Isolat-Röhrchen einen Tag im Kühlschrank (ca. 8 °C) und das andere einen Tag bei Raumtemperatur gelagert. Nach einem Tag Lagerung wurden die Isolate ebenfalls auf SNA-Platten ausgestrichen und einen weiteren Tag später die Keimfähigkeit der Konidien (gezählt wurden viermal 100 Konidien) ermittelt.



3.6 Statistik Die Datenerhebung stammt aus den Versuchen, welche im Rahmen dieser Masterarbeit vom Februar 2013 bis zum Juni 2013 am Institut für Agrarbiotechnologie Tulln stattfanden. Die Versuche wurden als Spaltanlage verrechnet. „Hauptparzelle“ war immer das Isolat, „Kleinparzelle“ die untersuchte Behandlung (z.B. Lagerzeit, Auftautemperatur etc.). ANOVA wurde zusätzlich für jedes Fusarienisolat getrennt durchgeführt (komplett randomisierter Block in mehreren Wiederholungen). Die ermittelten Daten wurden mit Hilfe des Statistikprogramms SAS 9.2 (Windows by SAS Institute Inc., Cary, NC, USA, 2002-2008) ausgewertet. Die Auswertung erfolgte durch Varianzanalysen (GLM-ANOVA) und FisherLSD-Tests (α = 0,05). Voraussetzung für eine Varianzanalyse ist die Normalverteilung der Daten. Für jedes einzelne Fusarium-Isolat wurde eine Varianzanalyse durchgeführt.
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4 Ergebnisse 4.1 Langzeitversuch (Hauptversuch) Fragestellung: Bleibt die Keimfähigkeit des eingefrorenen Inokulums über einen längeren Zeitraum erhalten? Die Keimfähigkeit der Konidien der 34 getesteten Fusarium-Inokula ist in Tabelle 7 aufgeführt. Die Werte sind Mittelwerte (𝑥̅ ), welche in Prozent angegeben werden.



Tabelle 7: Konidienkeimfähigkeit (𝑥̅ in %, n = 4) über einen Zeitraum von 4 Monaten; T1 = ohne Einfriereffekt, T2 = Einfriereffekt, T14/30/60/120 = nach 0,5/1/2/4 Monaten; LSD005 = geringste signifikante Differenz; p-Wert < 0,05: Werte statistisch signifikant verschieden. „Gruppierung“: Zeitpunkte mit demselben Buchstaben sind nicht signifikant verschieden (P = 0.05). Fusarium -Art F. graminearum F. subglutinans F. verticillioides F. sporotrichioides F. proliferatum F. equiseti F. poae F. culmorum F. subglutinans F. culmorum F. avenaceum F. graminearum F. graminearum F. cerealis F. sporotrichioides F. subglutinans F. oxysporum F. solani F. solani F. oxysporum F. oxysporum F. avenaceum F. oxysporum F. verticillioides F. poae F. poae F. sporotrichioides F. proliferatum F. poae F. subglutinans F. solani F. verticillioides F. verticillioides F. proliferatum



Isolat



1 13 16 19 22 34 35 37 41 47 60 65 75 79 82 85 119 130 132 134 136 149 154 158 163 168 197 225 236 368 412 421 452 455 Minimum Maximum Mittelwert Gruppierung LSD005 Pr > F



T1 96,75 99 98,25 98,25 91,5 98,75 95 98,25 97,25 97 99 97,5 96,5 98,5 95,25 84 93 99,25 98,75 92,75 92,5 99 91,5 99,5 89 99,5 95,5 96,75 95,25 95,75 100 99 89,75 93,5 84 100 95,9118 A 3,4369 
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