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1 Ziele und Aufgabenstellung des Projektes

Ziel des Forschungsprojektes ,Integrierte Kontrollstrategien gegen die Spate Ribenfaule der
Zuckerribe (Rhizoctonia solani AG2-2I11B)* war es, das Zusammenwirken der Faktoren, die
zum Auftreten der Spaten Ribenfaule fihren, erstmals mit neuesten geo-informatischen
sowie molekularbiologischen Methoden zu untersuchen. Dabei sollte neben praxisrelevanten
Erkenntnissen zu  Fruchtfolge und Bodenbearbeitung, das Verstandnis der
Populationsdynamik des Erregers weiter vertieft werden und es sollte untersucht werden,
inwiefern sich das Auftreten der Spaten Ribenfaule schlagspezifisch vorhersagen lasst.
Langjahrige Vermutungen Uber die ursachlichen Faktoren der Spaten Ribenfaule sollten nun
sukzessiv Uberprift und untersucht werden. Parallel dazu wurden umfassende
pflanzenbauliche Studien anhand mehrfaktorieller Fruchtfolgeversuche, unter intensiver
phytopathologischer Begleitung, angelegt und ausgewertet. Es wurden Feldversuche mit
Mais, Sorghumhirse und Soja angelegt, um Hinweise auf die wirtsabhéngige
Populationsdynamik von R. solani und damit auch auf den fruchtfolgelbergreifenden Befall
der Zuckerribe zu erhalten. Die im Vorgangerprojekt entwickelten Quantifizierungsmethoden
sollten dabei die Veréanderung des Rhizoctonia-Inokulumpotentials, bedingt durch natirliche
und produktionstechnische Einflisse, zeithah dokumentieren und helfen, die
Wechselwirkungen zwischen den einzelnen Einflussfaktoren aufzudecken. Die Ziele der drei
von der Arbeitsgruppe IPS 3c der Bayerischen Landesanstalt fur Landwirtschaft (LfL)
innerhalb des Forschungsprojektes bearbeiteten Teilprojekte (TPs), kdnnen wie folgt
zusammengefasst werden:

Teilprojekt 2 (TP 2): Quantifizierung des Rhizoctonia-Bodeninokulums

Unter Verwendung des quantitativen Quinoa-gPCR-Tests sollte an Hand von Bodenproben
von identifizierten Risikostandorten (TP1) und den Experimenten im Phytotron (TP 3B) und
Feld (TP 3A + TP 4) der Zusammenhang zwischen Symptomausbildung an der Pflanze und
der Rhizoctonia-Konzentration im Boden bestatigt und nachverfolgt werden. Zudem sollte die
Methode beziglich ihres Einsatzes fiir die Erfassung von Rhizoctonia-Konzentrationen auf
Praxisschlagen validiert werden.

Teilprojekt 3B (TP 3B): Untersuchung des Zusammenhanges zwischen Bodendichte,
Bodenfeuchte, infizierten Ernteresten und dem Rhizoctonia-Bodeninokulumpotential
unter kontrollierten Bedingungen

Erganzend zu den Feldversuchen (TP 3A, IfZ) sollten unter kontrollierten Umweltbedingungen
(Phytotron und Gewachshaus) erste Tastversuche durchgefiihrt werden, um den
Zusammenhang zwischen den Umweltfaktoren Bodenfeuchte, Bodendichte, Bodentemperatur
und organischer Bodensubstanz und dem Rhizoctonia-Bodeninokulumpotential zu
untersuchen (Abb. 1A).

Teilprojekt 4 (TP 4): Untersuchung des Einflusses neuer bzw. anderer
landwirtschaftlich wichtiger Kulturen (wie Soja) auf das Rhizoctonia-Bodeninokulum-
potential innerhalb von Zuckerriiben-Fruchtfolgen

Es sollte in einem mehrfaktoriellen Feldversuch gepriuft werden, ob Energie- und
EiweiRpflanzen wie Mais, Sorghumhirse und Soja in Fruchtfolge mit Zuckerriben das
Bodeninokulum von R. solani sowie das Auftreten der Spaten Ribenfaule beeinflussen
(durchgefihrt in Zusammenarbeit mit der ARGE Regensburg) (Abb. 1B).
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Abbildung 1: A Gewachshausversuch zum Einfluss der Bodenfeuchte auf R. solani (TP3B). B Feldversuch zum
Einfluss der Fruchtfolge auf R. solani (TP4).

1.1 Planung und Ablauf des Projektes

Das Forschungsprojekt begann wie geplant im Jahr 2013 mit der Anlage eines
mehrfaktoriellen Feldversuchs durch die ARGE Regensburg innerhalb des TP 4
(Fruchtfolgeversuch). Dazu wurde der Standort Haardorf geteilt. Auf den Parzellen der
Feldhalfte A wurden Weizen, Mais, Sorghumhirse und Sojabohne angebaut, auf Feldhalfte B
wurden Zuckerriiben angebaut. In den folgenden zwei Jahren wurden die Feldhalften jeweils
gewechselt (siehe Tabelle 1). Vor der Aussaat der Kulturpflanzen wurde die Versuchsflache
kiunstlich mit Rhizoctonia-infizierter Gerste (50 kg/ha) inokuliert, um homogene
Befallsvoraussetzungen zu schaffen. Als Kontrolle wurde ein paralleler Versuch unter
natiirlichen, nicht-inokulierten, Bedingungen angelegt. Alle notwendigen begleitenden acker-
und pflanzenbaulichen Mafinahmen sowie der Pflanzenschutz in den Kulturen wurden 2013,
2014 und 2015 von der ARGE Regensburg veranlasst und durchgefiihrt. Die Bonituren der
Kulturpflanzen und der Indikatorpflanzen sowie die Bodenprobennahmen fir die
Untersuchungen mit dem Quinoa-qPCR-Test wurden wie geplant in allen Jahren an drei bis
vier Terminen im monatlichen Abstand von der LfL durchgeftihrt und ausgewertet.

Innerhalb des TP 2 (Quantifizierungssysteme) wurden wie geplant in allen drei
Versuchsjahren die beiden Quantifizierungsmethoden (Indikatorpflanzentest und Quinoa-
gPCR-Methode) erfolgreich sowohl im Rahmen der Feldversuche als auch zur Quantifizierung
in Gewachshaus- und Phytotronversuchen eingesetzt. Der Zusammenhang zwischen
Symptomausbildung an der Pflanze und der Rhizoctonia-Konzentration im Boden konnte
bestétigt und nachverfolgt werden. Die Quinoa-gPCR-Methode wurde aul3erdem in den
Jahren 2013 und 2014 fir den grofiflachigen Einsatz auf Praxisschlagen optimiert und eine
geeignete Beprobungsstrategie wurde erarbeitet. Aufgrund der Verzégerungen in TP1
(Risikomodell) und da in diesem Teilprojekt nicht wie geplant ein Risikomodell aufgestellt
werden konnte, entfiel die Verschneidung von Rhizoctonia-Konzentrationswerten mit den
Risikofaktoren aus dem Modell, was urspriinglich zu einer Verbesserung des geostatistischen
Modells hatte beitragen sollen. Die Risikoflachen wurden aufgrund dessen alternativ anhand
der bekannten Faktoren Vorfrucht und Risikoregion ausgewahlt und 2015 in zwei
Wiederholungen beprobt und mit der Quinoa-qPCR-Methode analysiert.

Innerhalb des TP 3B (Gewéchshaus- und Phytotronversuche) wurden in allen drei
Projektjahren planmaRig und parallel zu den Feldversuchen des IfZ (TP 3A) zahlreiche
Versuche zum Einfluss von Umweltbedingungen auf die Rhizoctonia Virulenz unter
kontrollierten Bedingungen durchgefiihrt. Hierbei kamen sowohl die vollautomatisierten
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Klimakammern (Phytotrone) der LfL als auch die neueste Gewéchshaustechnik wie
beispielsweise die KLIWADU-Bewasserungsanlage, zum Einsatz. Die Versuche wurden
mittels Indikatorpflanzenmethode und mit dem Quinoa-gPCR-Test ausgewertet.

In Tabelle 1 ist ergéanzend eine Ubersicht zu den jeweils 2013, 2014 und 2015 durchgefiihrten
Versuchen aufgefuhrt.

Tabelle 1: Ubersicht der durchgefiihrten Versuche

Teilprojekt 2013 2014 2015
TP 4: Inokulation mit

50 kg/ha Gersten-
Frucht- Inokulum

folgeversuch

Feldhalfte A Weizen, Mais, Zuckerriibe Weizen, Mais,
(Oben) Sorghumbhirse, Sorghumhirse,
Sojabohne Sojabohne
Feldhalfte B Zuckerriibe Weizen, Mais, Zuckerribe
(Unten) Sorghumhirse,
Sojabohne
Gesamt

e Schadbonituren an den Kulturpflanzen Mais, Sorghumhirse,
Sojabohne und Zuckerribe

e Schadbonituren an Indikatorpflanzen (Ackerbohne)

o Molekularbiologische Untersuchung von Bodenproben mit dem
Quinoa-qgPCR-Test

TP 2: e Optimierung des Quinoa-qPCR- ¢ Risikoflachen
Testsystems fir den groRflachigen Beprobung und
Einsatz Analyse mit dem
Quinoa-qPCR-Test

Etablierung &
Evaluierung von

Rhizoctonia- e Erarbeitung einer Beprobungsstrategie

Quantifizierungs- fur mehrere ha gro3e Praxisschlage

systemen

TP 3B: e Durchfiihrung diverser Versuche zum Einfluss von Temperatur,
. Bodenfeuchte, Bodendichte und organischer Masse unter

Gewachshaus- kontrollierten Bedingungen

und Phytotron-

o Kontinuierliche Betreuung der Versuche und Auswertung tber
versuche

Schadbonituren an Indikatorpflanzen (Ackerbohne) und
molekularbiologischen Untersuchung von Bodenproben mit dem
Quinoa-qPCR-Test
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1.2 Wissenschaftlicher und technischer Stand zu Beginn des
Forschungsvorhabens

1.2.1 Allgemeine Einleitung

Der Anbau von Zuckerriiben (Beta vulgaris ssp. vulgaris var. altissima) hat in Deutschland seit
mehr als 200 Jahren Tradition und nimmt mit einer Anbaufliche von ca. 400.000 ha in
Europa, neben Frankreich, eine Spitzenposition ein. Circa 32.000 Landwirte produzieren auf
3,5 % der deutschen Ackerflache 25 Millionen Tonnen Zuckerriben pro Jahr. Dabei ist der
Zuckerribenanbau in Deutschland nicht nur unverzichtbar fir die Bereitstellung von Zucker,
sondern spielt auch eine immer wichtiger werdende Rolle als klimaneutraler nachwachsender
Rohstoff in der Bio-Energie-Industrie. Neben Mais, Raps und Getreide ist die Zuckerriibe ein
wichtiger Rohstoff flr die Bioenergiegewinnung und kdnnte zuklnftig auch eine Rolle als
Rohstoff flr Biopolymer Kunststoffe und weiteres einnehmen.

Seit Anfang der 1990er Jahre tritt die Spate Ribenfaule (Rhizoctonia solani AG2-2I1IB)
verstarkt in bayerischen Ribenanbaugebieten (v.a. Raum Plattling) auf und verursacht
zunehmende 6konomische Schéaden. Sie ist neben der Cercospora-Blattfleckenkrankheit und
Rizomania die wirtschaftlich wichtigste Zuckerribenkrankheit. Zwanzig Prozent der
sudbayerischen Anbauflache (etwa 8.000 ha) weisen zum Teil hohe und weitere dreilig
Prozent schwankende Ertragsverluste aufgrund des Rhizoctonia-Befalls auf. Nach
Erhebungen der Siudzucker AG bei der Ribenannahme sowie einer Umfrage des Rings
sudbayerischer Zuckerriibenanbauer e.V. (RSZ) waren in den Jahren 2010 und 2011
Uberdurchschnittlich viele Bauern erstmals von der Spaten Ribenfaule betroffen. Da die
Zuckerertragsverluste sich auf 30 % und mehr belaufen kdnnen, ist die Rentabilitit des
Zuckerribenanbaus zunehmend eingeschrankt. Weiterhin verscharft sich diese Situation
durch den verstarkten Anbau von Biomasse-Mais, da Mais ebenfalls von der R. solani
Anastomosegruppe AG2-2111B befallen wird. Neben dem breiten Wirtsspektrum von R. solani
stellen die Bodenburtigkeit und das unberechenbare nesterweise Auftreten sowie das Fehlen
von chemischen Bek&mpfungsmaoglichkeiten die Hauptgriinde fur die schwierige Kontrolle des
Pilzes dar. Hinzu kommt, dass R. solani ubiquitdr im Boden vorkommt und dort viele Jahre
infektios Uberdauert. Es wird des Weiteren davon ausgegangen, dass die
Witterungsveranderungen durch den Klimawandel, insbesondere hthere Temperaturen und
extremer werdende Niederschlage die Vermehrung des Schaderregers fordern.

Innerhalb des vorangegangenen Projektes ,Erarbeitung von integrierten Kontrollstrategien
gegen die Spate Rubenfaule der Zuckerribe“ (2010-2013) wurde daher unter anderem
untersucht, inwiefern sich  ackerbauliche = Malnahmen auf die Rhizoctonia-
Bodeninokulumdichte auswirken und welche Methoden am besten geeignet sind, um das
Rhizoctonia-Bodeninokulum abzuschéatzen und zu Uberwachen.

1.2.2 Quantifizierung des Rhizoctonia-Bodeninokulums (TP2)

Es ist allgemein akzeptiert, dass der Befall von Wirtspflanzen mit dem Erreger stark von
seinem Inokulumpotential im Boden abh&ngt. Auch wenn nur begrenzt vorhersehbare
kleinrdumige klimatische Faktoren den schlussendlich auftretenden Befall mafl3geblich mit
beeinflussen, sind fir eine Risikoabschatzung der Nachweis und die Quantifizierung von R.
solani von grof3er Bedeutung. Der Nachweis von bodenbirtigen Mikroorganismen im
Lebensraum Boden ist jedoch grundsatzlich sehr schwierig. Eine Vielzahl von Techniken und
Methoden wurden zu diesem Zweck bereits in der Vergangenheit angewandt. Dazu gehdren
beispielsweise die direkte Isolation aus der organischen Bodensubstanz und die Verwendung
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von Rhizoctonia-anfélligem pflanzlichen Koddermaterial (Papavizas & Davey, 1962; van
Bruggen & Arneson, 1986; Neate & Schneider, 1996; Salazar et al., 2000; Paulitz &
Schroeder, 2005;). Fir eine molekulare Detektion und Quantifizierung von R. solani kann die
DNA durch direkte oder indirekte Extraktion aus dem Boden gewonnen werden. Bei der
direkten DNA-Isolation aus dem Boden werden bisher in der Regel ca. 0,5 bis 1 g Feldboden
verwendet. Um bei der zu erwartenden, kleinrAumig stark heterogenen Verteilung von
R. solani innerhalb einer Parzelle das Inokulumpotential reprasentativ zu erfassen, missten
unverhaltnismafig viele Proben gezogen und untersucht werden. Daher ist der direkten DNA-
Isolation die indirekte, die ein hdheres Probenvolumen ermdglicht, vorzuziehen. Die indirekte
DNA-Isolationsmethode benutzt pflanzliches Kédermaterial, um R. solani aus dem Boden zu
extrahieren, wobei sich das pilzliche Myzel abhangig von der Rhizoctonia-Bodenkonzentration
im Koderpflanzengewebe unterschiedlich stark anreichert. Mit Hilfe von standardisierten
Eichreihen kann das Bodeninokulum zuverldssig quantifiziert werden. Es ist moglich,
Bodenprobenmengen von 100 g bis 1 kg (je Probe) zu untersuchen. Damit wird eine grol3e
Mischprobe gewahrleistet, die das Rhizoctonia-Bodeninokulum einer Feldparzelle
ausreichend gut widerspiegelt.

Innerhalb des vorangegangenen Projektes (2010-2013) wurde untersucht, welche Methoden
am besten geeignet sind, um das Rhizoctonia-Bodeninokulum abzuschatzen und zu
Uberwachen. Zwei Methoden erwiesen sich dabei als besonders vielversprechend: 1) Die
Verwendung von Ackerbohnen als Indikatorpflanzen und 2) Eine molekularbiologische
Quantifizierungsmethode (qPCR), die Quinoa-Samen als Kédermaterial verwendet. Obwohl
beide Methoden ahnliche Ergebnisse erbrachten, zeigte die gPCR deutliche Vorteile
gegeniuber der Indikatorpflanzen-Methode. Diese umfassten beispielsweise eine kirzere
Untersuchungsdauer, weitgehende Unabhéangigkeit von Umwelteinflissen und eine hoéhere
Sensitivitat in der Detektion. Mit Hilfe des neu entwickelten gPCR-Systems kann nun unter
anderem der Einfluss von Umwelt- bzw. Bodeneigenschaften (z.B. Staundsse, Temperatur,
Bodenstruktur) auf die Rhizoctonia-Bodenkonzentration systematisch nachverfolgt werden.

1.2.3 Untersuchung des Zusammenhanges zwischen Bodendichte, Bodenfeuchte,
Ernteresten und dem Rhizoctonia-Bodeninokulum unter kontrollierten
Bedingungen (TP 3B)

Seit vielen Jahren ist bekannt, dass die physikalischen und chemischen Bodeneigenschaften,

in Verbindung mit Witterungsbedingungen, Einfluss auf den Befall von Ackerkulturen mit R.

solani haben. Die Bodeneigenschaften werden dabei vom Verfahren der Bodenbearbeitung

wesentlich beeinflusst. Deshalb liegen Erfahrungen und Ergebnisse zur Wirkung der
bodenphysikalischen und -chemischen Bedingungen auf den Rhizoctonia-Befall vorrangig aus

Experimenten mit differenzierter Bodenbearbeitung vor. Reduzierte Bodenbearbeitung

erhdhte in Untersuchungen von Rovira (1986), Pumphrey et al. (1987) und Paulitz (2006) den

Befall an Getreide, wahrend Sturz & Carter (1995) einen geringeren Rhizoctonia-Besatz an

Soja und Gerste fanden. Demgegentber hatte in Untersuchungen von Buhre et al. (2009) die

konventionell pfligende Bearbeitung vor Zuckerribe nur unter den stark befallsférdernden

Bedingungen einer zweimaligen  Mais-Vorfrucht einen  befallsmindernden  bzw.

ertragserhéhenden Effekt. Bei Vorliegen eines erhohten Rhizoctonia-Inokulumpotentials im

Boden kann die oberflachennahe Anreicherung wenig verrotteter organischer Substanz das

Uberleben des Pathogens fordern, andererseits aber auch Antagonisten begiinstigen und so

zu einer Reduktion des Inokulumpotentials beitragen (Sumner et al. 1981, Sturz et al. 1997).

Kihn et al. (2009) fanden Hinweise auf einen verstarkten Rhizoctonia-Befall an Zuckerriibe

5



6 Ziele und Aufgabenstellung des Projektes

bei einem engeren C/N-Verhéltnis in der Oberkrume, wahrend der Effekt der H6he des
Humusgehaltes uneinheitlich war. Auch hohe Temperaturen zwischen 25 bis 28 °C sollen die
Entwicklung einer Rhizoctonia-Faule beglnstigen und den Krankheitsverlauf beschleunigen
(Wolf & Verreet, 1999; Zens et al., 2002; Fuhrer Ithurrart et al., 2004). Weiterhin sollen hohe
Bodenfeuchte und Staunasse, die natirlicherweise besonders oft in Senken oder nach
Starkregen-Ereignissen auftreten, die Zuckerriben zusatzlich fur die Spate Ribenfaule
sensibilisieren (Heyland, 1996; Wolf & Verreet, 1999). Des Weiteren wurde Bodenverdichtung
als befallsfordernd an Zuckerriibe (Buddemeyer & Marlander, 2004) und Bohnen (Tu & Tan,
1991) beschrieben. Auch fand sich ein erhdhtes Auftreten von R. solani in verdichteten
Fahrspuren und auf Vorgewenden (Wolf & Verreet, 1999). Andererseits wurde die weitere
Ausdehnung des Erregers durch nicht verdichtete Bodenbedingungen gefordert (Glenn &
Sivasithamparam, 1990; Otten & Gilligan 2006). Kihn et al. (2009) berichteten von
widerspruchlichen Beziehungen zwischen dem Auftreten von R. solani an Zuckerriibe im Feld
und der Bodenwasserspannung, der Lagerungsdichte und der Bodentemperatur; ohne
Einfluss waren Textur, Karbonatgehalt, pH-Wert, Redox-Potential und P- und K-Gehalt des
Bodens. Insgesamt zeigen diese Untersuchungen ein heterogenes Bild zum Einfluss der
wesentlichen Bodenparameter auf das Rhizoctonia-Inokulumpotential und den Befall an
Zuckerriibe auf. Dabei sind wichtige KenngréRen der Bodenstruktur in den zu Grunde
liegenden Experimenten nur punktuell und unvollstédndig quantifiziert. Vor dem Hintergrund
der Besiedlung des Ribenkdrpers durch den Pilz an bzw. nahe der Bodenaoberflache sind die
Bedingungen in der oberflachennahen Bodenschicht insbesondere vor und zum Zeitpunkt der
Besiedlung im Mai und Juni von besonderem Interesse. Um diese Wissensliicke zu schliel3en,
sollen parallel zu den Feldversuchen des IfZ mit einer hohen Untersuchungsdichte an
bodenchemischen und physikalischen KenngréRen, an der LfL unter kontrollierten
Bedingungen Gewachshaus- und Phytotronversuche durchgefiihrt werden. Dem vorhandenen
Methodenrepertoire (Quinoa-gPCR Test und Indikatorpflanzenmethode) zur Analyse des
Rhizoctonia-Inokulumpotentials fallt hierbei eine bedeutende Rolle zu.

1.2.4 Untersuchung des Einflusses neuer landwirtschaftlich wichtiger Kulturen (wie
Soja) auf das Rhizoctonia-Bodeninokulumpotential innerhalb Zuckerriiben-
Fruchtfolgen (TP4)

Da R. solani ein breites Wirtsspektrum hat, ubiquitéar im Boden vorkommt und dort viele Jahre

infektios Uberdauern kann, spielt die Fruchtfolge bei der integrierten Kontrolle von R. solani

eine herausragende Rolle (Rush & Winter, 1990; Agrios, 2005; Windels & Brantner, 2005;

Boine et al., 2014). Neben der Zuckerribe ist auch Mais eine Wirtspflanze von R. solani AG2-

211IB. In den USA ist Mais schon langer als Wirtspflanze fiir R. solani AG2-2 bekannt (Sumner

& Bell, 1982), ebenso wie in Neuseeland (Fowler, 1980) und Japan (Nishimura et al., 1991).

Ein erster Zusammenhang zwischen dem Umfang des Maisanbaus und einer verstarkten

Problematik durch R. solani konnte in Bayern in der Region Plattling durch eine

Betriebsumfrage demonstriert werden (Blircky & Zellner, 2000). In weiteren Untersuchungen

wurde Mais als Wirt von R. solani AG2-2I1IB identifiziert sowie ein Einfluss der Fruchtfolge und

der darin enthaltende Anteil von Mais auf das Befallsgeschehen in Zuckerriben festgestellt

(Buddemeyer & Marlander, 2004; Fahrer Ithurrart et al., 2005; Boine et al., 2014). Auch

Windels und Brantner (2005) beobachteten negative Effekte durch Mais und positive Effekte

durch Weizen als Vorfrucht zur Zuckerriibe. Man geht davon aus, dass der wiederholte Anbau

von R. solani-anfalligen Wirtspflanzen zu einer Anreicherung des Rhizoctonia-Inokulum im

Boden fiuhrt, wobei es genotypische Unterschiede in der Anfélligkeit geben soll (Zens, 2000;

Buddemeyer, 2005; Garbeva et al., 2006; Boine et al., 2014). Der verstarkte Anbau von Mais
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seit Beginn des Biogasbooms in Deutschland verschérft nicht nur die Rhizoctonia-Problematik
in RiUbenanbaugebieten, sondern auch hinsichtlich anderer Phytopathogene und
Schaderreger (z.B. Fusarium spp. und Maiswurzelbohrer) treten zunehmend Probleme durch
Zu enge Mais-Fruchtfolgen auf. Als eine lukrative Alternative zum Mais riickte in den letzten
Jahren Sorghumbhirse als sehr massenwichsige und trockentolerante Pflanze in den Fokus
von Wissenschaft und Praxis. Die Pflanzen erreichen Wuchshéhen bis zu 5 m und kénnen als
Energiepflanze oder Futter verwendet werden. Erste Berichte aus typischen
Zuckerribenanbauregionen (Straubing, Niederbayern) meldeten eine Anfalligkeit von
Sorghumhirse auf R. solani AG2-2IlIB (Roller et al., 2012). Neben Zuckerriibe und Mais ist
unter anderem auch Soja eine Rhizoctonia-Wirtspflanze (Dorrance et al., 2003). Der Anbau
von Soja nimmt in Bayern in den letzten Jahren deutlich zu. Um die Landwirte unabhé&ngiger
von Eiweil3futtermittel-Importen zu machen und regionale Wirtschaftskreislaufe zu starken,
wird der Anbau von Soja in Deutschland im Rahmen der Eiweildinitiative gefordert. Der
Ausbau der Versorgung mit heimischem Futtereiweild stellt ein erhebliches Potential fur die
bayerische Landwirtschaft dar und leistet zusatzlich einen Beitrag zum Klimaschutz. Neben
der Reduzierung der Stickstoffdiingung wird zusatzlich die Fruchtfolge aufgelockert und somit
die Bodengesundheit verbessert. Inwiefern der zunehmende Anbau von Soja und
Sorghumhirse in Zuckerriibenfruchtfolgen das Bodeninokulum von R. solani beeinflussen,
wurde bisher nicht geklart. Dies soll nun mit der neu entwickelten Quantifizierungsmethode
(Quinoa-gPCR-Test) in Kombination mit der Indikatorpflanzenmethode untersucht werden.

7
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2 Material und Methoden

2.1 Molekularbiologische Quantifizierung von R. solani AG2-2IlIB mit
dem Quinoa-qPCR-Test

2.1.1 Methodik Quinoa-qPCR-Test

Der Quinoa-qgPCR-Test beruht auf der Kombination aus einem Kd&derverfahren und der
spezifischen Quantifizierung von R. solani AG2-21lIB mittels quantitativer Real-Time-PCR
(gPCR). Als Kddermaterial dienen die Samen der Quinoa-Pflanze (Chenopodium quinoa),
wie bei Thornton et al. (1999) und Lees et al. (2002) beschrieben. Der Test beinhaltet
folgende Schritte:

1) Bodenproben (Mischprobe ca. 3 kg) werden gesiebt (Maschenweite 4 mm) und
homogenisiert

2) AnschlielRend werden Teilproben von 2 x 150 g Erde in sterile Petrischalen (10 x 10
mm) portioniert

3) Zur schnelleren und einfacheren Abnahme der Quinoa-Samen und um das Anhaften
von Erdpartikeln an den Kodern zu vermeiden, wird auf die Erdoberflache eine sterile
Mullbinde (Baumwolle, unelastisch) ausgelegt

4) Anschlielend wird der Boden ausreichend befeuchtet und pro Petrischale 36
autoklavierte Quinoa-Samen mit einem Vakuum-Saatgut-Auslegegerat (Abb. 2 A+B)
gleichmaRig auf der Oberflache verteilt

5) Nach 6 Tagen Inkubation bei 25°C werden pro Petrischale 18 mit R. solani AG2-2111B
Uberwachsene Quinoa-Samen (Abb. 2C) in 2 ml-Eppendorfgefalie Gberfuhrt und bis
zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert

6) Aus den Quinoa-Kddern wird dann die DNA mit dem ZR Plant/Seed-DNA-MiniPrep-
Kit (ZymoResearch) extrahiert und der Gehalt an R. solani DNA im Anschluss mittels
gPCR quantifiziert (Primerdesign und PCR-Programm siehe Budge et al. 2009;
weitere Details zum Quinoa-qPCR-Test siehe Boine et al. 2014)

Abbildung 2: A und B: Auslegen der Quinoa-Kdder auf der sterilen Mullbinde mit einem standardisiertem
Vakuum-Saatgut-Gerat. C: Nahaufnahme eines mit R. solani AG2-2IlIB Uiberwachsenen Quinoa-Kdders.

Die gPCR liefert am Ende jeder Analyse sogenannte Ct-Werte (threshold Cycle). Diese Ct-
Werte korrelieren negativ mit dem Erreger-DNA-Gehalt der Quinoa-Samen und somit auch
indirekt mit der Pilzkonzentration im Boden; d.h. je hdher der Ct-Wert, desto niedriger der
Erregerbesatz im Boden. Um die Ct-Werte, die man aus der qPCR-Analyse erhalt, einer
Anzahl Sklerotien bzw. Verbreitungseinheiten (CFU= colony forming units) von R. solani
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zuordnen zu kénnen, wurde eine Eichgerade (Abb. 3) mit kiinstlich inokulierter Erde und mit
bekannten Konzentrationen an R. solani erstellt.
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Abbildung 3: Quinoa-qPCR-Test Eichgerade. Gemittelte Werte aus 5 Anséatzen. Je kleiner der Ct-Wert desto
groRer die Pilzkonzentration im Boden. R’= BestimmtheitsmaR (1=100%).

Zur kinstlichen Inokulation wurden mit R. solani-bewachsene Mohnsamen verwendet, da
diese den typischen Sklerotien von R. solani AG2-2IIIB in Gréf3e und Form sehr &hnlich sind
(siehe Abb. 4). Zudem wurde mittels PCR-Analyse nachgewiesen, dass die R. solani-DNA
Mengen von jeweils zwei Sklerotien im Vergleich zu zwei bewachsenen Mohnsamen im
Mittel einer zehnfachen Wiederholung gleich grof3 sind.

Abbildung 4: Links typische R. solani AG2-2I1I1B Sklerotien, rechts mit R. solani Uberwachsene Mohnsamen

Es wurde in allen Versuchen (Labor, Feld und Gewachshaus) das R. solani AG2-2I1IB Isolat
RS580, das urspriinglich von einer befallenen Zuckerriibe aus Norddeutschland stammit,
verwendet. Das Isolat wurde gangiger Weise auf Malzextrakt-Agar (MEA, 20 g Agar-Agar +
20 g Malzextrakt-Pulver) kultiviert. Fir die Inokulumherstellung wurden 20 g Mohnsamen mit
8 ml Wasser zweifach autoklaviert und anschlieRend mit zwei vollstdndig mit R. solani
bewachsenen MEA-Platten gemischt. Nach zwei Wochen bei 25°C im Dunkeln wurden die
Mohnsamen unter sterilen Bedingungen getrocknet. Zur Erstellung der Eichgeraden wurde

9
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jeweils 300 g natirlicher Boden aus Haardorf mit einer bekannten Menge ,Sklerotien®
(Mohninokulum) in dreifacher Wiederholung inokuliert. AnschlieBend wurde der Test wie
oben beschrieben durchgefiihrt und ausgewertet. Die daraus resultierende Eichgerade (Abb.
3) wurde im weiteren Verlauf des Projekts zur Auswertung zahlreicher Feld- und
Gewéchshausversuche sowie zur Analyse der Bodenproben von Praxisschlagen verwendet.
Die Ct-Werte, die man aus der gPCR-Analyse einer unbekannten Probe erhdlt, lassen sich
damit schnell einer Anzahl Sklerotien bzw. Verbreitungseinheiten (CFU) von R. solani im
Boden zuordnen.

2.1.2 Beprobung der Risikoflachen

Insgesamt flinfzig Zuckerriben-Flachen in Bayern wurden anhand der Risikofaktoren
Lvorfrucht” (high risk: Kérnermais, low risk: Winterweizen) und ,Region® (high risk: Grof3raum
Plattling, low risk: Landkreis Donau-Ries) ausgewahlt. Das Einzugsgebiet der Zuckerfabrik
Plattling ist ein bekanntes Risikogebiet fir die Spate Ribenfaule, wohingegen im Donau-
Ries, einer Region, die sich durch trockene Witterung auszeichnet, bisher nur vereinzelt
Rhizoctonia auftrat. Die ausgewdahlten Flachen wurden beziiglich Bodenart (L, Ls),
Hangneigung (<4%) und FlachengroRe (~1-2 ha) vereinheitlicht. Die Flachen wurden
vermessen (Google Maps), in DINA4 GrolRe ausgedruckt und Probenahmepunkte manuell
markiert (Abb. 5A).

Abbildung 5: A Flachenvermessung der ausgewdahlten Praxisschlage B Bodenprobenahme mit dem
Pirckhauer Bohrstock @ 40 mm und einem Einstich bis 15 cm Tiefe direkt an einer Zuckerriibe.

Die Bodenproben wurden im Jahr 2015 im Juli und im September jeweils innerhalb eines
Zeitraums von 14 Tagen gezogen. Dabei wurden die oberen 15 cm Boden mit einem
Pirckhauer Bohrstock (Durchmesser 40 mm) entnommen (Abb. 5B). Beprobt wurde nach
der Rastermethode und mit 45 Einstichen pro ha (in Anlehnung an Ophel-Keller et al. 2008).
GroRere Schlage Uber 2 ha wurden geteilt und zwei Bodenproben a 45 Einstiche
entnommen. Bei der ersten Beprobung im Juli wurde das Befallsausmald der Flachen grob
geschatzt und nach einer Skala von 0-3 bewertet: 0= kein Befall sichtbar, 1= einzelne
Zuckertben befallen, 2= deutlich Befall sichtbar, 3= starker Befall mit gréReren Nestern. Bei
der zweiten Beprobung im September wurde, nach Absprache mit den Anbauern, an jedem
Probenahmepunkt eine Zuckerribe auf Oberflachenbefall in 10%-Schritten bonitiert
(insgesamt 45 pro Flache). Die Boniturdaten wurden bei der Auswertung mit den
Bodenkonzentrationen verglichen, wobei nach anfalligen und toleranten Sorten unterteilt
wurde. Die Bodenproben wurden homogenisiert, gesiebt und 300 g Teilproben mit dem
Quinoa-qPCR Test analysiert. Die aus der gPCR stammenden Ct-Werte wurden
anschliel3end mittels der beschriebenen Eichgerade in Verbreitungseinheiten (CFU) pro kg
Boden umgerechnet. Zusatzlich wurden fir diverse Bodenarten wie oben beschrieben
Eichgeraden erstellt und diese mit dem Standard (schluffiger Lehm) verglichen. Zur weiteren
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Interpretation der Inokulumkonzentrations- und Zuckerriben-Bonitur-Daten wurden
Niederschlage in den jeweiligen Regionen mit einbezogen.

2.2 Gewachshaus- und Phytotronversuche

2.2.1 Genereller Versuchsaufbau

Zur Untersuchung des Einflusses verschiedener Umweltfaktoren auf Rhizoctonia im Boden
wurden Tastversuche unter kontrollierten Bedingungen durchgefuhrt. Zunachst wurden
zahlreiche  Vorversuche zur Ermittlung einer geeigneten  Versuchsanstellung
(Inokulationsmethode, geeignetes Pflanzsubstrat, Inkubationsdauer etc.) durchgefihrt.

AnschlieBend wurden die folgenden Faktoren untersucht und teilweise miteinander
kombiniert:

Faktor A: Bodenfeuchte

Al trocken (-350 hPa)

A2 feucht (-200 hPa)

A3 nass (-150 hPa)
Faktor B: Bodendichte

B1 unverdichtet (1,1 MPa)

B2 verdichtet (1,7 MPa)
Faktor C: organisches Material

C1 Zuckerrube

C2 Mais

C3 Sorghumbhirse

C4 Sojabohne

C5 Weizen

C6 ohne org. Mat.
Faktor D: Temperatur

D1 15°C

D2 25°C

Der generelle Versuchsaufbau lasst sich folgendermal3en darstellen: es wurde naturliche
Erde (L6Rlehm, Haardorf, unbehandelt) verwendet, diese in 1l Pflanzgefalie abgefillt und mit
0,75 g Mohninokulum je Liter Erde inokuliert (Herstellung Mohninokulum wie in 2.1.1
beschrieben). AnschlieRend erfolgte die Einsaat von Indikatorpflanzen (Ackerbohnen und
Zuckerriiben). Die Umweltfaktoren wurden wie oben aufgelistet variiert, die jeweils Ubrigen
Umweltfaktoren bzw. Versuchsbedingungen (Temperatur, Bodenfeuchte etc.) wurden dabei
konstant gehalten. Fir die Gewachshaus- und Phytotronversuche wurde, wie auch fir die
Feldversuche, die Ackerbohne (Sorte: Espresso) als Indikatorpflanze verwendet. Zudem
wurden bei Gewachshaus- und Phytotronversuchen Zuckerriben (anféllige Testsorte von
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KWS) in die Topfe eingesat. Der Auflauf der Indikatorpflanzen wurde erfasst und die
Pflanzen anschlie3end fortlaufend auf Symptomausbildung und Mortalitat kontrolliert und die
Ergebnisse protokolliert. Die Abschlussbonitur der Indikatorpflanzen erfolgte nach 8 Wochen
Inkubation. Die Pflanzenwurzeln wurden abgewaschen und nach Oberflachenbefall in 10%-
Schritten bonitiert (vgl. Abb. 6). Die Erde wurde in 300 g Portionen abgewogen und
anschliel3end mit dem Quinoa-gPCR-Test analysiert.

Abbildung 6: Beispiele fur verschiedene Befallsniveaus des R. solani AG2-2 Oberflachenbefalls an der
Indikatorpflanze Ackerbohne.

2.2.2 Versuche zur Einarbeitung von organischem Material

Um die Effekte der Einarbeitung von organischem Material unterschiedlicher Pflanzenarten
(Vorfrichte) auf die R. solani-lInokulumkonzentration im Boden zu imitieren, wurde
Pflanzenmasse von Zuckerriiben, Mais, Sorghumhirse und Weizen zerkleinert und in Erde
eingearbeitet (1,5 kg Pflanzenmasse pro 10 | Erde) (Abb. 7 A+B). Es wurden je Variante 16
Wiederholungen mit Inokulation und 10 ohne kinstliches Inokulum angesetzt. Die Pflanzen
wurden im Phytotron bei einer Raumtemperatur von 25°C tags und 18°C nachts mit
Tageslichtdauer von 12 h und Beleuchtung mit 7000 Lux sowie angepasster Bewasserung
inkubiert.
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Abbildung 7: A Zuckerriiben und Weizen ,Biomasse” vor der Zerkleinerung und Einarbeitung in den Boden. B
Phytotronversuch mit verschiedenen Varianten an organischem Material in 11 GefaRRen.

2.2.3 Versuche zum Umweltfaktor Bodendichte

Zum Einfluss des Faktors Bodenverdichtung auf Rhizoctonia wurden verschiedene
Verdichtungsverfahren getestet. Unter anderem wurden Stechzylinder auf der
Versuchsflache in Haardorf | entnommen und danach verdichtet oder direkt von verdichteten
Parzellen auf Haardorf 1l im Vergleich zu Stechzylinder-Proben aus unverdichteten Parzellen
getestet. Das gemeinsame Problem aller Vorversuche war, dass die kinstliche Inokulation
bei verdichtetem Boden schwierig war, die Indikatorpflanzen in ihrem Wachstum (z.B. im
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verdichteten Stechzylinder) stark eingeschréankt waren und die Bodenaufbereitung fir den
Quinoa-gPCR-Test erschwert durchzufiihren war. Die Inokulation von natirlicher Erde mit
bekannter Menge Rhizoctonia-Mohninokulum vor der manuellen Verdichtung mit einem
speziell hierflir angefertigten ,Stopfen“ (Abb. 8A) auf 1,7 hPa und die anschlieRende
Messung mit einem Penetrologger (Abb. 8B), zur Sicherung einer einheitlichen
Verdichtungsstufe in allen Wiederholungen, stellte sich als geeignete Methodik zur
Simulation des Umweltfaktors Bodendichte heraus. Der Versuch wurde im Phytotron bei
einer Raumtemperatur von 25°C tags und 18°C nachts mit Tageslichtdauer von 12h und
Beleuchtung mit 7000 Lux sowie angepasster Bewasserung durchgefuhrt (Abb. 8C). Es
wurden je Variante 20 Wiederholungen mit Inokulation und 10 ohne kinstliches Inokulum
angesetzt.

A B

Abbildung 8: A Manuelle Verdichtung der einzelnen GefaRe mittels einem speziell angefertigten ,Stopfen®.
B Penetrologger zum Einstellen der Bodendichte. C Phytotronversuch zum Einfluss der Bodendichte auf
Rhizoctonia.

2.2.4 Versuche zum Umweltfaktor Bodenfeuchte

Mittels der automatischen Bewésserungsanlage KLIWADU wurden im Gewdachshaus drei
verschiedene Bodenfeuchtestufen (-150 hPa, -200 hPa, -300 hPa) eingestellt und die
Auswirkungen auf das Rhizoctonia-Inokulumpotential sowie den Befall an Indikatorpflanzen
untersucht. Die Raumtemperatur betrug ungefahr 25°C tags und 18°C nachts mit einer
Tageslichtdauer von 12 h (bei Bedarf in den Wintermonaten Beleuchtung mit
Natriumdampflampen). Es wurden je Variante 20 Wiederholungen mit Inokulation und 10
ohne kinstliches Inokulum angesetzt. Die Bodenfeuchte wurde stindlich in Form von
Saugspannung Uber Tensiometer in ReferenzgefdRen von der Bewasserungsanlage
gemessen und protokolliert (Abb. 9 A+B).
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Abbildung 9: A Bodenfeuchte Aufzeichnungen der KLIWADU-Bewasserungsanlage. B Phytotronversuch zum
Einfluss der Bodenfeuchte auf Rhizoctonia mit automatischer Bewasserung in drei Feuchtestufen.
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2.2.5 Versuche zum Umweltfaktor Temperatur

Im Rahmen eines Versuchsansatzes zum Einfluss der Temperatur auf das R. solani
Bodeninokulum-Potential und den Befall von Indikatorpflanzen wurden je 20 Wiederholungen
inokuliert und 10 Wiederholungen ohne kinstliches Inokulum in zwei verschiedenen
Klimakammern (Phytotron) bei 15°C Raumtemperatur und bei 27°C Raumtemperatur tber
acht Wochen mit Beleuchtung tber 12 h und mit Bewasserung nach Bedarf inkubiert.

Bei den Kombinationsversuchen wurden die beschriebenen Umweltfaktoren entsprechend
miteinander kombiniert, die restlichen Versuchsbedingungen blieben konstant.

2.3 Feldversuch zum Einfluss der Fruchtfolge (TP4)

In einem umfangreichen, mehrjahrigen Feldversuch wurde getestet, ob und inwieweit sich
verschiedene Fruchtfolgen mit den Vorfrichten Mais, Sorghumhirse, Sojabohne und
Winterweizen vor Zuckerriibe auf das Erregerpotential von Rhizoctonia im Boden auswirken.
Die Anlage und Durchfuhrung des Feldversuchs oblag der ARGE Regensburg (ausfuihrliche
Beschreibung siehe Abschlussbericht der ARGE Regensburg). Um eine ausreichende und
gleichmaRige Inokulation der Flachen zu gewahrleisten, wurden vor der Aussaat 50 kg/ha
Rhizoctonia-infizierte Gerstenkdrner ausgebracht. Die Herstellung des Gersteninokulums
wurde von der Arbeitsgruppe IPS 3c an der LfL nach bekanntem Protokoll (siehe Boine et al.
2014) durchgefuhrt. Als Versuchskontrolle wurden ebenfalls nicht-inokulierte Flachen
(natdrlich infiziert) angelegt (Abb. 10).

Jede Versuchsparzelle enthielt dabei einen Bereich fur die Probenahme sowie fir die
Beerntung. Um zu gewahrleisten, dass die Zuckerriibe (anféllige Sorte) in jedem
Versuchsjahr angebaut wird, wurde der Versuch zweigeteilt. Versuchsteil A begann im Jahr
1 (2013) mit dem Anbau der Vorfrichte Mais (Sorte: Banguy), Hirse (Sorte: Freya), Soja
(Sorte: Merlin) und Weizen. Im zweiten Versuchsjahr (2014) wurde auf der gesamten Flache
Zuckerribe ausgesat, um dann anschlie3end im Jahr 3 (2015) das Anbauschema von Jahr 1
zu wiederholen. Im Versuchsteil B wurde antizyklisch zu Teil A Zuckerriben auf allen
Parzellen in den Jahren 1 und 3 angebaut. Zuséatzlich zu Winterweizen, Mais, Hirse und Soja
wurde hier nach der Rubenernte Triticale (als GPS (=Ganzpflanzensilage)) angebaut, wobei
Triticale im Mai des Folgejahres geerntet und sofort Mais nachgesat wurde (typische Biogas-
Fruchtfolge). Der Versuchsplan ist dem Abschlussbericht der ARGE Regensburg angeflgt.

nicht
inokuliert

inokuliert
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Abbildung 10: Luftaufnahme der Feldhélfte A (Oben) in Haardorf mit den Kulturpflanzen Mais, Sorghumbhirse,
Weizen und Sojabohne in inokulierten und in nattirlichen, nicht inokulierten (Kontrolle) Feldbereichen in 2015
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Die Bodenproben zur Analyse der R. solani-Konzentration mit dem Quinoa-gPCR Test
wurden 2013, 2014 und 2015 im Mai, Juni und September (teilweise zusatzlich im Juli und
August) in allen Parzellen entnommen. Hierbei wurde stets dieselbe Beprobungsstrategie
angewandt: pro Parzelle funf Probenahmepunkte in W-Form. An der LfL wurden die Proben
aufbereitet (homogenisiert und durch einen 4 mm Sieb gesiebt) und anschlielend
molekularbiologisch untersucht. Im Juni und Juli jeden Versuchsjahres wurden weiterhin
Ackerbohnen als Indikatorpflanzen zwischen die Reihen von Mais, Soja, Weizen und Hirse
zur parallelen Uberwachung des Rhizoctonia-Befalls unter nattrlichen Umweltbedingungen
(bei naturlicher und kinstlicher Infektion mit R. solani) gesét. Zur besseren Abdeckung der
Gesamtparzelle wurden die Ackerbohnen jeweils bei beiden Aussaat-Terminen in zwei
Reihen versetzt in die Parzellen eingesat. Die jeweiligen Zeiternten/Bonituren zum
Erregernachweis an Kulturpflanzen sowie an Indikatorpflanzen wurden dann im Juli, August
und September durch die LfL durchgefiihrt. Es wurden jeweils 10 Ackerbohnen pro Parzelle
ausgegraben, die Wurzeln vor Ort gewaschen und in 10%-Schritten von 10% bis 100%
Oberflachenbefall bonitiert (siehe Kapitel 2.2). Die Bonituren an den Kulturpflanzen
Zuckerribe, Mais und Sorghumhirse wurden ebenfalls in 10%-Schritten nach
Oberflachenbefall eingestuft (Abb. 11 A+B). Die Winterweizenpflanzen wurden nicht bonitiert,
da hier kein Befall durch R.solani zu erwarten war. Fur die Sojabohnen wurde ein
vereinfachtes Boniturschema nach Befallsniveau des Hypokotyl und der Wurzeln von 1-4
angewandt: 1 kein Befall, 2 einzelne Symptome sichtbar, 3 eindeutiger Befall, 4 sehr starker
Befall. Die Bestimmung der Ertrags- und Qualitatsparameter aller Kulturen (Mais,
Sorghumhirse, Sojabohne, Weizen) wurde durch die ARGE Regensburg durchgefuhrt. Die
Zuckerriiben-spezifischen Ertrags- und Qualitédtsdaten wurden vom IfZ in Goéttingen erhoben.
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Abbildung 11: A Unterschiedlich stark mit R. solani AG2-2I1lIB befallene Zuckerriiben. B Rhizoctonia-

Befallsbonitur an Maiswurzeln mit von links nach rechts zunehmendem Befall, der durch dunkelbraune Nekrosen
und deutlich reduzierte Wurzelmasse gekennzeichnet ist.
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3 Ergebnisse

3.1 Molekularbiologische Quantifizierung von R. solani AG2-2IlIB mit
dem Quinoa-qPCR-Test (TP 2)

Die einzelnen Ziele des Teilprojektes 2 ,Quantifizierung von R. solani AG2-2IIIB“ waren zum
einen die Quantifizierungs-Methoden (Quinoa-gPCR- und Indikatorpflanzen-Methode) zur
Analyse der Veranderungen des Rhizoctonia-Inokulumpotentials in diversen Versuchen
(Feldversuche, Gewachshaus-/Phytotron-Versuche) einzusetzen. Ein weiteres Ziel war es, die
im Vorgéngerprojekt (2010-2013) an der LfL entwickelte Quinoa-qPCR-Methode zur
molekularbiologischen Quantifizierung von R. solani AG2-2 zu optimieren sowie die Methode
fur den grof¥flachigen Einsatz zur Erfassung von Rhizoctonia-Konzentrationen auf
Praxisschlagen zu validieren und R. solani-geféhrdete Risikogebiete mit dem Quinoa-qPCR-
Test zu untersuchen.

3.1.1 Einsatz der Quantifizierungs-Methoden zur Analyse der Veradnderungen des
Rhizoctonia-Inokulumpotentials in diversen Versuchen

Die Veranderungen des Rhizoctonia-Inokulumpotentials wurden im gesamten Projektzeitraum

erfolgreich mit dem Quinoa-gPCR-Test und der Indikatorpflanzenmethode erfasst

(Feldversuche + Gewachshausversuche).

Die Ergebnisse der beiden Methoden fur die Feldversuche korrelierten in allen drei Jahren
signifikant (Abb. 12). Niedrige Ackerbohnen-Boniturwerte, wie beispielsweise im schwachen
Befallsjahr 2014, die im Bereich von 10%-30% Wurzeloberflachenbefall lagen, entsprachen
demnach niedrigen CFU-Werten pro kg Erde im Bereich von 0-7 CFU. Ebenso verhdlt es sich
fur die Jahre 2013 und 2015 mit relativ starkem Rhizoctonia-Befall an Indikatorpflanzen und
Boniturwerten im Bereich von 40%-100% Oberflachenbefall und CFU Werten bis 40 CFU/ kg
Boden.
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Abbildung 12: Feldversuchsergebnisse von natirlichen und inokulierten Parzellen in den Jahren 2013, 2014
und 2015, aufgefiihrt sind jeweils die Mittelwerte Juli/August, signifikante Korrelation (P<0,0001) zwischen den
Ergebnissen der beiden Quantifizierungsmethoden (statistische Auswertung: Korrelationsanalyse nach
Pearson).

Die einzelnen Ergebnisse der beiden Methoden (Quinoa-gPCR-Test und
Indikatorpflanzentest) werden in den zu den jeweiligen Versuchen zugehoérigen Kapiteln der
Teilprojekte (TP 3B Gewachshausversuche und TP 4 Feldversuche) vorgestellt.



Ergebnisse

3.1.2 Optimierung der Quinoa-gPCR-Methode fiir den gro3flachigen Einsatz

Um den Quinoa-qPCR-Test fur den groR3flachigen Feldeinsatz zu optimieren, wurde die
Methodik des Tests im Laufe der ersten beiden Projektjahre (2013 und 2014) kontinuierlich
verbessert. Wichtige Veranderungen waren beispielweise das Erhéhen des Probenvolumens
auf 300 g Boden durch die Verwendung groRerer und quadratischer (raumeffizienter)
Petrischalen. Kleine Probenmengen (0,5 g — 60 g), wie bisher fur direkte DNA-
Extraktionsverfahren aus dem Boden beschrieben (z.B. Larsen et al. 2002; Lees et al. 2002;
Kernaghan et al. 2007; Brierley et al. 2009), sind nicht zur Untersuchung von Feldschlagen
geeignet. Dies gilt insbesondere flr R. solani mit seiner nesterweisen Verteilung im Feld und
einer hohen Varianz der Proben innerhalb eines Felds. Des Weiteren wurde der Test
hinsichtlich eines erhéhten Probendurchsatzes weiterentwickelt, z.B. durch das automatisierte
Auslegen der Quinoa-Koder mittels Vakuumsaatgut-Gerat (Abb. 13A). Mit diesem Gerat ist es
moglich, 36 Quinoa-Koder mit einem Handgriff in einheitichem Abstand sauber auf der
Erdoberflache abzulegen, was die zeitliche Effizienz des Quinoa-qPCR-Assays deutlich
verbessert. Ein einzelnes Auslegen jedes Quinoa-Samen sowie Unterschiede an der
Verteilung der Samen auf der Erdoberflache je nach Bearbeiter, entfallen. Beziglich der
Eichgeraden, die eine zentrale Rolle im Rahmen der Quantifizierung des Rhizoctonia-
Bodeninokulums spielt, wurden zahlreiche Versuchsansatze durchgefiihrt. Es zeigte sich bei
mehrfacher Wiederholung eindeutig, dass sich naturliche Erde aus Haardorf (LOoRlehm, sL),
die nicht autoklaviert wird, deutlich besser zur Erstellung der Eichgeraden eignet als thermisch
sterilisierte Erde. Dies konnte damit zusammenhangen, dass ein sterilisierter Boden durch die
Stérung des mikrobiellen Gleichgewichtes verstarkt anfallig fir die Besiedelung mit
Pionierarten (z.B. Schimmelpilze u. A.) ist. Durch das thermische Sterilisieren eines Bodens
wird vermutlich die Mikroorganismen-Gesellschaft und die Bodenstruktur zerstort, was sich im
Falle von Untersuchungen mit R. solani durch zahlreiche Kontaminationen mit anderen
Organismen als Nachteil heraus gestellt hatte. Auch in anderen Studien wurde ein
unbehandelter Boden dem sterilen Boden vorgezogen (Bienkowski et al., 2010, Ophel-Keller
et al., 2008). Da sich der Pilz im natlrlichen Boden mit intakter Mikroflora anders verhélt als in
sterilem Boden unter kontrollierten Bedingungen, kénnen besonders die Testergebnisse, die
in sterilem Boden gewonnen wurden, nicht direkt auf Anwendungen unter natrlichen
Bedingungen ubertragen werden (Singleton et al., 1992). Mit natirlicher Erde war es méglich,
die Eichgerade mit einem Bestimmtheitsmald von 0,96 deutlich zu verbessern (Abb. 13B).
Zudem zeigte die Eichgerade der natirlichen Erde im Vergleich zur bisher verwendeten
Eichgerade mit autoklavierter Erde eine geringere Steigung in einem Ct- Bereich von Ct 25 bis
Ct 35. Dies entspricht dem Bereich, in dem sich ein Grofiteil der bisher untersuchten
Feldbodenproben befindet.
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Abbildung 13: Ausgewahlte Stationen des optimierten Quinoa-gPCR-Tests: A Erhdhtes Probenvolumen (300 g
Boden ) in quadratischer Petrischale und vereinfachtes und automatisiertes Auslegen der Quinoa-Koder mit
einem Vakuum-Saatgutgerat. B Verbesserte Eichgerade mit naturlicher Erde und hohem R2.

In einem weiteren Vorversuch zum Thema ,Einsatz des Quinoa-gPCR-Tests auf
Praxisschlagen“ wurde untersucht, inwieweit der Test flir den Einsatz bei verschiedenen
Bodenarten geeignet ist. Eine der Uberlegungen war, ob fir jede beprobte Flache eine
separate Eichreihe notwendig wére. Im Labor wurde zunachst ein Eichgerade mit einem
kunstlich hergestellten Sandboden (Mischung aus lehmiger Felderde mit Quarzsand 1:2) mit
der Standard-Geraden verglichen. Nach der Inokulation mit bekannten Mengen
Mohninokulum und der Durchfiihrung des Quinoa-gPCR-Tests, zeigte sich ein Unterschied
der beiden Geraden von ungefahr 4 Ct Werten (Abb. 14). Dabei verlief die Eichgerade mit
dem kinstlichen Sandboden oberhalb der Standard-Geraden, was zeigt, dass Rhizoctonia
sich im stark sandigen Boden nicht so effektiv bzw. schnell ausbreiten kann und dadurch
weniger Quinoa-Koder besiedelt werden. Hierbei handelte es sich um eine kunstliche
Extremsituation (sehr sandiger Boden), die so unter natirlichen Bedingungen nicht vorkommt.
Nichtsdestoweniger bestétigt dieses Ergebnis den in der Literatur beschriebenen Einfluss
unterschiedlicher Bodentypen auf die mikrobielle Diversitat und den Einfluss sandiger Boden
auf das Wachstum und Befallsausmal von R. solani (Sneh et al., 1996, Garbeva et al. 2004,
Tamm et al., 2010).
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Abbildung 14: Vorversuch zum Einsatz des Quinoa-qPCR-Tests auf verschiedenen Bodenarten. Vergleich von
stark sandigem Boden (unnatirlich!) in orange und dem Standard (L6Rlehm aus Haardorf).
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Da Zuckerriben gréf3tenteils auf guten Boden bzw. LORlehm angebaut werden, war es nicht
verwunderlich, dass die im Rahmen von TP1 und TP2 untersuchten Flachen zu 86% aus
lehmigen Bbdden bestanden. Es wurden stichprobenartig von verschiedenen Bdden, die im
Rahmen des Risikoflachen-Monitorings 2015 beprobt wurden, Eichgeraden angesetzt und es
zeigte sich, dass selbst fur die Extrema lehmig schluffiger Sand (grine Linie) und toniger
Lehm (blaue Linie) die Abweichungen vom Standard (schwarze Linie) max. 2-3 Ct-Werte
betragen (Abb. 15).
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Abbildung 15: Quinoa-qPCR-Eichgeraden fur verschiedene Bdden, die im Rahmen der Risikoflachenbeprobung
untersucht wurden.

Es konnte hiermit gezeigt werden, dass der Feldeinsatz der Quinoa-gPCR-Methode bei
verschiedenen Bodenarten madglich ist.

3.1.3 Grof3flachiger Einsatz der Quinoa-qPCR-Methode zur Erfassung von
Rhizoctonia-Konzentrationen auf Praxisschlagen

Das Ziel dieses Vorhabens war es, Rhizoctonia-geféhrdete sowie unbelastete Standorte durch
molekularbiologische Bodenuntersuchung der Flachen mit der Quinoa-gPCR-Methode zu
vergleichen und dabei zudem die Methode zu validieren. Eine Grundvoraussetzung, um
Pathogen-Populationen in Praxisschlagen akkurat detektieren zu koénnen, ist eine geeignete
Beprobungsstrategie, die reprasentativ fir das ganze Feld ist und dennoch realistisch ist im
Hinblick auf Zeit und Kosten. Es wurde eine fir R. solani, mit seiner nesterweisen Verteilung
und spontanem Erscheinen, geeignete Beprobungsmethode flir mehrere Hektar groRRe
Praxisschlage erarbeitet (siehe 2.1: Rastermethode in Anlehnung an Ophel-Keller et al.,
2008). Es wurden insgesamt 50 Flachen, die nach den Risikofaktoren Vorfrucht und
Risikoregion ausgewahlt wurden, beprobt.

Der Quinoa-gPCR-Test zeigte signifikante Unterschiede im Faktor ,Vorfrucht“ auf. An beiden
Beprobungsterminen lag der Rhizoctonia Besatz der Flachen mit Kérnermais als Vorfrucht im
Durchschnitt doppelt so hoch wie der der Flachen mit Winterweizen als Vorfrucht (Abb. 16).
Fur die Vorfrucht Winterweizen lag die mittlere Rhizoctonia-Konzentration in beiden Regionen
im Bereich von 20 CFU/kg Boden. Zuckerriiben-Flachen, auf denen im Vorjahr Kérnermais
angebaut wurde, lagen im Durchschnitt bei 48 CFU/kg Boden. Dieser hochsignifikante
Unterschied der Rhizoctonia-Konzentration einer Praxisflache in Abhéngigkeit von der

19



20 Ergebnisse

Vorfrucht bestétigt sowohl die Ergebnisse der Feldversuche aus dem Vorgangerprojekt (Boine
et al. 2014), als auch die Modellauswertung in TP 1 (siehe Abschlussbericht von IABla) und
die Phytotronversuche in TP3B (siehe 3.2) sowie die Feldversuche in TP 4 (siehe 3.3).
Demnach lasst sich schlussfolgern, dass der Anbau von Kdérnermais vor Zuckerriibe die
Rhizoctonia-Menge im Boden im Durchschnitt verdoppelt. Was den zweiten Einflussfaktor
,Risikoregion“ anbelangt, konnten keine Unterschiede zwischen den beiden untersuchten
Regionen festgestellt werden. Als Vergleichs-Regionen wurden zum einen das bekannte
Rhizoctonia-Befallsgebiet im GrofRraum Plattling und zum anderen eine sich durch sehr
trockene Witterung und bisher wenig Rhizoctonia-Befall auszeichnende Region im Landkreis
Donau-Ries ausgewahlt. Ein Vergleich der Niederschlagsdaten fir das Beprobungsjahr 2015
ergab auRergewdhnlich hohe Niederschlage im Mai und Juni flr die sonst trockene Region
Donau-Ries. Der mittlere Jahresniederschlag lag bis vor 5 Jahren in Donau-Ries im Bereich
von 550 mm-650 mm (Jahresniederschlag Plattling: 850 mm (10-jahriges Mittel 2011))
(Datenquelle: Karte mit den mittleren jahrlichen Niederschlagen in Bayern vom Bayerisches
Landesamt fir Umwelt basierend auf Daten von DWD und LWF). Die Niederschlagswerte in
den beiden, fur den Rhizoctonia-Befall entscheidenden Monaten, Mai und Juni, lagen in 2015
in Donau-Ries mit 194 mm hdher als in Plattling mit 165 mm (Datenquelle: wetter-by.de).
Zahlreiche Landwirte berichteten von Staundsse auf ihren Zuckerribenflachen.
Bekanntermaf3en hat die Witterung erheblichen Einfluss auf Rhizoctonia und Starkregen-
Ereignisse und Staundsse stehen seit jeher in Verdacht die Spate Ribenfaule zu
beginstigen. Moglicherweise ist dies eine Erklarung dafir, dass sich die mittleren
Rhizoctonia-Bodenkonzentrationen und der Befall an Zuckerriiben in den beiden untersuchten
Regionen (high risk: Plattling, low risk: Donau-Ries) im Jahr 2015 nicht merklich
unterschieden bzw. die Rhizoctonia-Konzentrationen im Boden sich in Donau-Ries nach
Kdrnermais ebenso stark aufbauen, jedoch nur bei bestimmten Witterungsbedingungen bzw.
bei ausreichend Feuchtigkeit aktiviert werden und Befall an der Zuckerriibe auslésen.

Donau-Ries Plattling
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o 30 Juli Donau-Ries
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o 20 = September Plattling
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Abbildung 16: Ergebnis der Risikoflachen-Beprobung 2015 von 50 Zuckerriben-Flachen in Donau-Ries (blaue
Balken) und in Plattling (orangefarbene Balken), aufgeteilt nach Vorfrucht Winterweizen und Kérnermais zu zwei
Beprobungsterminen. Die helleren Balken stellen jeweils die Juli-Beprobung dar, die dunkleren Balken die
Ergebnisse der September-Beprobung (Statistische Auswertung: one-way ANOVA).
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Bezlglich der Validierung des Testsystems konnte mittels Korrelationsanalyse gezeigt
werden, dass die Ergebnisse der Juli- und September-Beprobung signifikant positiv
Ubereinstimmen (p<0,0001) (Abb. 17). Demnach entsprachen hohe CFU-Werte (lber 50
CFU/kg Boden) im Juli hohen Rhizoctonia-Konzentrationen im September. Ebenso wurden
niedrige Rhizoctonia-Konzentrationen unter 30 CFU/kg Boden im Juli durch ebenso niedrige
CFU-Werte im September bestatigt.
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Abbildung 17: Signifikanter Zusammenhang der Ergebnisse der Juli- (Werte auf der x-Achse) und September-
(Werte auf der y-Achse) Probenahmen. Nichtschwarze Punkte: Statistische Ausreil3er. (Statistische Auswertung:
Korrelationsanalyse nach Pearson).

Vereinzelte AusreiRer (insgesamt 10% der ermittelten CFU-Werte) kénnen zum einen durch
das Probenahmesystem erklart werden, bei dem die Probenahmepunkte im Juli nicht
eindeutig markiert wurden (dies héatte z.B. manuell (Markierstab) oder durch ein GPS-System
gemacht werden koénnen), sondern nur mittels gleichem ,Schrittmuster” bzw. Einzeichnung auf
ausgedruckter Karte im September ungefahr beibehalten wurden. Dadurch kann jedoch nicht
garantiert werden, dass die Bodenprobenahme im Juli und im September an genau derselben
Stelle stattfand, was Variationen zwischen den Monaten mdglich macht. Zudem kann sich der
Rhizoctonia-Gehalt erfahrungsgemald innerhalb von zwei (Sommer-) Monaten betr&chtlich
verandern. Wie auch im Feldversuch (siehe Kapitel 3.3) gezeigt wurde, nahm das
Rhizoctonia-Inokulumpotential Uber die Sommermonate in 2015 aufgrund extremer Durre
tendenziell ab. Dies veranschaulichen die griinen Punkte in Abbildung 17.

Ein weiteres Kriterium der Methodenvalidierung war der Vergleich der mittels Quinoa-qPCR-
Tests ermittelten CFU-Werte mit dem tatséchlich ausgelésten Rhizoctonia-Befall an den
Zuckerriben. Es konnte gezeigt werden, dass die bei der Wiederholungsbeprobung im
September an allen Probenahmepunkten durchgefiihrten Zuckerriiben-Befallsbonituren zum
Grofteil mit den Ergebnissen der Quinoa-qPCR-Analyse Ubereinstimmten. Ein Beispiel ist die
in Abbildung 18 gezeigte stark befallene Flache mit zahlreichen durch Rhizoctonia-Befall
vollstandig verfaulten Zuckerriiben und einem durchschnittlichen Oberflachenbefall von 75%
sowie einem entsprechenden Quinoa-gPCR-Testergebnis von 60 CFU/kg Boden. Die Flache
lag in der Region Plattling und hatte als Vorfrucht zur Zuckerriibe zwei Jahre Kérnermais. Auf
einer anderen Flache im GrofRraum Plattling wurde Winterweizen als Vorfrucht angebaut und
es war in diesem Fall keine einzige befallene Zuckerribe sichtbar (Abb. 19). Auf dieser Flache
ergab die Zuckerriben-Bonitur 14 % Oberflachenbefall (Anmerkung: 0% kommt bei
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Feldbonituren nicht vor, kein Befall = 10%) und der Quinoa-qPCR-Wert lag bei 0,2 CFU/kg
Boden und damit knapp Uber der unteren Nachweisgrenze.

Abbildung 18: Vergleich der Zuckerriiben-Befallslage einer Flache mit dem ermittelten Quinoa-gPCR-
Testergebnis. Die Flache befand sich in der Region Plattling mit der Vorfrucht Kérnermais. Die Zuckerriiben-
Bonitur ergab @ 75 % Oberflachenbefall, das Quinoa-gPCR-Test Ergebnis lag bei = 60 CFU/kg Boden.

Abbildung 19: Vergleich der Zuckerriiben-Befallslage einer Flache mit dem ermittelten Quinoa-qPCR
Testergebnis. Die Flache befand sich in der Region Plattling mit der Vorfrucht Winterweizen. Die Zuckerriiben-
Bonitur ergab @ 14 % Oberflachenbefall, das Quinoa-qPCR Test Ergebnis lag bei = 0,2 CFU/kg Boden.

Bei der Korrelation der ermittelten Rhizoctonia-Bodenkonzentrationen in CFU/kg mit den
Zuckerriben-Boniturdaten, war es notwendig, dass Flachen mit anfélligen und mit toleranten
Sorten getrennt ausgewertet wurden (Abb. 20). Tolerante Sorten zeichnen sich dadurch aus,
dass sie auch bei hohen Rhizoctonia-Konzentrationen keinen Befall aufweisen, dies war bei
unseren Untersuchungen fir einige Sorten sogar bei extrem hohen Rhizoctonia-
Konzentrationen von Uber 70 CFU/kg Boden beobachtbar. In drei Einzelféllen (rot umrandet)
mit ebenfalls hohen Rhizoctonia-Konzentrationen im Bereich von 50-60 CFU/kg wurde trotz
der toleranten Sorteneigenschaften Rhizoctonia-Befall auf bis zu 50% der Zuckerriben-
Oberflache bonitiert (Abb. 20B). Es konnte zudem, durch zahlreiche CFU-Werte Uber 40
CFU/kg Boden, die Annahme bestatigt werden, dass tolerante Sorten auf besonders
durchseuchten Boden angebaut werden.
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Abbildung 20: Korrelation der Zuckerriiben-Boniturdaten (x-Achse) mit den mittels Quinoa-gPCR-Test ermittelten
Rhizoctonia-Bodenkonzentrationen in CFU/kg. A Flachen auf denen anféllige Zuckerriiben-Sorten angebaut
wurden. B Flachenauf denen toleranten Sorten angebaut wurden.

Bei den anfélligen Sorten (Abb. 20A) zeigt sich unten links in der Grafik, dass sehr niedrige
CFU-Werte (unter 15 CFU/kg Boden) mit keinem bzw. auf3erst geringem Befall (10 - 20 %
Oberflachenbefall) an den Zuckerriiben korrelieren. Des Weiteren féllt auf, dass hohe CFU-
Werte (Uber 60 CFU/kg Boden) mit hohem Befall an Zuckerriben (Uber 40%
Oberflachenbefall) korrelieren (grin umrandet). Im gelb umrandeten Bereich wurden relativ
hohe CFU-Werte bei einem Oberflachenbefall im Bereich von 20 % - 40 % detektiert. Dabei ist
es wichtig zu beachten, dass das tatsachliche Befallsausmaf an der Zuckerriibe neben dem
Inokulumgehalt von weiteren Faktoren beeinflusst wird. Entscheidend hierbei ist die
Bodenfeuchte bzw. Niederschlagsmenge. Im Fall der Flachen im gelb umrandeten Bereich in
Abbildung 20A koénnte es sich beispielsweise um Flachen handeln, an denen weniger
Niederschlag auftrat und das vorhandene und mittels Quinoa-gPCR-Methode detektierte
Rhizoctonia-Inokulum weniger aktiviert wurde. Ein weiterer Einflussfaktor auf die
Befallsauspragung ist das antagonistische Potential eines Bodens. Besteht eine ausreichend
hohe mikrobielle Suppressivitat im Feldboden, ist es moglich, dass R. solani den Ribenkdrper
trotz hohem Bodeninokulum kaum befallt und die Entstehung typischer Rhizoctonia-Nester
ausbleibt.

Unterteilt man Abbildung 20 A in sogenannte Risikobereiche zeigt sich, dass sich viele Werte
im ,high risk“-Bereich befinden (Abb. 21). Dies hangt in erster Linie damit zusammen, dass
mehr als doppelt so viele ,high risk“-Flachen als ,low risk“-Flachen beprobt wurden (35 high
risk, 15 low risk). Ein weiterer Aspekt ist die in 2015 fiir Rhizoctonia glinstige Witterung in
beiden Untersuchungsgebieten.
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Abbildung 21: Einteilung der korrelierten Werte fur die anfélligen Sorten in Rhizoctonia-Risikobereiche: low risk
0-30 CFU/kg Boden, medium risk: 30-50 CFU/kg Boden, high risk: > 50 CFU kg/Boden.

Auf die Frage ,Was sind hohe und was sind niedrige Rhizoctonia-Bodenkonzentrationen?“
konnte eine erste bzw. vorlaufige Antwort gegeben werden: ein niedriges Risiko bestiinde
nach den aktuellen Daten im Bereich von 0-30 CFU/kg Boden, ein hohes Rhizoctonia-Risiko
ware ab 50 CFU/kg Boden zu erwarten (Abb. 21). FiUr die tatsédchliche Ermittlung von
Schwellenwerten sind allerdings weitere Beprobungen im Folgeprojekt notwendig und bereits
geplant. Hierbei soll der Stichprobenumfang erhéht werden und die Beprobungsmethodik
(bisher: Einstich direkt an befallener Zuckerribe, geplant: Beprobung der Vorfrucht mit
~willkirlichem® Einstich auf der Flache) Uberarbeitet werden. Es ist zu erwarten, dass sich die
CFU-Werte durch einen willkirlichen Einstich auf der Flache bzw. in der Reihe nach unten
verschieben (da an befallenen Riben bekanntlich die Inokulummenge deutlich erhéht ist).
Zudem sollten zur Ermittlung von Schwellenwerten zusétzlich detaillierte Witterungsdaten
miteinbezogen werden. Hierbei ist es, aufgrund der grundsétzlich sehr heterogenen Verteilung
von Niederschlagen, notwendig, far jede beprobte Flache separate
Niederschlagsaufzeichnungen zu beziehen.

3.2 Gewachshaus- und Phytotronversuche (TP3B)

Ziel dieses Teilprojektes war es, Tastversuche unter kontrollierten Bedingungen zur
Untersuchung des Einflusses von Umweltfaktoren wie Bodenfeuchte, Bodendichte und
organischer Bodensubstanz auf das Rhizoctonia-Bodeninokulumpotential durchzufihren. In
den Vorarbeiten 2013 und 2014 wurden wichtige Erkenntnisse zur Methodik der
Versuchsanstellung gewonnen, darunter z.B. die Inokulationsmethodik mit 0,75 ¢
Mohninokulum/l Erde, die Verwendung von natirlicher Erde als Pflanzsubstrat, eine
Inkubationsdauer von 8 Wochen und die Analyse mittels Indikatorpflanzen-Methodik
(Ackerbohnen und Zuckerriiben) in Kombination mit der Bodenanalyse mittels Quinoa-gPCR-
Test. Die Verwendung von natlrlicher Erde hat im Vergleich zur autoklavierten oder
anderweitig behandelten Erde zahlreiche Vorteile, welche im Kapitel 3.1.2 bereits besprochen
wurden. Im Falle der Simulierung von Umweltbedingungen ist der entscheidende Vorteil, dass
das naturliche Mikroorganismengefiige, welches einen groRen Einfluss auf R. solani und den
Befall von Wirtspflanzen hat und welches nicht nachgestellt werden kann, erhalten bleibt. Ein
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Nachteil der Verwendung von unbehandelter Erde einer R. solani Befallsflache kdnnte sein,
dass selbst in den ,Kontrollen“ ohne Inokulation natirliche R. solani Ursprungsmengen nicht
auszuschlie3en sind.

Bei der Verwendung von Indikatorpflanzen zur Abschatzung des Einflusses von
Umweltfaktoren auf den Befall an R. solani AG2-21lIB Wirtspflanzen zeigt die Ackerbohne
zahlreiche Vorzlge. Sie zeichnet sich unter anderem durch die eindeutigen schwarzen R.
solani-Symptome auf den hellen Ackerbohnenwurzeln, durch ihr starkes und optimal zur
Bonitur geeignetes Wurzelsystem und ihrem problemlosen Einsatz in Feldversuchen aus. In
allen Versuchen (sowohl im Gewachshaus und Phytotron als auch auf dem Feld) wurde stets
stichprobenartig befallene Pflanzen mittels PCR auf R. solani AG2-2IlIB geprift. Im
Vorgangerprojekt wurden zuséatzlich zur Oberflachenbonitur der Wurzeln die Sprosslange und
das Sprossgewicht der Ackerbohnen ermittelt. Es zeigte sich jedoch, dass bei einem
Wourzelbefall unter 60% die Sprosslange und das Sprossgewicht oft noch nicht signifikant
durch den Rhizoctonia-Befall beeinflusst wurden. Da die meisten der gemessenen
Wourzelschadboniturwerte unter 60 % lagen, wurde bei der Endauswertung der in diesem
Projekt durchgefuihrten Versuche auf die Ermittlung der Sprossldnge und des
Sprossgewichtes groftenteils verzichtet. Wie unter anderem in Abbildung 25 zu sehen ist, lag
die durchschnittlich befallene Wurzeloberflache der Ackerbohnen unter Gewachshaus- oder
Phytotronbedingungen meist im Bereich von 20 % bis 50 %. Befallsstarken bis 80% und 90%
Oberflachenbefall, wie sie auf dem Feld in starken Befallsjahren beobachtet wurden, traten in
der Regel unter kontrollierten Bedingungen nicht auf. Im Falle eines starken Befalls starb die
Pflanze meist vor Ende der achtwochigen Inkubationszeit ab.

Als weitere Indikatoren wurden zusatzlich zu den Ackerbohnen Zuckerriben in die
Pflanzgefalle eingesat. Eine nach dem Auflaufen der Zuckerribenkeimlinge regelmafige
Kontrolle des Pflanzenbestandes bzw. die Dokumentation der pflanzlichen Absterberate
ermdglichte einen zuséatzlichen und schnellen Ergebnisgewinn. Bekanntlich beféllt R. solani
AG2-21lIB, neben R. solani AG2-2IV, Pythium spp. und Aphanomyces spp., auch
Zuckerriiben-Keimlinge (Bolton et al. 2010). Da R. solani nach allgemeiner Annahme ein
Schwachepathogen ist und Umweltbedingungen, die die Abwehr der Pflanze schwachen,
Voraussetzung sind, um eine deutliche Symptomausbildung hervorzurufen, sind die
genannten Indikatorpflanzenmethoden zur Untersuchung von Umwelteinflissen auf die
Pflanze-Pathogen-Interaktion optimal geeignet. Die Quinoa-gPCR Methode ermdglicht es
dagegen, die Einflisse diverser Umweltfaktoren auf die Ausbreitungs- bzw.
Inokulumanreicherungsrate von R. solani zu testen. Hierfir sind gleiche Mengen an
Initialinokulum die Voraussetzung, welches sich dann je nach Umweltbedingungen, z.B. bei
erhdhter Bodentemperatur starker, ausbreitet.

3.2.1 Einfluss der Einarbeitung von organischem Material

Es konnte mit diesem Versuchsansatz im Phytotron und der Auswertung mittels Quinoa-gPCR
Test gezeigt werden, dass in den mit Mais- und Sorghumhirse-Biomasse behandelten Tdpfen
der Rhizoctonia-Gehalt deutlich hoher lag als in den mit Weizen-Biomasse angereicherten
Topfen, die sich im Bereich der Kontrolle befanden (Abb. 22). Die mittleren Inokulummengen
lagen fir alle Versuchsglieder in einem niedrigen Bereich mit maximal 15 CFU/kg Boden.
Damit konnten unter kontrollierten Bedingungen die Ergebnisse aus dem Feldversuch (Kapitel
3.2) bestétigt werden und es konnte erneut gezeigt werden, dass die Einarbeitung von
organischem Material von Rhizoctonia-Wirtspflanzen das Auftreten der Spaten Rubenfaule
verstarkt (vgl. Boine et al. 2014).
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Abbildung 22: Quinoa-gPCR Ergebnis in CFU/kg Boden des Versuchs zur Einarbeitung organischer Masse von
Zuckerriiben, Mais, Sorghumhirse und Weizen im Phytotron. Deutlicher Unterschied im Inokulumpotential
zwischen Weizen-Biomasse, die im Bereich der Kontrolle ohne Pflanzenmasse liegt und Mais- und Sorghum-
Biomasse, bei denen der R. solani-Inokulumgehalt sogar noch héher als in der Variante mit Zuckerriiben-
Biomasse anstieg (n=10-16).

Die Indikatorpflanzenbonitur konnte in diesem Versuch nicht zwischen den verschiedenen
Versuchsgliedern differenzieren. Der Mittelwert fur die Kontrollvariante ohne Biomasse-
Einarbeitung lag bei 35% Oberflachenbefall, die Varianten mit Einarbeitung der verschiedenen
Pflanzenreste  lagen  zwischen 40% und 50%  Oberflachenbefall. ~ Mit  der
Indikatorpflanzenbonitur konnte also der erwartete erhthte Befall durch R. solani in den
Pflanzgefalien mit Mais, Sorghumhirse und Zuckerriibe im Vergleich zur Variante mit Weizen-
Biomasse trotz unterschiedlicher Inokulumaktivitat, die mit dem Quinoa-gPCR Test gemessen
wurde, nicht nachgewiesen werden. Wobei in diesem Fall die Uberprifung der
Symptomstellen mittels DNA-Extraktion aus befallenem Pflanzenmaterial und anschlieBender
PCR fur einige Pflanzen R. solani AG2-2IIIB als Erreger nicht bestatigen konnte und
deswegen davon ausgegangen werden muss, dass es sich um (zuséatzlichen) Fremdbefall an
den Indikatorpflanzen handeln kdnnte. Diese Kontamination kénnte auch eine Erklarung fur
die niedrigen Inokulummengen unter 15 CFU/kg Boden sein, die darauf hindeuten, dass sich
das beim Versuchsansatz eingebrachte Inokulum nicht optimal vermehren konnte.

Es wurde ein zweiter Versuchsansatz in Kombination mit dem Faktor Bodendichte
(Ergebnisse hierzu siehe 3.2.2), mit einer hoheren Anzahl Wiederholungen und mit dem
zusatzlichen  Versuchsglied Soja-Biomasse durchgefuhrt. Die in  Abbildung 23
veranschaulichten Werte zeigen den Einfluss der Einarbeitung organischer Masse ohne
Berlicksichtigung der Verdichtungsstufe in der Auswertung.
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Abbildung 23: Indikatorpflanzenbonitur in % Oberflaichenbefall des zweiten Versuchs zur Einarbeitung
organischer Masse von Zuckerriben, Mais, Sojabohne und Weizen im Phytotron. Signifikanter Unterschied im
Inokulumpotential zwischen Weizen- und Soja-Biomasse und Mais- und Zuckerriben-Biomasse (n=25,
statistische Auswertung: Kruskal Wallis Test).

Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied im Inokulumpotential zwischen Weizen- und Soja-
Biomasse mit 35% Oberflachenbefall und Mais- und Zuckerrilben-Biomasse mit 58%-75%
Oberflachenbefall.

3.2.2 Einfluss der Bodendichte

Bezlglich der Untersuchungen zur Bodendichte auf das R. solani Inokulumpotential erwies
sich das Nachstellen von naturlichen Bedingungen zunéchst als schwierig. Auch Phytotron-
Versuche von Bussell et al. (2016), die das Wurzelwachstum der Zuckerriibe bezlglich
Nahrstoffaufnahme untersuchen, bestétigen, dass der Faktor Bodendichte nicht einfach zu
simulieren ist. In ihrem Fall wuchsen die Pflanzenwurzeln beispielsweise am auf3eren Rand
einer mit verdichteter Erde befiillten Saule entlang. In unseren Versuchen gab es zu Beginn
z.B. Probleme mit dem Indikatorpflanzenwachstum und der Bewasserung. In einem ersten
Versuch wurden Stechzylinderproben auf verdichteten Flachen in Haardorf (Versuchsflache
TP3A) entnommen, was ein relativ ungestdrtes bzw. natilrliches Verdichtungssystem zu
erwarten lie3. Die Bonitur der in die Stechzylinder eingesaten Zuckerriiben, ergab 14%
abgestorbene Zuckerriiben in unverdichtetem Boden und 50% abgestorbene Zuckerriiben in
Stechzylindern aus verdichteten Parzellen. Dieses Ergebnis entspricht den Beobachtungen
aus der Praxis, wonach Rhizoctonia besonders massiv in verdichteten Feldbereichen auftritt,
was vermutlich wiederum mit einer Beeintrachtigung des Pflanzenwachstums
zusammenhangt (Stichwort: Schwachepathogen). Der Ansatz des Quinoa-gPCR Tests war in
diesem Versuch durch Bildung einer Moosschicht im oberen Bereich der Stechzylinder und
einer Reduktionsschicht im unteren Bereich des Stechzylinders erschwert. Dennoch zeigte
sich bei der Auswertung der Ergebnisse ein eindeutiger Unterschied im CFU-Gehalt pro kg
Boden zwischen verdichteten und unverdichteten Varianten (Abb. 24).
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Abbildung 24: Quinoa-gPCR Ergebnis in CFU/kg Boden fir Bodenproben aus Stechzylindern von verdichteten

und unverdichteten Bbéden der Versuchsflache Haardorf 1l und anschlieBender Inokulation mit R. solani und
Inkubation unter kontrollierten Bedingungen fur 8 Wochen (Kontrolle: ohne Inokulation) (n=14).

In einem zweiten Versuch im Phytotron wurde die Erde in 1 | Pflanzgefalien manuell, mit
einem speziell hierfir angefertigten ,Stopfen®, auf 1,7 hPa verdichtet (Messung mittels
Penetrologger). Die Zwischenbonituren von Ackerbohnen und Zuckerriiben zeigten bereits,
dass die Pflanzen in verdichteten Pflanzgefa3en deutlich schlechter wuchsen und kleiner und
schwacher waren. Die Endbonitur auf Rhizoctonia-Wurzelbefall nach achtwdchiger Inkubation
ergab einen mittleren Oberflaichenbefall von 45% fir die Ackerbohnen in verdichteten
Pflanzgefalien und 24,5% in unverdichteten PflanzgefaRen (Abb. 25). Die Ergebnisse der
Bodenuntersuchung mit dem Quinoa-gPCR-Test bestéatigten das Ergebnis der
Indikatorpflanzenbonitur erneut. Der Inokulumgehalt in verdichteten Boden lag demnach bei
22,5 CFU/kg Boden und in unverdichtetem Boden bei 12,5 CFU/kg Boden.
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Abbildung 25: Schadbonituren (in % befallene Wurzeloberflache) an der Indikatorpflanze Ackerbohne im
Phytotron unter kontrollierten Bedingungen und den Versuchsvarianten verdichtet (1,7 MPa) und unverdichtet
(1,1 MPa) (n=20).

Weitere Versuchsansitze zum Umweltfaktor Bodendichte wurden in den zwei
Faktorenkombinationen “Bodenfeuchte x Bodendichte® und ‘organische Masse x
Bodendichte™ angestellt. Es zeigte sich auch in diesen Versuchen (Phytotronversuche mit
natirlicher Erde und manueller Verdichtung), dass der Wurzeloberflachenbefall an
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Indikatorpflanzen in verdichteten Boden im Mittel 20% hoher lag und das Bodeninokulum mit
22 CFU/kg Boden doppelt so hoch war wie in der unverdichteten Variante.

Zusatzlich zu den Versuchen im Phytotron wurden einzelne Parzellen der Versuchsflache von
TP3A (Feldversuch zum Einfluss von Bodenparametern auf R. solani) direkt mit dem Quinoa-
gPCR-Assay untersucht (Standard-Bodenprobennahme fur Parzellen mit einheitlicher GroRRe
wie in TP4). Dabei wurde in unverdichteten Parzellen ein mittlerer R. solani CFU-Gehalt von
18 CFU/kg Boden, in verdichteten Parzellen ein mittlerer CFU-Gehalt von 27,3 CFU/kg Boden
gemessen. Diese ersten Ergebnisse zeigten, dass auf der untersuchten Flache
unterschiedliche R. solani-Bodeninokulummengen vorliegen. Eine detaillierte Untersuchung
der gesamten Versuchsflache mit dem Quinoa-gPCR-Assay bestatigte ebenfalls den hoheren
Rhizoctonia-Inokulumgehalt in verdichteten Parzellen. Die mittleren Inokulumpotentialwerte
lagen bei 28,2 CFU/kg Boden fiur verdichtete Parzellen mit einer oberflachlichen Grubber-
Behandlung bis 5cm Tiefe im Vergleich zu unverdichteten, gepfligten Parzellen mit 21,8
CFU/kg Boden.

3.2.3 Einfluss der Bodenfeuchte

Die Versuche zur Auswirkung der Bodenfeuchte auf das R. solani-Inokulumpotential wurden
im Gewachshaus mit der automatischen Bewasserungsanlage KLIWADU und drei
Bewasserungsstufen -50 bzw. -150 hPa, -200 hPa und -350 hPa durchgefiihrt. Bereits im
Rahmen der ersten Zwischenbonitur nach vier Wochen ergaben erste Zuckerriiben-Bonituren
deutliche Unterschiede. Demnach waren bei -200 hPa (mittelfeuchter Boden) 77% der
aufgelaufenen Zuckerriiben abgestorben. Zudem traten Wurzelschaden und stark verminderte
Blatt- und Wurzelmasse durch R. solani-Befall auf. Bei -350 hPa (stark abtrocknender Boden)
und -50 hPa (gesattigter Boden, keine luftgeflllten Poren) wurden keine bis sehr wenige R.
solani-Symptome sichtbar. Der vollstandig mit Wasser gesattigte Boden (-50 hPa) wurde im
Verlauf der weiteren Versuche durch sehr feuchten Boden mit -150 hPa ersetzt. Bei der
Endbonitur zeigte sich deutlich, dass der Rhizoctonia-Befall mit zunehmender Bodenfeuchte
von -350 hPa auf -200 hPa um beinahe 20 % Oberflachenbefall ansteigt (Abb. 26).
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Abbildung 26: Schadbonituren (in % befallene Wurzeloberfliche) an der Indikatorpflanze Ackerbohne im
Phytotron unter kontrollierten Bedingungen und den Versuchsvarianten -200 hPa Bodenfeuchte und -350 hPa
Bodenfeuchte (n=20).
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Auch das Quinoa-gPCR-Testergebnis bestatigte die signifikante Zunahme des Rhizoctonia-
Inokulumpotentials mit zunehmender Bodenfeuchte (Abb. 27).
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Abbildung 27: Quinoa-qPCR-Testergebnis in CFU/kg Boden. Signifikante Zunahme des CFU-Gehalts mit
zunehmender Bodenfeuchte. Versuchsvarianten 200 hPa Bodenfeuchte und 350 hPa Bodenfeuchte (Statistik:
Mann-Withney test, n=20).

Im Rahmen des Kombinationsversuchs ,Bodenfeuchte x Verdichtung® konnte gezeigt werden,
dass der Rhizoctonia-Befall an Indikatorpflanzen bei der hochsten Bodenfeuchte-Stufe (-150
hPa) in Kombination mit Verdichtung (1,7 MPa) mit einem mittleren Oberflachenbefall von
54% am starksten war (Abb. 28). Aulerdem wurde erneut eine stetige Zunahme im
Rhizoctonia-Befall mit steigendem Bodenfeuchtegehalt beobachtet.
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Abbildung 28: Schadbonituren (in % befallene Wurzeloberflache) an der Indikatorpflanze Ackerbohne im
Phytotron unter kontrollierten Bedingungen und den Versuchsvarianten -150hPa, -200 hPa und -350 hPa
Bodenfeuchte sowie je verdichtet (1,7 Mpa, v) und unverdichtet (1,1 MPa, uv) (n=5-10).

Die Beobachtungen aus der Praxis, eines verstarkten Rhizoctonia-Befalls bei erhohter
Bodenfeuchte in Kombination mit Bodenverdichtung lie3en sich demnach mit den Versuchen
unter kontrollierten Bedingungen bestatigen. Jedoch wurde im Rahmen der Versuche mit
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einem vollig gesattigten Boden bei -50 hPa, bei dem kein Befall mehr auftrat und der Pilz sich
nicht mehr im Boden ausbreitete, ein Limit in der ,Feuchtevertaglichkeit® von Rhizoctonia
aufgezeigt.

3.2.4 Einfluss der Temperatur

Im Rahmen eines Versuchsansatzes zum Einfluss der Temperatur auf das R. solani-
Bodeninokulum-Potential und den Befall von Indikatorpflanzen konnten deutliche
Befallsunterschiede abhangig von der Temperatur nachgewiesen werden. Bei 15 °C wurde
kein bis maRiger R. solani-Befall an den Indikatorpflanzen bonitiert (maximal 25 %
Wourzeloberflachenbefall), wohingegen bei 27 °C ein mittlerer Wurzeloberflachenbefall von
50% beobachtet werden konnte. Die Indikatorpflanzenbonitur ergab demnach einen signifikant
(P<0,001) héheren Befall durch R. solani bei 27°C (Abbildung 29).
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Abbildung 29: Einfluss der Temperatur auf den Befall an Indikatorpflanzen. Bei 27°C war der Befall durch R.
solani an Ackerbohnen signifikant héher. A Ackerbohnen in der rechten Bildhalfte zeigen deutlich schwarz gefarbte
Wurzeln durch R. solani-Befall. B Die Auswertung der Ackerbohnen-Bonitur ergibt einen signifikanten
Befallsunterschied der inokulierten Variante zwischen 15°C und 27°C (n= 16; statistische Auswertung: Kruskal
Wallis Test).

Die Bodenanalyse mittels Quinoa-gPCR-Assay bestaitigte die Ergebnisse der
Indikatorpflanzenbonitur. In inokulierten Pflanzgefal3en, die bei 27°C inkubiert wurden, lag der
mittlere R. solani-Gehalt bei 38,8 CFU/kg und damit signifikant héher als bei 15°C mit 26,25
CFU/kg Boden. In der Kontrolle war im Mittel kein R. solani Inokulumpotential nachweisbar.

3.2.5 Zusammenfassung Gewéachshaus- und Phytotronversuche (TP3B)

Im Rahmen der unter kontrollierten Bedingungen durchgefiihrten Versuche in Gewachshaus
und Phytotron konnte gezeigt werden, dass der Rhizoctonia-Befall an Indikatorpflanzen mit
der Einarbeitung der Erntereste von Wirtspflanzen, mit zunehmender Temperatur und
Bodenfeuchte sowie bei erhéhter Bodenverdichtung steigt. Auf3erdem konnte in zahlreichen
Versuchen im Laufe des Projektes gezeigt werden, dass das Nachstellen von Umweltfaktoren
unter kontrollierten Bedingungen mdoglich ist. Die Versuche unter kontrollierten Bedingungen
haben den grofRen Vorteil, dass sie gegenuber Feldversuchen unabhéngig von der jéhrlich
schwankenden Witterung sind. Zudem konnen weitere Effekte und Einflusse auf die
Versuchsbedingungen wie beispielsweise Wildschaden oder groRe Populationen an
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Antagonisten, die eine erfolgreiche Inokulation mit R. solani verhindern kdénnen,
ausgeschlossen werden. Fur die Produktion von praxisrelevanten Forschungsergebnissen
bleibt jedoch immer die Kombination mit Feldversuchen die erste Wahl. Die Erkenntnisse
dieser Tastversuche bieten zuklnftig die Mdglichkeit, noch weitere Einflussfaktoren auf das
Rhizoctonia-Bodeninokulum zu untersuchen.

3.3 Feldversuch zum Einfluss der Fruchtfolge (TP4)

Die Zielsetzung von TP4 (Feldversuch in Haardorf) war die Untersuchung des Einflusses von
Energie- und Eiweil3pflanzen wie Mais, Sorghumhirse und Sojabohne in der Fruchtfolge mit
Zuckerriben auf das Bodeninokulum von R. solani sowie auf das Auftreten der Spaten
Rubenfaule. Die Anlage der Feldversuche sowie die ackerbaulichen Vorbehandlungen wurden
wie geplant 2013 durch die ARGE Regensburg durchgefuhrt. Auch die Durchfihrung der
Versuche in den Jahren 2014 und 2015 verlief planmafig.

3.3.1 R. solani AG2-21lIB Befall an den einzelnen Kulturpflanzen

Es zeigte sich in allen drei Versuchsjahren, dass Mais, Sorghumhirse und Sojabohne
Wirtspflanzen fur R. solani AG2-2 sind. Weiterhin zeigte sich, dass Rhizoctonia an
Sorghumhirse dieselben Symptome wie an Mais hervorruft: dunkelbraune Nekrosen an
Wurzeln, die mit drastischen Verlusten von Wurzelmasse einhergehen und langfristig zu
einem lagernden Bestand fuihren kénnen (Abb. 30A). Ein weiteres gemeinsames Merkmal war
der typische Rhizoctonia-Augenfleck, eine ovale, scharf abgegrenzte, dunkelbraune Nekrose
an der Stangelbasis von Mais und Sorghumhirse (Abb. 30B). An der Sojabohne konnte 2013
kein Befall bonitiert werden, da der Bestand durch Wildverbiss stark dezimiert wurde. Eine
erfolgreiche Wildabwehr durch die ARGE Regensburg in 2014 erméglichte eine Bonitur der
Sojapflanzen. Die Sojapflanzen zeigten bei der Abschlussbonitur im September zunéchst
hauptsachlich dunkelbraune Lasionen und Nekrosen am Hypokotyl (Abb. 30C). R. solani
AG2-2llIB lie3 sich eindeutig Uber die Koch'schen Postulate sowie mittels PCR als Erreger
dieser Symptome nachweisen (Abb. 31). Das Wachstum der Sojapflanzen (und damit auch
der Ertrag) wurden durch den spéten Befall mit R. solani in diesem Jahr nicht beeintrachtigt.
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Abbildung 30: Mais, Sorghumhirse und Sojabohne sind Wirtspflanzen fir R. solani AG2-2. A Maisbestand im
Lager durch Befall mit R. solani B Wurzelfaule und typischer Rhizoctonia-Augenfleck an Sorghumhirse C
Wurzelmasseverlust und dunkelrote Nekrosen am Hypokotyl von Soja.
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Im Jahr 2015 war bereits zum ersten Boniturtermin der Kulturpflanzen im Juli Befall an Soja
sichtbar. In diesem Jahr waren zusatzlich zu den Symptomen am Hypokotyl Wurzelnekrosen,
die mit Wurzelmasseverlust einhergingen, beobachtbar. Inokulierte und natirliche Bereiche
unterschieden sich eindeutig im Befallsniveau, dennoch hatte der Befall an Soja keine
Auswirkungen auf den Ertrag. Dagegen war der Befall an Mais und Sorghumhirse in einigen
Jahren, beispielsweise 2014 mit Ertragsunterschieden von 5,1 t/ha bei Mais und 3,8 t/ha bei
Sorghumhirse, signifikant ertragswirksam war (siehe Abschlussbericht der ARGE
Regensburg).

Abbildung 31: Nachweis von R. solani AG2-2IIIB als Erreger der Schadsymptome an Soja.

Zusatzlich zu den identischen Symptomen an Mais und Sorghumhirse und den
Ertragsverlusten, lag auch das Befallsniveau der beiden Kulturpflanzen in allen drei Jahren im
gleichen Bereich (Abb. 32). Fur die jahresibergreifende Ergebnisauswertung wurden die
Ergebnisse der Endbonitur im September verwendet, da statistische Analysen zeigten, dass
sich die Boniturdaten hier am stéarksten differenzierten und somit die untersuchten
ackerbaulichen MalRBhahmen am besten unterscheiden konnten. Der mittlere
Oberflachenbefall aller Mais- und Sorghumhirse-Pflanzen lag im inokulierten Bereich 2013 bei
75%-80% und im Jahr 2014 im Bereich von 60%, also im Vergleich zum Vorjahr etwas
geringer. In 2015 lag der mittlere Rhizoctonia-Oberflachenbefall von Mais und Hirse bei der
Abschlussbonitur im Bereich von 62%-70%. Die Unterschiede zwischen inokulierten und
natlrlichen Parzellen waren immer noch deutlich. Beispielsweise lag der mittlere Mais-
Oberflachenbefall im August bei 20% in naturlichen Parzellen, bei 60% in inokulierten
Parzellen. Der Rhizoctonia-Befall an Mais und Sorghumhirse zeigte sich in allen drei Jahren
relativ konstant, es war ein klarer Unterschied zwischen inokulierten und nattrlichen Parzellen
erkennbar und der Befall war offensichtlich weniger beeinflusst von Jahreseffekten wie der
Befall an Zuckerriben (Abb. 33).
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Abbildung 32: Mais und Sorghumhirse zeigen in allen drei Versuchsjahren (2013, 2014, 2015) ein gleich hohes
Befallsniveau. Inokulierte (rote Balken) und nicht inokulierte (griine Balken) Feldbereiche unterschieden sich
deutlich. Mittlerer Oberflachenbefall in % zur Endbonitur im September (n=40).

Bei der Darstellung der Zuckerriiben-Boniturdaten wurden, wie auch bei den Ergebnissen von
Mais und Sorghumhirse, die Ergebnisse der letzten Zeiternte verwendet (September), da hier
ebenfalls die stéarksten Befallsunterschiede auftraten und diese Riben zudem auch fur die
Bestimmung der Ertrdge und des bereinigten Zuckerertrags (BZE) verwendet wurden. Die
Ertrags- und BZE-Daten der Zuckerriben sind ausfuhrlich im Abschlussbericht der ARGE
Regensburg aufgefihrt.
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Abbildung 33: Mittlerer Oberflachenbefall an der Zuckerriibe in % zur Endbonitur im September in allen drei
Versuchsjahren (in 2013 und 2015: n=200, in 2014: n=160).

In Abbildung 33 wird sichtbar, dass die Schadauspragung an der Zuckerrilbe deutlichen
Jahreseffekten unterliegt. Generell stieg der mittlere Oberflachenbefall in allen Jahren nicht
Uber 40%. In den Jahren 2013 und 2015, mit fir Rhizoctonia-Befall geeigneter Witterung, lag
der mittlere Oberflachenbefall bei 35%-39%. Im Jahr 2014 trat mit einem mittleren
Oberflachenbefall unter 10% quasi kein Befall an Zuckerriiben auf und inokulierte Parzellen
unterschieden sich nicht von natirlichen Parzellen. Sehr vereinzelt traten in Parzellen mit
Vorfrucht Sorghumhirse befallene Riben auf. In 2014 war es im Mai und Juni sehr trocken,
sodass es vermutlich zu keiner Ausbreitung bzw. Initiierung des Bodeninokulums kam (Abb.
34A). Im Juli und August gab es dann zwar reichlich Niederschlage, aber die Temperaturen
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waren fur diese Jahreszeit sehr kihl (siehe Winterjacke im August in Abb. 34B), sodass auch
hier keine geeigneten Bedingungen fur Rhizoctonia-Befall vorhanden waren.

Abbildung 34: Witterung 2014: A Trockenheit im Mai und Juni. B feuchte und kiihle Witterung im Juli und August

In 2015 hingegen kam es bereits im Mai und Juni durch feucht-warme Witterung zu
Totalausfallen bei den Indikatorpflanzen Ackerbohnen mit 100% Oberflachenbefall (Abb. 35
A+B). Der starke Rhizoctonia-Befall, der sich im Juni nesterweise Uber der Versuchsflache
auszubreiten begann, wurde durch die Dirre und Hitze im Juli und August abgestoppt. Bereits
befallene Zuckerriiben verfaulten nach dem friihen Befall vollstdndig Uber den Sommer auf
dem Feld und wurden bei der Ribenernte nicht vom Roder erfasst, weshalb sie bei der
Rubenwertminderungs-Bonitur in der Fabrik (Stdzucker Plattling) ebenfalls nicht registriert
wurden.

Abbildung 35: Witterung 2015: A+B Feuchte und warme Witterung im Mai und Juni fiihren bereits am Anfang
der Vegetationsperiode zu Totalausféllen bei den Indikatorpflanzen mit 100% Wurzeloberflachenbefall.

3.3.2 Direkte Wirkung auf den Befall an Indikatorpflanzen

Die Indikatorpflanzen, die zwischen die Mais-, Sorghumhirse-, Soja- und Winterweizen-
Parzellen geséat wurden, lieBen sich jeweils nach circa vier Wochen gut bonitieren und
bildeten die Rhizoctonia-Inokulumdichte im Boden Uber alle drei Versuchsjahre hinweg gut ab.
Sie waren insbesondere dort hilfreich, wo sich der Wurzelschaden der angebauten Frucht
nicht ausreichend zwischen den verschiedenen Versuchsvarianten differenzierte, wie das
teilweise bei Soja der Fall war. Im Jahr 2013 reagierten die Indikatorpflanzen sehr stark auf
die im Marz vorangegangene Inokulation und wiesen im Juli in allen Parzellen Werte im
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Bereich von 50% Oberflachenbefall auf. In Mais, Hirse und Soja zeigten in den Folgemonaten
August und September die Werte durchschnittlich 80% Wurzeloberflachenbefall an. Nur bei
den Sommerweizenparzellen sank der Befall auf 30% Wurzeloberflachenbefall ab. In 2014
lagen die durchschnittlichen Befallswerte tber die drei Boniturtermine im Bereich 60% - 90%
Oberflachenbefall in den inokulierten Mais-, Hirse- und Soja-Parzellen. Im Winterweizen
blieben die Boniturwerte der Ackerbohnen konstant bei unter 25% durchschnittichem Befall
(Abb. 36).
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Abbildung 36: Indikatorpflanzen (Ackerbohnen): befallene Wurzeloberflache in % bei den Bonituren im Juli,
August und September. In Weizen-Parzellen in allen drei Jahren 30 — 60% weniger Oberflachenbefall als in Mais-,
Hirse- und Soja-Parzellen mit mittleren Befallswerten bis 90% Oberflachenbefall.

Im starken Befallsjahr 2015 stiegen die Wurzelboniturwerte bereits im Juli in den inokulierten
Mais-, Hirse- und Soja-Parzellen auf einen mittleren Oberflachenbefall von 80%-95%, mit
zahlreichen durch R. solani-Befall abgestorbenen Indikatorpflanzen. Im August und
September waren alle Ackerbohnen abgestorben (Wurzeloberflachenbefall 100%). Nur in den
Weizenparzellen bleib der Befall, wie schon in den Vorjahren, um 20%-40% geringer als in
Mais-, Hirse- und Sojaparzellen. Im Juli lagen die mittleren Befallswerte in Weizenparzellen
bei 32% Oberflachenbefall. Es ist davon auszugehen, dass das Rhizoctonia-Bodeninokulum
durch Anwesenheit einer Wirtspflanze (Mais, Hirse, Soja) in seinem Wachstum induziert wird,
wohingegen es in Weizenparzellen offensichtlich weniger aktiviert oder wie in 2013
beobachtet wurde, sogar in der Kultur reduziert, wird.

3.3.3 Vorfruchtwirkung auf den Befall an Indikatorpflanzen

Auch die Indikatorpflanzen, die zwischen die Zuckerriiben-Parzellen gesat wurden, lief3en sich
jeweils nach vier Wochen gut bonitieren und bildeten die Rhizoctonia-Inokulumdichte im
Boden Uber alle drei Versuchsjahre hinweg gut ab. Vorfruchtwirkungen waren in den Jahren
2014 und 2015 beobachtbar (im ersten Versuchsjahr 2013 gab es noch keine
Vorfruchtwirkung, da die Flache erst im Marz dieses Jahres inokuliert und bestellt wurde).
Auffallig war in beiden Jahren, dass die Unterschiede zwischen den Kulturpflanzen in der
Vorfruchtwirkung nicht so deutlich waren wie bei der in 3.3.2 beschriebenen direkten Wirkung
in der jeweiligen Kulturpflanze. In 2014 war, aufgrund der Dbereits angesprochenen
Witterungsbedingungen, an den Zuckerriben nahezu kein Befall zu bonitieren, die
Indikatorpflanzen (mit deutlich feinerem Wurzelsystem!) zeigten dennoch mittlere Befallswerte
von 80% fir die Vorfrichte Mais und Hirse und fir Weizen und Soja Werte im Bereich von
60% Oberflachenbefall (Abb. 37). In Zuckerriiben-Parzellen mit Weizen als Vorfrucht war der
Rhizoctonia-Befall ca. 20 % geringer als in den Parzellen, in denen im Vorjahr (2013) Mais
und Hirse angebaut wurde und in denen der hdchste Befall durch Rhizoctonia zu verzeichnen
war. In 2015 zeigten die Ackerbohnen bereits im Juli in inokulierten Parzellen mit Mais, Hirse
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und Soja als Vorfrucht einen mittleren Oberflachenbefall von tber 80%. Im August war der
GrofRdteil der Ackerbohnen abgestorben. In den Weizen-Parzellen hingegen lag der
Indikatorpflanzenbefall im Juli bei 30%, im August bei unter 50%. Selbst in nicht-inokulierten
Feldbereichen stiegen in Jahr 2015 die Befallswerte in Parzellen mit Mais und Hirse im
Vorjahr auf 75%-80%, mit Soja auf durchschnittlich 60% und mit Weizen auf 50% an (Abb.
37).
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Abbildung 37: Indikatorpflanzen (Ackerbohnen): befallene Wurzeloberflache in % bei den Bonituren im Juli,
August und September. Links inokulierter Bereich im Jahr 2014, rechts nicht inokulierter Bereich im Jahr 2015.
Hochste Rhizoctonia-Befallswerte in Parzellen mit Mais und Hirse im Vorjahr.

Bei Soja scheint es demnach einen Unterschied zwischen der Vorfruchtwirkung und der
direkten Wirkung auf R. solani im Boden zu geben. Bei der direkten Wirkung auf das
Rhizoctonia-Bodeninokulum verhalt sich Soja als Wirtspflanze wie Mais und Hirse, eindeutig
Rhizoctonia fordernd. Als Vorfrucht jedoch scheint Soja keine so stark fordernde Wirkung wie
Mais und Hirse zu haben, sondern gliedert sich eher im Bereich Weizen ein. Dies kdnnte
beispielsweise mit der eiweiRreicheren Zusammensetzung der Abbauprodukte von Soja und
den dabei involvierten Mikroorganismen sowie den Knoéllchenbakterien an den Sojawurzeln
zusammenhangen. Um diese Beobachtungen der Vorfruchtwirkung von Soja auf das
Rhizoctonia-Inokulumpotential jedoch tatsachlich stichhaltig begrinden zu koénnen, sind
weitere Untersuchungen nétig, da in unserem Feldversuch in den Jahren 2013 und 2015 die
Sojaparzellen, wie bereits erwahnt (Wildverbiss), nur eingeschrankt auswertbar waren und
dadurch keine sicheren Ergebnisse aus mehreren Jahren vorliegen.

3.3.4 Vorfruchtwirkung auf den Befall an Zuckerriben

Wie bereits bei der Vorfruchtwirkung auf den Befall an Indikatorpflanzen erwéahnt, liegen zur
Vorfruchtwirkung auf den Befall an Zuckerriibe ebenfalls versuchsbedingt Ergebnisse aus
zwei Jahren (2014 und 2015) vor. Da im Jahr 2014 kein Befall an Zuckerriiben auftrat, wurden
in erster Linie die Schadbonituren aus 2015 ausgewertet. Der Befall der Zuckerriibe lag 2014
durchschnittlich unter 10 % (Abb. 38) und es gab keine Ertragsunterschiede zwischen
naturlichen und inokulierten Parzellen. Vereinzelt traten Symptome durch Rhizoctonia in den
inokulierten Ribenparzellen auf. Auffallig war, dass es sich dabei um die Parzellen handelte,
in denen 2013 Hirse stand.
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Abbildung 38: Schadbonituren an der Zuckerribe im Juli, August und September 2014 in natirlichen und
inokulierten Parzellen mit unter 10% Oberflachenbefall durch R. solani.

In 2015 wurden auf unserer Versuchsflache (Haardorf I) hohe Rhizoctonia-Befallswerte an
Zuckerriiben verzeichnet. Im nicht-inokulierten Bereich zeigten die Parzellen mit Mais und
Hirse als Vorfrucht mit 30% mittlerem Oberflachenbefall den stéarksten Befall an Zuckerriben.
In Parzellen mit Weizen und Soja als Vorfrucht zeigte sich an den Zuckerriben weniger
Oberflachenbefall mit durchschnittlich 15% (Abb. 39). Der Eindruck der Ackerbohnen-Bonitur
(siehe Abb. 37), bei der die Vorfriichte Mais und Hirse als Rhizoctonia férdernd auftraten und
Soja sich bei einem deutlich niedrigeren Befallsniveau im Bereich der Nichtwirtspflanze
Weizen ansiedelte, bestatigte sich und zeigte sich bei der Zuckerriiben-Bonitur verstarkt.
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Abbildung 39: Schadbonituren an der Zuckerribe im Juli, August und September 2015 in nicht-inokulierten
Parzellen in Oberflachenbefall in %. Hohere Befallswerte in Parzellen mit Mais und Hirse als Vorfrucht.

Im inokulierten Teil des Feldes waren der Befall und die Nesterbildung so stark, dass keine
Unterschiede zwischen den Vorfrichten mehr beobachtet werden konnten. Auf3erdem wurde
bei detaillierter Betrachtung der Inokulumwerte mit dem Quinoa-gPCR-Test und des Befalls
an der Zuckerribe 2013 festgestellt, dass die untere Feldhalfte (Feldhalfte B) einen
heterogenen Ausgangsbefall aufwies (Abb. 40). Es muss davon ausgegangen werden, dass
Versuchsflachen niemals vollstandig homogen sind, dennoch sollte der Ausgangsbefall bzw.
die Inokulumverteilung im Boden nicht aul3er Acht gelassen werden.
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Quinoa-qPCR Test Mai
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Abbildung 40: Inokulumpotentialmessung mit dem Quinoa-qPCR-Test im Mai 2013. Heterogener R. solani-
Ausgangsbesatz im inokulierten Bereich auf Feldhalfte B (unten) der Versuchsflache 2013.

Die bei den Inokulumpotential-Messungen im Mai 2013, drei Monate nach der kinstlichen
Inokulation der Versuchsflache, auffalligen Parzellen (z.B. Parzelle 45, 50, 58, 59), fielen
erneut bereits im Juli bei der ersten Bonitur der Zuckerriben auf. Im Juli 2013 gab es, wie fir
die Spate Riubenfaule typisch, noch keinen Rhizoctonia-Befall an Zuckeriben, aulRer in den
Parzellen 45, 50, 51 und 58 (Abb. 41). Bei den Parzellen 45 und 50 handelt es sich um
Parzellen, auf denen im Folgejahr Weizen angebaut werden sollte.

Zuckerriibe / 1.ZE 25.07.2013

62 63 64 65 66 67 68 69 70 71

53 54 55 56 57 - 58 60 61 62
" i} - " i ® i} -Z

33 34 35 36 37 38 39 40 41 42

Legende: [N iber60% 35%-60% 10%-35% unter 10% Oberflichenbefall ZR

Abbildung 41: Erste, frihe Zuckerriibenbonitur im Juli 2013. Die Flachen waren, bis auf die bereits im Mai 2013
auffalligen Parzellen 45, 50, 51 und 58, noch weitestgehend Rhizoctonia befallsfrei.

Die Zuckerriiben-Endbonitur im September 2013, bestatigte erneut den oben beschriebenen
Eindruck der Versuchsflache und zeigte zuséatzlich, dass sich die Rhizoctonia-Befallsnester
um die jeweiligen Problemparzellen 45, 50 und 58 ausgebreitet hatten (Abb. 42). AuBerdem
war auffallig, dass es sich dabei um die Parzellen handelte, die bereits im Mai bei der
Untersuchung mit dem Quinoa-gPCR-Test im Bereich von tuber 35 CFU/kg Boden lagen (vgl.
Abb. 40 und Abb. 42). Es konnte demnach mit dem Quinoa-qPCR-Test eine ungeféhre
.Vvorhersage“ des Befalls der Zuckerriiben im September gemacht werden.
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Zuckerriibe / 3.ZE 17.09.2013
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Abbildung 42: Zuckerribenendbonitur im September 2013. Um die bereits im Mai 2013 auffalligen Parzellen 45,
50 und 58 breitete sich R. solani aus. Der Quinoa-gPCR-Test im Mai 2013 ermdglichte eine ungefahre
Vorhersage des zukiinftigen Befalls.

Im Jahr 2015 wurde erneut Zuckerriibe auf dieser Feldhalfte angebaut und es zeigte sich in
diesem starken Befallsjahr bereits im Juli auf den ,Problem®“-Parzellen 45 mit 57% und 50 mit
38% ein deutlich erhdhter Befall. Das Inokulumpotential wurde demnach auf diesen zwei
Parzellen, trotz Weizenanbau im Jahr 2014, nicht reduziert. Dahingegen waren die
Rhizoctonia-Nester im Bereich von Parzelle 58 und 59 aus dem Jahr 2013, zwei Jahre spéater
(2015), nicht mehr vorhanden. Hier lagen die Werte der Juli-Bonitur bei 11% und 15%
Oberflachenbefall.

3.3.5 Anderungen des R. solani-Bodeninokulumpotentials erfasst mit der Quinoa-
gqPCR-Methode

In allen drei Versuchsjahren wurde das Rhizoctonia-Bodeninokulum erfolgreich Uber die
ganze Vegetationsperiode mit der Quinoa-gPCR-Methode nachverfolgt. Vor Mai war prinzipiell
keine Inokulumtatigkeit nachweisbar bzw. bei der Beprobung im April war in allen Jahren noch
kein Rhizoctonia-Inokulum in relevanten Mengen aktiv. In 2013 bestatigte der Quinoa-qPCR-
Test den Erfolg der Inokulation, aber zeigte auch, wie bereits in 3.3.4 vorgestellt, dass die
Bodenkonzentrationen von R. solani AG2-2 von Parzelle zu Parzelle stark schwanken
kénnen. Die Ergebnisse des Quinoa-gPCR-Tests 2013 (Mai/Juni-Messung sowie September-
Messung) korrelierten gut mit den Indikatorpflanzen-Boniturwerten. Wie erwartet konnte tber
die Vegetationsperiode hinweg ein genereller Anstieg der Rhizoctonia-Bodenkonzentration in
den naturbelassenen Parzellen festgestellt werden. In den inokulierten Parzellen hingegen
zeigten sich deutliche kulturabhéngige Unterschiede. Wahrend sich das Bodeninokulum bei
den Mais- und bei den Hirse-Parzellen zwischen Juni und September leicht erhohte,
verringerte es sich bei den Sojabohnen- und Weizen-Parzellen (Abb. 43).

Auch 2014 stimmten die Ergebnisse der beiden Quantifizierungsmethoden
(Indikatorpflanzenmethode und Quinoa-qPCR-Test) sowohl im Fall der Vorfruchtwirkung als
auch fur die direkte Wirkung der Kulturpflanzen in der Zuckerribenfruchtfolge tberein. Die
hochsten R. solani-Inokulumwerte traten in Parzellen auf, in denen Mais und Sorghumhirse
angebaut wurde. Generell war in diesem Jahr das Inokulumpotential, das nicht tber 15
CFU/kg Boden anstieg, witterungsbedingt in einem sehr niedrigen Bereich (Abb. 43).

In 2015 stieg das Inokulumpotential bereits im feucht-warmen Frihsommer (Mai/Juni) deutlich
an und erreichte im September Werte zwischen 25 CFU/kg und 40 CFU/kg, was den Werten
von 2013 direkt nach der Inokulation gleichkommt. Nur in den Weizenparzellen (der oberen
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Feldhalfte, direkte Wirkung 2015) sank das Inokulumpotential unter 5 CFU/kg Boden ab (Abb.
43). Es war demnach, abgesehen von den Nichtwirtsparzellen mit Weizen, keine bzw. nur
eine minimale Absenkung des Inokulums, nach der einmaligen Inokulation Anfang 2013, Uber
die drei Versuchsjahre beobachtbar. Der extrem steile Anstieg des Kurvenverlaufs 2015 fir
Soja (grune Linie) ist nur bedingt interpretierbar, da in diesem Jahr die Sojaparzellen mit
einem Vlies als letzte Notfallmalnahme gegen den bereits fortschreitenden Wildverbiss,
abgedeckt wurden, was das Mikroklima innerhalb der Parzellen stark verandert. Es ist nicht
geklart, wie stark das veranderte, feucht-warme Klima unter der Vliesabdeckung das
Rhizoctonia-Inokulumpotential ansteigen lie@ und wie grof3 tatsachlich der Einfluss des
Sojaanbaus war. Ein eindeutiges Ergebnis des dreijahrigen Monitorings ist, dass das R.
solani-Bodeninokulum in den Weizen-Parzellen auf der oberen Feldhéalfte unter 17 CFU/kg
Boden blieb. In Mais- und Sorghumhirse-Parzellen hingegen kam es zu einer Anreicherung
des R. solani AG2-2 Bodeninokulums mit Werten tber 35 CFU/kg Boden (Abb. 43). In
Abbildung 43 sind die Ergebnisse der oberen Feldhalfte (Feldhalfte A) mit allen
Beprobungsterminen pro Jahr (2013: Juni, September; 2014: April, Mai (sehr trocken!), Juli,
September; 2015: Mai, Juli, September) gezeigt.
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Abbildung 43: Monitoring des R. solani-Bodeninokulums tber drei Jahre (Quinoa-gPCR Methode), Ergebnisse
der oberen Feldhélfte (Feldhalfte A) mit den verschiedenen Kulturpflanzen in 2013 und 2015 und der Zuckerribe in
2014. Das Bodeninokulum in Weizen-Parzellen bleibt unter 17 CFU/kg Boden. In Mais-, Hirse- und Soja-Parzellen
reichert sich das R. solani Inokulum bis auf 40 CFU/kg Boden an.

Im natirlichen Bereich der Feldhalfte A, ohne kinstliche Inokulation mit Rhizoctonia-
Gersteninokulum, blieben die Inokulumkonzentrationen in allen drei Jahren unter 10 CFU/kg
Boden. In Mais- und Hirse-Parzellen stieg das Inokulum vereinzelt, im September 2013, 2014
und 2015 tber 5 CFU/kg Boden an, die Weizenparzellen lagen stets an der Detektionsgrenze
der Methode mit 1 CFU/kg Boden.
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In der Feldhalfte B (mit 2013 und 2015 Zuckerribe, 2014 die vier verschiedenen
Kulturpflanzen) waren im naturlichen Bereich ebenfalls nur vereinzelte Spitzen im dreijahrigen
Inokulumpotential-Verlauf erkennbar. Auffallig waren die erhéhten Bodeninokulumwerte in
2015 in Zuckerriben-Parzellen, in denen im Vorjahr Mais und Hirse angebaut wurden. Im
inokulierten Bereich fielen die Anfangswerte nach der kinstlichen Inokulation in 2013 von 20-
40 CFU/kg Boden auf unter 20 CFU/kg Boden in 2014. Sie stiegen dann jedoch 2015 auf
Hochstwerte bis 65 CFU/kg an. Aufgrund der seit Beginn des Versuchs vorhandenen und
bereits ausfuhrlich beschriebenen Nester in Weizenparzellen lagen die Inokulumwerte in den
Zuckerriben-Parzellen mit Weizen als Vorfrucht besonders hoch (z.B. 60 CFU/kg im Juli
2015).

Ein abschlieBender Vergleich der beiden Boniturergebnisse (Zuckerriiben- und
Indikatorpflanzenbonitur) mit den Ergebnissen des Quinoa-gPCR Tests zeigte 2015 die
Ubereinstimmung aller drei Methoden in einem GroRteil der Parzellen, sowohl in inokulierten
(rot und hellrot), als auch in nicht-inokulierten Feldbereichen (griin und orange) (Abb. 44).
Hierbei wurden alle Werte auf vier Schadklassen reduziert: Dunkelrot bzw. im nicht
inokulierten Bereich Orange markiert sind Parzellen, die lUber 75% Oberflachenbefall an
Ackerbohnen und ulber 25% Oberflachenbefall an Zuckerriben aufweisen und alle gPCR-
Werte unter Ct 27 (bzw. Giber 29 CFU/kg Boden).
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Abbildung 44: Vergleich der Quinoa-qPCR-Werte mit der Zuckerriiben-Bonitur und der Ackerbohnen-Bonitur in
2015.

Im nicht-inokulierten Bereich (aufRen) treten die Mais- und Hirse-Parzellen durch erhdhten
Befall hervor. Im inokulierten Bereich zeigt sich der schon beschriebene, ganzflachig sehr
hohe Befall im Jahr 2015.

3.3.6 Erganzung: Mais nach Triticale (Biogas-Fruchtfolge)

Auf Feldhélfte B (unterer Teil) wurde 2014 zusétzlich zu den in allen drei Jahren angebauten
Kulturpflanzen, die Variante Mais nach Triticale, als Beispiel einer typischen Biogas-
Fruchtfolge mit Zuckerribe, angebaut. Die Auswertungen zur Vorfruchtwirkung zeigten, dass
der R. solani-Befall sowohl an Indikatorpflanzen als auch an Zuckerriiben 2015 im Vergleich
zu Mais ohne Triticale und Sorghumhirse etwas vermindert wurde, wenn auch nicht statistisch
absicherbar. Dies gilt sowohl fir die natirlichen Feldbereiche mit mittleren Befallswerten im
August von 70%-75% in Mais- und Hirse-Parzellen und 50% in Mais- nach Triticale-Parzellen
(Abb. 45A), als auch fur die inokulierten Bereiche mit Differenzen von durchschnittlich 10%-
15% Oberflachenbefall im Juli und August 2015 (Abb. 45B).
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Vorfruchteffekt auf R. solani Befall an Indikatorpflanze Ackerbohne

A 120 - B 120 -
_ 100 - 100 - -|-
y [ T
o 80 - © 80 -
5] Mais '8 T Mais
< 9]
e 60 7 W Hirse G 60 - M Hirse
T i
[ - . . L . .
L 40 T M Trit Mais o 40 - ®m Trit Mais
[®) o
o o
<20 X 20 A

O = O T

Juli August Juli August

Abbildung 45: Schadbonituren 2015 an der Indikatorpflanze Ackerbohne in % Oberflachenbefall mit den
Vorfrichten Mais (gelbe Balken), Sorghumhirse (rote Balken) und Mais nach Triticale (blaue Balken) A im
natlrlichen Bereich und B im inokulierten Bereich der Feldhélfte B (unten).

Auch in der Folgekultur Zuckerriibe zeigte sich im August 2015 im inokulierten Bereich ein
deutlicher Befallsunterschied mit bis zu 45% mittlerem Oberflachenbefall in Mais-Parzellen
ohne Triticale und 30% in Parzellen mit Mais nach Triticale (Abb. 46).

Vorfruchteffekt auf R. solani Befall an Zuckerribe
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Abbildung 46: Schadbonituren 2015 an Zuckerriibe in % Oberflachenbefall mit den Vorfriichten Mais (gelbe
Balken), Sorghumhirse (rote Balken) und Mais nach Triticale (blaue Balken) im inokulierten Bereich der Feldhalfte
B (unten).

Diese einjahrigen Ergebnisse zeigen, dass der Anbau von Triticale (Nichtwirtspflanze wie
Weizen) in der Fruchtfolge mit Mais und Zuckerriibe zu einem weniger starken Befall der
Folgekultur mit Rhizoctonia fihren konnte. Fir eine dahingehend sichere Aussage musste der
Feldversuch jedoch zunachst mehrjahrig wiederholt werden.
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3.4 Voraussichtlicher Nutzen und Verwertbarkeit der Ergebnisse

Die Ergebnisse des Forschungsprojekts ,Integrierte Kontrollstrategien gegen die Spate
Rubenfaule (Rhizoctonia solani AG2-2) der Zuckerribe® sind in vielfaltiger Weise fir den
Praktiker sowie aus wissenschatftlicher Sicht nitzlich und verwertbar. Neben wertvollen
Erkenntnissen  zur  Populationsdynamik  bzw. zu den  Veranderungen des
Bodeninokulumpotentials von R. solani durch zahlreiche Einflussfaktoren (Fruchtfolge,
Umweltbedingungen etc.) sowie den Erkenntnissen zur Anfalligkeit und Befallsentstehung an
Zuckerriben und anderen wichtigen Wirtspflanzen von R. solani AG2-2 (z.B. Mais,
Sorghumhirse,  Sojabohne), wurde das Methodenrepertoire  fir Feld- und
Gewdachshausversuche in  beachtlichem Umfang ausgebaut. So wurden die
Indikatorpflanzenmethode und der Quinoa-gPCR-Test sowohl in zahlreichen Versuchen unter
kontrollierten Bedingungen in Gewachshaus und Phytotron als auch routinemafig zum
Monitoring des R. solani-Inokulumpotentials auf dem Feld eingesetzt (Abb. 47). Mit dem
Quinoa-gPCR-Test steht nun erstmals eine zuverlassige und dulRerst sensitive, molekulare
Quantifizierungsmethode zur Verfiigung, die es erlaubt, das Inokulumpotential von R. solani
auch auf Praxisschlagen der Ribenanbauer zu erfassen und das unter Einbeziehung von
Witterungsparametern eine Risikoabschatzung ermdglichen kénnte. Dies soll innerhalb eines
neuen Rhizoctonia-Folgeprojektes untersucht und die Eignung des Tests zur kommerziellen
Nutzung (durch den Bodengesundheitsdienst) gepruft werden. Weiterhin soll das erarbeitete
Wissen und Methodenspektrum genutzt werden, um beispielsweise in weiteren
Feldversuchen den Einfluss von im Rahmen des Greenings der neuen EU-Agrarreform
verstarkt angebauten Zwischenfriichte auf die Spate Ribenfaule zu untersuchen.

Abbildung 47: Luftaufnahme der Feldhélfte A bzw. oberer Teil der Versuchsflache mit den verschiedenen
Kulturpflanzen 2015. Vollstéandig randomisierte Blockanlage in vier Wiederholungen.
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4 Zusammenfassung und Fazit

Im Rahmen des Forschungsprojektes ,Integrierte Kontrollstrategien gegen die Spate
Rubenfaule (Rhizoctonia solani AG2-2) der Zuckerriibe* wurden von 2013 bis 2016 zahlreiche
Faktoren, die den Befall mit dieser Ribenkrankheit auf dem Feld beeinflussen, untersucht und
bewertet. Das Forschungsprojekt war in insgesamt fuinf Teilprojekte untergliedert, die von der
Bayerischen Landesanstalt fur Landwirtschaft (LfL) in Freising, dem Institut far
Zuckerriibenforschung (IfZ) in Goéttingen und der ARGE Regensburg in unterschiedlichen
Anteilen bearbeitet wurden. Die von der LfL IPS3c betreuten Teilprojekte TP 2
(Quantifizierung  des  Rhizoctonia-Bodeninokulums), TP 3B  (Untersuchung  des
Zusammenhanges zwischen Bodendichte, Bodenfeuchte, infizierten Ernteresten und dem
Rhizoctonia-Bodeninokulum unter kontrollierten Bedingungen) und TP 4 (Untersuchung des
Einflusses neuer bzw. anderer landwirtschaftlich wichtiger Kulturen (wie Soja) auf das
Rhizoctonia-Bodeninokulum innerhalb von Zuckerriiben-Fruchtfolgen) wurden in allen drei
Versuchsjahren wie geplant durchgefihrt und termingerecht beendet. Innerhalb TP 2 konnte
die geplante Modelliberprifung mit dem Quinoa-qPCR-Test aufgrund des fehlenden
Vorhandenseins eines Risikomodells aus TP1 nicht durchgefiihrt werden. Neben
praxisrelevanten Erkenntnissen zu Fruchtfolge und Bodenbearbeitung wurde das Verstandnis
der Populationsdynamik des Erregers weiter vertieft und zudem mit einer spezifischen
molekularbiologischen Methode (Quinoa-qPCR-Test) ein Monitoring von Rhizoctonia-
Bodenkonzentrationen in Praxisschlagen durchgefiihrt. Da sich der Quinoa-gPCR-Test hierbei
als &uRlerst geeignet erwies, ist es das Ziel, diese Methode zuklnftig fur routinemé&Rige
Untersuchungen von Bdden auf R. solani AG2-2 zu etablieren. Auch ist das Verfahren sehr
gut geeignet, um die Auswirkungen von acker- und pflanzenbaulichen MalRhahmen auf die
Rhizoctonia-Konzentration im Boden unabhéangig von Witterungseinflissen schnell zu
ermitteln. An der Ubertragung der Methode auf andere Kulturen (z.B. Kartoffeln, Mais) sollte
intensiv gearbeitet werden.

Die Hauptergebnisse der bearbeiteten Teilprojekte kdénnen wie folgt zusammengefasst
werden:

Teilprojekt 2:

» Mit dem Quinoa-gPCR-Test und dem Indikatorpflanzentest wurde im gesamten
Projektzeitraum die Wirkung von acker-und pflanzenbaulichen MaRnahmen auf das
Rhizoctonia-Bodeninokulum sowohl auf dem Feld als auch unter kontrollierten
Bedingungen im Gewachshaus/Phytotron untersucht

» Die Quinoa-gPCR-Methode wurde fur den grof3flachigen Einsatz bei der Untersuchung
von Praxisflachen optimiert (h6heres Probenvolumen, hoherer Probendurchsatz etc.)

» Signifikante Korrelationen bei der Analyse der Risikoflachen-Beprobung bestatigen
den erfolgreichen Einsatz der Methode auf Praxisschlagen

Teilprojekt 3B:

» Methodik und Versuchsanstellung (Inokulationsmethode, optimale Inkubationsdauer,
Pflanzsubstrat) wurden optimiert

» Das R. solani AG2-2-Inokulumpotential steigt mit der Einarbeitung der Erntereste von
Wirtspflanzen (Bestatigung der Ergebnisse der Feldversuche), mit zunehmender
Temperatur, mit zunehmender Bodenfeuchte und bei erhéhter Bodenverdichtung

» Das Nachstellen von Umweltbedingungen unter kontrollierten Bedingungen ist méglich
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Teilprojekt 4:

Mais, Sorghumhirse und Sojabohne sind Wirtspflanzen fir R. solani AG2-2

Der Befall war an Mais und Sorghumbhirse ertragswirksam, an Sojabohne nicht

Das R. solani-Bodeninokulum blieb in den Weizen-Parzellen auf der oberen Feldhélfte
in allen drei Versuchsjahren unter 17 CFU/kg Boden

Das Forschungsprojekt ,Integrierte Kontrollstrategien gegen die Spate Rubenféaule der
Zuckerribe®“ lieferte in den Jahren 2013 bis 2016 wertvolle Ergebnisse und
Erkenntnisse, die als Beratungsgrundlagen fir Zuckerribenanbauer verwendet
werden kénnen. Insbesondere die Ergebnisse der TP 3 und 4 stellen Informationen zu
acker- und pflanzenbaulichen MaRnahmen bereit, die dem Landwirt helfen, seine
Produktionsablaufe zu optimieren, sodass das Auftreten der Spaten Rubenfaule
maoglichst minimiert werden kann (Tab. 2):

Tabelle 2: Gegenuberstellung von befallsférdernden und befallsmindernden Einflussfaktoren auf die Spate

Rubenfaule
Befallsfordernde Einflussfaktoren Befallsmindernde Einflussfaktoren
Haufiger Anbau von Zuckerriben, Haufiger Anbau von Weizen in der
Kdrnermais und Sorghumhirse auf einer Fruchtfolge mit Zuckerriiben

Flache

Sorgfaltige Zerkleinerung und

Unverrottetes organisches Material Einarbeitung organischer Substanz

Hohe Bodenfeuchte Trockene Witterung
Hohe Bodentemperatur (> 20°C) Niedrige Bodentemperaturen (< 20°C)
Bodenverdichtung und Staunasse Optimale Bodengare

» Der im Vorgangerprojekt entwickelte Quinoa-qPCR-Tests hat sich im gesamten

Projektzeitraum als verlassliche, schnelle und sehr sensitive Methode zur
Quantifizierung des R. solani AG2-2-Bodeninokulum in  Feld- und
Gewachshausversuchen bewdahrt (TP2). Zudem konnte die Methode dahingehend
optimiert werden (gréReres Probenvolumen, mechanisiertes Koderauslegen etc.), dass
ein Einsatz zur Untersuchung von grof3flachigen Praxisschlagen erméglicht wurde. Bei
einem bayernweiten Risikoflachen-Monitoring auf Zuckerribenschlagen zeigte sich,
dass der Quinoa-gPCR-Test Hochrisiko- von Niedrigrisiko-Flachen unterscheiden
kann. Aullerdem waren die Ergebnisse reproduzierbar und haben zudem mit
Befallsbonituren, die in Zusammenhang mit Witterungsanalysen ausgewertet wurden,
Uibereingestimmt.
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5 Gegenuberstellung der urspringlich geplanten zu den

tatsachlich erreichten Zielen

In Tabelle 3A+B sind die urspriinglich geplanten den tatséchlich erreichten Zielen gegen-
Ubergestellt, wobei auch auf offene und weiterfiihrende Fragestellungen hingewiesen wird.

Tabelle 3A: Gegentberstellung der urspriinglich geplanten zu den tatséchlich erreichten Zielen und offenen sowie
weiterfihrenden Fragestellungen (TP 1 und 3).

organischer
Bodensubstanz auf das
Rhizoctonia-
Bodeninokulumpotential.

zum Einfluss der Witterung und
Bodenstruktur ergaben, dass der
Rhizoctonia-Gehalt im Boden und
der Befall an Indikatorpflanzen mit
zunehmender Temperatur und
Bodenfeuchte sowie bei erhdhter
Bodenverdichtung stark ansteigen.

Offene und
TP | Urspringliche Ziele Erreichte Ziele weiterfuhrende
Fragestellungen
Einsatz der Methode zur Uber den gesamten Etablierung der Quinoa-
Analyse der Versuchszeitraum wurden die gPCR-Methode fur den
Veranderungen des Veranderungen des Rhizoctonia- routinemaRigen Einsatz zur
Rhizoctonia- Inokulumpotentials erfolgreich mit | Untersuchung von
Inokulumpotentials in dem Quinoa-qPCR-Test Bodenproben aus
diversen Versuchen. dokumentiert und anschlieRend Praxisschlagen (Probenahme
interpretiert (Feldversuche (TP4 im Herbst nach Ernte der
Optimierung der Quinoa- und TP3A), Vorfrucht— Anbau-
qPCR-Methode zur Phytotron/Gewéachshausversuchen | empfehlungen fir Landwirte)
Quantifizierung von R. (TP3B)). (u. A. im Interesse des
solani sowie Validierung Bodengesundheitsdienstes).
2 dieser Methode fiir den Zudem wurde ein grof3flachiges
Einsatz zur grof3flachigen | Monitoring zu Rhizoctonia- Einsatz der Methode fur
Erfassung von Konzentrationen in Zuckerriben- weitere wissenschaftliche
Rhizoctonia- Schlagen in Bayern durchgefihrt. Fragestellungen zu R. solani
Konzentrationen auf AG2-211IB.
Praxisschlagen. Da mittels des Modells in TP1
keine Risikoflachen identifiziert 3. Weiterentwicklung der
AuRerdem sollte der werden konnten, fand folglich auch | Methode fiir andere
Quinoa-qPCR-Test zur keine Uberwachung der Gebiete Kulturpflanzen (Mais,
Untersuchung und mit dem Quinoa-qgPCR-Test statt. | Kartoffel etc.).
Uberwachung R. solani-
gefahrdeter Risikogebiete
verwendet werden.
Tastversuche unter Es konnte gezeigt werden, dass Erkenntnisse der
kontrollierten durch die Einarbeitung von Tastversuche zur
Bedingungen zur Erntertckstanden von Mais, Versuchsdurchflhrung
Untersuchung des Zuckerriben und Sorghumhirse in | (optimale Inokulationsweise,
Einflusses von den Boden deutlich héhere Verwendung naturlicher
Umweltfaktoren wie Schéden durch R. solani auftraten, | Felderde etc.) bieten
Bodenfeuchte, als wenn Weizenstroh zukinftig die Méglichkeit,
3B | Bodendichte und eingearbeitet wurde. Die Versuche | noch weitere Einflussfaktoren

auf das Rhizoctonia-
Bodeninokulum zu
untersuchen.
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Tabelle 3B: Gegeniiberstellung der urspriinglich geplanten zu den tatséchlich erreichten Zielen und offenen sowie

weiterfihrenden Fragestellungen (TP 4).

Offene und weiterfihrende

Versuchszeitraum keine
nennenswerten
Auswirkungen auf den
Ertrag. AuRerdem wurde
festgestellt, dass der Befall
an Zuckerriben und der
Rhizoctonia-Gehalt im Boden
in den Varianten mit
Vorfrucht Mais oder
Sorghumhirse deutlich héher
als in Versuchsgliedern mit
Sojabohne oder Weizen
lagen.

TP | Urspringliche Ziele Erreichte Ziele
Fragestellungen
Untersuchung des Einflusses | Die Ergebnisse des Wie wirken sich andere
von Energie- und Feldversuchs zeigten in allen | Feldfriichte, z.B. die im Rahmen
EiweiRpflanzen wie Mais, drei Versuchsjahren, dass des EU-Greening-Programms
Sorghumhirse und neben Mais auch geforderten Zwischenfriichte
Sojabohne in der Fruchtfolge | Sorghumhirse und (wie Phacelia, Rauhafer,
mit Zuckerriben auf das Sojabohne Wirtspflanzen fiir | Olrettich, Ramtillkraut etc.), auf
Bodeninokulum von R. solani | den Erreger der Spaten das Rhizoctonia-
sowie das Auftreten der Rubenfaule sind. Sowohl an Inokulumpotential im Boden
Spaten Rubenfaule. Mais als auch an aus? Welche Zwischenfriichte
Sorghumhirse fuhrte sind fuir den Anbau in
Rhizoctonia zu signifikanten | Zuckerriiben-Fruchtfolgen
Ertragsverlusten. Bei empfehlenswert?
Sojabohne hatte der (Einsatz des eingeftihrten und
4 Rhizoctonia-Befall jedoch im | verlasslichen Methoden-

Repertoires fur weitere
Feldversuche).
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