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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Ein Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung und biologische Evaluierung einer Sensorik
zur Verbesserung der Prognose des Apfelschorfs. Als Grundlage fiir die Schorfprognose
dient nach dem Modell von Mills die Linge der Blattnissedauer in Abhingigkeit von
der Lufttemperatur. Es wurden mehrjihrige Vergleiche verschiedener kiuflicher
Blattnissesensoren durchgefithrt und in Zusammenarbeit mit der Firma THIES Clima
ein Sensor fiir Wasserbenetzung entwickelt. Der Vergleich der kiuflichen Sensoren
zeigte deutliche Unterschiede in der Anzeige der Nissedauer zwischen den
verschiedenen getesteten Sensoren. Die Eignung dieser Sensoren fiir die Prognose war
sehr verschieden. Der im Rahmen des Verbundprojektes entwickelte Sensor ist
zuverlissig, wetterfest, korrosionsbestindig und wartungsarm. Die einzelnen
Prototypen wurden nach der Evaluierung in der Klimakammer im Freiland getestet
und die Einstellungen anhand von Bioassays auf ihre Eignung zur Prognose tiberpriift.
Der marktreife Prototyp kann ohne weitere Modellierung zur Erfassung der Blattnisse

von Apfelblittern in die Prognose eingebunden werden.

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Zusammenhinge der diurnalen
Rhythmik der Sporenausschleuderung von Venturia inaequalis zu untersuchen. Im
Freiland wurden die Ascosporenfliige unter natiirlichen Bedingungen und mit Stérlicht
registriert. Im Labor wurde der Sporenausstofy unter dem Einfluss der
Beleuchtungsstirke und Wellenlingen-Zusammensetzung untersucht. Sowohl im
Freiland als auch im Labor konnte eine Aufhebung der Dunkelhemmung des
Sporenausstofles erreicht werden. Der sichtbare Anteil des Lichts konnte auch bei
Helligkeiten von tiber 10000 Lux als Ausloser des Sporenausstofes ausgeschlossen
werden. Durch die Bestrahlung der Pseudothecien tragenden Blitter mit nicht
sichtbaren infraroten Lichtanteilen wurde eine Freisetzung der Ascosporen auch im
Dunkeln erreicht und die diurnale Rhythmik der Sporenausschleuderung im Freiland

wurde aufgelost.
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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Vorkommen und Entwicklung von Venturia inaequalis

Venturia inaequalis (Cke.) Wint., der Erreger des Apfelschorfs, geh6rt zum Reich der
Pilze (Fungi) und innerhalb des Reichs zur Abteilung der Ascomycota (Schlauchpilze).
Er wird der Klasse der Dothideomyceten, der Ordnung Pleosporales und der Familie
der Venturiaceae zugeordnet. Die asexuelle (anamorphe) Form des Apfelschorfpilzes
wird als Spilocaea pomi Fr. bezeichnet. Der wirtschaftlich bedeutendste Wirt von V.
inaequalis ist der domestizierte Apfel Malus domestica Borkh. V. inaequalis hat als
Erreger des Apfelschorfs weltweite Bedeutung, sein Auftreten wird jedoch vor allem in
den gemifligten Breiten durch kiithles und feuchtes Wetter im Frithjahr gefordert
(MacHardy 1996). In niederschlagsreichen Jahren droht bei unzureichender
Bekimpfung ein totaler Ernteverlust (Kollar 1997). Im Pflanzenschutzprogramm im
Apfelanbau machen die fungiziden Mafinahmen gegen den Apfelschorf mit Abstand
den grofiten Anteil aus (Roflberg 2009, RofSberg 2015). Bis zur Ernte sind im
konventionellen Anbau etwa 20 Spritzungen erforderlich, entsprechend den
Gegebenheiten auch dariiber hinaus (Kollar 1997, Rof3berg 2015). Ein starker Befall
verursacht einen vorzeitigen Blattverlust, durch den die Entwicklung der Baume stark
gehemmt und der nichstjihrige Bliitenansatz erheblich vermindert wird (Agrios 1988).
Die jungen Friichte werden hiufig abgeworfen (Rudloff & Schmidt 1935). Ein Befall
mit dem pilzlichen Erreger zeigt sich vor allem an Blittern, einschliefflich Kron- und
Kelchblittern, und Friichten (Paul 1981). Die ersten sichtbaren Symptome sind kleine,
meist hellolivgriine Flecken auf den Blittern (Bailey 1894). Die befallenen Stellen
haben eine samtige Oberfliche und firben sich spiter braunschwarz (Paul 1981). An
den Friichten sind die ersten sichtbaren Lisionen kleine dunkelolivgriine bis schwarze

Flecken, die langsam wachsen, im Laufe ihres Wachstums von innen heraus verkorken
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und rissige, hdufig deformierte Friichte verursachen (Wallace 1913, Paul 1981). Die

oberflichliche, rissige Verkorkung wird als Schorf angesprochen.

Im Lebenszyklus des Schorfpilzes sind zwei Phasen zu unterscheiden: Die saprotrophe,
sexuelle Phase im abgefallenen Laub und die biotrophe, parasitische Phase am lebenden
Wirt (Vukovits 1980). Aderhold (1896) war der Erste, der den Zusammenhang
zwischen der asexuellen und der sexuellen Form nachwies. In seiner teleomorphen
Form tberwintert der Pilz in den Blittern des Falllaubs (MacHardy 1996). Die
Hyphen dringen in das Gewebe des toten Blattes ein und bilden im Mesophyll die
Fruchtkérper in Form von Pseudothecien (s. Abb. 1) (Wilson 1928), die nach dem
Blattfall bereits im November angelegt werden kénnen (Wiesmann 1932). Die Reifung
der Pseudothecien mit der Bildung der Ascosporen erfolgt im Friihjahr des Folgejahres
und findet im Zusammenhang mit Wetterbedingungen statt, die auch das Wachstum
und die Entwicklung des Wirtes bewirken (Agrios 1988). In den meisten Fillen
beginnt mit dem Knospenaufbruch der Apfelbdume im Frithjahr die Bereitschaft zum
Ausschleudern der Ascosporen (Rudloff & Schmidt 1935). Die meisten Sporen werden
zwischen Bliitenéffnung und Abblithen der Apfelbaumbliiten ausgestoflen (Frey &
Keitt 1925, Miller & Waggoner 1958, Brook 1976, Gadoury & MacHardy 1982a).
Die Primirsaison mit Ascosporenausschleuderungen dauert in Deutschland etwa von
Mitte Mirz bis Mitte Juni (Kollar 1998a). Die Sporen werden durch Wind auf die
Blitter, Bliiten und Friichte der Apfelbdume getragen, auf denen sie auskeimen und zu
Primidrinfektionen fithren (Wallace 1913, Frey & Keitt 1925). Wihrend dieser Phase
leben die Pilzzellen zwischen Cuticula und Epidermis der von ihnen befallenen Organe
(Aderhold 1896, Wiesmann 1932, Rudloff & Schmidt 1935). Als zellwandabbauende
Enzyme haben Pektinasen eine wichtige Bedeutung in der Pathogenese (Kollar 1998b),
denn sie gehoren zu den ersten Enzymen, die wihrend einer Infektion gebildet werden.
Durch das Wachstum der Hyphen zwischen Cuticula und epidermalen Zellen

entwickelt sich nach einigen Tagen ein primires Stroma. Das subcuticulire Myzel
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breitet sich auf den Epidermiszellen aus und es werden Konidiophoren (Annelophore)
gebildet, die durch Risse in der Cuticula tiber die Blattoberfliche hinausragen
(MacHardy 1996). An den Konidiophoren werden durch asexuelle Vermehrung
Konidien abgeschniirt, die durch Wind und Regen auf benachbarte Blitter und junge
Friichte iibertragen werden konnen (Paul 1981). Die Bedeutung der Konidien liegt in
der Massenvermehrung und der Ausbreitung des Pilzes. Sekundirinfektionen durch
Konidien kénnen wihrend der gesamten Vegetationsperiode stattfinden (Vukovits
1980). Nach dem Blattfall endet die biotrophe Phase mit dem Eindringen des Myzels

in das Blattgewebe.
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Abb. 1: Pseudothecium von Venturia inaequalis (links) und das Spilocaca pomi-Stadium mit

Konidiophoren mit Konidien (rechts). Original: von Arx 1970.

1.2 Ascosporenauschleuderung bei Venturia inaequalis

Die Pseudothecien von V. inaequalis entstehen zerstreut oder in Gruppen im Falllaub.
Sie sind kugel- bis flaschenférmig mit einer deutlichen Offnung, dem Ostiolum. Das

Ostiolum ist von einem Kranz dunkler Borsten, den Setae, umgeben (Wallace 1913).
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1. Einleitung

Die reifen Pseudothecien des Apfelschorfpilzes besitzen einen Durchmesser von 90-160
pm (Wallace 1913, Wiesmann 1932, Vukovits 1980). Die Wand der Fruchtkdrper ist
10-18 pm dick und besteht aus drei bis vier dunkelbraunen Schichten
pseudoparenchymatischer Zellen (Gupta 1992). Innerhalb jedes Pseudotheciums
entstechen 100 bis 140 Asci (Gardoury & MacHardy 1986) durch Hakenbildung an
dikaryotischen Hyphen. Nach der Karyogamie streckt sich der Ascus und es erfolgt
eine meiotische Kernteilung. Die vier entstandenen haploiden Kerne teilen sich
zweimal mitotisch und es entstehen in jedem Ascus acht zweizellige Sporen (MacHardy
1996). Die Ascosporen von V. inaequalis sind lichtolivgriin, ungleich zweizellig und an
der Querwand ein wenig eingeschniirt. Sie sind 11-15 pm lang und 4-8 pm breit
(Aderhold 1896). Die Asci werden tiber die Zeitspanne der Primirsaison nacheinander
gebildet. Sie sind schlauchférmig, etwa 40-70 pm lang (Aderhold 1896) und von
hyalinen Paraphysoiden umgeben (Gupta 1992). Die Asci des Apfelschorferregers sind
bitunicat, ihre Winde bestehen aus zwei voneinander trennbaren Wandschichten, der
dickwandigen Exotunica und der durch Mikrofibrillen dehnbaren Endotunica. Steigt
im Ascus durch Osmose der innere Druck, so bricht die Exotunica knapp unterhalb
der Spitze auf und die Endotunica streckt sich (Miiller & Loftler 1982) etwa 40 pm
tiber die Ostiole heraus (Brook 1969a). Nun beginnt der Vorgang der aktiven
Sporenausschleuderung. Der Innendruck steigt und wirke auch auf die Ascosporen,
welche durch einen elastischen Porus im Scheitel hindurch nach auflen befordert
werden. Die Sporen werden in der Regel kurz hintereinander herausgeschleudert, so
dass die Asci oft innerhalb einer halben Minute oder in noch kiirzerer Zeit entleert sind
(Wiesmann 1932). Zur gleichen Zeit strecken sich oft mehrere Asci durch die Ostiole
nach auflen, schleudern die Sporen jedoch nacheinander aus (Brook 1969a). Nach
Aylor & Anagnostakis (1991) legen die Sporen durch das Ausschleudern Distanzen
von bis zu 13,2 mm zuriick, Wiesmann (1932) beobachtete sogar Distanzen tiber 50

mm, wobei sich die Reichweite der ausgeschleuderten Sporen durch die Anwesenheit
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eines dickeren Wasserfilms verringert (MacHardy 1996). Die Anwesenheit von Wasser
ist fiir den Vorgang der Sporenauschleuderung essentiell, um den nétigen osmotischen

Druck in den Asci aufzubauen (Aylor & Anagnostakis 1991).

1.3 Einfluss der Umweltparameter auf die Sporenausschleuderung

1.3.1 Regen und Taunisse

In der Natur wird das Falllaub durch Tau oder Regen benetzt. Durch Tau werden
keine oder nur wenige Ascosporen ausgeschleudert, wohingegen durch Regen der
GrofSteil der Sporen freigesetzt wird (Frey & Keitt 1925, Moore 1958, Miller &
Waggoner 1958, Hirst & Stedman 1962a, Brook 1966, Brook 1969a, MacHardy &
Gardoury 1986, Kohl 1993, Gardoury et al 1994, Kollar 1996-2000, Rossi et al.
2001). Die einzige Ausnahme bilden die Beobachtungen von Stensvand et al. (1998)
aus Norwegen, die bis zu 26 % der ausgeschleuderten Ascosporen wihrend starker
Tauperioden feststellen konnten, bei denen der Tau von den Pflanzen wie Regen auf
das Falllaub tropfte. In Laborexperimenten konnte der Sporenausstofy durch Tauchen
der Blattproben, kiinstlichen Nebel oder Troptbenetzung ausgeldst werden, jedoch
nicht durch Blattnisse allein (Alt 2003). Die Regenmenge, die zur Stimulation der
Ascosporenausschleuderung notwendig ist, kann unterschiedlich sein. Hirst &
Stedman (1962a) konnten in Laborversuchen bei einem simulierten Regen mit einer
Menge von 0,13 mm ausgeschleuderte Sporen registrieren. Sie stellten jedoch
wesentlich mehr ausgeschleuderte Sporen bei simulierten Regenereignissen von tiber
0,2 mm fest. Brook (1966) beobachtete die meisten freien Ascosporen nach
Regenfillen von 3 mm oder mehr, konnte jedoch auch nach 0,1 mm Niederschligen
Sporen feststellen. Brook (1975) sieht in der kontrollierten Freisetzung der Ascosporen
wihrend oder nach Regenereignissen einen okologischen Vorteil. Tage, die auf Nichte
mit Tau folgen, sind oftmals sonnig, wodurch die Blitter der Apfelbdume am Morgen

abtrocknen. Die Sporenkeimung ist jedoch nur in einem Wasserfilm moglich, der tiber
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eine Zeitspanne von mindestens acht Stunden verfiigbar ist (Mills 1944). Werden die
Sporen wihrend Regenereignissen am Tag freigesetzt, ist die Wahrscheinlichkeit auf
einen andauernden Wasserfilm, der iiber die folgende Nacht hinaus besteht, sehr hoch
(Brook 1975). Die Sporen konnen eine gewisse Zeitspanne der Trockenheit
tiberbriicken, bevor sie absterben. Die Dauer dieser Zeitspanne ist jedoch nicht sicher
bestimmbar (MacHardy 1996). Alt (2003) und Alt & Kollar (2010) konnten
nachweisen, dass kinetische Reize durch bewegtes Wasser eine starke Sporenemission
auslosen, die nach Wegfall des kinetischen Reizes zuriickgeht. Kinetische Auslésereize
sind in der Natur nur durch Regen gegeben, wobei die Hohe an kinetischer Energie
Eiin in Joule direkt mit der Tropfengrofle (Masse m und Durchmesser d) und —

fallgeschwindigkeit v zusammenhingt: Euin = ¥2mv? bzw. Eiin=10°/12*Pi d’v*.

Die Messung der Niederschlagsmenge wird am hiufigsten mit Pluviometern
durchgefiihrt, wobei der Niederschlag auf einer definierten Fliche festgestellt wird.
Hiufig wird hier mit einer Kippwaage mit festgelegtem Schalenfassungsvolumen (z.B.
0,1 mm) gemessen: Eine Schale der Waage fiillt sich mit Wasser und kippt dann nach
unten, wodurch ein elektrischer Impuls an einen Datenlogger ausgegeben wird. Mit
Messgeriten einfacherer Bauart konnen keine Regenereignisse unter 0,1 mm
Niederschlag bestimmt werden und sie liefern auch keine Daten iiber die Grofle und
Geschwindigkeit der einzelnen Regentropfen. Diese Daten koénnen mit einem
optischen Distrometer (z.B. Laser-Niederschlags-Monitor (LNM) der Adolf THIES
GmbH & Co. KG) bestimmt werden.

1.3.2 Temperatur

Im  Frithjahr werden in  den  gemifligten Breiten in  der  Regel
Durchschnittstemperaturen von mehr als 10 °C am Tag gemessen, wobei
Temperaturmaxima iiber 30 °C selten sind. Innerhalb dieses Bereichs gibt es nur

geringe Auswirkungen der Temperatur auf die Sporenfreisetzung und die Sporenzahlen
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(Hirst & Stedman 1962a, MacHardy & Gardoury 1986, Seem et al. 1979, Gardoury
et al. 1994). Die Ausschleuderung von Ascosporen ist bei niedrigen Temperaturen
unter 4 °C reduziert und nur ein relativ kleiner Anteil des gesamten
Ascosporenpotenzials wird wihrend sehr kalter Regenereignisse ausgestof$en. Zusitzlich
zu der geringeren Zahl an freigesetzten Ascosporen verlingern Temperaturen zwischen
2-4 °C die Zeit bis die ersten Ascosporen freigesetzt werden (Gardoury et al 1994,
Stensvand et al. 1997). Bei Temperaturen unter 2 °C kommt der Ascosporenausstofd

fast vollstindig zum Erliegen (Stensvand et al. 1997).

1.3.3 Licht

Die Wahrnehmung von Licht ist essentiell mit dem Leben verkniipft und der tigliche
Helligkeitswechsel ist fiir alle Lebewesen der stirkste Zeitgeber (Aschoff et al. 1992,
Fleissner 1996). Besonders mit den Helligkeitsinderungen in den Dimmerungen
bietet er die deutlichsten Tageszeitsignale (Fleissner & Fleissner 1993). Zur Mittagszeit
werden die meisten Ascosporen in der Luft nachgewiesen, eine Verteilung, die nicht
mit der des Regens iibereinstimmt (Hirst & Stedman 1962a). Weltweit und {iber
Jahrzehnte sind die Ergebnisse aus dem Freiland hinsichdlich des Einfluss des Lichts auf
die Sporenfreisetzung von V. inaequalis sehr einheitlich. Der Grof3teil der Ascosporen
wird wihrend des Tages und nur ein sehr geringer Anteil wihrend der Dunkelheit
ausgeschleudert (Hirst & Stedman 1962a, Brook 1966, Brook 1969a, MacHardy &
Gardoury 1986, Palm 1988, Warner & Brown 1992, Aylor & Sutton 1992, Rossi
2001). Palm (1988) gibt als Grenze zwischen Hell- und Dunkelphase einen Wert von
2000 Ix an. Im Gegensatz zu der Vergleichbarkeit der Freilandergebnisse sind
Ergebnisse aus Laborstudien uneinheitlich (Gardoury et al 1998). Hirst & Stedman
(1962a) waren die Ersten, die kontrollierte Experimente zur Sporenausschleuderung
vom Apfelschorfpilz im Labor durchfiihrten. Sie erhielten keine eindeutigen Ergebnisse

zum Einfluss des Lichts. In Versuchen zur Sporenauschleuderung fand Brook (1969a,
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1975) einen sofortigen Anstieg in der Zahl ausgestoflener Ascosporen, wenn die
Blattproben beleuchtet wurden und vermutete in den reifen Asci einen Photorezeptor.
Weitere Experimente (Brook 1969b, Stensvand 2000) zeigten, dass durch rotes Licht
ab einer Wellenlinge von 620 nm mit einer Beleuchtungsstirke von etwa 5000 Lux die
Sporenausschleuderung stark angeregt wird, wobei Licht in einem Wellenlingenbereich
von 710-730 nm (Fernrot) die Freisetzung stimuliert und in Bereichen von 650-700
nm (hellrot) und tiber 730 nm (Infrarot) inhibiert. Im blauen und griinen Bereich des
sichtbaren Lichts war die Rate der freigelassenen Ascosporen vergleichbar mit der in
Dunkelheit. Weifles Licht mit derselben Beleuchtungsstirke regte die Ausschleuderung
in etwas geringerem Mafle an als die Beleuchtung mit Licht im Fernrot-Bereich. Der
die Sporenausschleuderung foérdernde und inhibierende rote Wellenlingenbereich
entspricht weitgehend dem Aktionsspektrum der ,Fernrot“-absorbierenden Form des
Phytochroms (Brook 1969b). Dieses Phytochrom wird im roten und fernroten Bereich
von 650 bis 680 nm aktiviert und von 710 bis 740 nm deaktiviert (Hillman 1967).
Phytochrome wurden lange als charakteristisch fir Photosynthese betreibende
Organismen, einschliefflich der Cyanobakterien (Yeh 1997), angesehen. Die Reaktion
auf Licht ist jedoch auch von einigen Pilzen bekannt. Aspergillus nidulans reagiert auf
Licht im roten Wellenlingenbereich mit der Hemmung der Sporenkeimung und der
sexuellen Entwicklung (Réhrig et al. 2013). Die asexuelle Sporulation wird bei diesem
Ascomyceten durch rotes Licht stimuliert und bei einer Verschiebung der Wellenlinge
in den fernroten Bereich unterdriickt (Mooney & Yager 1990). Die Rezeption des
Lichts im roten Bereich geschieht bei Aspergillus durch das Phytochrom FphA
(Blumenstein et al. 2005).

1.3.3.1 Physikalische Grundlagen

Im Jahr 1690 ordnete der Physiker und Astronom Christian Huygens dem Licht eine

Wellennatur zu. Der Physiker James Clerk Maxwell unterstiitzte seine Theorie im 19.
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Jahrhundert mit der Annahme, dass sich das Licht als elektromagnetische Welle
fortbewegt. Die meisten elektromagnetischen Wellen wie Radiowellen oder die

Réntgenstrahlung sind fiir unser Auge nicht sichtbar (s. Abb. 2).

Wellenlange in

Kosmische | Rontgenu. .
Héhen- Gamma- U_Itra- Infrarot il Rundfunk
violett wellen
stra}]iung Straﬁ]ung ) . . :
* | | | | | l *
1016 1012 10% 104 100 10%

Wellenlange in m

Abb. 2: Ubersicht iiber das optische Spektrum des Lichts.

Die Wellen unterscheiden sich in ihrer Linge, die in Nanometern [nm] angegeben
wird. Die Wellenlinge des fiir uns sichtbaren Lichts liegt zwischen 765 nm und 385
nm und wird als optisches Spektrum bezeichnet. Das optische Spektrum selbst ist aus
verschiedenen elektromagnetischen Wellen zusammengesetzt, die in unseren Augen
unterschiedliche Farbwahrnehmungen (Lichtfarbe) erzeugen. Unterhalb von 400
Nanometern wird die Strahlung als Ultraviolett (UV) bezeichnet. Direkt oberhalb des
sichtbaren Bereichs, ab ca. 780 nm bis 1 mm, spricht man von Infrarot (IR). Dabei
wird nach DIN 5031 zwischen Infrarot A (780-1400 nm), B (1400-3000 nm) und C
(3000-100000 nm) unterschieden. Infrarot A und B werden als nahes Infrarot
zusammengefasst. Infrarot C wird in mittleres (3000-50000 nm) und fernes (50-
100000 nm) Infrarot unterschieden. Fast 50 % der Sonnenstrahlung, die die

Erdoberfliche trifft, gehoren in den Bereich des nahen Infrarot-Spektrums und
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vermitteln den Effekt von Wirme (Koller 1965). Dieser Effekt beruht auf der starken
Absorption  der Infrarotstrahlung durch  Wassermolekiille im  Bereich der

Korperoberfliche des Menschen.

1.3.3.2 Genetische Grundlagen zur Wahrnehmung von Licht

Das gesamte Lichtspektrum vom UV-Bereich bis zum fernroten Wellenldngenbereich
kann bei Pilzen unterschiedliche Reaktionen verursachen. Physiologische
Untersuchungen und genetische Sequenzierung haben gezeigt, dass alle vier Klassen an
Photorezeptoren, die in anderen Reichen charakterisiert wurden, auch bei den Pilzen
verbreitet sind (Idnurm & Heitmann 2005). Dies sind Phytochrom, Opsin,
Phototropin  und  Cryptochrom.  Bei = Newrospora  crassa  wurde  das
blaulichtabsorbierende phototrope System am besten untersucht. Es wird als White
Collar bezeichnet und besteht aus den Proteinen WC-1 und WC-2, die den White
Collar Complex (WCC) bilden (Crosthwaite 1997, Frohlich et al. 2002, Dunlap &
Loros 2004). WC-1 ist die lichtabhingige Komponente, die durch Licht aktiviert wird
und auf diese Weise die innere Uhr des Pilzes steuert. Homologe zum White Collar-
System wurden bei mehreren verschiedenen Pilzen gefunden (Ambra et al. 2004,
Casas-Flores et al. 2006, Lee et al. 2006, Idnurm 2006, Kamada et al. 2010, Avalos &
Estrada 2010, Olmedo et al. 2010, Sand 2011). Neben diesen Photorezeptoren wurden
in weiteren Pilzen Opsin-dhnliche Proteine (Rodriguez-Romero et al. 2010)

nachgewiesen, deren Funktion bisher nicht bekannt ist.

Brook (1975) vermutete bei V. inaequalis eine photoreaktive Komponente im reifen
Ascus, die als Lichtreaktion in Anwesenheit von Wasser direkt zu dem Aufbruch des
Exoascus fithrt. Trotz der in Studien festgestellten Lichtabhingigkeit gibt es keine
genetischen Untersuchungen zu Lichtrezeptoren bei V. inaequalis. Seit 2010 ist das

Genom von V. inaequalis sequenziert, jedoch nicht veréffentlicht (pers. Mitt. Le Cam

2014).
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1.4 Prognose und Sensorik

1.4.1 Grundlagen der Apfelschorfprognose

Die Vorhersage von Infektionsereignissen und deren Wahrscheinlichkeit ist die
Aufgabe der Prognose. Die Grundlage der Apfelschorfprognose beruht im
Wesentlichen auf dem Mills-Modell, das ein Auftreten von Schorfinfektionen in
Abhingigkeit von Blattnidssedauer und der Durchschnittstemperatur beschreibt (Mills
1944). Grundlage fiir das von Mills entwickelte Modell waren Untersuchungen von
Keitt & Jones (1926), die in einer Laborstudie die minimal nétige Blattnassdauer in
Abhingigkeit von der Temperatur bestimmten, die fiir die Entstehung einer Infektion
von Venturia inaequalis notwendig ist. In weiteren langjihrigen Studien passte Mills
diese Labordaten an die Bedingungen in Obstanlagen an und verdffentlichte 1944 die
allen Prognosen zugrunde liegende Mills-Tabelle. Die dazugehorige Graphik (s. Abb.
3) hatte das Ziel, dem Anwender die Méglichkeit zu geben, den kritischen Punkt einer
Infektion in Blattnassperioden unter Einbeziehung der Temperatur zu bestimmen und
in der Umsetzung kurative Fungizide nach einer prognostizierten Pilzinfektion gezielt
zum Einsatz zu bringen (Mills 1944). Das System von Mills ist bis heute, mit leichten
Verinderungen (MacHardy & Gardoury 1989), weltweit die Grundlage fiir die
Prognose des Apfelschorfs.
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Abb. 3: Zusammenhang zwischen Blattndssedauer, Temperatur und dem Schweregrad der

Schorfinfektion. Original verdffentlicht in Mills (1944).

1.4.2 Warnstationen und Sensorik fiir die Apfelschorfprognose

Basierend auf dem System von Mills wurden verschiedene automatisierte
Schorfwarngerite wie die Station HP100 der LUFFT GmbH entwickelt. Die moderne
Prognose bezieht noch den Entwicklungszustand des Schorfpilzes bzw. den Zeitpunke
der Ascosporenausschleuderung aus dem Falllaub mit ein. Fiir die Anwender stehen im
Internet verschiedene Prognosemodelle wie RimPro (Relative Infection Measure, Marc
Trapman 1995), SIMSCAB (Zentralstelle der Linder fir EDV-gestiitzte
Entscheidungshilfen und Programme im Pflanzenschutz (ZEPP)) und die Prognose
nach Welte (FARM SOFTWARE GmbH) zur Verfiigung. Die Offizialberatung
(Pflanzenschutzdienst der Linder) nutzt jeweils ein eigenes Netz an Wetterstationen in
ganz Deutschland, mit denen die Prognosemodelle bedient werden. Neben der
Temperatur ist die korrekte Messung der Blattnisse fiir die Prognose von wesentlicher
Bedeutung, jedoch oft problematisch aufgrund des Fehlens eines standardisierten
Sensors (Sentelhas et al. 2004). Zur genauen Registrierung der Blattnissedauer stehen

verschiedene Gerite zur Verfiigung. Einige Blattnissesensoren verwenden Woasser
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speichernde Trigermaterialien in Form von stoff- oder papierdhnlichen Vliesen, die
zwischen zwei Elektroden gespannt sind, und die Erhohung der elektrischen
Leitfihigkeit durch Wasser als Basis fiir die Messung (u.a. LUFFT GmbH, PESSL
Instruments GmbH, TOSS GmbH). Auch Sensoren mit Elektroden in Form von
Leiterbahnen oder parallelen Drihten, die der Umwelt direkt ausgesetzt sind, nutzen
das Leitfihigkeitsprinzip. Im Gegensatz dazu sind kapazitive Messungen im
geschlossenen, isolierten System mdglich. Das kapazitive Prinzip nutzt einen
nisseabhingigen Kondensator, bei dem sich durch das Dielektrikum Wasser die
elektrische Kapazitit erhoht (kapazitiv; u.a. DECAGON Devices Inc., HOFFMANN
Messtechnik GmbH, ADCON Telemetry GmbH). Die Blattnissesensoren dienen der
Registrierung von Nisse ohne dabei die Art ihrer Entstehung durch Tau oder Regen zu
unterscheiden. Ein Nissebeginn durch Tau fithrt bei V. inaequalis jedoch nicht zu
einem Sporenausstofy, wohingegen durch Regen der Grof3teil der Sporen freigesetzt
wird (s. 1.3.1). In der Registrierung der Blattnisse fur die Schorfprognose ist der
Ausschluss eines Nissebeginns durch Tau wesentlich fiir eine korrekte Vorhersage einer

moglichen Infektion.

1.5 Ziele der vorliegenden Arbeit

Die vorliegende Arbeit war Teil des Forschungsprojektes ,Entwicklung eines
Regensensors fiir kinetische Energie und Wasserbenetzung zur Verbesserung der
Schorfprognose im Apfelanbau®. Das Projekt wurde im Rahmen der ,Deutschen
Innovationspartnerschaft Agrar® durchgefiihrt, die Forderung erfolgte aus Mitteln des

Zweckvermogens des Bundes bei der Landwirtschaftlichen Rentenbank.
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Epidemiologie und Prognose

Ein Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung und biologische Evaluierung einer Sensorik
zur Verbesserung der Prognose des Apfelschorfes. In Zusammenarbeit mit der Firma
THIES sollte ein Sensor fiir Wasserbenetzung entwickelt werden. Die Hauptkriterien
bei der Entwicklung waren Zuverlissigkeit, Wetterfestigkeit, Datenkonstanz, geringe
Verschmutzungsneigung  und ~ Korrosionsbestindigkeit. ~ Der ~ Sensor  fiir
Wasserbenetzung  sollte  den  marktiiblichen ,Blattnissefithlern®  hinsichtlich
Zuverlissigkeit und Wartungsintensitit deutlich iiberlegen sein. Hierzu sollten
mehrjihrige Vergleiche verschiedener kiuflicher Blattnissesensoren durchgefiihre
werden. Im Baumbestand sollte mit 24-h-Videoaufnahmen die reale Blattnisse
beobachtet werden wund als Referenz fir den Vergleich mit Daten der
Blattnissesensoren herangezogen werden. Die Prototypen des neu entwickelten Sensors
sollten vor der Exposition im Freiland ausgiebig in einer Klimakammer getestet und
ihre Funktion im Vergleich zu der realen Blattndsse an Apfel-Simlingen iberprift
werden. Neue Anpassungen der Prototypen sollten entworfen und experimentell
tiberpriift werden. Das Verhalten der Prototypen im Freiland sollte im Hinblick auf
Wetterfestigkeit, Verschmutzungsneigung und Korrosionsbestindigkeit sowie die
Eignung fiir die Schorfprognose beobachtet werden. Es sollten Freiland-Bioassays zum
Feststellen der natiirlich stattfindenden Infektionen so durchgefiithrt werden, dass ein
Riickschluss auf den infektionsauslosenden Sporenflug méglich ist. Zur Feststellung
der Sporenfliige sollten Sporenfallen betrieben werden, die die in der Luft vorhandenen
Sporen kontinuierlich stundengenau fixieren. Die so aufgezeichneten Sporenfliige
sollten den meteorologischen Daten gegeniibergestellt und auf Zusammenhinge
tiberpriift werden. Die Energien des Niederschlages sollten hinsichtlich der
Sporenausschleuderungen des Pilzes in Abhingigkeit von biologischen und

meteorologischen Daten untersucht werden.
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Licht

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, die Zusammenhinge der diurnalen Rhythmik
der Sporenausschleuderung zu untersuchen. Dabei sollte die Durchbrechung der
Dunkelhemmung/Lichtforderung ~ bzw.  des  diurnalen = Rhythmus  der
Sporenausschleuderung im Freiland und in Laborversuchen erreicht werden. Die
Ergebnisse aus dem Freiland und dem Labor sollten sich zur weiteren methodischen
Vorgehensweise wechselseitig beeinflussen. Es sollte eine Methode entwickelt werden,
die eine Dunkelhemmung/Lichtférderung der Sporenausschleuderung einfach und
zuverlissig im Labor reproduzierbar macht. Danach sollte der Einfluss verschiedener
Lichtqualititen und -quantititen auf die Sporenausschleuderung systematisch
untersucht werden. Das Licht sollte vor allem beziiglich Beleuchtungsstirke und
Wellenlingen-Zusammensetzung variiert werden, um die Zusammenhinge der
Faktoren, die einen Sporenflug auslosen, detaillierter zu erfassen. Im Freiland sollte
erstmalig versucht werden die diurnale Periodik des Sporenflugs durch gezielte
Beleuchtung zu beeinflussen. Es sollte in jeder Primirsaison eine Anpassung des
Leuchtmittels aufgrund der Ergebnisse aus den Laborversuchen gemacht werden,
wobei die Faktoren Lichtintensitit und -zusammensetzung systematisch eingesetzt
werden sollten. Die Wirkung des Lichts auf das Myzelwachstum sollte ebenfalls
tiberpriift werden. Hierzu sollte V. inaequalis unter definierten Lichtbedingungen
kultiviert werden und das Wachstum, der Stoffwechsel und die Morphologie
beobachtet werden. Da bisher keine genetischen Untersuchungen zur Lichtregulation
existieren, sollte in silico geklirt werden, ob bei V. inaequalis Photorezeptoren wie bei
anderen Pilzen existieren. Aus den Ergebnissen sollten Schliisse tiber die Lichtantwort

des Schorfes gezogen werden.
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2. Material & Methoden

2.1 Wetterstation

Fir die Dauer des Projektes wurde von der Firma THIES Clima eine umfangreiche
Wetterstation zur Verfiigung gestellt (s. Abb. 4). Die Messwerte umfassten Temperatur
(THIES Hygro-Thermogeber compact. Pt 100 Widerstands-Thermometer), Luftfeuchte
(RF, THIES Hygro-Thermogeber compact, kapazitiv), Luftdruck (THIES Barogeber:
piezokeramischer ~ Absolutdrucksensor), ~ Anzahl der  Regentropfen  (THIES
Niederschlagswichter: Messfliche 25 cm?, opto-elektronisch), Helligkeit (THIES
Helligkeitsgeber 0-150000 lx), Windgeschwindigkeit (THIES Windsensor compact),
UV-Strahlung (THIES UVAB Sensor E 1.1: PAR-Sensor) und Richtung und
Geschwindigkeit von Luftstromungen (THIES Ultrasonic Anemometer 3D:
Ultraschall). Die Sensoren waren in einer Hohe von 150 cm angebracht. Die
Messwerte wurden jeweils in fiinf-Minuten-Intervallen auf einem Datenlogger (THIES
DL16) aufgezeichnet. Die Geschwindigkeit und das Volumen herabfallender
Regentropfen wurden mittels eines THIES Laser-Niederschlags-Distrometers (LNM,
Messfliche 46 cm?®) jede Minute erfasst. Mit der benachbarten institutseigenen
Wetterstation des Julius Kithn-Instituts wurden weitere Daten aufgezeichnet:
Windrichtung  und  -geschwindigkeit ~ (THIES =~ Windsensor  compact  und
Windrichtungssensor), — Niederschlagsmenge  (THIES  Niederschlagsgeber — mit
Doppelkippwaage) und Luft- und Bodentemperatur (Pt-1000 Widerstands-

Thermometer) in unterschiedlichen Hohen bzw. Tiefen.

Der Zusammenhang zwischen der Lufttemperatur und dem Sporenflug wurde anhand
der Steigung der Temperatur in 2 m Hohe innerhalb von 30 und 60 min zu Beginn
jedes Sporenflugs untersucht. Hierzu wurden die Temperaturkurven der ersten 30 und

60 min eines Sporenfluges betrachtet und die Steigung der Regressionsgeraden
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bestimmt. Eine positive Steigung gibt einen ansteigenden Temperaturverlauf wieder,

eine negative Steigung eine fallende Lufttemperatur.

Alle Messwerte der Wetterstationen wurden in Excel (MS Office) eingelesen und direke
oder mit Hilfe der Software R! bearbeitet. Die realen Blattnasszeiten wurden an einem
Baum der Sorte ‘Golden Delicious’ erfasst, der sich in unmittelbarer Nihe zur
Wetterstation befindet. Hierzu wurden Zeitrafferkameras vom Typ GardenWatchCam
der Firma BRINNO verwendet (s. Abb. 5). Die Bilder wurden im finfmintitigen Taket
aufgenommen, so dass iiber den 24-Stunden-Tag ein kontinuierlicher Zeitrafferfilm
entstand. Aufnahmen bei Dunkelheit wurden durch Beleuchtung mit LED-Soffitten
ermoglicht. Die Kameras wurden unter Verwendung von Netzteilen ganzjihrig
eingesetzt und die Aufnahmen am PC ausgewertet. Weitere Kameras wurden zur
optischen Beobachtung der Blattnissesensoren eingesetzt. Im Winterhalbjahr
2014/2015 wurde die Wetterstation aufler Betrieb genommen, abgebaut und im

Frithjahr 2015 im Rahmen der elektrischen Neuinstallation des Versuchsfeldes neu

aufgebaut.

Abb. 4: Wetterstation von 2010-2014 (links) und neu aufgebaute Wetterstation ab 2015.
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Abb. 5: BRINNO GardenWatchCam Zeitrafferkamera, Einsatz an den Baumtrieben.

2.2 Blattnisse-Sensoren

2.2.1 Vergleich kiuflicher Blattnisse-Sensoren

Uber den Zeitraum von 2011-2014 wurden die Messwerte von Blattnissesensoren der
Firmen ADCON, DECAGON, HOFFMANN, LUFFT, PESSL und TOSS (s. Abb. 6-7)

miteinander verglichen. Die Sensoren haben unterschiedliche Messprinzipen:

* Kapazitit (ADCON, DECAGON, HOFFMANN)

* Leitfihigkeit (LUFFT, PESSL, TOSS)

Abb. 6: Die kapazitiven Blattnissesensoren der Firmen ADCON, DECAGON und HOFFMANN (von

links nach rechts).
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Abb. 7: Die auf dem Prinzip von Leitfihigkeit basierenden (vliesbasierten) Blattnissesensoren der

Firmen LUFFT, PESSL und TOSS (von links nach rechts).

Von jedem Hersteller wurden zwei baugleiche Modelle verwendet. Alle Sensoren
wurden in die Wetterstation eingebunden und die Messwerte 5-miniitlich erfasst. Die
Installation erfolgte in 150 cm Hoéhe und westlicher Ausrichtung sowie nach
herstellerspezifischen Vorgaben. Fiir die Sensoren der Firmen DECAGON und PESSL
wurde von Herstellerseite kein Neigungswinkel fiir die Montage angegeben. Die
Montage erfolgte fiir diese Modelle in einem Winkel von 40° und war damit mit dem
Installationswinkel der anderen Sensoren vergleichbar. Bei einem der beiden
DECAGON-Sensoren wurde der Neigungswinkel im Laufe der Untersuchung von 40°
auf 10° verringert und die Auswirkung auf die angezeigten Blattnasszeiten untersucht.
Bei den DECAGON- und PESSL-Sensoren wurde kein Schwellenwert fiir die
Registrierung von Nisse angegeben. Diese Sensoren wurden mit einer Spriihflasche
kiinstlich benetzt und so der Schwellenwert bestimmt. Die Sensornasszeiten wurden
mit der realen Blattnisse (s. 2.1) verglichen. Fiir den Vergleich wurden die Werte aller
Jahreszeiten verwendet, wobei nur diejenigen Zeitriume betrachtet wurden, in denen
alle Sensoren ohne Konfigurationsinderungen im System betrieben wurden.
Zeitriume, in denen einzelne Sensoren ausgefallen waren, wurden nicht berticksichtigt.
Insgesamt wurden fiir den Vergleich 541 Tage bzw. ca. 13000 h beriicksichtigt. Eine
Unterbrechung der angezeigten Blattnasszeiten von bis zu 8 h wurde toleriert und die

einzelnen Nissezeiten addiert. Nach einer Unterbrechung von mehr als 8 h wurde der
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Beginn einer neuen Blattnassperiode definiert. Die Eignung der Sensoren fiir die
Schorfprognose wurde fiir die jeweilige Primirsaison in den Jahren 2012, 2013 und
2015 bewertet. Die Bewertung erfolgte unter Beriicksichtigung der von Keitt & Jones
(1926) tiberarbeiteten Mills-Kriterien (s. Abb. 8). Dabei wurden die Lufttemperatur
der Wetterstation und die vom Sensor angezeigte Nissedauer verwendet. Bei lingerer
Nissedauer erhoht sich die Anzahl der auskeimenden Sporen und die Schwere der
Infektion nimmt zu. Die Schwere der Infektionen wurde in leichte (bis 30 % Befall),
mittlere (30-60 % Befall) und schwere (> 60 % Befall) eingeteilt. Alle angezeigten
Nissezeiten ~ wurden  hinsichtlich ~ ihrer  Entstehung  durch  Tau  oder
Niederschlagsereignisse durch Plausibilitdtskriterien differenziert. Diese waren gegeben
durch die Auswertung der Kamerabilder im Abgleich mit dem Verlauf der relativen
Feuchte und Temperatur sowie den Niederschlagsmessungen iiber den Sammeltrichter,

den Laser-Niederschlags-Distrometer und den Niederschlagswichter (Tropfenzihlung).

40 50 60

Blattnasse [h]

20
L

-------------

Temperatur [°C]

Abb. 8:Mills-Diagramm nach Keitt & Jones (1926). Gelb: leichte Infektion (bis 30 % Befall), Orange:
mittlere Infektion (30-60 % Befall), Rot: schwere Infektion (> 60 % Befall).
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2.2.2 Technische Entwicklung und biologische Validierung neuer kapazitiver

Blattnisse-Sensoren

Im Rahmen von zwei Verbundprojekten (BLE-Forschungsprojekt—Nr. 511-06.01-28-
1-53.042-07, DIP-Projekt-Nr. 28-RZ-5.1P-020) mit der Firma Adolf Thies GmbH &
Co. KG in Gottingen wurden neue Blattnissesensoren in enger Zusammenarbeit nach
den Zielvorgaben und Validierungen des JKI {iber einen Zeitraum von etwa 6 Jahren
entwickelt (s. Tab. 1). In den ersten Jahren wurden die Prototypen im Freiland
getestet. Im Jahr 2009 wurden drei Sensoren des Prototyps 1 mit derselben Oberfliche,
jedoch verschiedenen elektronischen Eigenschaften gleichzeitig eingesetzt (s. Tab. 1),
um deren Auswirkungen auf die angezeigte Blattnidssedauer zu untersuchen. Prototyp
la wurde mit einer kontinuierlichen Sensorflichenheizung zur Vermeidung von Tau
betrieben, Prototyp 1b mit einer kontinuierlichen Sensorflichenheizung und zusitzlich
einer erh6hten Heizleistung nach Detektion von Nisse, Prototyp lc ohne jegliche
Heizung. Am Ende des Jahres 2010 wurde Prototyp 2 mit einer keramischen
Einbettung der Elektroden versechen und in das System eingebunden. Die Technik
entsprach ansonsten der des Prototyp 1. Beim Prototyp 3 wurde im Jahr 2011 erstmals
eine glaskeramische Einbettung der Leiterbahnen verwendet und ein Peltierelement
mit Kithlkdrper eingesetzt. Alle Sensoren waren mit einer Oberflichen-Kiithlung und -
Heizung ausgestattet. Bei Prototyp 3a wurden Heizung und Kithlung ausgeschaltet, bei
Prototyp 3b wurde die Oberfliche bei Trockenheit beheizt, Prototyp 3¢ wurde mit
einer Oberflichenkiihlung bei Detektion von Nisse betrieben und Prototyp 3d mit
beheizter Oberfliche bei Trockenheit und Oberflichenkiihlung bei detektierter Nisse.
Zu Beginn der Primirsaison im Jahr 2012 wurde ein Sensor mit einem Ventilator
verschen (Prototyp 4) und erhielt in diesem Zusammenhang eine andere
Kiihlkérperspezifikation (s. Tab. 1). Prototyp 5 besaly einen in Form und Grofle
dhnlichen Kiihlkorper mit grofler Oberfliche, jedoch ohne Ventilation. Er wurde zur

Erprobung und biologischen Evaluierung in der Klimakammer getestet. Die
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Oberfliche aller eingesetzten Sensoren wurde bei Trockenheit leicht beheizt und bei
Nisse gekiihlt. Uber eine Firmware wurde die Intensitit der Heiz- und Kiihlleistung
bei Prototyp 5a-c unterschiedlich eingestellt. Prototyp 6 wurde zur Erleichterung der
Wasserableitung mit einem Vorbau aus Kunststoff (Ablaufschild) versehen und in der
Klimakammer mit unterschiedlich eingestellter Intensitit der Heizung und Kiihlung
getestet. Die vom Kiihlkorper aufsteigende warme Luft wurde mit einem
Rauchstibchen beobachtet. Um diese warme Luft abzuleiten, wurde experimentell ein
Kragen um die Sensoren gelegt (s. Abb. 36), der die Oberfliche weitgehend von der
aufsteigenden warmen Luft abschirmte. Prototyp 6 hatte zusitzlich die Moglichkeit,
die Oberflichentemperatur bei Nisse tiber eine einstellbare Temperaturdifferenz zur
Lufttemperatur zu regeln. Die Einstellung der Untertemperatur war im Bereich von bis
zu 20 °C Temperaturdifferenz moglich. Als Ersatz fiir den Ablaufschild wurde 2015 bei
Prototyp 7 eine verkiirzte Messfliche verwendet und zur Entlastung des Kiihlkorpers
eine Ventilation im Gehiuse integriert, die durch eine Offnung im Gehiuse hinter
dem Kiihlkérper die warme Luft ansaugt und durch eine Offnung am unteren Rand
des Gehiduses abgibt. Prototyp 7 wurde zur Primirsaison in die Wetterstation
eingebunden (Abb. 9), die Oberfliche wurde zur Vermeidung von Betauung im
trockenen Zustand mit 25 % Leistung beheizt. Sobald der Schwellenwert fiir
einsetzende Nisse unterschritten wurde, schaltete sich die Beheizung aus und die
Oberfliche wurde mit einem Kiihlgrad von 40% gekiihlt und die am Kiihlkdrper
entstchende Wirme tiber die Ventilation abgefiihrt (s. Abb. 10). Beim Abtrocknen
wurde ebenfalls ein Schwellenwert eingestellt, der den Ubergang zum trockenen
Zustand und somit zur Beheizung unter Wegfall der Kithlung und Ventilation

markierte.
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Abb. 9: Der marktreife Prototyp 7 und die eingesetzte glaskeramische Oberfliche mit leiterbahnfreier

Zone am unteren Rand.

Abb. 10: Ventilationsoffnung des Sensor-Prototyps 7 unten am Gehéuse und hinter dem Kiihlkérper.

Die Oberflichen der Prototypen 4-7 wurden vor und nach Benetzung mit einer
Thermokamera (TESTO 875-1 mit Superresolution) aufgenommen. Anhand der
Aufnahmen konnte die Gleichmifligkeit der Verteilung von Wirme und Kilte durch

das Piezoelement auf der Oberfliche festgestellt werden.

Die Prototypen 5-7 wurden nach jedem Entwicklungsschritt biologisch validiert (s.

Abb. 11). Dies geschah in einem ersten Schritt in einer Klimakammer unter
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konstanten Bedingungen bei 20 °C und 80 % RF. Hierzu wurden 2-4 baugleiche
Sensoren verwendet. Die Auswirkungen der verschiedenen Parametereinstellungen
bzgl. Heizung und vor allem Kiihlung auf die angezeigte Blattnissedauer wurden
getestet. Als Referenz zur biologischen Evaluierung wurden vier Apfel-Simlinge
verwendet und die Abtrocknungszeit der benetzten Blitter mit der Abtrocknungszeit
der zur gleichen Zeit benetzten Sensoroberflichen verglichen. Hierzu wurde das
Abtrocknungsverhalten der Sensoroberflichen und der Blitter tiber Zeitrafferkameras
in 5-Minuten-Intervallen dokumentiert. Die Abtrocknungszeit der Blitter war die Zeit,
nach der keine Nisse mehr auf den im Kamerabild sichtbaren Blittern registriert
werden konnte. Die technischen Messwerte der Sensoren wurden mit einer speziell
entwickelten Software jede Minute aufgezeichnet. Bei diesen Versuchen wurde
gleichzeitig auch die Variabilitit des Abtrocknungsverhaltens innerhalb einer
Modellreihe festgestellt. Durch die Verinderung der Kihlleistung wurde der
Kiihlleistungsbereich untersucht, der gewihrleisten soll, dass die Abtrocknungszeiten
der Sensoren exakt an die der Blitter angepasst sind. In einem zweiten Schritt wurden
die so angepassten Sensoren in die Wetterstation eingebunden und im Freiland
getestet. Erforderliche Anpassungen der Sensoren wurden mit der Firma besprochen
und dort technisch umgesetzt. Die daraus resultierenden neuen Prototypen wurden
erneut im Labor und im Freiland biologisch validiert. Der marktreife Prototyp 7 besaf$
neben der glaskeramischen Oberfliche eine eingebaute Ventilation fiir den Kiihlkérper,
eine leiterbahnfreie Zone am unteren Rand der Sensorfliche und eine stufenlose

Regelung der Heizung, der Kithlung und des auslésenden Benetzungsgrads.
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Tab. 1: THIES-Sensoren in der Entwicklung,.

Sensor Technik Varianten im Test
Prototyp 1 Oberfliche mit metallischen | a) dauerhaft gering beheizt
2009 Leiterbahnen b) wie a) mit Anstieg der
Freiland Heizleistung bei Benetzung

¢) keine Heizung
Prototyp 2 keramische  Einbettung  der | a) dauerhaft gering beheizt
2010 Leiterbahnen b) wie a) mit Anstieg der
Freiland Heizleistung bei Benetzung
¢) keine Heizung
Prototyp 3 - glaskeramische Einbettung der | a) ohne Regelung
2011 Leiterbahnen b) Oberflichenheizung
Freiland - Peltierelement mit Kiihlkorper | ¢) Oberflachenkiihlung
- alle Sensoren mit regelbarer d) kombinierte Heizung und
Heizung und Kiihlung der Kiihlung der Oberfliche
Oberfliche
Prototyp 4 - glaskeramische Einbettung der | mit regelbarer Heizung und
2012 Leiterbahnen Kiihlung der Oberfliche und
Freiland - Peltierelement mit Kiihlkérper | Abfiihrung der Wirme durch
- Kiihlkdrper mit grofler Ventilation
Oberfliche
- Ventilation am Kiihlkérper
Prototyp 5 - glaskeramische Einbettung der | 3 Sensoren mit regelbarer
2013 Leiterbahnen Heizung und Kiihlung der
Freiland - Peltierelement mit Kiihlkérper | Oberfliche in wechselnden
Klimakammer | - Kiihlkérper mit grofier Einstellungen
Oberfliche
Prototyp 6 - glaskeramische Einbettung der | 3 Sensoren mit regelbarer
2014 Leiterbahnen Heizung und Kiihlung der
Klimakammer | - Peltierelement mit Kiihlkérper | Oberfliche in wechselnden
- Kiihlkérper mit grofier Einstellungen; Méglichkeit der
Oberfliche Untertemperaturregelung der
- Ablaufschild Oberfliche zur Lufttemperatur
Prototyp 7 - glaskeramische Einbettung der | 4 Sensoren mit regelbarer
2015 Leiterbahnen Heizung und Kiihlung der
Freiland - Peltierelement mit Kiihlkérper | Oberfliche in wechselnden
Klimakammer | - Kiihlkérper mit grofSer Einstellungen; Méglichkeit der
Oberfliche Untertemperaturregelung der

- unten verkiirzte Messfliche
- Ventilation am Kiihlkorper

Oberfliche zur Lufttemperatur
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Abb. 11: Versuchsaufbau zur Validierung der neu entwickelten Blattnissesensor-Prototypen 5-7 in der

Klimakammer.

2.3 Sporenfallen und Ascosporenflug

Der Ascosporenausstoff im Freiland wurde mit zwei volumetrischen BURKARD
Sporenfallen (s. Abb. 12) mit stiindlicher Auflésung der Daten in der jeweiligen
Primirsaison kontinuierlich verfolgt. Die Sporenfallen wurden in der Versuchsanlage
des JKI Dossenheim an unterschiedlichen Stellen positioniert. Etwa 10 cm unter der
Ansaugoffnung und 150 cm iiber dem Boden wurde ein Blattdepot (32 x 24 x 5 cm)
mit natiirlich Giberwinterten schorfbefallenen Blittern angebracht. Durch eine
elektrische Pumpe (230 V) wurde im Betrieb ein Saugstrom von 10 I/min erzeugt. Die
angesaugte Luft wurde auf ein mit Vaseline bestrichenes Band geblasen, wobei die in
der Luft enthaltenen Sporen auf dem Band kleben blieben. Das Band wurde auf einem
Zylinder befestigt, der sich innerhalb von sieben Tagen einmal dreht. Somit entstanden
2 mm lange Abschnitte, die jeweils die Anzahl der in der Luft enthaltenen Ascosporen
pro Stunde enthielten. Die Auswertung erfolgte mikroskopisch mit 500-facher
Vergroflerung (Kohl 1993). Die Sporenflugtage wurden einzeln bewertet. Dabei wurde
ein Sporenflugtag definiert, als Tag, an dem mindestens vier Stunden lang

kontinuierlich Sporenflug mit mindestens 15 Sporen in einer der Stunden registriert
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wurde. Der Beginn war dabei die erste Stunde des zusammenhingenden
Sporenflugereignisses. Als Bezugspunkt wurde der Zeitpunkt des Sporenflugs definiert,
an dem das Maximum an Sporen gemessen wurde. Die Blitter waren feucht (nicht
briichig), wenn innerhalb von 24 Std. vor dem sporenflugauslésenden Regen bereits

Regen gefallen war oder die Luftfeuchte in diesem Zeitraum im Durchschnitt iiber 80

% lag. Trockene Bldtter waren briichig.

Abb. 12: Sporenfalle im Versuchsfeld mit vorgelagertem Blattdepot und aufgesetzter Lichtquelle
(rechts).

Aus den Daten der Sporenfallen wurden mit dem Software-Programm R!
Chronosporogramme erzeugt und anschlieffend mit dem Software-Programm Adobe-
Hlustrator CS bearbeitet. Die Chronosporogramme geben fiir jede Sporenfalle und
jedes Jahr einen zeitlichen Uberblick iiber die registrierten Sporen, Regenereignisse und
den natiirlichen Hell-Dunkel-Wechsel. Die Untersuchungstage sind sowohl
untereinander als auch als Doppelplot aufgetragen. Die Chronosporogramme wurden
als Doppelplot erstellt, um eine zusammenhingende Ubersicht tiber Tag und Nacht zu

erhalten.
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2.4 Blattproben

2.4.1 Uberwinterung, Exposition und Langzeitaufbewahrung der Blitter

In der Primirsaison wurde wochentlich das Ascosporenpotenzial mit der
Wasserbadmethode (s. 2.4.2) aus Blattmaterial bestimmt. Hierzu wurden jeweils im
Herbst des Vorjahres mit Schorf befallene Apfelblitter vor dem Blattfall gesammelt
und in Kunststoffschalen (55 x 30 x 7 cm) iiberwintert. Um das Verblasen der Blitter
durch den Wind zu verhindern, waren die Schalen mit einem Drahtgitter (Offnungen
ca. 1 x 1 cm) abgedeckt. Im Boden wurden mehrere Drainagedffnungen zur Ableitung
des Regenwassers gebohrt. Die Schalen wurden innerhalb der Apfelanlage auf dem
Boden auf einem engmaschigen Sarannetz (zum Ausschluss von Regenwiirmern)
tiberwintert. Die Blattdepots wurden fiir die Sporenfallen und fiir die Freiland-
Bioassays (s. 2.5) zur Inokulumerhhung um die exponierten Simlinge verwendet. Fiir
Versuche zur Sporenausschleuderung im Labor wurde ein Teil der Blitter im Frithjahr
nach etwa der halben erreichten Sporenreife aus den Schalen entnommen und bei -
20°C tiefgefroren. Der Zeitpunkt firr die Entnahme der Blitter wurde anhand der

Wasserbadmethode (s. 2.4.2) festgelegt.

2.4.2 Bestimmung der Ascosporentiter

Zur Bestimmung des Ascosporenpotenzials in der jeweiligen Primirsaison als auch zur
Bestimmung der Anzahl ausgeschleuderter Ascosporen in den Versuchen (s. 2.6) wurde
die Wasserbadmethode von Kollar (1998a) verwendet: Die Blitter wurden iiber Nacht
im Labor getrocknet, anschlieffend von Stiel und Mittelrippe befreit und in etwa lcm
grofle Stiicke gebrochen. Fiir einen doppelten Ansatz wurde je 1g der Blattstiicke
abgewogen und in 100 ml-Erlenmeyerkolben mit 50 ml Reinstwasser aufgegossen. Die
Kolben wurden auf einem Kreisschiittler bei ca. 90 U/min fiir eine Stunde geschwenkt.

Unmittelbar danach wurde eine Probe des Wassers entnommen und in eine 0,5 ml-
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Planktonkammer (HYDRO-BIOS, Kiel) nach Kolkwitz gefiille. Nach 10 min waren die
Sporen auf das Raster (Quadrate je 1 x 1 mm) abgesunken. Es wurden je Ansatz 30
Quadrate ausgezihlt. Aus den Ergebnissen wurde unter Berticksichtigung des Kammer-
und Probenvolumens die Sporenzahl berechnet: Sporenzahl/ml = Summe der
Sporen/Anzahl der Quadrate x 769,2. Der Faktor 769,2 wurde iber die
Flussigkeitsmenge, die tiber einem Quadrat in der Planktonkammer steht, ermittelt,
um die Anzahl der Sporen/ml zu erhalten. Die Ergebnisse der Doppelansitze wurden

gemittelt.

2.5 Freiland-Bioassay fiir den Nachweis von Schorfinfektionen

Die Zeitpunkte der Primirinfektionen durch den Erreger im Freiland wurden durch
einen Biotest festgestellt (s. Abb. 13). Hierzu wurden wihrend der Periode der
Primirinfektionen in  den  jeweiligen  Versuchsjahren von  Beginn  der
Vegetationsperiode an bis etwa Mitte Juni vor jeder Blattnisseperiode ‘Golden
Delicious’-Simlinge als ,Fangpflanzen® in die Anlage gebracht und darunter
tiberwinterte Blattdepots (s. 2.4.1) gestell. Nach dem Ende der jeweiligen
Blattnisseperiode wurden die Simlinge ins Gewichshaus gebracht und nach einer
Inkubationszeit von etwa 20-30 Tagen auf Schorfbefall bonitiert. Die Angabe erfolgte

in % befallener Pflanzen.
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Abb. 13: Simlinge und Blattdepots in der Apfelanlage fiir das Freilandbioassay.(Foto: F. Porsche)

2.6 Einfluss des Lichts auf die Ascosporenausschleuderung

2.6.1 Freiland-Versuche

Eine der verwendeten Sporenfallen bzw. das Blattdepot wurde in den Versuchsjahren
2011-2015 in der Primirsaison kiinstlich beleuchtet. Zur Vermeidung der Ansaugung
von durch Licht angelockten Insekten wurde vor der Ansaugéffnung der Sporenfalle
ein Drahtgeflecht aus Edelstahl (ca. 1 mm? Offnungen) angebracht (s. Abb. 15). In
2010/2011 wurde das vorgelagerte Blattdepot mit zwei Scheinwerfern (Leuchtmittel
MEGAMAN Clusterlite Energiesparbirnen 60 W, 4000 K) mit einer Helligkeit von 400
Ix beleuchtet, die unabhingig von der Sporenfalle an zwei Masten angebracht waren
und auch bei Drehung der Sporenfallen zu einer gleichmifligen Ausleuchtung des
Blattdepots fithrten (s. Abb 14 A). Im Versuchsjahr 2012 wurde die Lichtintensitit mit
demselben Leuchtmittel auf > 2000 Ix erhoht, indem das Leuchtmittel eines
Scheinwerfers direkt auf der sich drehenden Sporenfalle angebracht wurde (s. Abb. 14
B). Im Folgejahr wurden durch die Verwendung eines LED-Scheinwerfers (SYNGONIX
LED Flutlichtstrahler, 40 W, 5000 K) das Lichtspektrum und die Helligkeit (> 10000
Ix) verindert (s. Abb. 15). Im Jahr 2014 wurde das Blattdepot wie im Vorjahr

beleuchtet, aber mit einem vorgesetzten Blaulichtfilter (Glass Color Filter Yellow, 165
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x 132 mm, EUROLITE, CONRAD ELECTRONICS SE) zur Anderung des Lichtspektrums
(s. Abb. 16). Im letzten Versuchsjahr wurde mit einer handelsiiblichen klaren 60 W-
Glithbirne mit 10000 Ix beleuchtet (s. Abb. 17), die mittels eines Ddmmerungssensors
(THEBEN Luna 112 top 2, CONRAD ELECTRONICS SE) bei Helligkeiten von 100 Ix
ein- bzw. ausgeschaltet wurde und dadurch nur nachts leuchtete. Temperatur und
Helligkeit im Blattdepot wurden mit einem Datenlogger (HOBO Pendant Temperature
& Light, DATENLOGGER-STORE) durchgehend tiberwacht. Die Lichtspektren der
Leuchtmittel sowie des Tageslichts zu unterschiedlichen Tageszeiten und
Witterungsverhiltnissen wurden mit einem Spektrometer vom Typ MK350 der Firma
UPRTEK untersucht. Fiir die Jahre 2004-2010 lagen keine Daten zur Helligkeit von
der Wetterstation vor, die Schwelle von Dunkelheit und Helligkeit wurde daher als
Zeitpunkt des Sonnenauf- bzw. -untergangs definiert. Fiir die Jahre 2011-2015 lagen

Helligkeitswerte von der Wetterstation vor und die Schwelle von Dunkelheit und

Helligkeit wurde aufgrund von Literaturangaben (Palm 1988) auf 2000 Ix festgelegt.

Abb. 14: Beleuchtung der Blattdepots an den Sporenfallen in den Versuchsjahren 2010 (A) und 2011-
2012 (B) und das sichtbare Lichtspektrum (C) der verwendeten Energiesparlampe MEGAMAN

CLUSTERLITE.
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350 A0 480 510 580 B0 BEO 710 TRO

Abb. 15: Beleuchtung des Blattdepots an der Sporenfalle im Versuchsjahr 2013 mit geschiitzter

Ansaug6ffnung und das sichtbare Lichtspektrum des verwendeten LED-Strahlers von SYNGONIX.

M550 N0 450 510 560 B0 6RO T10 7RO

Abb. 16: Beleuchtung der Blattdepots an der Sporenfalle im Versuchsjahre 2014 und das sichtbare

Lichtspektrum des verwendeten LED-Strahlers von SYNGONIX mit vorgelagertem Blaulicht-Glasfilter.
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Abb. 17: Beleuchtung des Blattdepots an der Sporenfalle im Versuchsjahr 2015 und das sichtbare

Lichtspektrum der verwendeten Glithbirne.
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2.6.2 Belichtungsversuche mit der Wasserbadmethode

Fiir die Versuche im Labor wurde die Wasserbadmethode (s. 2.4.2) modifiziert. Die
verwendeten Blitter wurden auf dem Boden einer Petrischale ausgelegt, so dass der
Boden weitgehend bedeckt war, und anschlielend durch ein Gitter (Edelstahl,
Offnungen 1 x1 mm) fixiert (s. Abb. 18). Die Fixierung hinderte die Blitter wihrend
der Versuche an einer freien Bewegung im Wasser und hielt sie in einer Orientierung.
Die eingesetzte Wassermenge in den Petrischalen war 20 ml. Fiir die Versuche wurde
ein Orbitalschiittler (Sea Star, HEATHROW SCIENTIFIC, Kreisbahndurchmesser 19
mm) verwendet, der vergleichbar mit frither verwendeten Schiittlern ist. Die Drehzahl
wurde auf 90 rpm (rounds per minute) eingestellt. Die Proben wurden iiber Nacht bei
Versuchstemperatur in einer feuchten Kammer (100 % RF) im Dunkeln inkubiert.
Die Versuche selbst wurden jeweils iiber mindestens fiinf Stunden unter konstanten
Bedingungen durchgefiihrt (s. Abb. 19). Wenn nicht anders angegeben, waren dies 20
°C und 60 % RF sowie die Durchfithrung in einer Dunkelkammer mit Lichtschleuse,
mit Ausnahme der Versuche im 4 °C Raum. Das verwendete Reinstwasser hatte jeweils
die Temperatur des Versuchsraumes. Alle Versuchsvarianten wurden 10 fach
wiederholt. Die Sporenkonzentrationen jeder Probe wurden stiindlich aufsummiert
(kumuliert). Das letzte Gesamtpotenzial (GP) wurde als 100% definiert. Es wurde
jeweils ein Mittelwert aller Wiederholungen einer Versuchsanordnung gebildet und die
Standardabweichung bestimmt. Zum Vergleich der einzelnen Versuchsvarianten wurde

eine ANOVA zur statistischen Absicherung durchgefiihrt.
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Abb. 18: Blitter fiir die modifizierte Wasserbadmethode zu den Versuchen zum Einfluss von Licht auf

die Sporenausschleuderung. Eingelegt in die Petrischale (A), fixiert (B) und in der Inkubationsbox (C).

Abb. 19: Versuchsaufbau zum Einfluss von Licht auf die Sporenausschleuderung: Orbitalschiittler mit
Proben mit SYNGONIX-LED-Beleuchtung und Anordnung zur Beleuchtung mit MARUBENI-IR-

Dioden (s. 2.7.2.1), dariiber die Gliihbirne (rechts).

2.6.2.1 Verwendete Strahlungsquellen

Als Strahlungsquellen wurden im sichtbaren Lichtspektrum der SYNGONIX LED
Flutlichtstrahler (s. 2.6.1), eine Kaltlichtleuchte (SCHOTT KL1500, 150 W, 3500 K),
ein 730 nm-Strahler (PHILIPS GreenPower LED flowering lamp FR, 16 W) und eine
Gliihbirne (Reflektor, 60 W) verwendet (s. Abb. 20). Die Gliithbirne wurde zusitzlich
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durch eine Isolierglasscheibe (Zweifach-Wirmedimmglas SEMCO Star AR, 24 mm,
einseitig zur Reflexion von solarer Energie beschichtet) gefiltert, um den enthaltenen
infraroten Wellenlidngenbereich (IR) abzuschwichen. Die Helligkeit wurde bei diesen
Lichtquellen tiber den Abstand zur Probe im Bereich des sichtbaren Lichts einheitlich
auf 6000 Ix eingestellt, der 730 nm-Strahler wurde in der Intensitit der Gliithbirne
angeglichen. Im nichtsichtbaren infraroten Bereich des Lichtspektrums wurden
einzelne Wellenlingen mittels handelstiblicher Strahler mit 850nm (ABUS TV6700,
SYGONIX 25873A1) und 940 nm (IR Emitter KINGBRIGHT 940 nm, CONRAD
ELECTRONICS SE) eingesetzt. In weiteren Versuchen wurden LEDs (MARUBENI
L1050G-04, L1200-04, L1450-04, MUEVO UG, Wippenfiirth) der Wellenlingen 1050
nm, 1200 nm und 1450 nm eingesetzt (s. Abb. 21). Die LEDs wurden auf einer
Platine in Reihenschaltung verlétet und die so entstandenen einzelnen
Strahlungsquellen jeweils mit einem Vorwiderstand versehen. Uber ein Netzteil
(Schaltnetzteil PROFITEC MW 7H50GS, CONRAD ELECTRONICS SE) wurde eine
Spannung von 6 V angelegt. Um den infraroten Bereich der Sonnenstrahlung
weitgehend mit einer Strahlungsquelle abzudecken, wurde die Glithbirne mit einem
Infrarotfilter (Optische IR Langpassplastikfilter, EDMUND OPTICS) verwendet, der das
sichtbare Licht bis etwa 700 nm blockiert und nur den infraroten Strahlungsanteil
durchlisst. Nach jedem Versuchsdurchlauf wurden die Proben fiir eine Stunde mit der
Glithbirne mit 6000 Ix beleuchtet. Fiir die Messung der Lichtspektren im sichtbaren
Bereich wurde das MK350 der Firma UPRTEK verwendet. Fiir die Messung einzelner
Spektren im infraroten Bereich stellte die Firma OCEANOPTICS freundlicherweise

kurzzeitig das Infrarotspektrometer NIRQUEST 512-2.2 zur Verfiigung.
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Abb. 20: Spektren im sichtbaren Bereich der verwendeten Glithbirne (A), der durch eine Glasscheibe

gefilterten Glithbirne (B), der IR- gefilterten Glithbirne (C), der Kaltlichtleuchte (D), und des 730 nm-
Strahlers (E).
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Abb. 21: Im nichtsichtbaren infraroten Bereich des Lichtspektrums verwendete selbstentworfene LED-

strahlungsquellen (unten) und ihre Spektren (oben).
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2.6.2.2 Einfluss von Infrarotstrahlung und Wirme

Der grofite Anteil der abgestrahlten Energie von Glithbirnen wird im infraroten
Spektralbereich  als  Warmestrahlung  abgegeben (s. Abb. 22), wobei das
Strahlungsmaximum bei etwa 1100 nm liegt. Durch den hohen Anteil an
Infrarotstrahlung erwidrmte die Glithbirne das Wasser in den Proben bei der
verwendeten Helligkeit von 6000 Ix. Der Anstieg der Probentemperatur iiber die Zeit
und die Abhingigkeit der Probenerwirmung vom Abstand zur Glithbirne wurden in
verschiedenen Messreihen ermittelt (s. Abb. 23). Fiir die Temperaturmessung wurde

ein Infrarot-Thermometer (Voltcraft IR 1200-50D, CONRAD ELECTRONICS SE)

verwendet.
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Abb. 22: Infrarotspektrum der 60 W Glithbirne bei einer Helligkeit von 6000 Ix.
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Abb. 23: Messreihen der Wassertemperatur in Abhingigkeit von der Bestrahlungszeit mit der
Glithbirne im Abstand von 18 cm (6000 Ix) und in Abhingigkeit vom Abstand zur Glithbirne nach 30

min Bestrahlung.

2.7 Einfluss des sichtbaren Lichts auf das Myzelwachstum

2.7.1 Venturia inaequalis - Isolat V1

In dieser Arbeit wurde, wenn nicht anders angegeben, das Isolat V1 von Venturia
inaequalis verwendet. Es wurde urspriinglich als Einsporisolat (s. 2.7.2) aus einer
Lision gewonnen (Kollar 1994), bei -80 °C als Agarausstanzung (8 mm) erhalten und
bei Bedarf bei 20 °C auf PDA (potatoe dextrose agar, DIFCO) fiir weitere Versuche

kultiviert.

2.7.2 Herstellung eines Einsporisolats von Venturia inaequalis

Eine Schorflision an einem Apfelblatt aus dem Freiland wurde mit 10 pl sterilem
Wasser abgewaschen, in 5 ml steriles Reinstwasser gegeben und zusitzlich wurden 1:10
und 1:100 Verdiinnungen hergestellt. 200 pl jeder Losung wurden auf PDA
ausgestrichen. Die nach etwa 6 Tagen erkennbaren winzigen Myzelien wurden auf
einzelne PDA-Platten iibertragen. Hierzu wurde mit einem Lanzett das Agar-Stiick

ausgestochen und iibertragen.
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2.7.3 PDA- und Fliissigkulturen

Fiir die Durchfithrung der Myzelwachstumsversuche wurde das selbst hergestellte Isolat
(s. 2.7.2) sowie das Isolat V1 (s. 2.7.1) von V. inaequalis auf PDA und in
Flussigmedium kultiviert. Myzelien wurden direkt nach dem Beimpfen von PDA-
Medium mit einem mit Korkbohrer ausgestochenen Myzelstiickes (8 mm) unter
unterschiedlichen Lichtbedingungen (LL, LD, DD) kultiviert und ihr Wachstum nach
21 und 54 Tagen ausgewertet. Die Guttationstropfen wurden mit einer Pipette
abgenommen, lyophilisiert und in 300 pl Reinstwasser aufgenommen. In einem Cup-

test (s. 2.7.8) wurde die Pektinaseaktivitit tiberpriift.

Fir die Flissigkulturen wurde ein definiertes Medium (MS) nach Murashige & Skoog
(1962) verwendet, das mit 0,4 pg/ml Thiamin angereichert wurde (Kollar 1998b). Die
Mikro- und Makronihrstofflésungen (micro-, macronutrient solution, SIGMA) wurden
nach Herstellerangaben, d.h. jeweils 10% des Gesamtvolumens, verwendet. Als einzige
Kohlenhydratquelle wurden 2 % Glucose zugegeben. Die Versuche wurden mit 250
ml Medium bei statischer Inkubation mit einem Inokulum in Form eines mit
Korkbohrer ausgestochenen Myzelstiickes (8 mm) durchgefiihrt. Die Kulturen wurden
fur ca. 40 Tage bei 20 °C und den verschiedenen Lichtverhiltnissen kultiviert. Es
wurden je zwei Ansdtze dem Dauerlicht (LED Flood light, 10 W, 5000 K), dem
Dauerdunkel sowie einem Hell-Dunkelwechsel (16 Stunden Licht — 8 Stunden

Dunkel) ausgesetzt.

2.7.4 Gewinnung der Kulturfiltrate und Myzelien

Nach einer Kulturdauer von 40 Tagen wurden die Kulturen tiber Miracloth
(CALLBIOCHEM) filtriert. Das Kulturfiltrat wurde bei -18 °C tiefgefroren. Die
Myzelien wurden mehrmals mit Reinstwasser gespiilt, tiefgefroren und
gefriergetrocknet. Die Lyophilisate der einzelnen Myzelien aus den unterschiedlichen

Lichtkulturen wurden mit einer Feinwaage gewogen. Das Kulturfiltrat wurde
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unmittelbar nach dem Auftauen zur Entfernung von Schleimstoffen bei 0°C
zentrifugiert (25 min bei 27000 g, BECKMANN Rotor JA-20.25), der Uberstand

tiefgefroren und anschlieflend lyophilisiert.

2.7.5 Ermittlung des Glucoseverbrauchs mittels HPLC-Analyse

Es wurde jeweils 1 ml des zentrifugierten Kulturfiltrates (s. 2.7.4) entnommen und mit
4 ml Ethanol auf eine 80 % Losung aufgefille. Um die Verlustrate wihrend der
Aufarbeitungsschritte zu bestimmen, wurde jeder Probe ein interner Standard von 10
mg/ml Sorbit (SERVA) zugegeben. Anschlieflend wurde nochmals zentrifugiert (15 min
bei 2500 g, BECKMANN Ausschwingrotor). Der Uberstand wurde mit 5 ml
Reinstwasser aufgefiillt, bei -80°C eingefroren und anschlieffend lyophilisiert. Die
Lyophilisate wurden je in 1 ml Reinstwasser aufgenommen. Um die HPLC-Siule
(HPX 87C, Kationenaustauschersiule auf Polystyrolbasis) zu schonen, wurden die
schwach- bis mittelpolaren Substanzen mit einer CN-Vorsiule (Cyanopropyl-
modifiziertes Kieselgel, 1 ml/ 100 mg, CHROMABOND) aus den Proben herausgeldst.
Die CN-Vorsiule wurde mit 1 ml Reinstwasser vorkonditioniert. Anschlieflend wurde
1 ml Probe tropfenweise aufgetragen und mittels Schwerkraft eluiert. Das Eluat wurde
in einem Eppendorfgefiff aufgefangen und zentrifugiert (Porsche 2015). Die stark
polaren Zucker blieben in der wissrigen Phase erhalten. Anschliefend wurden die
Proben tiber einen Sterilfilter gereinigt. Fiir die Analysen wurde ein HPLC-System mit
einer Hochdruckpumpe (BECKMANN, 112 Solvent Delivery Module) verwendet. Die
zu analysierenden Proben wurden iiber ein Injektionsventil (RHEODYNE, 7125) in die
Probenschleife (KNAUER) eingespritzt, die ein Volumen von 10 pl aufwies. Daran
schlossen sich die Vorsiule, die spezifische Trennsiule und ein RI-Detektor (KNAUER,
Differential-Refraktometer) an. Die Probenschleife und die Siulen befanden sich in
einem beheizbaren Siulenofen (KNAUER). Die Analyse der Chromatogramme erfolgte

mit der Auswertesoftware Apex Clarity TM, 3.0 (DR. R. FORCHE
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CHROMATOGRAPHY, Moers). Fiir die Analyse wurde die Sdule Aminex® PX 87C (B1O
RAD, 7,8 x 300 mm) verwendet. Das  Trennmaterial  stellten
Kationenaustauscherharzpartikel (9 pm) auf Polystyrolbasis dar. Die Auftrennung
erfolgte bei einer Flussrate von 0,35 ml/min und einer Temperatur von 85 °C, der
Druck betrug ca. 25 bar. Als Eluent wurde steril filtriertes Reinstwasser verwendet

(Porsche 2015). Die Ergebnisse wurden mit einem Zuckerstandard (s. Abb. 24)

abgeglichen.
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Abb. 24: Fiir die HPLC-Analysen verwendeter Zuckerstandard.

2.7.6 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Die Proteingehalte der Proben wurden mit der Methode nach Bradford (1976)
bestimmt. Diese kalorimetrische Methode zur Konzentrationsbestimmung von
Proteinen beruht auf der Verschiebung des Absorptionsmaximums von Coomassie-
Brillant blau im sauren Milieu von 470 nm im ungebundenen Zustand nach 595 nm
im gebundenen Zustand. Zur Erstellung der Kalibrierungsgeraden wurde
Rinderserumalbumin (BSA, MW 67000, SERVA) verwendet. Es wurden sowohl
Aliquote des urspriinglichen Kulturfiltrats als auch aufkonzentrierte Proben eingesetzt.

Vom Kulturfiltrat und den Standards wurden 800 pl mit jeweils 200 pl Reagenz (BIO-
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RAD) versetzt. Die entsalzten Proben wurden mit Reinstwasser auf 800 pl gebracht und
200 pl Reagenz (BIO-RAD) zugegeben. Die Proben und Standards wurden in Halb-
Micro-Kiivetten aus Polyacryl (10 x 4 x 45 mm, SARSTEDT) iberfithrt. Nach 20 min
wurde der Proteingehalt am Photometer (Specord 200, ANALYTIK JENA) bei 595 nm

gemessen.

2.7.7 Ammoniumsulfatfillung der Kulturfiltrate

Die Fillung der Kulturfiltratproteine wurde mit  einer  fraktionierten
Ammoniumsulfatfillung erreicht (Kollar 1994, 1998). Die mit jeweils 8 ml
Reinstwasser aufgenommenen Lyophilisate der Kulturfiltrate (s. 2.7.4) wurden 30 min
auf Eis inkubiert und anschliefend 25 min bei 4 °C zentrifugiert (27000 g,
BECKMANN Rotor JA-20.25). Der Uberstand wurde jeweils mit 8 ml gesittigter
Ammoniumsulfatlésung (4,1 M) versetzt und 20 min auf Eis inkubiert. Nach der
anschlieenden 10-miniitigen Zentrifugation (wie oben) wurde dem Uberstand jeweils
24 ml der Ammoniumsulfatlésung zugegeben und auf Eis inkubiert. Nach ca. 90-
miniitiger Inkubation wurde nochmals 10 min wie oben zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Das Pellet wurde mit 1 ml Reinstwasser aufgenommen und

tiefgefroren.

2.7.8 Halb-quantitativer Nachweis von Pektinasen

Der Nachweis von Pektinasen in den Kulturfiltraten wurde durch deren Aktivitit beim
Abbau von Pektin in Agarosegel nachgewiesen (Golba 2001). Hierzu wurden in 100
ml Reinstwasser 1,025 g Citronensdure-1-hydrat und 1,8 g
Dinatriumhydrogenphosphat-2-hydrat gegeben (pH = 5). Nach der Zugabe von 0,2 g
Citrus-Pektin (SIGMA), 0,025 g Polygalakturonsiure-Na-Salz (SIGMA) und 0,75 g
Agarose wurde der Ansatz kurz aufgekocht. Nach dem Abkiihlen auf etwa 60 °C wurde

der Substratagar in eine quadratische Petrischale (120 x 120 x 17 ¢m) gegossen und ein
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Cup-Former aufgesetzt. Dieser wurde nach dem vollstindigen Abkiihlen vorsichtig
entfernt. Die so entstandenen Vertiefungen hatten ein Volumen von etwa 100 pl. Von
den durch die Ammoniumsulfatfillung erzeugten Pektinasepriparationen der
Kulturfiltrate wurden die Cups gefiillt, bis sich die Fliissigkeitsmenge uhrglasformig
vom Rand nach unten darstellte. Die Proben wurden direkt und in Verdiinnung mit
Reinstwasser (1:2, 1:5, 1:10) aufgetragen. Unbenutzte Cups wurden als Kontrolle mit
Reinstwasser gefiillt. Die Ansitze wurden 24 h bei 20 °C inkubiert und danach mit 1
% Cetyltrimethyl-Ammoniumbromid (CTAB) iiberschichtet, das durch die Reaktion
mit Polygalakturonsiure einen weiflen Niederschlag bildete. In den Abbauzonen
bildete sich kein weifler Niederschlag und so blieben die Hydrolysezonen als klare Hofe
bestehen. Der Radius der Hydrolysezonen wurde etwa 20 h nach dem Uberschichten

gemessen.

2.7.9 Isoelektrische Fokussierung (IEF) von Kulturfiltratproteinen

Von der Probe des in 1 ml Reinstwasser aufgenommenen Pellets der
Ammoniumsulfatfillung (s. 2.7.7) wurden 200 pl entnommen. Die fiir die
isoelektrische Fokussierung notwendige Entsalzung wurde durch die Filtration fiir etwa
1 h tber einen Zentrifugationsultrafilter (Amicon Ultra - 0,5 ml, Millipore, 3000
NMWL) bei 4 °C und 10000 rpm (Biofuge fresco, HERAEUS) erreicht. Nach dem
Aufkonzentrieren der Probe wurde noch zweimal mit 200 pl Reinstwasser filtriert. Der

Riickstand von ca. 25 pl wurde aufgenommen und tiefgefroren.

Fir die Auftrennung der Proteine nach ihren isolelektrischen Punkten wurden
ultradiinne Polyacrylamidgele (Servalyt Precotes, Serva, 125 x 125 mm) mit einem pH-
Bereich von 3-10 verwendet. Die Elektrophorese wurde in der Isobox HE 950 bei 4 °C
durchgefithrt. Vor dem Auflegen des Gels wurde eine diinne Schicht Bayol F als
Wirmetibertragungsfliissigkeit auf dem Kiihlblock verteilt. Nach dem Auflegen des

Gels wurden die Elektrodendochte aufgelegt und mit entsprechender Pufferlgsung
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(Serva) getrinke. Als Anodenpuffer wurde Fluid 3 (0,024 M L-Asparaginsiure, 0,025
M L-Glutaminsiure) verwendet, als Kathodenpufter Fluid 10 (0,022 M L-Arginin,
0,022 M Lysin, 0,12 M Ethylendiamin) eingesetzt. Danach wurden die Elektroden mit
leichtem Druck auf die Elektrodendochte gepresst und mit einer Glasplatte (300 g)
beschwert. 10 pl der Proben wurden an der Anode mittels eines Applikatorstreifens
aufgetragen. Am Gerit wurde eine Stromstirke von 4 mA eingestellt, die
Hochstspannung wurde auf 2000 V, die Leistung auf 6 W begrenzt. Die Laufzeit
wurde ca. 30 min nach Erreichen der 2000 V oder spitestens nach vier Stunden

beendet.

2.7.10 Zymogramme

Fir die Zymogramme wurde jeweils ein Agarosegel entsprechend der
Zusammensetzung fir den halbquantitativen Pektinase-Nachweis (s. 2.7.8) gegossen.
Fiir die Pektinasezymogramme wurde das IEF-Gel mit der Gelseite nach unten fir 1 h
auf der erkalteten Agarplatte bei Raumtemperatur aufgelegt und diese anschlieflend
nach der Entfernung des Gels iiber Nacht bei 20°C inkubiert. Am nichsten Morgen
wurde die Substratagarplatte mit 1 % CTAB gefirbt.

2.7.11 Coomassiefirbung der Proteine

Die Gele wurden fiir 30 min mit 20 % Trichloressigsiure (TCA) fixiert und danach
zweimal kurz mit Reinstwasser gewaschen. Fiir die anschliefende Farbung wurden die
Gele fiir 10 min in eine Losung aus einem Teil 0,2 % Coomassie in Methanol und
einem Teil 20 %-ige Essigsiure gelegt. Uberschiissiger Farbstoff wurde durch
mehrfaches Waschen mit einer Losung von 20 % Methanol und 10 % Essigsiure
entfernt. Wihrend der gesamten Einwirkzeit wurden die Gele auf dem Schiittler leicht

geschwenkt, um eine gleichmiflige Benetzung der Geloberfliche zu gewihrleisten.
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2.8 In silico Sequenzabgleich von Photorezeptoren verschiedener Pilze mit

Venturia inaequalis

Die Genomsequenz von Venturia inaequalis wurde bisher nicht veréffentlicht, wurde
aber freundlicherweise von Dr. Bruno Le Cam, Inustitut National de la Recherche
Agronomique (INRA), Universitit d‘Angers, zur Verfiigung gestellt, ebenso die aus der
Genomsequenz abgeleiteten zugehorigen Proteinprimirstrukturen. Die Annotation der
letzten Assemblierung im Oktober 2010 (Version 4) beinhaltete 2444 Scafolds und
9116 Contigs. Mit dem Report System EuGene wurden insgesamt 10426 vermutliche
Gene festgestellt. Anhand der Primirstrukeur der Proteine wurde tiber BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) eine Suche mit dem Parameter BlastP durchgefiihrt.
Hierzu wurden die FASTA-Sequenzen bekannter und nachgewiesener Lichtrezeptoren
verschiedener Pilze verwendet und im Genom von Venturia inaequalis nach
Homologen gesucht. Verwendet wurden folgende Sequenzen: Phototropin:
NCU02356 (Neurospora crassa WC-1), NCU00902 (Neurospora crassa WC-2);
Cryptochrom: NCU00582 (Newurospora crassa Cry-A); Phytochrom: ANIA_09008
(Aspergillus nidulans FphA); Rhodopsin: NCU10055 (Neurospora crassa NOP-1).
Wurde bei V. inaequalis ein Homolog gefunden, so wurde fiir dieses Protein eine
reverse Suche (Datenbank nr — Non-redundant protein-sequences, Standardparameter)
durchgefithrt, um das Ergebnis so weit wie moglich abzusichern. Die gefundenen

Rezeptoren wurden auf ihre Dominestruktur hin betrachtet.
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3. Ergebnisse

3.1 Vergleich kiuflicher Blattnissesensoren

3.1.1 Alterungserscheinungen der Sensoren

Die Sensoren zeigten nach drei Jahren unterschiedlich starke Alterungserscheinungen.
Die geringsten Spuren in Form vereinzelter, leichter Korrosionen zeigten die
vliesbasierten Sensoren. Die DECAGON-Sensoren wiesen innerhalb der kapazitiven
Sensoren die geringsten Alterungserscheinungen auf. Die Sensoren der Firma ADCON
waren innerhalb der Untersuchungszeit anfillig fiir eine Korrosion der Leiterbahnen (s.
Abb. 25). Die Sensoren der Firma HOFFMANN zeigten Ermiidungserscheinungen im

Kunststoff. Eine wesentliche Beeinflussung der Messergebnisse durch die

\ |

A77WET ABA (6)Adcon Telemetry 2008

— e cumta

Alterungserscheinungen wurde nicht festgestellt.

Abb. 25: Alterungserscheinungen der ADCON- (oben) und HOFFMANN-Sensoren (unten) innerhalb

von drei Jahren.
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3.1.2 Vergleich der angezeigten Blattnissedauer iiber den gesamten Messzeitraum
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Abb. 26: Nisseanzeige der Sensoren mit und ohne Ubereinstimmung mit der Kamera bezogen auf den

Zeitraum der angezeigten Nisse, aufsummiert iber 541 Tage. Verwendet wurden jeweils zwei

Sensoren (1 und 2) eines Herstellers. DECAGON 2 mit 10 % Neigungswinkel.
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Abb. 27: Nisseanzeige der Sensoren ohne Nissezeiten durch Tau mit und ohne Ubereinstimmung mit

der Kamera bezogen auf den Zeitraum der angezeigten Nisse, aufsummiert iber 541 Tage. Verwendet

wurden jeweils zwei Sensoren (1 und 2) eines Herstellers. DECAGON 2 mit 10 % Neigungswinkel.
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Im Vergleich tiber den gesamten Untersuchungszeitraum wurde die tatsichliche, tiber
die Kamera registrierte Blattnidsse als Referenz verwendet. Die von den Sensoren
angezeigte Nisse entsprach nicht immer der realen durch die Kamera beobachteten
Blattnisse (s. Abb. 26). Der Beginn der angezeigten Nisse war bei Blittern und
Sensoren meist identisch mit Regenbeginn, die Sensoren aller Modelle trockneten im
gesamten Vergleich zu den Blittern schneller ab und zeigten kiirzere Blattnassperioden
an. Die grofiten Abweichungen zu den Kameradaten im gesamten Vergleich wurden
bei den PESSL-Sensoren und dem Sensor TOSS 2 festgestellt, die Sensoren der Firma
HOFFMANN zeigten die grofte Ubereinstimmung mit den Messwerten der Kameras
bezogen auf die zeitliche Ubereinstimmung, dariiber hinaus jedoch auch die grofite
Anzahl an Nissestunden, die von der Kamera nicht registriert wurden und von den
Sensoren zusitzlich angezeigt wurden. Bei den einzelnen Sensoren der gleichen
Modelle der Firma TOSS gab es untereinander erhebliche Abweichungen. Die LUFFT-
Sensoren wiesen untereinander geringe Abweichungen auf. Die Sensorpaare von
HOFFMANN, ADCON und PESSL stimmten weitgehend iiberein. Die Daten der
DECAGON-Sensoren waren vermutlich aufgrund der verschiedenen Neigungswinkel (s.
3.1.3) unterschiedlich. Unter Beriicksichtigung der Nissezeiten durch Tau gab es iiber
den gesamten Messzeitraum von 541 Tagen bei den kapazitiven Sensoren HOFFMANN,
ADCON und DECAGON Abweichungen von bis zu 25 %. Die Anzeigen von Tau waren
meist zusdtzliche Nissezeiten, die von der Kamera nicht angezeigt wurden (s. Abb. 27).
Die Sensoren zeigten jedoch weitere zusitzliche Nisseereignisse an, die durch die
Kamera nicht dokumentiert wurden. Diese waren nur zu einem geringen Teil durch
Tau verursacht. Am hiufigsten wichen die angezeigten Nissezeiten bei den Sensoren
HOFFMANN, ADCON und DECAGON 2 von der tatsichlichen Blattnisse ab. Die

geringsten Werte zeigten die Sensoren TOSS 2 und PESSL.
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3.1.3 Vergleich der DECAGON-Sensoren bei unterschiedlichem Neigungswinkel

Fir die Sensoren der Firma Decagon gab es keine Herstellerangabe zum
Neigungswinkel bei der Installation. Bei der Anbringung der Sensoren in einem
Neigungswinkel von 40° waren die angezeigten Nisseereignisse nach zehn Monaten
nahezu identisch (s. Abb. 28). Die Varianz innerhalb dieser Baureihe war bei gleichem
Neigungswinkel gering. Der Anteil an registrierten Nissezeiten bei DECAGON 2 war

mit 10° Neigungswinkel im Vergleich zu DECAGON 1 um etwa 30 % erhoht (s. Abb.

28).
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Abb. 28: Mit unterschiedlichen Neigungswinkeln angebrachte DECAGON Sensoren (links) und die

Auswirkungen auf die angezeigte Blattnassdauer (rechts).

3.1.4 Vergleich der angezeigten Blattnissedauern fiir die Prognose in der

Primirsaison

Die Blattnissesensoren fiir die Schorfprognose wurden in der Zeit der Primirsaison der
Jahre 2012 und 2013 im Zusammenhang mit den erfolgten Infektionen aus dem
Freiland (Bioassay) untersucht. Die mit den Werten der verschiedenen Sensoren
berechneten Mills-Infektionen in den Jahren 2012 und 2013 werden in Abb. 29

dargestellt. Die Beriicksichtigung von Nisseunterbrechungen von bis zu 8 Stunden
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verinderte die vorhergesagte Anzahl an Infektionen. Ohne deren Beriicksichtigung
konnte kein Sensor alle iiber das Freiland-Bioassay ermittelten Infektionstermine (s.
2.5) anzeigen. Mit deren Berticksichtigung zeigten die HOFFMANN-Sensoren in beiden
Jahren alle Infektionstermine an und dariiber hinaus noch zusitzliche ,nicht reale®

Infektionen. Im Jahr 2013 gab der Sensor LUFFT 1 alle Infektionstermine an.
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Abb. 29: Vergleich der Anzahl der angezeigten Infektionstermine von Venturia inaequalis der
verschiedenen Blattndssesensoren in der Primirsaison der Jahre 2012 und 2013 ohne Beriicksichtigung
von Blattnassunterbrechungen von bis zu acht Stunden (links) und mit Beriicksichtigung (rechts), inkl.
Tauzeiten. Verwendet wurden jeweils zwei Sensoren eines Herstellers. Schwarze Linie: tatsichliche

Anzahl an Infektionsterminen aus dem Freiland-Bioassay.
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Bei der Vernachlissigung der Nissezeiten, die durch Tau verursacht wurden, nahmen
bei den Sensoren HOFFMANN, DECAGON 2, ADCON 1 und TOSS 1 die zusitzlich

angezeigten (nicht realen) Infektionstermine um ein bis zwei Termine ab (o. Abb.).

Die Anzahl der Infektionen, die zusitzlich zu den realen Infektionen von den Sensoren
angezeigt wurden, war bei einer Beriicksichtigung von Blattnassunterbrechungen von
bis zu acht Stunden im Jahr 2012 insgesamt hoher als 2013 (s. Abb. 30). Die
HOFFMANN-Sensoren meldeten alle realen Infektionstermine sowie weitere, die im
Freiland nicht zu einer Infektion fithrten. Die zusitzlich angezeigten Infektionstermine
waren leichte bis mittlere Infektionen, nur im Jahr 2013 wurde eine schwere nicht reale
Infektion gemeldet. Die Sensoren der Firma LUFFT registrierten im Jahr 2012 bis zu
50 % (LUFFT 2) der realen Infektionen nicht. LUFFT 1 erkannte 2012 acht von zehn
Infektionen, im Jahr 2013 wurden von diesem Sensor alle Infektionen angezeigt.
LUFFT 2 zeigte im Jahr 2013 nur einen Infektionstermin nicht an. Die LUFFT-
Sensoren gaben iiber die realen Infektionen hinaus weitere Termine an. Bei den
Sensoren DECAGON 1 und ADCON 1 und 2 wurden in keinem Jahr zusitzliche
Infektionstermine angegeben und es wurden nicht alle realen Infektionen erfasst. Die
Sensoren der Firmen PESSL und TOSS meldeten 60-100 % der realen Infektionen
nicht. Bei der Erfassung der realen Blattnisse durch die Kamera wurden 70-90 % aller

realen Infektionstermine registriert.
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Abb. 30: Vergleich der Anzahl der angezeigten Infektionstermine von Venturia inaequalis der
verschiedenen Blattnissesensoren in der Primirsaison der Jahre 2012 und 2013 mit Betrachtung der
Schwere der zusitzlich angezeigten Infektionen mit Berticksichtigung von Blattnassunterbrechungen
von bis zu acht Stunden inkl. Tauzeiten (links) und der nicht angezeigten Infektionstermine inkl.
Tauzeiten (rechts). Verwendet wurden jeweils zwei Sensoren eines Herstellers. Schwarze Linie:

tatsidchliche Anzahl an Infektionen aus dem Freiland-Bioassay.

Die Anzahl der Infektionen, die zusitzlich zu den realen Infektionen von den Sensoren
angezeigt wurden, war ohne Beriicksichtigung von Blattnassunterbrechungen im Jahr
2013 insgesamt hoher als 2012 (s. Abb. 31). In beiden Jahren hat kein Sensor alle
realen Infektionen gemeldet. Der Anteil der nicht gemeldeten Infektionen war deutlich
ethht im  Vergleich zu den  Werten mit  Beriicksichtigung  von

Blattnassunterbrechungen bis zu 8 h.
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Abb. 31: Vergleich der Anzahl der angezeigten Infektionstermine von Venturia inaequalis der
verschiedenen Blattnissesensoren in der Primérsaison der Jahre 2012 und 2013 mit Betrachtung der
Schwere der zusitzlich angezeigten (links) und der nicht angezeigten (rechts) Infektionen ohne
Beriicksichtigung von Blattnassunterbrechungen von bis zu acht Stunden, inkl. Tauzeiten. Verwendet
wurden jeweils zwei Sensoren eines Herstellers. Schwarze Linie: tatsichliche Anzahl an Infektionen aus

dem Freiland-Bioassay.

Die Werte der HOFFMANN- und LUFFT-Sensoren sowie der marktreifen Prototypen
der Fa. THIES in der Primirsaison 2015 zeigt Abb. 32. Die Sensoren der Firma
HOFFMANN meldeten - ohne Beriicksichtigung von Nisseunterbrechungen von bis zu
8 h - alle Infektionen. Die LUFFT-Sensoren registrierten unter diesen Bedingungen
nicht alle Infektionen. Die neuen Prototypen der Firma THIES (Prototyp 7 a-c) zeigten

alle Infektionen an und waren innerhalb der Modellreihe vergleichbar.
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Abb. 32: Vergleich der Blattnissesensoren in der Primirsaison 2015 ohne Beriicksichtigung von
Blattnassunterbrechungen. Verwendet wurden jeweils zwei Sensoren der Firma HOFFMANN und
LUFFT. Schwarze Linie: tatsichliche Anzahl an Infektionsterminen von Venturia inaequalis aus dem

Freiland-Bioassay.

3.2 Technische Entwicklung und biologische Validierung eines neuen kapazitiven

Blattnissesensors

Der erste Prototyp im Jahr 2009 war ein einfach gehaltener kapazitiver Sensor ohne
Einbettung. Aufgrund der zunehmenden Korrosion wurde bei der Entwicklung des
neuen Prototyps im Jahr 2010 eine keramische Einbettung der Leiterbahnen
vorgenommen. Diese reduzierte die Korrosion beim Prototyp 2 im Jahr 2010, die

Oberfliche stellte sich jedoch als wenig witterungsbestindig heraus (s. Abb. 33).
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Abb. 33: Sensorfliche des Prototyps 2010 mit Verinderungen der keramischen Oberfliche.

Die im Jahr 2011 bei Prototyp 3 erstmals eingesetzte glaskeramische Einbettung der
Leiterbahnen hat sich im Freiland als dauerhaft, korrosionsschiitzend fiir die
Leiterbahnen und gering verschmutzend bewidhrt. Durch die Einbettung der
Leiterbahnen zeigte der Sensor eine gute Warmeleitfihigkeit mit der Option von
schnellen Anderungen der Oberflichentemperatur. Die glaskeramische Oberfliche war
wartungsfrei, abgesechen von der gelegentlichen Reinigung nach groben
Verschmutzungen (Vogelkot 0.d.). Die Zeit, in der die durch einen Regen auf der
Sensoroberfliche entstandene Nisse abtrocknet, konnte durch die Kithlung deutlich
verzdgert werden. Die Prototypen 3 a-d zeigten je nach Spezifikation (Heizung,
Kithlung, Heizung und Kiihlung) ein unterschiedliches Abtrocknungsverhalten. Die
Prototypen 3c und 3d trockneten bei Nisse langsamer ab als die Prototypen 3a und 3b.
3b und 3d registrierten weniger Nisseereignisse als 3a und 3c. Die Unterscheidung von
Tau- und Regennisse konnte bei Prototyp 3 realisiert werden. Die stindige Beheizung
der Oberfliche in den regenfreien Zeiten bei den Prototypen 3b und 3d bewirkte, dass
Tauereignisse nicht zur Benetzung des Sensors fithrten und somit nicht als Nisse
definiert wurden. Eine weitgehende Anpassung der angezeigten Nisse an die
tatsichliche Blattnisse gelang nicht. Der Wind war ein wesentlicher Faktor fir die
Wirmeableitung des Sensors. So trocknete der Sensor im Freiland bei wenig Wind
wesentlich schneller ab als bei moderatem oder stirkerem Wind, da die {iber den

Kiihlkorper des Sensors abgegebene Wirme ohne Wind offenbar seitlich am Sensor
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hochsteigen und dadurch eine schnellere Abtrocknung verursachen konnte. Die neue
Form des Kiithlkérpers bei Prototyp 4 (2012) eignete sich sehr gut zur Abfithrung der
Wirme und dies wurde aufgrund seiner Form auch bei Windstille ohne eine
zusitzliche Ventilation erreicht. Die Variabilitit der technisch identischen Sensoren a-d
des Prototyps 5 war hinsichtlich der Bldtter vergleichbar (s. Abb. 34). In einigen Fillen
wurde am unteren Rand der Sensoroberfliche nach der Benetzung die Bildung grofer
Wassertropfen beobachtet (Abb. 35), wodurch die Abtrocknungszeit verlingert wurde.

Die Bildung dieser Tropfen geschah unregelmifSig.

Abtrocknungszeit [h]
~
e

# Prototyp5a & Prototyp5b ¢ Prototyp5c 4 Prototyp5d @ Blatter

Abb. 34: Abtrocknungszeiten der Prototypen 5a-d mit einer Heizleistung von 5% und einem Kiihlgrad

von 30 % im Vergleich zu der Abtrocknungszeit der Blitter der Sdmlinge in der Klimakammer (20 °C,

80 %RF) bei 10 Wiederholungen.

Abb. 35: Bildung grofler Wassertropfen auf der Sensoroberfliche bei Prototyp 5 nach Benetzung
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Der Ablaufschild bei Prototyp 6 bewirkte durch die Kapillarwirkung ein Ablaufen der
groflen Tropfen (s. Abb. 36). Die Anfilligkeit dieses Schildes fiir Verschmutzung war
jedoch hoch. Eine schrittweise Erh6hung der Kiihlleistung bei Prototyp 6 fiihrte noch
nicht zu einer exakten Imitation der realen Nissedauer der Blitter. Bei einer
Kiihlleistung von 99 % war die Abtrocknungszeit der Sensoren kiirzer als die der
Blitter. Der Aufstieg warmer Luft vom Kiihlkorper fithrte zu Verwirbelungen auf der
Sensoroberfliche und damit zu einer schnelleren Abtrocknung. Auch die Aufnahmen
der Thermokamera zeigten eine uneinheitliche Kithlung der Sensoroberfliche (s. Abb.
37 links). In der Klimakammer bewirkte die Abschirmung (s. Abb. 36 rechts) der
warmen Abluft eine weitgehend einheitliche Temperaturverteilung auf der Oberfliche
(s. Abb. 37 rechts) und die Nisse konnte auch bei geringen Kiihlleistungen lange auf
der Sensoroberfliche gehalten werden. Derselbe Effekt wurde bei Prototyp 7 durch den

Einbau des internen Ventilators im Elektronikgehduse hinter dem Kiihlkérper erreicht.

385°C 36,1°C

=375 350

| 350 [ 325

154°C 120°C

Abb. 37: Temperaturverteilung auf der Oberfliche des Prototyps 6 im benetzten Zustand, ohne

Kragen (links) und mit Kragen (rechts) in der Klimakammer bei 20 °C und 80 % RF.
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Es konnte eine mit den Blittern tibereinstimmende Abtrocknungszeit des Prototyps 7
bei einem Kiihlgrad von 39 % ermittelt werden (s. Abb. 38). Die Variabilitit der
einzelnen Sensoren war hinsichtlich der Blitter vergleichbar. Prototyp 7 lieferte in der
Primirsaison 2015 auch im Freiland eine gute Abbildung der Blattnasszeiten und war

fur die Prognose geeignet (s. 3.1.4).
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Abb. 38: Abtrocknungszeiten von Prototyp 6 mit einer Heizleistung von 25 % und einem Kiihlgrad
von 40 % im Vergleich zu der Abtrocknungszeit der Blitter der Simlinge in der Klimakammer (20 °C,
80 % RF) bei 10 Wiederholungen.

3.3 FEinfluss der Umweltparameter auf die Ascosporenausschleuderung im

Freiland

3.3.1 Regen

Die Summe des Niederschlags und der Regentropfen bis zum jeweiligen Maximum des
Sporenflugs war unterschiedlich (s. Abb. 39-40). Es traten keine Hiufungen auf und es
konnten keine Hinweise auf eine Abhingigkeit des Sporenflugs von der Anzahl der

Regentropfen oder Summe des Niederschlags festgestellt werden.
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Abb. 39: Histogramm der Niederschlagssumme bis zum jeweiligen Maximum des Sporenflugs von

Venturia inaequalis der einzelnen sporenflugauslésenden Regenereignisse der Primirsaison der Jahre

2012-2015.
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Abb. 40: Histogramm der Regentropfensumme/cm* (THIES Niederschlagswichter) bis zum jeweiligen

Maximum des Sporenflugs von Venturia inaequalis der

Regenereignisse der Primirsaison der Jahre 2012-2015.
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Die Summe der kinetischen Energie der Regenereignisse bis zur maximalen Anzahl an
Sporen eines Sporenflugs betrug im Durchschnitt 40,57 J/qm, wobei das Minimum
eines Einzelereignisses bei 0,003 J/qm und das Maximum bei 417,31 J/qm lag, und der
Anteil der kinetischen Energie bei den einzelnen Ereignissen deutlich variierte (s. Abb.
41). Im Jahr 2012 wurden 24 Regenereignisse mit Sporenflug registriert, 2013 waren
es 20, 2014 zwolf und 2015 neun Ereignisse (s. Anhang C). Die hochsten Werte

wurden bei Starkregen erreicht.
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Abb. 41: Histogramm der kinetischen Energie der einzelnen sporenflugauslgsenden Regenereignisse

der Primirsaison der Jahre 2012-2015.

Hinsichtlich der erforderlichen Hohe der kinetischen Energien bis zum Maximum der
Sporenausstofle wurde eine Abhingigkeit von der Feuchtigkeit der Blitter festgestellt.
Der Anteil an kinetischer Energie des Regens bis zum Maximum des Sporenflugs war
bei feuchten Blittern in den Sporenfallendepots signifikant hoher (p=0,04, one-way

ANOVA, Alpha = 0,05) als bei trockenen Blittern (s. Abb. 42). Trockene Blitter

zeigten eine helle Farbe und brachen leicht bei Biegebelastung. Feuchte Blitter hatten
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eine dunklere Farbe und waren biegsam, sie zerbrachen nicht bei Biegebelastung. Die

Luftfeuchte wurde innerhalb der 24 h vor Regenbeginn gemittelt.
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Abb. 42: Mittelwert der Summe der kinetischen Energie von Regenereignissen ohne Starkregen der
Jahre 2012-2015 sowie Mittelwerte der relativen Luftfeuchte (RF) innerhalb von 24 h vor Beginn des

sporenflugauslésenden Regens.

3.3.2 Lufttemperatur

Der Zusammenhang zwischen der Lufttemperatur und dem Sporenflug wurde anhand
der Steigung der Temperatur innerhalb von 30 und 60 min zu Beginn jedes
Sporenflugs untersucht. Die Steigung der einzelnen Temperaturwerte (s. 2.1) wurde
jeweils fiir die einzelnen Sporenflugereignisse der Jahre 2012-2015 grafisch aufgetragen
(s. Abb. 43). Die Temperaturinderungen waren jeweils sehr gering. In allen Jahren war
der Anteil an negativen und positiven Steigungen dhnlich (s. Abb. 44) und 4nderte sich
innerhalb der Primirsaison nicht. Eine Abhingigkeit des Beginns eines Sporenfluges

von der Anderung der Lufttemperatur konnte nicht festgestellt werden.
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Abb. 43: Steigung der Temperaturkurve in den ersten 30 min (blau) bzw. 60 min (rot) vor Beginn der

einzelnen Sporenfliige von Venturia inaequalis der Jahre 2012-2015.
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Abb. 44: Durchschnittliche Steigung der Temperaturkurve in den ersten 30 min (blau) bzw. 60 min

(rot) vor Beginn der einzelnen Sporenfliige von Venturia inaequalis der Jahre 2012-2015.

3.3.3 Licht

Die absolute Anzahl der mit der Sporenfalle registrierten Sporen variierte von Jahr zu
Jahr (s. Tab. 2). Der Anteil der in der Dunkelheit registrierten Sporen an den
insgesamt registrierten Sporen lag dabei im Durchschnitt unter 15 %. In den Jahren
2004-2010 wurde hinsichtlich der Zahl der bei Dunkelheit registrierten Sporen ein
durchschnittlicher Wert von 7,3 % ermittelt und in den Jahren 2011 — 2014 waren es
11,25 bzw. 12,16 %. Die Anteile der in der Nacht registrierten Sporen waren im
Durchschnitt der Jahre 2004-2010 bei Sporenfalle A und Sporenfalle W vergleichbar.
In den Jahren 2011-2014 war dieser Anteil bei Sporenfalle W (ohne Beleuchtung) und
der kiinstlich beleuchteten Sporenfalle A ebenfalls vergleichbar. Im Jahr 2015 stieg der
Anteil der nichtlichen Sporen bei der mit einer Glithbirne beleuchteten Sporenfalle A
auf 46,99 % an, im Gegensatz zu einem Anteil von 16,75 % bei Sporenfalle W (ohne
Beleuchtung). Die absolute Anzahl an Sporen war in diesem Jahr bei beiden

Sporenfallen dhnlich.
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Tab. 2: Sporenfliige der Jahre 2004-2015 und der Anteil der nichtlich gefangenen Sporen von
Venturia inaequalis in den Sporenfallen A und W. Die Sporenfallen unterschieden sich nur durch das

Beleuchtungsprogramm an Sporenfalle A.

Sporenfalle A Sporenfalle W
Sporenanzahl| Sporenanzahl Sporenanzahl|Sporenanzahl
Jahr | Beleuchtung absolut in der Nacht |Anteil [%]]| |Beleuchtung absolut in der Nacht |Anteil [%]
2004 |natirlich 6473 281 4,43| |natirlich 3566 167 4,68
2005 |natiirlich 29147 983 3,37 |natirlich defekt
2006 |natirlich 6373 998 15,66 |natiirlich 7637 478 b,b62
2007 |natiirlich 7583 564 744 |natirlich 5470 213 3,89
2008 |natiirlich 3734 264 7,07] |natirlich 7966 1232 15,47
2009 |natlrlich 13073 1062 9,75] |natdrlich 16908 953 5,58
2010 |natdrlich 18061 593 3,28] |natiirlich 25644 1962 7,65
Mittelwert 7,29 7,32
Sporenfalle A - beleuchtet Sporenfalle W
Sporenanzahl
Sporenanzahl|Tageshelligkeit Sporenanzahl|Sporenanzahl

Jahr | Beleuchtung absolut unter 2000 Ix |Anteil [%6]| |Beleuchtung absolut unter 2000 Ix | Anteil [%]
2011 |ESL* - 400 Ix 8641 858 9,93| |natirlich 9037 598 b,62
2012 |ESL* = 2000 Ix 3734 264 7,07] |natirlich 7966 1232 15,47
2013 |[LED = 10000 Ix 13006 1371 10,54] |natirlich 7312 392 5,36

LED + Blau-
2014 |

filter >10000 Ix 6470 1129 17,45] |natirlich 7334 1216 16,58

Mittelwert 11,25 12,16

Gliihbirne
2015

10000 Ix 8383 3939 46,99 8916 1493 16,75

* Energiesparleuchte

Die Verteilung der durchschnittlichen Sporenzahl pro Stunde tiber den 24-Stunden-
Tag in den Jahren 2004-2015 der Sporenfalle W ist in Abbildung 45 dargestellt. Die
meisten Sporen wurden in allen Jahren wihrend der Tageshelligkeit registriert, mit
einem Maximum in den Mittagsstunden. Vereinzelt waren die Maxima in den
Vormittag (2015) oder Nachmittag (2006) verschoben. Die Mittelwertskurve aller
Sporenfinge erreichte ebenfalls das Maximum in den Mittagsstunden, mit einem

leichten Einbruch um 13 Uhr und einem Nachlauf des Sporenflugs bis etwa 22 Uhr.
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Abb. 45: Sporenflige von Venturia inaequalis der Jahre 2004-2015 an Sporenfalle W unter natiirlichen

Lichtbedingungen. Stundenmittelwerte tiber die Primirsaison und Mittelwert tiber alle Jahre.

Die Chronosporogramme der Jahre 2011-2015 (s. Abb. 46-50) geben fir jede
Sporenfalle und jedes Jahr einen zeitlichen Uberblick iiber die registrierten Sporen,
Regenereignisse und den natiirlichen Hell-Dunkelwechsel. In den Jahren 2011-2014
wurde kein Unterschied in der zeitlichen Verteilung der Sporenfliige iiber den 24-
Stunden-Tag bei den beiden Sporenfallen beobachtet. Die Sporenfliige waren abhingig
von Regenereignissen. Bei nichtlichem Regen war das Maximum des Sporenausstof3es
in die hellen Tagesstunden verschoben oder es wurden nur wenige Sporen (etwa 1-5)
registriert. Bei Regen in den hellen Tagesstunden wurde ein Sporenflug meist zeitgleich
mit Regenbeginn oder kurze Zeit spiter festgestellt. Ein Einfluss der Beleuchtung auf

den Sporenausstof§ wurde bei Sporenfalle A in den Jahren 2010-2014 nicht festgestellt.
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Abb. 46: Chronosporogramme 2011 der mit 400 Lux Energiesparlampe beleuchteten Sporenfalle A
(links) und der unbeleuchteten Sporenfalle W (rechts). Dunkelgrau: Stunden mit Helligkeit unter
2000 Lux (stiindlich gemittelt); Blau: Regen; Griin-Rot-Verlauf: Sporenflug von Venturia inaequalis,

Anzahl der Sporen zunehmend von Griin nach Rot.
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Abb. 47: Chronosporogramme 2012 der mit >2000 Lux Energiesparlampe beleuchteten Sporenfalle A
(links) und der unbeleuchteten Sporenfalle W (rechts). Dunkelgrau: Zeiten mit Helligkeit unter 2000
Lux; Blau: Regen; Griin-Rot-Verlauf: Sporenflug, Anzahl der Sporen von Venturia inaequalis

zunehmend von Griin nach Rot.
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Abb. 48: Chronosporogramme 2013 der mit 10000 Lux LED beleuchteten Sporenfalle A (links) und

der unbeleuchteten Sporenfalle W (rechts). Dunkelgrau: Zeiten mit Helligkeit unter 2000 Lux; Blau:

Regen; Griin-Rot-Verlauf: Sporenflug, Anzahl der Sporen von Venturia inaequalis zunehmend von

Griin nach Rot.
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Abb. 49: Chronosporogramme 2014 der mit 10000 Lux LED mit Blaufilter beleuchteten Sporenfalle

A (links) und der unbeleuchteten Sporenfalle W (rechts). Dunkelgrau: Zeiten mit Helligkeit unter

2000 Lux; Blau: Regen; Griin-Rot-Verlauf: Sporenflug, Anzahl der Sporen von Venturia inaequalis

zunehmend von Griin nach Rot.
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Im Jahr 2015 wurde ebenfalls bei beiden Sporenfallen eine Abhingigkeit der
Sporenfliige von Regenereignissen festgestellt. Bei nichtlichem Regen war das
Maximum des Sporenausstofies bei Sporenfalle W in die hellen Tagesstunden
verschoben oder es wurden nur wenige Sporen (etwa 1-5) registriert. Im Gegensatz
dazu wurden bei Sporenfalle A auch in den Nachtstunden maximale Sporenzahlen
registriert. Bei nichtlichen Regenereignissen war das Maximum des Sporenausstof3es
nicht in die hellen Tagesstunden verschoben. Der Anteil der Sporen, die bei
Helligkeiten unter 2000 Ix registriert wurden, lag bei 46,77 % und war damit
vergleichbar mit dem Anteil der Sporen, die in den hellen Tagesstunden gefangen
wurden (s. Tab. 2). Es war ein deutlicher Einfluss des verwendeten Leuchtmittels
(Glithbirne 60 W) auf die Registrierung des Sporenausstofies bei Sporenfalle A im Jahr

2015 festzustellen.

Sporenfalle A2015 Sporenfalle W 2015

0 12 24 36 48 0 12 24 36 48
01.04. e —— ! 01.04.—— - =l
Da 04 | :':-ll-i\ll\i e us 04 e ‘I:_III-.IHI\Hr i
1104+ | ' 11.04.4 |
16.04. 16.04 |
21.04. 21.04.

- -

, ' " Ml ' 1
01.05._mlf“"‘ T i ‘..‘m‘:"l’nl .\ mlt mﬂmm 5 ;J 01.05. - = — Wy e “\ : i 1w ::
06.05- : 06.05.

11.05. 11.05.4
16.05. —{H - 16,05, - {
21.05.4 i 21.05.
26.05. v : i 26.05.-
31.05. | Sl— = ; o m— . 3105, mm—T i B pp——
05.06.4 05.06.—{
10.06. 1 A 10.06.~
15,061 T T T T T T T 1508 T T T T T T T
0 6 12 18 24 6 12 18 24 0 6 12 18 24 6 12 18 24
Uhrzeit Uhrzeit

Abb. 50: Chronosporogramme 2015 der mit 10000 Lux Gliihbirne beleuchteten Sporenfalle A (links)
und der unbeleuchteten Sporenfalle W (rechts). Dunkelgrau: Zeiten mit Helligkeit unter 2000 Lux;
Blau: Regen; Griin-Rot-Verlauf: Sporenflug, Anzahl der Sporen von Venturia inaequalis zanehmend

von Griin nach Rot.
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Abb. 51: Sporenflug von Venturia inaequalis und Temperaturverlauf im Blattdepot der Sporenfalle A
von 24.04.-28.04.2015 (oben) und von 30.04.-03.05.2015 (unten), gemessen mit Datenlogger HOBO

Pendant Temperature & Light.

74



3. Ergebnisse

25 500
- 450
20 - 400
- 350
15 — 300 %
o i \W/ [
o m
& 250 =
= 5
é 10 ~ — ] 200 &
&
g 150
5
= 5 +~ 100
j - 50
0 . \— . : -~ ; Ve
12:0018:00 0:00 6:00 12:0018:00 0:00 6:00 12:0018:00 0:00 6:00 12:0018:00 0:00 6:00 12:00
‘ 24.04.2015 | 25.04.2015 l 26.04.2015 27.04.2015 lZS.M,ZOlSl
—Temperatur ~——Sporenanzahl Sporenfalle W 0 Helligkeit < 2000 Lux | Regen
20 - m || 1200
1000
16
1 | L goo
i | | RV A 2
2 :
E 10 600 ¢
@
3
= ]
. 8 &
3
& 400
2 [
E
g 4 | JULP R !
I | 200
12:00 18:00 0:00 6:00 12:00 18:00 0:00 6:00 12:00 18:00 0:00 6:00 12:00
30.04.2015 | 01.05.2015 | 02.05.2015 03.05.2015
—Temperatur — Sparenanzahl Sporenfalle W O Helligkeit < 2000 Lux |' Regen

Abb. 52: Sporenflug von Venturia inaequalis bei Sporenfalle W und Lufttemperatur von 24.04.-
28.04.2015 (oben) und von 30.04.-03.05.2015 (unten).
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Der Datenlogger fiir Temperatur und Helligkeit im vorgesetzten Blattdepot der
Sporenfalle zeigte jeweils direkt zu Beginn der Beleuchtungsphase einen Anstieg von
Temperatur und Helligkeit innerhalb von 15 Minuten an sowie einen Abfall von
Temperatur und Helligkeit innerhalb von 15 Minuten direkt nach Abschluss der
Beleuchtungsphase (s. Abb. 51-52). An Sporenfalle A wurde nach jedem Regenereignis,
mit Ausnahme der Nachtstunden vom 27.-28.04.2015, ein Sporenflug registriert. Das
Maximum des Sporenflugs folgte dabei auf den Regenbeginn. Mit Ausnahme vom
27.04. und 01.05.2015 wurden bei Sporenfalle W Sporenfliige nur zu
Tageshelligkeiten von tiber 2000 Ix angezeigt. Das Maximum des Sporenflugs folgte

nur auf Regenbeginn, wenn dieser in den hellen Tagesstunden einsetzte.

3.4 Einfluss der Umweltparameter auf die Ascosporenausschleuderung im Labor

3.4.1 Licht

Die Wasserbadmethode wurde in mehreren Vorversuchen zur Erreichung der
Dunkelhemmung eingesetzt. In keinem der Versuche konnte die im Freiland
beobachtete Lichtabhingigkeit der Sporenausschleuderung festgestellt werden. Es gab
weiterhin keinen Unterschied in den Ergebnissen bei der Durchfiihrung der Versuche
im Dunkeln oder im Licht. Mit der Fixierung des Blattmaterials durch Gitter wurde
mit Anwendung der modifizierten Wasserbadmethode (s. 2.4.2) eine Hemmung der

Sporenausschleuderung bei konstanten Bedingungen im Labor und bei Dunkelheit

erreicht (s. Abb. 53).
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Abb. 53: Von Pseudothecien auf tiberwinterten Blittern von Malus domestica ausgestofiene Ascosporen
von Venturia inaequalis in Prozent des Gesamtpotenzials bei der Durchfithrung mit der
Wasserbadmethode (blau) und der modifizierten Wasserbadmethode mit Fixierung der Blitter durch

Gitter (rot) im 20 °C Raum. DD: Dauerdunkel.

Eine Freisetzung der Ascosporen bei Beleuchtung mit sichtbarem Licht (LED,
Kaltlichtleuchte, Glithbirne mit Isolierscheibe und PHILIPS 730 nm) konnte nicht
festgestellt werden (s. Abb. 54). Ihr Anteil am Gesamtpotenzial bei der Beleuchtung
mit LED-Licht entsprach weitgehend dem in Dunkelheit (p > 0,05). Der Einsatz der
Kaltlichtleuchte fithrte im Vergleich dazu zu einem etwas hoheren Anteil an Sporen,
jedoch keinem signifikanten Unterschied (p > 0,05). Auch die Beleuchtung der Proben
mit Licht von 730 nm brachte keinen signifikanten Unterschied im Sporenausstof§ im
Vergleich zur Dunkelheit. Die Bestrahlung der Proben mit durch Glas gefiltertem und
dadurch weitgehend von infraroten Anteilen freiem Licht einer Gliihbirne fithrte
ebenfalls zu diesem Ergebnis. Wurden die Proben jedoch mit dem gesamten Licht-
Spektrum der Glithbirne oder ihrem infraroten Lichtanteil ab 730 nm bestrahlt
(Glithbirne mit IR-Filter), so wurde ein signifikanter Unterschied in der Anzahl der
ausgeschleuderten Ascosporen festgestellt (s. Abb. 55-56 und Tab. 3). Die Temperatur

der Proben erwirmte sich dabei um bis zu 8 °C.
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Tab. 3: Varianzanalyse (one-way ANOVA, Alpha = 0,01) der Anzahl an ausgestoflenen Ascosporen
von Venturia inaequalis auf iberwinterten Blittern von Malus domestica bei der Durchfihrung mit der
Wasserbadmethode (DD_Blitter frei) und der modifizierten Wasserbadmethode mit Fixierung der
Blitter durch Gitter im 20 °C Raum, unter dem Einfluss von den verschiedenen eingesetzten
Leuchtmitteln und im Dauer-Dunkel (DD). IR: Infrarot, Hellgrau: signifikante Unterschiede zwischen

der Anzahl ausgeschleuderter Ascosporen in den verschiedenen Versuchsansitzen, p < 0,01.

Proben-Beleuchtung®
Alpha =0,01 DD_Blatter fixiert® Gliihbirne Gliihbirne_IR-Filter
DD_Blatter frei sign. ns ns
DD_Blatter fixiert* - sign. sign.
LED ns sign. sign.
*o Kaltlichtleuchte ns sign. sign.
5 E Philips 730 nm ns sign. sign.
e -5 |Glihbirne mit Scheibe ns sign. sign.
=
& % Gliihbirne sign. - ns
@ |Glihbirne_IR-Anteil sign. ns -
Gliihbirne_Kihlraum sign. ns ns
* modifizierte Wasserbadmethode - Blatter fixiert ns = nicht signifikant
sign. = p < 0,01
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Abb. 54: Ascosporen von Venturia inaequalis in Prozent des Gesamtpotenzials bei der Durchfiihrung
mit der modifizierten Wasserbadmethode und der Wirkung des sichtbaren Lichts im 20 °C Raum.

DD: Dauerdunkel.
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3.4.2 Infrarotstrahlung und Wirme

Die Bestrahlung der iiberwinterten Apfelblitter mit Pseudothecien von V. inaequalis
mit den infraroten Lichtanteilen oder mit dem gesamten Spektrum (einschl. IR) der
Glihbirne bewirkte eine Erwdrmung der Proben und die Ausschleuderung der
Ascosporen. Dabei gab es keinen signifikanten Unterschied zwischen der Bestrahlung
der Proben mit der Glithbirne und mit dem IR-Anteil der Gliithbirne (s. Abb. 55). Es
wurden signifikant mehr Sporen ausgeschleudert als bei der Beleuchtung mit nur

sichtbaren Lichtanteilen oder im Dunkeln.
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Abb. 55: Ascosporen von Venturia inaequalis in Prozent des Gesamtpotenzials bei der Durchfiithrung

mit der modifizierten Wasserbadmethode (Fixierung der Blitter) und der Wirkung des infraroten

Lichtanteils im 20 °C Raum. DD: Dauerdunkel.

Wurde nach der Durchfithrung eines Versuchs mit ausschliefllich sichtbaren
Lichtanteilen anschliefSend eine Stunde mit der Glithbirne beleuchtet, so wurde ein

starker Anstieg in der Sporenzahl registriert (s. Abb. 56). Eine Wirkung der sichtbaren
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Lichtanteile konnte ausgeschlossen werden (s. 3.4.1). Die Bestrahlung mit infraroten
Lichtanteilen der Wellenlingen 850 nm und 940 nm zeigte in den Versuchen keine
Wirkung. Die Strahlung der LED-Dioden mit den Wellenlingen 1050 nm, 1200 nm
und 1450 nm hatte in der verwendeten Strahlungsintensitit ebenfalls keine

Auswirkungen, auch eine Erwdrmung der Proben konnte nicht festgestellt werden.
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Abb. 56: Absolute Sporenzahlen von Venturia inaequalis bei der Durchfithrung der modifizierten
Wasserbadmethode (Fixierung der Blitter) und der Wirkung des infraroten Lichtanteils im Anschluss
an die Bestrahlung mit sichtbaren Lichtanteilen im Vergleich zu der durchgehenden Bestrahlung mit

infraroten Lichtanteilen. Versuchsdurchfithrung im 20 °C Raum.

Hinsichtlich des Anteils der ausgeschleuderten Ascosporen am Gesamtpotenzial wurde
unter Bestrahlung mit der Glithbirne bei 20 °C und in einem Raum mit 4 °C im
Vergleich kein Unterschied festgestellt (Abb. 57). Die absolute Anzahl der Sporen
(kumulativ) lag in den Versuchen mit Vorinkubation und Durchfithrung im 4 °C-

Raum im Durchschnitt leicht unter der absoluten Anzahl an Sporen bei den Versuchen
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mit Vorinkubation und Durchfithrung bei 20 °C. Wurden die Proben bei 20 °C
vorinkubiert und der Versuch im 4 °C- Raum durchgefiihrt, entsprachen die

Ergebnisse den weiteren Versuchen im Kiihlraum.
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Abb. 57: Ausgestoflene Ascosporen von Venturia inaequalis in Prozent des Gesamtpotenzials bei der
Durchfithrung mit der modifizierten Wasserbadmethode und der Wirkung des infraroten Lichtanteils

bei unterschiedlichen Temperaturen. DD: Dauerdunkel.

3.5 Einfluss des sichtbaren Lichts auf das Myzelwachstum von Venturia inaequalis

Die Wirkung des Lichts auf die Sporenausschleuderung ist nur ein Teilbereich in dem
das Licht auf den Organismus wirken kann. Um weitere Einfliisse des Lichts auf V.
inaequalis zu untersuchen, wurden das Myzelwachstum, die Aktivitit der Pektinasen
und der Nahrungsverbrauch anhand der Glucoseverwertung unter verschiedenen

Lichtbedingungen betrachtet.
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3.5.1 Myzelwachstum

Myzelien wurden direkt nach dem Beimpfen von PDA-Medium in unterschiedlichen
Lichtbedingungen kultiviert und ihr Wachstum nach 21 und 54 Tagen ausgewertet.
Die im Dauerlicht (LL) kultivierten Myzelien zeigten nach 21 Tagen eine
Braunfirbung im inneren Myzelbereich (s. Abb. 58), im Gegensatz zu den Kulturen im
Hell-Dunkel-Wechsel (LD) und Dauerdunkel (DD). Bei LD und DD war die
Wachstumszone nicht gefirbt und es war keine Guttation zu beobachten. Die
Myzelien, die im Dauerdunkel (DD) kultiviert wurden, zeigten nach 21 Tagen
durchgehend keine Firbung und keine Guttation. Die Myzelien, die im Licht-Dunkel-
Wechsel kultiviert wurden, waren kaum gefirbt, zeigten jedoch Guttation. Nach 54
Tagen waren alle Myzelien einheitlich gefirbt mit einer dunklen Wachstumszone. Die
LD-Myzelien zeigten starke Guttation und mittelstarke Einkerbungen im ilteren
Myzelbereich. Die Myzelien, die im DD gewachsen waren, zeigten wenig Guttation
und starke Einkerbungen. Dagegen waren die Myzelien im LL kaum eingekerbt und
sie hatten eine mittelstarke Guttation. In der Gurtationsfliissigkeit der LD-Kultur
konnte eine hohe Pektinaseaktivitit nachgewiesen werden. Die Guttationsfliissigkeiten

der LL- und DD-Kultur zeigte nur geringe Pektinaseaktivitit.

Im Hinblick auf das Gewicht wurde bei den in Flissigkultur gewachsenen Myzelien
kein signifikanter Unterschied zwischen den verschieden beleuchteten Kulturansitzen
festgestellt. Das durchschnittliche Gewicht der V1-Myzelien betrug in LL 0,09 g, in
LD 0,07 g und in DD 0,08 g. Das Gewicht der V2015-Kulturen war geringer und lag
durchschnittlich bei 0,04 g in LL, 0,01 g in LD und 0,05 g in DD.
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Abb. 58: Myzelien von Venturia inaequalis auf PDA, kultiviert unter verschiedenen Lichtbedingungen,

21 Tage (oben) und 54 Tage (unten). DD: Dauerdunkel, LD: Hell-Dunkel-Wechsel, LL: Dauerlicht.

3.5.2 Analysen der Kulturfiltratproteine

Die Konzentration der Kulturfiltratproteine lag bei der Methode nach Bradford bei
allen eingesetzten Proben unterhalb der Nachweisgrenze von 1 pg/ml. In den IEF-
Analysen der Kulturfiltrate konnten keine Proteine sichtbar gemacht werden. Auch
eine erneute Aufkonzentrierung der Proben steigerte die Menge an Protein nicht tiber

die Nachweisgrenze.

3.5.2.1 Pektinaseaktivitit

Die Aktivitit der Pektinasen, die unter den verschiedenen Lichtbedingungen in den
Kulturen gebildet wurden, war unterschiedlich (s. Abb. 59). Die hochste Aktivitit
wurde bei den Kulturen beobachtet, die dem Licht-Dunkel-Wechsel ausgesetzt waren,
die niedrigste Aktivitit bei den Dauer-Dunkel-Kulturen. Dabei war die
Pektinaseaktivitit der LD-Kulturen 5-10-fach hoher als in den DD-Kulturen. In den
LL-Kulturen war die Aktivitit im Durchschnitt halb so hoch wie in den LD-Kulturen.
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unverdinnt 1:2 1:5 1:10
|| . . . >
LD ® - ® .
DD ® ® . .

Abb. 59: Pektinaseaktivitit von Venturia inaequalis unter verschiedenen Lichtbedingungen fiir nicht-
myzelgebundene Pektinasen, unverdiinng, 1:2, 1:5 und 1:10. DD: Dauerdunkel, LD: Hell-Dunkel-
Wechsel, LL: Dauerlicht.

3.5.2.2 Zymogramm

Qualitative Unterschiede im Isoenzymmuster der Pektinasen des Isolates V1 konnten

bei den verschiedenen Lichtbedingungen nicht festgestellt werden.

3.5.3 HPLC — Zuckeranalyse

Der Unterschied im Verbrauch der zum MS-Medium zugegebenen Glucose war unter
den verschiedenen Lichtbedingungen nicht signifikant verschieden (s. Abb. 60-61).
Bezogen auf 1 g gebildetes Myzel verbrauchte das Isolat V2015 unter Licht-Dunkel-
Wechsel (LD) den grofiten Anteil an Glucose, in LL (Dauerlicht) und DD
(Dauerdunkel) etwa gleich viel. Das Isolat V1 verbrauchte unter allen Lichtregimen
weniger als 100 mg/ml/g Myzel mit einem Mehrverbrauch von 12 bzw. 36 mg/ml/g
Myzel in LD im Vergleich zu DD bzw. LL.
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Glucoseverbrauch [mg/ml]
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Abb. 60: Glucoseverbrauch von Venturia inaequalis unter verschiedenen Lichtbedingungen fiir das

Isolat V1 und das Direktisolat V2015 mit einer Kulturdauer von 40 Tagen bei 20 °C. DD:

Dauerdunkel, LD: Hell-Dunkel-Wechsel, LL: Dauerlicht.
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Abb. 61: Glucoseverbrauch von Venturia inaequalis pro Gramm gebildetes Myzel unter verschiedenen

Lichtbedingungen fiir das Isolat V1 und das Direktisolat V2015 nach einer Kulturdauer von 40 Tagen

bei 20 °C. DD: Dauerdunkel, LD: Hell-Dunkel-Wechsel, LL: Dauerlicht.

85



3. Ergebnisse

3.6 Rezeptoren fiir die Wahrnehmung von Licht und Wirme bei Venturia

inaequalis

3.6.1 Lichtrezeptoren

Fir die Wahrnehmung von Licht vom UV-Bereich bis zum fernroten
Wellenldngenbereich sind verschiedene Klassen an Photorezeptoren bekannt, die aufSer
bei den Pilzen auch in anderen Reichen bekannt sind. Dies sind Phytochrom, Opsin,
Phototropin und Cryptochrom. Mittels Blast-Suche konnten im Genom von Venturia
inaequalis homologe Proteine zu bekannten pilzlichen Lichtrezeptoren gefunden

werden.

Homolog V.i.Protein Doménestruktur

WCcC-1 Vein_P084500.1 C——— ppe s [0 pas ———zn[— 940 aa

WC-2 Vein_P099700.1 ! @ 1“5 455 aa

Cry A Vein_P014870.1 [

Nop-1 | Vein_P116660.1 IZ-ZI 311 aa

FphA

. — HATP |
Vein_P035030.1 GAF H PHY HHK Cee | | REC | 1 1541 aa

Abb. 62: Homologe zu bekannten Lichtrezeptoren und -regulatoren bei Venturia inaequalis. Hinter der

Dominestruktur ist die Anzahl der Aminosiuren angegeben.
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Fiir die Perzeption im Blaulichtbereich wurden homologe Proteine zu den Rezeptoren
WC-1 und WC-2 sowie dem Cryptochrom von Neurospora crassa identifiziert. Im
Bereich der Rotlichtperzeption wurde ein dem Phytochrom FphA aus Aspergillus
nidulans homologes Protein gefunden. Fiir den griinen Lichtbereich existiert bei V.
inaequalis ein Protein, das homolog zu Nop-1 aus Newurospora crassa ist. Eine starke
Ahnlichkeit des Proteins wurde auch zu dem Rhodopsin von Macrophomina phaseolina
bzw. dem homologen Opsin von Leptosphaeria maculans gefunden. Die Proteine zeigen

eine sehr dhnliche Dominestruktur wie die entsprechenden Proteine bei Neurospora

crassa und A. nidulans (s. Abb. 62).

Fir die Blaulichtwahrnehmung wurden drei vermutliche Blaulichtrezeptoren
gefunden. Dabei entsprechen die Proteine Vein_P084500.1 und Vein_P099700.1 den
Proteinen White Collar 1 und 2 von Neurospora crassa. Auch die Art, Anzahl und Lage
der Proteindominen von Vein_P084500.1 und Vein_P099700.1 ihneln stark den
entsprechenden Proteinen von V. crassa. Vein_P084500.1 beinhaltet wie WC-1 drei
PAS-Dominen und eine GATA-Zinkfinger-Domine zur DNA-Bindung.
Vein_P099700.1 besitzt wie auch WC-2 eine PAS-Domine und eine GATA-
Zinkfinger-Domine. Das dritte Blaulicht-Protein Vein_P014870.1 hat homolog zu
Cry A aus Neurospora crassa eine Photolyasedomine und eine FAD-Bindedomine.
Auch fir den Grinlichtbereich wurde ein zu NOP-1 homologes Protein,
Vein_P116660.1, bei Venturia inaequalis gefunden. Dieses Protein beinhaltet - wie
auch bei Newurospora crassa - eine Rhodopsin-Domine. Aspergillus nidulans besitzt ein
Phytochrom-Protein, das als Homolog zu dem Protein Vein_P035030.1 betrachtet
wurde. Das Protein Vein_P035030. 1 besitzt - wie auch das von A. nidulans - eine PAS-
, eine GAF- und eine PHY-Domine im N-terminalen Bereich sowie eine

Histidinkinasedomine (HK), eine HATPase- und eine REC-Domiine.

87



3. Ergebnisse

3.6.2 Rezeptoren fiir Infrarotstrahlung und Temperaturanstieg

Fir die Rezeption von Infrarotstrahlung und Wirme bzw. die Rezeption von
Temperaturanstieg sind Ionenkanile der TRP-Familie verantwortlich. Bei Venturia
inaequalis wurde mittels Blast-Suche ein Protein der TRP-Familie (#ransient receptor
potential) gefunden (Vein_P085460.1). Verwendet wurde die Sequenz FG04178.1 von
Gibberella zeae (Ihara et al 2013). Dabei betrug die Ubereinstimmung 59 %. Das
Protein Vein_P085460.1 von Venturia inaequalis beinhaltet eine trp-Domine (s. Abb.
63).

1 100 200 300 400 500 G00 627
Ton_trans

trp

Abb. 63: Dominestruktur des TRP-Proteins Vein_P085460.1 von Venturia inaequalis.

88



4. Diskussion

4. Diskussion

4.1 Blattnisse-Sensoren

Der Zusammenhang zwischen Blattnisse und dem Auftreten von Pflanzenkrankheiten
ist seit langem bekannt (De Bary 1853). Bei vielen phytopathogenen Pilzen ist eine
ausreichende Blattnissedauer fiir die Keimung der Sporen und die Initiation einer
Infektion ein wesentlicher Faktor (Jones 1986). Vor diesem Hintergrund war bei der
vorliegenden Arbeit die Registrierung der Blattnissedauer ein wichtiger Parameter fiir
die Entwicklung von Prognosemodellen. Eine aussagekriftige Prognose kann die
Anzahl der Anwendungen von Pflanzenschutzmitteln reduzieren, wenn eine geeignete
Qualitit und Zuverlissigkeit der eingesetzten Sensoren gegeben ist. Bei der
Apfelschorfprognose nach Mills (1944) werden die Lufttemperatur und die Dauer der
Blattndsse verwendet. Fiir die Messung der Temperatur sind in  der
Wetterdatenerfassung Standards von der WMO (World Meteorological Organisation)
definiert, so dass eine weltweite Vergleichbarkeit der Daten gegeben ist. Solche
Standards existieren fiir Blattnissesensoren bis heute nicht. Die Griinde hierfiir
konnten teilweise durch eine anzustrebende Verwendung der Sensoren fiir verschiedene
Wirtspflanzen gegeben sein und eine Standardisierung wire nur mit einer technischen
Variabilitit oder Modellierung der Sensorik zu definieren. In der Praxis haben sich
gegenwirtig verschiedene Blattnissesensoren mit im Wesentlichen zwei elektronischen
Messprinzipien etabliert, deren Zuverlissigkeit vor allem hinsichdich realer
Blattnissezeiten diskutiert wird. Der Begriff der Blattnisse, ihr Beginn und Ende sind
nicht einheitlich und exaket definiert. In der vorliegenden Arbeit wurde das erste sichere
Zeichen von Tropfen bzw. Glanz durch einen Wasserfilm auf den Blittern als Beginn
von Blattnisse definiert. Dementsprechend wurde die Blattndsse-Schwelle fiir die
DECAGON- und PESSL-Sensoren definiert, fiir die keine technische Schwelle von

Herstellerseite angegeben war. Es wurde zuerst der Winkel definiert, in dem der Sensor
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zur  Horizontalen geneigt war, wobei der Neigungswinkel der weiteren
Sensoroberflichen als Orientierungspunkt herangezogen wurde. Ein Blattnissesensor
sollte nicht horizontal angebracht werden, da sich hier zu viel Wasser ansammeln kann,
das schwer abliuft (Rawlandson et al. 2015). Dies konnte in dieser Arbeit durch die
entsprechende Anbringung des DECAGON-Sensors gezeigt werden und damit wird
auch deutlich, wie wichtig vorgegebene Standards sind. Ohne diese Vorgaben kann ein
Sensor von jedem Nutzer individuell eingesetzt werden, wodurch eine hohe Variabilitit
der Messwerte entsteht (Batzer et al. 2008). Letztere fithren zu einer unterschiedlichen
Bewertung eines Sensors seitens der Nutzer und somit sind die fehlenden Standards
ursichlich fiir die kontroversen Diskussionen. Die Probleme im Zusammenhang mit
der Messung von Blattnisse sind, wie bereits gezeigt, nicht immer in der Technik der
Sensoren begriindet, entscheidend kénnen auch die Orientierung der geneigten
Sensoroberfliche hinsichtlich der Himmelsrichtung, die Hohe iiber dem Boden und
die ortliche Lage und Umgebung der Wetterstation bzw. der Sensoren sein

(Rawlandson et al. 2015).

Die Entwicklung eines wartungsarmen Sensors war fiir die vorliegende Arbeit eine
wichtige Vorgabe. Ein geringer Aufwand an Routinewartungsarbeit sollte ein wichtiges
Merkmal von Sensoren in einer Wetterstation sein (Getz 1992). Bei den auf dem
Leitfahigkeitsprinzip beruhenden Sensoren wird hiufig ein Wartungsintervall von 1-2
Wochen (LUFFT HP100) zum Wechseln der Vliese angegeben. Bei einer einzelnen
Wetterstation in rdumlicher Nihe ist diese Vorgabe weniger problematisch. Fiir
Betreiber mit einem groflen Netz von Wetterstationen ist diese Empfehlung nur mit
entsprechendem Aufwand einzuhalten, da oft weit entfernte Stationen angefahren
werden miissen. Bei den stoff- oder vliesbasierten Sensoren kann es auch vorkommen,
dass Tiere das Material als Nist- oder Baumaterial entwenden. Wihrend der

vorliegenden Untersuchung wurde dies nicht beobachtet. Auch bei lingeren
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Wartungsintervallen waren die Messwerte nicht abweichend und die Vliese nicht

beschidigt.

Bei den kapazitiven Sensoren wurden Alterungserscheinungen beobachtet. Die
unzureichende Einbettung der Leiterbahnen fithrte bei ADCON zu Korrosion und die
Bestindigkeit der Trigerfolien bei HOFFMANN war fiir den Langzeitbetrieb nicht
ausreichend. Beides fiithrte innerhalb der Vergleichsdauer nicht zu messbaren
Unterschieden, jedoch kann aufgrund des Ausmafles der Alterung angenommen
werden, dass nach weiterer Exposition ein Einfluss auf die Blattnisseanzeigen
festzustellen wire. Bei dem im Projekt entwickelten Sensor kam bei Prototyp 3 eine
glaskeramische Einbettung der Leiterbahnen zum Einsatz, wodurch Korrosion
ausgeschlossen wurde. Die glatte Oberfliche verringert auch das Anhaften von Algen
oder Schmutzpartikeln, wie bei den DECAGON-Sensoren festgestellt wurde. Dadurch
konnte auch die Schwelle fir die Registrierung von Nisse verindert werden
(Rawlandson et al. 2015). Der Neigungswinkel der Sensorfliche des THIES-Sensors
wurde aus den Erfahrungen mit Produkten wie ,Regenwichtern aus der Haustechnik
tibernommen, der ein Ablaufen grofler Tropfen weitgehend erméglicht und eine
groflere Wasseransammlung verhindert. Die Schwelle fiir die Registrierung von Nisse
war durch den steilen Ubergang zu hoheren Messwerten einfach zu definieren und galt
als technisch eingestellt, ohne die Notwendigkeit von Nacheichungen bei lingeren
Betriebs- oder Expositionszeiten oder Fertigungstoleranzen. Alle Prototypen fiir
Freilandtestungen wurden auf freier Fliche und nicht im Bestand angebracht, denn die
Messung im Bestand fiihrt, bedingt durch das Kleinklima in und zwischen den
Biumen, je nach Anbringungshéhe und -ort zu stark abweichenden Nissezeiten
(Batzer et al. 2008). Bei Batzer et al. (2008) zeigte die Anbringung tiber freier
grasbewachsener Fliche die beste Ubereinstimmung mit den Werten an der am

lingsten nassen Stelle der Anlage.
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Bei der Entwicklung der Sensoren wurde zuerst die Oberfliche optimiert. Prototyp 1
besafd eine Oberfliche mit metallischen Leiterbahnen, die korrosions- und
verschmutzungsanfillig war. Die keramische Einbettung der Leiterbahnen bei Prototyp
2 wirkte dem entgegen, war jedoch selbst anfillig fiir Witterungseinfliisse. Bei Prototyp
3 war mit der glaskeramischen Einbettung eine korrosionsgeschiitzte und
widerstandsfihige Oberfliche entstanden, die bei Bedarf leicht zu reinigen war. Diese
Oberfliche war auch fiir den Einsatz des Peltierelements und der Beheizung giinstig, da
die thermische Leitfihigkeit eine einfache wund schnelle Regelung der

Oberflichentemperatur zuliefS.

Bei den Prototypen 3 a-d wurde im Freiland eine Abhingigkeit der Abtrocknungszeit
von den Windverhiltnissen festgestellt. Der zu gering dimensionierte Kithlkorper gab
die vom DPeltierelement erzeugte, hochsteigende Wirme direkt unterhalb der
Sensoroberfliche ab. Bei Windgeschwindigkeiten ab etwa 2,5 m/s wurde die Wirme
durch den Wind vom Sensor abgefiithrt und dadurch verlingerten sich die angezeigten
Abtrocknungszeiten. Bei Prototyp 4 sollte ein Ventilator zusammen mit einem
verinderten Kiihlkorper die Abfithrung der Wirme gewihrleisten. Wihrend der
Exposition im Freiland wurde der Ventilator versuchsweise ausgeschaltet. Da die dann
angezeigten Blattnissezeiten weitgehend den realen entsprachen, wurde bei Prototyp 5
weiterhin ein Kiihlkdrper mit grofler Oberfliche verwendet, jedoch ohne Ventilator.
Der von der Firma Thies entwickelte Kiihlkorper, der ab dem Prototyp 5 eingesetzt
wurde, hatte eine groflere Oberfliche, jedoch im Vergleich zu dem Kiihlkérper von
Prototyp 4 eng zueinander stehende Kithlrippen. Bei der Durchfithrung der Tests mit
Prototyp 6 in der Klimakammer wurde aufsteigende warme Luft durch die
Verwendung von Rauchstibchen nachgewiesen. Der Einfluss dieser aufsteigenden Luft
wurde durch die experimentelle Abschirmung durch einen Kragen gezeigt. Die
weitgehende Ubereinstimmung mit den realen Blattnissezeiten des Prototyps 4 ohne

Ventilator ist aus heutiger Sicht nicht nur auf die Form des Kiihlkdrpers

92



4. Diskussion

zuriickzufithren, sondern auch auf die zumindest einseitige Abschirmung der
Sensoroberfliche durch den Ventilatorvorbau. Die Abfithrung der warmen Luft wurde
bei dem marktreifen Prototyp 7 durch einen Ventilator gewihrleistet, der wihrend der

Kiihlung der Sensoroberfliche aktiviert ist.

Die Bildung von grofleren Wassertropfen am unteren Rand der Messfliche wurde im
Freiland bei den Prototypen 3 und 4 beobachtet sowie in den Klimakammertests bei
Prototyp 5. Das unregelmiflige Auftreten dieser Tropfenbildung nach dem
,Chaosprinzip“ fithrte zu unregelmifligen und starken Verlingerungen der vom Sensor
angezeigten Blattnissezeit. Bei weiteren Tests wurde an Prototyp 6 ein Ablaufschild
angebracht. Die Tropfen wurden dadurch abgeleitet und es konnte eine einheitliche
Abtrocknungszeit erreicht werden. Der Ablaufschild war jedoch anfillig fiir
Verschmutzungen. Bei Prototyp 7 wurde zur Vermeidung des Schildes durch
Verkiirzung der Leiterbahnen die Messfliche verkleinert. Es entstand dabei am unteren
Rand ein Streifen, der nicht mehr der Messwerterfassung dienen konnte. Damit wurde
der Bereich der Tropfenbildung von der Messung der Blattnisse ausgeschlossen und

beeinflusste die Blattnisseanzeige nicht mehr.

Durch die Verwendung einer Oberflichenheizung konnte die Registrierung von einem
Nissebeginn durch Tau ab Prototyp 3 ausgeschlossen werden, was fiir die
Schorfprognose wesentlich ist, da Tau keine Sporenausschleuderung bewirkt (Frey &
Keitt 1925, Moore 1958, Miller & Waggoner 1958, Hirst & Stedman 1962a, Brook
1966, Brook 1969a, MacHardy & Gadoury 1986, Kohl 1993, Gadoury et al 1994,
Kollar 1996-2000, Rossi et al. 2001). Durch die stindige geringfligige Beheizung der
Sensoroberfliche konnten bei Taubedingungen Nissefilme verhindert werden.
Entsteht Tau im Anschluss an einen Regen, so fiihrt er zu einer Verlingerung der
Nissezeit auf den Blittern, wodurch die Auskeimung der ausgeschleuderten
Ascosporen begiinstigt wird. Genauso fithrt Tau im Anschluss an einen Regen zu einer

Verlingerung der angezeigten Nissezeit auf dem bereits nassen Sensor. Der entwickelte
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THIES-Sensor ist mit Prototyp 7 fiir die Apfelschorf-Prognose - ausgehend von den
Ergebnissen aus der vorliegenden Arbeit - voreingestellt. Die Leistung von Heizung
und Kithlung kénnen bei Bedarf von zukiinftigen Anwendern weitgehend verindert
werden. Dies konnte auch die Anpassung der Nisseanzeige beziiglich der verschiedenen
anderen Pflanzenorgane wie Knospen, Kelchblittern und Friichten im Verlauf der
Reife betreffen. Diese neuen Moglichkeiten konnten per se die Wissenschaft und die
angewandte Forschung zu neuen Perspektiven motivieren. Der Sensor kann bei
Aufstellungsorten von Wetterstationen, die bezogen auf den Zielort, die Apfelplantage,
ungiinstig oder ungeeignet sind, entsprechend modelliert und angepasst werden oder
auch fur weitere Anwendungen im Bereich Pflanzenschutz verwendet und optimiert
werden. Bei der Infektion mit verschiedenen Phytopathogenen, wie z.B. mit
Rostpilzen, ist die Registrierung von Blattnisse im Allgemeinen wesentlich (Huber &
Gillespie 1992). Ohne die Beheizung der Sensoroberfliche kann auch ein Nissebeginn
durch Tau registriert werden. Durch die Anderung der Kiihlleistung kann die
Abtrocknungszeit an das jeweilige Pflanzenorgan angepasst werden. Hierzu miissten
weitere Versuche empirisch oder unter standardisierten Bedingungen mit den

jeweiligen Wirtspflanzen durchgefiihrt werden.

4.2 Einfluss von Lufttemperatur und kinetischer Regenenergie auf die
Sporenausschleuderung im Freiland

Kinetische Energie des Regens

Untersuchungen zum Zusammenhang zwischen der kinetischen Energie des Regens
und der Epidemiologie eines Erregers wurden bisher weitgehend auf
Sporenausbreitung durch Spritzwasser beschrinkt (Madden 1997, Lovell et al. 2002).
Ale (2003) und Alt & Kollar (2010) konnten erstmals einen Zusammenhang zwischen
kinetischer Energie und der Sporenfreisetzung bei V. inaequalis nachweisen. Sie stellten

fest, dass schon geringe Mengen an kinetischer Energie durch bewegtes Wasser
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ausreichen, um eine Sporenausschleuderung auszuldsen. Dieser Effekt liegt auch der
Wasserbadmethode (Kollar 1998a) zur Bestimmung des Ascosporenpotenzials zu
Grunde. Die dabei auf die Blitter wirkende kinetische Energie kann jedoch nicht
quantifiziert werden, da durch Reibung und Wirbelbildung Energie verloren geht. Alt
(2003) stellte selbst bei schwachen Wasserstromungen einen messbaren Sporenausstof3
fest, der mit der Erhéhung der Stromungsgeschwindigkeit zunahm. Im Freiland wird
die kinetische Energie durch den Regen verursacht. Die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit zeigten auch im Freiland eine niedrige Ausloseschwelle. Insgesamt wurden die
induzierenden Regenereignisse von iiber 50 Sporenfliigen untersucht. Die niedrigste
Ausloseschwelle lag dabei bei 0,003 J/qm, was etwa der kinetischen Energie von einem
grofleren Tropfen mit mittlerer Geschwindigkeit entspricht. Bei diesem Ereignis
wurden zeitgleich tiber 2600 Tropfen auf 25 cm?* gezihle (THIES Niederschlagswichter)
und eine Niederschlagsmenge von 0,1 mm erfasst (THIES Niederschlagsgeber). Diese
Werte liegen in einem Bereich, bei dem eine hohere kinetische Energie zu erwarten
wire. Es ist moglich, dass bei diesem Ereignis eine korrekte Messung des Laser-
Niederschlags-Monitors durch eine andere Stérung, wie z.B. eine Spinne vor dem
Laserfeld, verhindert wurde. Aufgrund der Anzahl der Tropfen im Verhiltnis zu der
Niederschlagsmenge ist bei diesem Ereignis von einem Nieselregen auszugehen. Eine
niedrige  Auslseschwelle belegen jedoch auch weitere sporenflugauslosende
Regenereignisse, deren gesamte kinetische Energie jeweils unter 1 J/qm lag. Einzelne
grofle Regentropfen mit hoher Geschwindigkeit erreichen bereits Werte iiber 1 J/qm.
Die Messung der Hohe der kinetischen Energie und damit die Nutzung der minimalen
Ausloseschwelle zu  Prognosezwecken ist aufgrund der niedrigen festgestellten
Ausloseschwelle moglich, aber nicht sinnvoll. Je nach Tropfengrofle wird die geringe
Menge an kinetischer Energie bereits nach wenigen Tropfen erreicht. In den

Auswertungen wurden daher Starkregenereignisse nicht berticksichtigt, da hier davon
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auszugehen war, dass innerhalb kiirzester Zeit jede erforderliche Menge an kinetischer

Energie zur Verfiigung stand und so eine Maskierung entstehen konnte.

Die bei einem Sporenflug bis zum Maximum an Sporen aufsummierte kinetische
Energie war grofler, wenn die Blitter vor dem Regen bereits feucht waren. Dies kdnnte
daran liegen, dass ein bereits auf den Blittern vorhandener Feuchtefilm den Aufprall
der Tropfen abdimpft oder das feuchte Blatt die kinetische Energie anders aufnimmt
und weiterleitet als ein trockenes, denn feuchte Blitter sind biegsamer und geben

leichter nach als trockene Blitter.

Lufttemperatur

Im Bereich von 4-30 °C gibt es nur geringe Auswirkungen der Temperatur auf die
Sporenfreisetzung und die Sporenzahlen (Hirst & Stedman 1962a, MacHardy &
Gadoury 1986, Seem et al. 1979, Gadoury et al. 1994). Bei Temperaturen unter 4 °C
ist die Ausschleuderung von Ascosporen reduziert und kommt unter 2 °C fast
vollstindig zum Erliegen (Stensvand et al. 1997). In der vorliegenden Arbeit konnte
kein Einfluss der Lufttemperatur auf den Beginn der Sporenausschleuderung im
Freiland festgestellt werden. Neben der Lufttemperatur zum Zeitpunkt der
Sporenfreisetzung wurde der Temperaturverlauf innerhalb von 30 bzw. 60 min ab
Beginn des Sporenfluges betrachtet. Die Temperaturverldufe waren unterschiedlich
und es konnte kein Zusammenhang zwischen einem Anstieg oder Abfall der
Lufttemperatur und der Sporenfreisetzung beobachtet werden. Die Anderung der
Temperatur war teilweise im Bereich von 0,01 °C, was unterhalb der Genauigkeit des
Thermometers lag. Da die Temperaturinderungen oftmals im Bereich von 0,01 °C
lagen und eine Detektion dieser kleinen Temperaturschwankungen durch einen
pilzlichen Organismus weitgehend ausgeschlossen werden kann, ist eine Abhingigkeit

der Sporenfreisetzung von einem Anstieg oder Abfall der Lufttemperatur als
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unwahrscheinlich anzusehen. Das Blatt und der Pilz werden durch die auftreffende
solare Strahlung zusitzlich beeinflusst und erwdrmt. Die Lufttemperatur wird
standardmiflig unabhingig von der solaren Strahlung innerhalb eines ventilierten
Gehiuses gemessen, um die realen Werte zu erhalten. Die Blitter, auf denen der Pilz
wichst, sind jedoch vollstindig der solaren Strahlung im Bereich von etwa 240 nm bis
3000 nm sowie anderen Witterungseinfliissen ausgesetzt. Ein nasses Blatt konnte durch
die Absorption bestimmter Wellenlingen ein anderes Temperaturverhalten zeigen als
ein trockenes. Moglicherweise besteht hierbei auch ein Zusammenhang zu der Hohe an
kinetischer Energie, die bis zum Maximum des Sporenfluges auflduft (s.0.). Neben der
solaren Strahlung sind die Pseudothecien auf den Blittern auch der Wirmestrahlung
der Erdoberfliche (> 3000 nm) ausgesetzt. Die dadurch entstehende Erwdrmung der
Pseudothecien ist nicht messbar und geschieht unabhingig von der Lufttemperatur.
Der Einfluss von dieser infraroten Wirmestrahlung auf die Sporenausschleuderung

wurde bisher noch nicht untersucht (s.o.).

4.3. Einfluss des sichtbaren und nicht sichtbaren Lichts

Einfluss des sichtbaren Lichts auf das Myzelwachstum

Bei den Myzelien auf PDA-Kulturmedium war nach 21 Tagen im LL eine
Braunfirbung zu beobachten, im LD eine leichte Braunfirbung und im DD waren die
Myzelien weif$. Dies spricht fiir eine lichtinduzierte Bildung von Farbstoffen. Bei V.
inaequalis ist bekannt, dass in Kultur ein melaninhaltiges dunkelbraunes Protein
ausgeschieden wird, das als Melanoprotein bezeichnet wird (Hignett & Kirkham 1967,
Hignett et al. 1977). Das Aufbringen des Proteins auf Testpflanzen nach dem
Inokulum bewirkt eine deutliche Zunahme an Schorflisionen auf den Pflanzen
(Hignett & Kirkham 1967). Melanine sind Pigmente, die die Firbung von Geweben
bewirken. Sie kommen im gesamten Tierreich sowie in Mikroorganismen und Pflanzen

vor. Beim Menschen wird die Melaninbildung durch UV-B-Strahlung angeregt und
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dient als Schutz vor der UV-Strahlung der Sonne. Bei den vorliegenden
Untersuchungen kénnte die Braunfirbung der Myzelien durch das Licht angeregt
worden sein. Da die verwendeten Lichtquellen kein UV-Licht enthielten, konnte der

Blaulichtanteil die Bildung des Farbstoffes angeregt haben.

Es gibt fiir die Absonderung von Guttationsfliissigkeiten und ihrer physiologischen
Bedeutung bei Pilzen bisher keine sichere wissenschaftliche Erklirung (Hutwimmer et
al. 2010). Trotz der weiten Verbreitung der Guttation bei Basidiomyceten und
Ascomyceten gibt es nur wenige Arbeiten, die sich mit diesem Phinomen beschiftigt
haben. Die Zusammensetzung der Guttationsflissigkeit wird durch die
Umgebungsbedingungen wie Temperatur und pH-Wert wesentlich beeinflusst und sie
ist hdufig reich an primiren und sekundiren Stoffwechselprodukten, anorganischen
Substanzen und Proteinen (Gareis & Gareis 2007). Auch Mykotoxine werden {iber
Guttationstropfen abgesondert (Gareis & Gareis 2007). Bei Fusarium culmorum und
Sclerotinia sclerotiorum ist bekannt, dass die Absonderungen zum raschen Abbau von
Pflanzengeweben fithren konnen (McPhee & Colotelo 1976, Colotelo 1978). Bei V.
inaequalis  wurde in der Guttationsfliissigkeit der LD-Kultur eine hohe
Pektinaseaktivitit nachgewiesen. Die Guttation konnte auch als Mafl fir die
Stoffwechselaktivitit angenommen werden, denn bei manchen Pilzen wird Guttation
vor allem in Zeiten starken Wachstums beobachtet. In diesem Zusammenhang kénnte
Guttation der Aussonderung von Abfallprodukten aus dem Stoffwechselprozess dienen
(Hutwimmer et al. 2010). In der vorliegenden Arbeit wurden die stirkste Guttation
und die hochste Pektinaseaktivitit beobachtet, wenn der Pilz in LD kultiviert wurde.
Moglicherweise wird der Stoffwechsel durch Licht angeregt und schwicht sich mit der
Zeit im LL ab, wihrend er in LD regelmiflig durch den Hell-Dunkel-Wechsel
abgesenkt wird und in jeder Lichtphase auf hohem Niveau lduft. Der Verbrauch an
Glucose war in Bezug auf die gebildete Myzelmasse bei dem Isolat V1 leicht erhoht

und bei Isolat V2015 stark erhoht. Auch dies konnte ein Hinweis auf eine stirkere
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Stoffwechselaktivitit im Licht-Dunkel-Wechsel sein. Die Ergebnisse geben jedoch nur
Hinweise auf eine mogliche Lichtreaktion und die Annahmen miissten in weiteren

Versuchen belegt werden.

Einfluss des Lichts auf die Sporenausschleuderung im Freiland

Erste Hinweise auf eine diurnale Periodik des Ascosporenflugs bei V. inaequalis stellten
Frey & Keitt (1925) fest. Hirst & Stedman (1962) beobachteten eine Tagesperiodik im
Sporenflug, wobei die Anzahl der Sporen in der Luft in der Dunkelheit viel geringer
war als am Tag, und schlossen auf eine Abhingigkeit der Sporenausschleuderung vom
Licht. Brook berichtet 1966 nach einer Freilandstudie in Auckland (Neuseeland), dass
nur 0,51 % aller registrierten Ascosporen in der Dunkelheit gefangen wurden. Weitere
Arbeiten bestitigen diese Beobachtung (MacHardy & Gadoury 1986, Aylor & Sutton
1992, Kohl et al. 1994, Stensvand et al. 1998). Auch bei Venturia pirina wurde eine
diurnale Periodik des Sporenflugs beobachtet (Washington 1988). In dieser Arbeit
wurde versucht die Unterdriickung des Sporenflugs in  Dunkelheit in
Freilandexperimenten aufzuheben sowie die Hemmung der Sporenausschleuderung in
Dunkelheit in  Laborversuchen  zuverldssig mit der Wasserbadmethode
nachzuvollziehen. Bisher wurden weltweit viele Experimente durchgefiihrt, jedoch
konnte die diurnale Periodizitit der Ascosporenfreisetzung und deren Hemmung in
Dunkelheit im Labor bisher nicht zuverlissig nachgebildet werden (Gadoury et al.
1994). Erfolgreiche Versuche zur Aufthebung der diurnalen Periodizitit der
Sporenfreisetzung im Freiland werden in der vorliegenden Arbeit erstmals

dokumentiert.

In die vorliegende Arbeit wurden die Aufzeichnungen tiber die Sporenfliige am Julius
Kithn-Institut in Dossenheim ab dem Jahr 2004 mit einbezogen, um eine breitere

Datengrundlage zur Verfigung zu haben. Vor dem Bau der Wetterstation im Jahr
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2009 wurde die Unterscheidung von Tag und Nacht iiber den Zeitpunkt des
Sonnenauf- und Sonnenuntergangs bestimmt. Mit der Implementierung der
Helligkeitsmessung in der Wetterstation im Juli des Jahres 2010 wurde die Hell-
Dunkel-Schwelle aufgrund der Ergebnisse von Palm (1988) und Gadoury et al. (1994)
auf 2000 Ix festgelegt. Wie bei Gadoury et al. (1994) wurden in der vorliegenden
Untersuchung etwa eine Stunde vor Sonnenuntergang bzw. nach Sonnenaufgang 2000
Ix erreicht. Die definierte Nacht war in den Jahren 2011-2015 somit zwei Stunden
linger. Die Zahl der wihrend der Nacht registrierten Sporen lag vermutlich aus diesem
Grund in den Jahren 2011-2015 bei Sporenfalle W bei tiber 10 % und damit hoher als
der Anteil von 7,32 bzw. 7,29 % der in den Jahren 2004-2010 an beiden Sporenfallen
in der Nacht registrierten Sporen. Die in den Jahren 2011-2015 beleuchtete
Sporenfalle A zeigte im Vergleich zu Sporenfalle W im Jahr 2011 einen etwas
geringeren Anteil an Nachtsporen und in 2012 einen etwa doppelt so hohen Anteil. In
diesem Jahr wurde die Lichtintensitit im Vergleich zum Vorjahr auf iber 2000 Ix stark
erhoht. Im Jahr 2013 wurde mit noch stirkerer Intensitit von 10000 Ix beleuchtet.
Dabei wurde ein Anteil an Nachtsporen von lediglich etwa 5 % im Gegensatz zu der
unbeleuchteten Sporenfalle W mit 10 % registriert. Auch im Jahr 2014 wurde mit
hoher Intensitit von 10000 Ix beleuchtet. Der Anteil der in der definierten Nacht an
Sporenfalle A gefangenen Sporen lag in diesem Jahr unter dem Anteil von Sporenfalle
W. Diese Ergebnisse bestirken die Annahme, dass die Lichtintensitit nicht fur die
Auslésung des Sporenflugs verantwortlich ist. Bei beiden Sporenfallen wurde im Jahr
2014 mit 17,45 % und 16,58 % der hochste Anteil an Nachtsporen in allen 10
Beobachtungsjahren registriert. Andere Autoren berichten ebenfalls von Anteilen von
bis zu 18 % der jihrlichen Ascosporenzahl bei Nacht (Warner & Braun 1992, Kohl et
al. 1994).

Die Beleuchtung des Sporendepots an Sporenfalle A wurde aufgrund der Ergebnisse

von Jahr zu Jahr geindert. Im Jahr 2011 wurde die Dunkelhemmung der
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Sporenausschleuderung durch die Beleuchtung mit einer 400 Ix Energiesparlampe
nicht aufgehoben. Vereinzelte nichtliche Sporenfliige, die im Anschluss an einen
Sporenflug bei Tag folgten, kénnen als Nachlaufen bezeichnet werden. In dieser Zeit
schleudern bereits vorbereitete Asci noch ihre Sporen aus und es werden weitere Sporen
gefangen, die sich noch in der Luft befinden und nach und nach von der Sporenfalle
angesaugt werden. Nach Palm (1988) und Gadoury et al. (1994) reichte die
Lichtstirke von 400 Ix im Jahr 2011 nicht aus. Die Bestrahlung mit demselben
Leuchtmittel mit iiber 2000 Ix im Jahr 2012 verursachte keine Anderung der
Ergebnisse. Im Vergleich zeigte Sporenfalle A wie auch Sporenfalle W die Maxima der
Sporenfliige in den hellen Tagesstunden. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde ein anderes
Leuchtmittel gewdhlt, um ein einheitliches homogenes Spektrum zu verwenden, das
dem Tageslicht dhnlicher ist. Durch die Beleuchtung mit der LED-Lampe konnte
sowohl die Helligkeit erreicht als auch ein kontinuierliches Spektrum angeboten
werden. Die Blitter wurden dabei nicht erwdrmt, da das LED-Licht im Gegensatz zum
Tageslicht keinen infraroten Wellenlingenanteil besitzt. Dariiber hinaus ist im LED-
Wellenlingenspektrum im Verhidltnis zu den anderen Farbanteilen ein hoher
Blauanteil vorhanden. Da auch im Jahr 2013 keine Verinderung im zeitlichen
Sporenflugverhalten im Vergleich zu Sporenfalle W festzustellen war, wurde dieser
Blaulichtanteil 2014 eliminiert, da in verschiedenen Untersuchungen (Brook 1969b,
Gadoury et al 1998) festgestellt wurde, dass die Ausschleuderung der Sporen durch
blaues Licht blockiert wurde. Die Anderung der Lichtqualitit fithrte nicht zu einer
Anderung in der diurnalen Periodizitit oder der Sporenzahl im Vergleich der beiden
Sporenfallen. Aufgrund der Ergebnisse aus den Laborversuchen wurde das Blattdepot
an Sporenfalle A im Jahr 2015 mit einer 60 W Glithbirne beleuchtet. Die
Beleuchtungsstirke lag bei > 10000 Ix und das Spektrum der Glithbirne war dem des
Tageslichts am dhnlichsten, denn es enthilt im Gegensatz zu den zuvor verwendeten

Leuchten einen infraroten Strahlungsanteil. Im Jahr 2015 konnte im Freiland weltweit
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erstmals eine Authebung der diurnalen Periodizitit durch die Beleuchtung mit der
Glithbirne erreicht werden. Aufgrund der Versuche aus dem Labor konnte eine
Wirkung des sichtbaren Lichts ausgeschlossen werden (s. u.). In diesem Jahr waren die
infraroten Wellenlingenanteile fiir die Authebung der Dunkelhemmung relevant, was
auch die Ergebnisse der Vorjahre erklirt, in denen nur Lichtquellen ohne infrarote
Strahlungsanteile verwendet wurden. In der Natur ist die Infrarotstrahlung auf zwei
Strahlungsquellen beschrinkt. Die Sonne emittiert Infrarot im Bereich bis 3000 nm
und die erwirmte Erdoberfliche sendet langwellige Wirmestrahlen im Bereich ab etwa
3000 nm aus. Ein Grofiteil der Sporen wird bei V. inaequalis wihrend des Tages
ausgeschleudert, womit der Einfluss der kurzwelligen Infrarotstrahlung durch die
Sonne auf die Sporenausschleuderung als wahrscheinlich angenommen werden kann.
Da durch die Bewolkung wihrend der Regenereignisse die von der Sonne eintreffende
Infrarotstrahlung abgemildert wird, scheinen schon geringe Intensititen wirksam zu
sein. Als Ausloser fiir eine Sporenfreisetzung funktionierte die Wirmestrahlung jedoch

nur nach oder wihrend eines Regenereignisses.

Einfluss des Lichts auf die Sporenausschleuderung im Labor

Brook erweiterte seine Experimente und untersuchte die Ausschleuderung der
Ascosporen in aufwindigen Laborexperimenten (Brook 1969a, 1969b, 1975). Er
klebte tiberwinterte Apfelblitter, die mit Pseudothecien des Apfelschorfpilzes besetzt
waren, mit Silikonfett auf einen einstellbaren Temperaturblock in einem kleinen
Windtunnel. Uber Schliuche konnte er beliebig befeuchten und iiber eine Glaséffnung
beleuchten. Fiir die Beleuchtung verwendete er eine 100 W Glithlampe mit Reflektor.
Fir die Abgrenzung verschiedener Wellenldngenbereiche setzte er Farbfilter ein und
behielt dabei durch die Verinderung des Abstandes zur Probe die Lichtintensitit bei.
Die Lichtdurchlissigkeit wurde mit einem Spektrometer im Bereich von 390-800 nm

gemessen. Im infraroten Bereich gibt Brook keine Transmissionswerte der Filter an, da
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eine Messung der Infrarotstrahlung in dieser Form zu seiner Zeit nicht méglich war.
Als  Ergebnis  seiner  Forschungen  zeigte sich eine Hemmung der
Sporenausschleuderung im Dunkeln und im Blau- und Griinlicht sowie eine
Forderung der Sporenausschleuderung im Bereich von 710-750 nm und in weiflem
Licht. Zu denselben Ergebnissen kommen Gadoury et al. 1998 und Stensvand 2000.
Auch fir andere Ascomyceten wurde der Einfluss des Lichts auf die

Sporenausschleuderung untersucht (Leach 1975, Brook 1975).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte in Vorversuchen mit der
Wasserbadmethode (Kollar 1998) die im Freiland beobachtete Lichtabhingigkeit der
Sporenausschleuderung nicht nachvollzogen werden. Im Vergleich mit den Arbeiten
der genannten Autoren waren die Blitter bei der Wasserbadmethode nicht fixiert. Dies
legt eine Ubertriggerung der auslosenden Rezeptoren (s. u.) bei dieser Methode nahe,
die z.B. durch die mechanische Belastung der Blitter, die frei im Wasser bewegt
wurden, entstehen konnte. Die Anderung der Ausrichtung der auf den Blattstiickchen
sitzenden Pseudothecien im Schwerefeld der FErde konnte ebenfalls die
Ausschleuderung der Sporen beeinflussen. Bei Phycomyces blakesleeanus ist bekannt,
dass sich der Pilz bei der Ausrichtung der Sporangiophore am Schwerefeld der Erde
orientiert (Schimek et al. 1999). Durch die Entwicklung der modifizierten
Wasserbadmethode wurden die Blitter wihrend der Versuchsdurchfithrung einerseits
fixiert und gleichzeitig in einer Orientierungslage gehalten, so dass beide
Einflussfaktoren weitgehend ausgeschlossen werden konnten. Durch die Fixierung
konnte unter der Verwendung der Wasserbadmethode eine Hemmung der
Sporenausschleuderung in Dunkelheit erreicht werden. Damit konnten weitere
Versuche zur Wirkung von Licht und seinen Komponenten durchgefiihrt werden. Bei
der  Beleuchtung mit  weilem  Licht,  ausschliefflich  in  sichtbaren
Wellenlingenbereichen mit der Energiesparleuchte MEGAMAN Clusterlite, der

Kaltlichtleuchte und der LED, konnte kein Sporenausstof§ ausgeldst werden. Alle drei
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Leuchtmittel besitzen jedoch nur einen geringen Anteil im roten Wellenlingenbereich,
wie er von Brook (1969b), Gadoury et al. (1998) und Stensvand (2000) als
stimulierend beschrieben wurde. In diesem Wellenlingenbereich von etwa 710-750 nm
werden Pflanzen kiinstlich beleuchtet, da entsprechende Phytochrome auf diesen
Bereich ansprechen und Wachstum und Blithverhalten beeinflussen. Phytochrome
wirken sich durch ihre Reaktion auf rotes Licht bei dem Ascomycet Aspergillus nidulans
ebenfalls auf die Sporenkeimung und die sexuelle Entwicklung aus (Mooney & Yager
1990, Blumenstein et al. 2005, Rohrig et al. 2013). Auch V. inaequalis besitzt ein
Phytochrom (s. 3.6.1). Mit der Bestrahlung der Proben mit Licht im
Wellenlingenbereich von 710-750 nm mit der Pflanzenleuchte Green Power von
PHILIPS konnte die Stimulierung der Sporenausschleuderung in dieser Arbeit nicht
bestitigt werden. Da diese Leuchte in der Girtnerei in einem Abstand von > 1 m
verwendet wird, war die Intensitit bei dem hier gewihlten Abstand von etwa 50 cm als
ausreichend hoch anzunehmen. Um eine Intensitit der Beleuchtung durch die
Pflanzenleuchte zu gewihrleisten, die dem Intensititsniveau der Glithbirne im selben
Wellenldngenbereich entspricht, wurde der Abstand zu den Proben iiber die Messung
mit dem Spektrometer angepasst. Durch den Einsatz der Glithbirne mit einer
Wirmeschutzscheibe wurde ebenfalls eine Strahlungsquelle mit einem hohen roten
Wellenldngenanteil verwendet. Auch hier konnte keine signifikante Sporenfreisetzung

im Vergleich zu den Versuchen im Dunkeln festgestellt werden.

Um einen Einfluss der Inkubationstemperatur auszuschlieffen, wurden Versuche
unternommen, bei denen die Proben bei 20 °C inkubiert wurden, der Versuch selbst
jedoch im 4 °C-Raum durchgefiihrt wurde. Die Ergebnisse entsprachen den weiteren
Versuchen im Kiihlraum. Eine Beeinflussung durch die Inkubationstemperatur wurde

daher ausgeschlossen.

104



4. Diskussion

Infrarotstrahlung und Wirme

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals gezeigt, dass sich nicht das sichtbare Licht

auf die Sporenfreisetzung auswirkt, sondern ausschliefSlich Infrarotanteile im Licht.

In diesem Zusammenhang wurde keine Wirkung der 850 nm- und 940 nm-Strahlung
auf die Sporenausschleuderung festgestellt. Bei den verwendeten Strahlern handelte es
sich um handelsiibliche Gerite zur Videoiiberwachung mit hoher Strahlungsintensitit.
Die fehlende Wirkung der Strahler auf die Sporenfreisetzung war daher nicht auf die
Intensitit ~ der  Strahlungsquelle  zuriickzufithren,  sondern  auf  ihren
Wellenldngenbereich und/oder deren Bandbreite. Es konnte kein Sporenausstoff unter
Beleuchtung mit den Dioden der Wellenlingen 1050 nm, 1200 nm und 1450 nm
beobachtet werden. Die Intensitit der Dioden konnte nicht absolut bestimmt, sondern
nur abgeschitzt werden und war in den Versuchen moglicherweise zu gering. Die
Wirkung einzelner wasserabsorbierter Wellenldngenbereiche konnte in den Versuchen
auch durch die Wasserschicht auf den Blittern abgeschwicht worden sein. Eine weitere
Moglichkeit ist die Notwendigkeit einer breitbandigen IR-Strahlung, um die
Sporenausschleuderung zu stimulieren. Diese Breitbandigkeit wurde nur durch die
Glithbirne bereitgestellt. Bis zu der Einfithrung der LED-Technik wurden in den
Experimenten in der Regel Glithbirnen verwendet (Brook 1969b, Brook 1975, Hirst
& Stedman 1962, Leach 1975), die bis zu 98 % ihrer Strahlung im infraroten Bereich
abgeben. Auch war die Messung der unsichtbaren Strahlung im infraroten Bereich
lange nicht moglich. Der komplette Ausschluss der infraroten Strahlungsanteile
wihrend der Versuche war damals somit nicht nachweisbar. Gadoury et al. (1998)
verwendeten eine Kaldichtleuchte und fithrten keine Messungen im infraroten
Lichtbereich durch, um das Vorhandensein kleiner Infrarotanteile komplett
auszuschliefen. In der vorliegenden Arbeit wurde bei der Untersuchung zum Einfluss
des sichtbaren Lichts darauf geachtet, dass keine infraroten Wellenlingen durch die

Leuchtmittel zum Einsatz kamen. Die genannten Autoren (Brook 1996a, Gadoury et
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al. 1996, Hirst & Stedman 1962) stellten alle einen Anstieg in der Anzahl der
ausgeschleuderten Ascosporen nach einer gesteuerten Erhéhung der Temperatur fest.
Sie fuhrten jedoch, mit Ausnahme von Brook (1969a), keine Untersuchungen
ausschlieSlich mit infraroten Lichtanteilen durch. Brook berichtete von einer
inhibitorischen Wirkung der infraroten Lichtanteile auf die Sporenausschleuderung,
wobei er keine Intensitit oder Wellenlingen angibt und auch keinen Abstand seiner
Glihbirne zu den Proben. Bei seiner Versuchsdurchfihrung war die
Strahlungsintensitit der IR-Strahlung jedoch méglicherweise zu gering und es wurde
daher keine Sporenausschleuderung ausgelost. Auch im Rahmen der vorliegenden
Arbeit wurde bei zu geringer IR-Strahlungsintensitit der Glithbirne durch die
Glasscheibe keine Forderung des SporenausstofSes festgestellt. Die Scheibe filterte einen
GrofSteil des IR-Strahlungsanteils und nur ein kleiner Anteil konnte bis zu den Proben
gelangen. Dieser reichte jedoch nicht aus, um eine deutliche Sporenfreisetzung zu
veranlassen. Bei einer IR-Bestrahlung mit der Glithbirne wurde immer auch eine
Erwirmung des Probenwassers gemessen. Dies lag an der hohen Strahlungsintensitit
und an dem breiten Wellenldngenbereich, mit dem beleuchtet wurde. Da einzelne
Wellenlingenbereiche durch Wasser absorbiert werden, konnte die Erwirmung des
Wassers dabei nicht verhindert werden. Jedoch kann auch die Anwesenheit von
bestimmten infraroten Wellenlingen zu einer Erwirmung von Geweben fiihren
(Heselich et al. 2012), ohne die Umgebung messbar zu erwdrmen. Im Tierreich ist die
Detektion von Infrarot ohne messbare Erwirmung bei Schlangen (Gracheva et al.
2010), Fledermiusen (Kiirten & Schmidt 1982) und Kifern (Schmitz & Beckmann
1998) nachgewiesen (Campbell et al. 2002). Es ist daher unklar, ob die Erwirmung des
Wassers in den Proben, die Erwirmung des pilzlichen Gewebes durch bestimmte
Wellenlingen oder die Detektion des Infrarots durch bestimmte Rezeptoren die
Sporenfreisetzung bewirkt haben. Nahes Infrarot (NIR) kann tief in lebende Gewebe

eindringen und dort grundlegende Energieprozesse in den Mitochondrien der Zellen
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stimulieren. Dies ist aufgrund der Cytochrom C Oxidase (COX) als Hauptabsorber
von NIR méglich, was zu einem Anstieg im Metabolismus der Atmungskette in den
Zellen fithrt. Cytochrom C Oxidase konnte zwischen Mitochondrien und Zellkern als
Photosignal-Umwandler agieren und so die Transkription regulieren (Heselich et al.
2012, Karu 2008). Interessant wiren Folgeversuche mit Bandpassfiltern, um die
Wirkung einzelner Wellenlidngen und ihrer fiir die Sporenausschleuderung benétigten
Intensitit zu untersuchen. Die Ergebnisse aus dem Freiland (s.0) sprechen fiir eine
direkte Wirkung des Infrarots iiber spezielle Rezeptoren oder tiber die Erwirmung des
Schorfgewebes durch bestimmte Wellenlingen. Moglich wire auch noch die
Erwirmung des durch Osmose aufgenommenen Wassers in den Asci. Die Ergebnisse
deuten auf das Vorhandensein eines Rezeptors hin, der auf Temperaturerhchung oder
Infrarot reagiert. Fiir die Existenz eines IR-Rezeptors sprechen auch die
Versuchsergebnisse aus dem Freiland im Jahr 2015. Im Verlauf der Temperaturkurve
im Blattdepot konnte kein Temperaturplateau registriert werden. Die Temperatur
schwankte je nach Lufttemperatur und war auch im Laufe der Nacht unregelmifiig.
Der Temperaturanstieg zu Beginn einer Beleuchtungsphase war unterschiedlich hoch
und der Anstieg um eine bestimmte Temperaturdifferenz wie in den Laborversuchen
war nicht gegeben. Das Erreichen einer bestimmten Temperatur oder die Registrierung
einer bestimmten Temperaturdifferenz als Parameter fiir das Auslosen der
Sporenausschleuderung konnten somit weitgehend ausgeschlossen werden. Die
Intensitit der auftreffenden Infrarotstrahlung durch die Glithbirne war jedoch konstant

und wurde nicht beeinflusst.

Rezeptoren bei Venturia inaequalis

Aufgrund der diurnalen Periodik des Sporenfluges wurde auf eine lichtabhingige
Steuerung der Sporenfreisetzung bei V. inaequalis geschlossen (s.o.). Ein solcher

Zusammenhang ist bei der Freisetzung von Konidiosporen bei Aspergillus nidulans sehr
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gut untersucht (Purschwitz et al. 2008). Eine grofle Anzahl von Konidiosporen wird
nur im Licht produziert, aber weder rotes (680 nm) noch blaues (450 nm) Licht allein
induzieren die Sporulation in einem Ausmafl wie weifles Licht. Durch die
Kombination beider Lichtquellen wird die volle Konidienbildung erreicht (Purschwitz
et al. 2008). Fiir die Lichtwahrnehmung wurden bei Pilzen verschiedene Rezeptoren
nachgewiesen, wobei diese Wahrnehmung innerhalb des Reiches der Pilze weitgehend
konserviert zu sein scheint (Dunlap & Loros 2006). Bei V. inaequalis konnten alle vier
Klassen an Photorezeptoren in silico bestimmt werden. Das Ergebnis gibt jedoch
keinen Aufschluss tiber die Rolle oder die Aktivitit der Rezeptoren. Ein Hinweis auf
die Aktivitit eines Photorezeptors wurde bei der Firbung und Pektinasebildung der
Myzelien gefunden (s.0.). Es wird vermutet, dass der hier aktive Photorezeptor seine
Absorption im Blaulichtbereich hat, da die Bildung von melaninhaltigen Proteinen in
der Regel dem Schutz vor UV-Licht dient und der Strahlungsbereich von UV im
tiefblauen Bereich liegt. Die Ergebnisse fritherer Arbeiten deuten darauf hin, dass ein
Rezeptor fiir blaues Licht vorhanden und in die Sporenausschleuderung involviert ist,

da blaues Licht nach Brook (1969b) die Sporenausschleuderung hemmt.

Im Bereich des griinen Lichts konnte das Protein Vein_P116660.1 bei V. inaequalis als
Rhodopsin identifiziert werden. Es hat dabei eine starke Ahnlichkeit mit dem
Rhodopsin  von Macrophomina  phaseolina bzw. dem homologen Opsin von
Leptosphaeria maculans. Rhodopsine sind siebenfach in die Membran eingelagerte
Photorezeptorproteine. Sequenzihnlichkeiten haben es moglich gemacht, drei
Gruppen von Opsinen bei Ascomyceten zu unterscheiden: (a) eine Gruppe mit
Ahnlichkeit zu dem L. maculans protonenpumpenden Opsin, (b) eine Gruppe mit
Ahnlichkeit zum N. crassa Opsin, das wahrscheinlich ein langsam-zyklischer
Photosensor ist, (c) eine Gruppe von Opsin-dhnlichen Proteinen (Rodriguez-Romero
et al. 2010). Die Ahnlichkeit des Opsins von V. inaequalis und dem von L. maculans

legt nahe, dass das Opsin auch bei V. inaequalis als Protonenpumpe agiert.
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Die Ergebnisse der Forschungsarbeiten von Brook (1969b) und Stensvand (2000)
weisen auch auf das Vorhandensein eines Photorezeptors fiir den Bereich des roten
Lichts hin, wobei Licht in einem Wellenldngenbereich von 710-730 nm (Fernrot) die
Sporenfreisetzung stimulierte und in Bereichen von 650-700 nm (hellrot) und tiber
730 nm (Infrarot) inhibierte (s.0.). Brook (1969b) vermutete hier aufgrund des
stimulierenden und inhibierenden Wellenldngenbereichs ein Phytochrom als
Photorezeptor, der die Sporenausschleuderung steuert. Das bei V. inaequalis gefundene
Gen Vein_P035030.1 weist dieselbe Dominestruktur auf wie das Phytochrom von A.
nidulans. Eine Steuerung der Sporenausschleuderung iiber einen Rotlichtrezeptor
wiirde mit der teilweise frithmorgendlich erhohten Sporenfreisetzung insofern
tibereinstimmen, als die lingeren roten Wellenlidngen des Sonnenlichts aufgrund der
Brechung in der Atmosphire vor den anderen Wellenlingen die Erdoberfliche

erreichen. Ebendies gilt auch fiir die Wellenlingen im infraroten Bereich.

Welche Rolle die einzelnen 7z silico bestimmten Photorezeptoren bei V. inaequalis

spielen, miisste in weiteren Versuchen geklirt werden.

Die Wahrnehmung von Wirme und Temperaturinderungen ist evolutiv gesehen sehr
alt, iiberlebensnotwendig und in allen Reichen verbreitet. Fiir die Wahrnehmung von
Wirme und Temperaturinderungen wurden Rezeptoren der TRP (Transient receptor
potential)-Rezeptor-Familie identifiziert (Clapham 2003). TRP-Kanile sind nicht-
selektive Calcium-Ionenkanile, die in einer groflen Vielfalt bei Tieren und Pilzen
vorkommen und meist in der Plasmamembran lokalisiert sind. Man unterscheidet
sieben Unterfamilien, die alle sechs Transmembranregionen besitzen. TRP-Kanile sind
an der Wahrnehmung verschiedener Umweltstimuli wie Temperatur, chemische
Substanzen, Schmerz und Geschmack beteiligt (Thara 2013). Die in silico-Vergleiche
zeigten, dass auch V. inaequalis ein Protein mit einer TRP-Domine besitzt. Welche
Funktion dieses Protein hat und welchen Typ das Protein vertritt, bleibt dabei unklar.

Der bei Fledermdusen und Schlangen festgestellte infrarotempfindliche Rezeptor ist
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auch vom Typ TRP (Gracheva et al. 2010, Gracheva et al. 2011). Ein Rezeptor vom
Typ TRPALI reagiert vor allem auf Temperaturinderungen oder Temperaturstrahlung
wie Infrarot, kann jedoch auch, wie bei Drosophila (Tracey et al 2003), in die
mechanosensitive Wahrnehmung eingebunden sein und im Zusammenhang mit der
inneren Uhr stehen (Lee & Montell 2013). Auch bei der Schlange Python reticulatus ist
ein multimodaler TRP-Rezeptor nachgewiesen, der aufler auf Temperaturerhhung
auch als Mechanorezeptor auf Berithrung reagiert (de Cock Buning 1983). Das
gleichzeitige Ansprechen eines Rezeptors auf Temperaturinderungen oder
Infrarotstrahlung und auf mechanische Reize, wie z.B. von Wasserstromungen, kénnte
die Reaktion von V. inaequalis in den Versuchen erkliren. Die Charakterisierung des
Rezeptortyps, der bei V. inaequalis im Zusammenhang mit der Sporenausschleuderung
aktiv ist, erfordert weitere Versuche, in denen in einem ersten Schritt z.B. durch das
Ansprechen auf verschiedene Stoffe wie Capsaicin (TRPA1) oder AICT (Allyl-
Isothiocyanat) (TRPV1) der Rezeptortyp eingegrenzt wird. In Zukunft konnte im
Falllaub durch die Hemmung dieses Rezeptors die Sporenausschleuderung gezielt
verhindert oder durch aktivierende Substanzen eine Sporenausschleuderung zu
geplanten Zeitpunkten absichtlich herbeigefithrt werden. Dies konnte einen weiteren

Fortschritt in der Schorfbekimpfung initiieren.
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Anhang

B. Ascosporenpotential in der Primirsaison 2012-201
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Anhang

C. Regenereignisse in der Primirsaison 2012-2015

*Werte bis zur maximalen Sporenzahl eines Sporenfluges

2012*
Ekin_Sum | Luftfeuchte Regen Tropfen
[Joule/m#2] [2€] [mm] [Anzahl]
1 66,67 64 5,5 358
2 6,77 80 0,9 581
3 59,27 50 5 3033
4 23,99 74 2,2 684
5 4,07 75 0,4 63
6 12,11 80,7 0,5 25
7 21,88 73 0,9 213
8 30,78 73 2,2 2249
9 111 85 4,7 414
10 13,69 74 0,6 57
11 19,4 71 0,9 371
12 33,66 35 1,8 562
13 7,11 59 0,6 649
14 65,87 92 5,7 1454
15 15,84 86 1,7 15
16 1,34 67 0,2 391
17 163,9 69 7,6 2643
13 284,71 71 9,5 1394
19 12,12 55 0,9 410
20 68,14 75 4 831
21 1,59 75 0,1 1
22 19,5 56,5 1,1 31
23 76,53 57 3,7 245
24 72,73 78 5,7 199
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2013*
Ekin_Sum | Luftfeuchte Regen Tropfen
[Joule/m*2] [95] [mm] [Anzahl]
1 123,44 93,09 3,9 4828
2 72,06 79,03 3 5700
3 42,29 73,53 2,2 4712
4 175,86 68,26 11 31832
5 417,31 74,8 271 84500
6 263,12 74,82 5,6 18071
7 68,08 85,03 4,7 15890
3 35,09 79,93 2,9 o887
9 200,03 61,05 11 39717
10 27,98 85,27 2,3 9506
11 194,51 82,78 13,45 56007
12 129,99 83,03 8,1 36310
13 82,95 74,35 5,9 27521
14 130,98 74 10,2 52598
15 30,52 80,63 3,7 19100
16 73,75 92,3 5,7 30398
17 9,38 80,25 0,6 5997
18 10,47 59,95 1,1 17565
19 0,3 96,2 0 192
20 0,33 92,45 0 2
2014*
Ekin_Sum | Luftfeuchte Regen Tropfen
[Joule/m"2] [%6] [mm] [Anzahl]
1 84,87 66,72 8,4 19163
2 0,003 87,59 0,1 2673
3 2,39 74,89 0,2 769
4 19,08 65,99 0,9 907
5 22,73 58,58 0,9 287225
6 76,95 50,13 6,55 2038
7 34 91,6 0,6 1953
3 0,17 88,24 0,5 2886
9 53,95 88,17 44 16549
10 9,48 97,1 0,4 499
11 28,9 61,5 2,1 8636
12 36,13 70,17 1,5 25715
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2015*

Ekin_Sum | Luftfeuchte Regen Tropfen

[Joule/m"2] [%4] [mm] [Anzahl]
1 5,514 49,93 0,1 2486
2 3,7 73,71 3 12514
3 69,86 66,64 0,6 29561
4 23,14 81,82 2 12403
5 59,99 63,75 5,4 23149
6 18,62 51,72 1,2 11175
7 9,25 65,32 0,5 3813
8 14,19 70,55 1,5 12837
9 15,97 61,63 1,3 13487

D. Technische Daten der Infrarot-Dioden

Typ Peak-Wellenldnge | Strahlungsleistung| Lichtintensitdt | Strahlungswinkel| Durchlassstrom
[nm] [mW] [mW/sr] [l [mA]

L1050G-04* 1050 19 43 + 22 100

L1200-04* 1200 5 5 + 35 100

L1450-04* 1450 2,5 2,5 + 35 100

* Mueva UG
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