Abschlussbericht zum Forschungsauftrag
,»verbundvorhaben zur Bekdmpfung des Feuerbranderregers
im Obstbau ohne Antibiotika*

Projektteil des LTZ-S Az 06HS032
15.08.2007 - 31.08.2010

Verbesserung und Verfeinerung von bestehenden computergestiitzten Prognose-
modellen ftr den Feuerbrand unter Bertcksichtigung verschiedener Bekampfungs-
verfahren und -mittel, unterschiedlich anfélliger Sorten und Anbauverfahren
(integriert, 6kologisch, Streuobstwiesen) unterstitzt durch Untersuchungen zur
Epidemiologie und Pathogenese des Feuerbranderregers (Erwinia amylovora)

Dr. Esther Moltmann

Landwirtschaftliches Technologiezentrum Augustenberg -
AuBenstelle Stuttgart

Reinsburgstralle 107

70197 Stuttgart

Dr. Romeo Herr

Universitdt Hohenheim

Allgemeine Virologie
70593 Stuttgart

1. Ziele und Aufgabenstellung des Projekts

1.1. Planung und Ablauf des Projekts

1.2. Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angekniipft wurde
2. Material und Methoden

3. Ergebnisse

3.1. Ausfiihrliche Darstellung der wichtigsten Ergebnisse

3.2. Voraussichtlicher Nutzen und Verwertbarkeit der Ergebnisse

4. Zusammenfassung

5. Gegeniiberstellung der urspriinglich geplanten zu den tatsichlich erreichten Zielen,
weiterfiihrende Fragestellungen

6. Literaturverzeichnis



1. Ziele und Aufgabenstellung des Projekts

Hauptziel des Projektes war die Erstellung eines verbesserten Programms zur Prognose von
Bliiten- und Triebinfektionen durch den Feuerbranderreger Erwinia amylovora, das sowohl
Berater als auch Anbauer bedienen kénnen und das fiir verschiedene Bekdmpfungsverfahren
und -mittel im integrierten und Okologischen Anbau bzw. Streuobstbau und bei
unterschiedlich anfélligen Sorten geeignet ist. Die Anzahl Spritzungen und die ausgebrachte
Pflanzenschutzmittelmenge sollten damit reduziert und der Einsatz biologischer Pridparate

besser planbar werden.

Ein weiteres Ziel des Projektes war es, ein besseres Verstindnis der Pathogenese und der
Epidemiologie des Feuerbranderregers Erwinia amylovora zu erarbeiten. Die hierbei
gewonnenen Erkenntnisse beziiglich der Einfliisse verschiedener Faktoren wie endo- und
epiphytischer Besiedlung von Wirts- und Nicht-Wirtspflanzen sollten zusammen mit einer
verbesserten Korrelation zu detaillierten Wetterdaten direkt in die Erstellung des verbesserten
Prognoseprogramms zur Vorhersage von Bliiten- und Triebinfektionen durch den Feuerbrand
einflieBen. Im Zuge dieser Untersuchungen sollen auBerdem der Einfluss von Vektoren und
Pflanzenschutzmassnahmen auf den Ausbreitungsverlauf des Bakteriums verfolgt, sowie das
Augenmerk auf einen moglichst frithzeitigen Erregernachweis gelegt werden (Universitét

Konstanz = UKN).

1.1. Planung und Ablauf des Projekts

Das bisher verwendete iiberwiegend empirisch anhand einfacher Wetterdaten erstellte
Feuerbrandmodell sollte durch Auswertung detaillierter Wetterdaten von Befallsereignissen
der Vergangenheit und durch Untersuchungen zur Biologie des Erregers auf eine fundiertere
Datenbasis gestellt und damit verfeinert werden. Der Algorithmus des Modells musste dazu
verdndert werden. Es sollten Wetterdaten vergangener Befallsereignisse analysiert werden.
Laborversuche zur Infizierbarkeit von Bliiten in Abhéngigkeit von Temperatur und Feuchte
sowie der Sorte und Messungen zur Ubertragbarkeit der Laborergebnisse auf das Freiland
wurden  durchgefiihrt. Weiterhin wurden Freilanduntersuchungen zu moglichen
Inokulumquellen, zur Ausbreitung der Bakterien von Bliite zu Bliite in Abhingigkeit von der
Witterung und der Vektorenaktivitdit an mehreren Standorten und zum frithzeitigen

Erregernachweis in der Bliite durchgefiihrt.



Untersuchungen zur Pathogenese des Erregers an verschiedenen Sorten und der Einfluss der
Witterung erginzten diese Untersuchungen (UKN). Die hieraus gewonnenen Erkenntnisse
sollten in die Algorithmen des bestehenden Feuerbrandprogramms des Landwirtschaftlichen
Technologiezentrums Augustenberg, Aullenstelle Stuttgart (LTZ-S) eingebaut und hieraus ein
verbessertes Computerprogramm mit bedienerfreundlichen Ein- und Ausgabeformaten erstellt

werden, das in die Praxis der Pflanzenschutzdienste eingefiihrt werden kann.

1.2. Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angeknupft wurde

Der Feuerbrand, verursacht durch das Gram-negative Bakterium Erwinia amylovora, stellt
heute weltweit die bedeutendste bakterielle Erkrankung des Kernobstes dar. Sie ist eine nicht
regelmiBig, sondern sporadisch auftretende Krankheit, deren Folgen jedoch wirtschaftlich
gravierend sein konnen. Daher ist eine zuverldssige Prognose zur Vermeidung unnotiger
Behandlungen mit Pflanzenschutzmitteln dringend erforderlich. Mit Hilfe von
Prognosemodellen wird das Risiko fiir Infektionen unter bestimmten Umweltbedingungen mit
moglichst hoher Prizision und Treffsicherheit abgeschdtzt. Der wichtigste Infektionsweg des
Feuerbrands ist die Bliiteninfektion, an zweiter Stelle stehen die Triebinfektionen, Infektionen
nach Hagel und der Unterlagenbefall. Als Prognosemodelle fiir Bliiteninfektionen werden
heute weltweit Billing’s Integrated System 95 - BIS 95 (Billing 1996, 1999), Maryblyt™
(Steiner 1990a, 1990b) und Cougarblight (Smith 1999) eingesetzt. Alle drei Modelle sind im
Wesentlichen empirisch entwickelt worden und basieren ausschlieBlich auf der Berechnung
von Wetterdaten. Die Datenbasis beschriankt sich auf Hochst- und Tiefsttemperaturen und
Niederschldge bzw. Tauereignisse eines Tages. Der tatsdchliche Temperaturverlauf wird
durch eine Sinuskurve simuliert (Baskerville und Emin 1969). Kontinuierlich ermittelte
tatsdchliche Stundenwerte gehen nicht ein. Relativ grob fiir einen einzelnen Tag wird ein
Infektionsrisiko berechnet. AusschlieBlich die Wetterdaten in der Bliitezeit werden verwendet,
nicht aber die der Vorbliitezeit oder des Vorjahres, obwohl es Hinweise darauf gibt, dass die
primiren Inokulumquellen bereits zu diesem Zeitpunkt aktiviert werden und das Auftreten
von Bliiteninfektionen beeinflussen. Von den phinologischen Daten werden lediglich der
Bliihbeginn und das Blithende beriicksichtigt. Sortenunterschiede gehen nicht ein. Die
Modelle BIS 95 und Maryblyt™ gehen davon aus, dass der Erreger in jedem Fall anwesend
ist. Im Modell Cougarblight wird das lokale Inokulum anhand der Befallsgeschichte der

Anlage abgeschitzt, aber nicht gemessen. Uber die Gefahr von Triebinfektionen werden keine



oder im Modell BIS 95 allenfalls grobe Aussagen gemacht. Weitere Prognosemodelle sind in

der Literatur beschrieben, aber nicht weiter in der Praxis validiert worden.

Baden-Wiirttemberg ist das Bundesland, das aufgrund seiner klimatischen und obstbaulichen
Struktur am stirksten vom Feuerbrand betroffen ist. Das LTZ-S berechnet seit 1994 fiir die
Obstbauregionen in Baden-Wiirttemberg die Feuerbrandprognose, um streptomycinhaltige
Pflanzenschutzmittel zur Abwehr von Bliiteninfektionen termingerecht zur Anwendung
freigeben zu konnen. Diese offizielle Freigabe verhindert unndtige Anwendungen und beugt
damit der Entwicklung von Resistenzen gegen den Wirkstoff vor. Sie ist deshalb Bestandteil
der Genehmigung von Streptomycin nach dem Pflanzenschutzgesetz. Das LTZ-S hat 1994
zwei verschiedene Modelle, zunichst die Modelle Maryblyt'™ und Billing’s Revised System,
in ein Computerprogramm, das Feuerbrandprogramm der LfP (jetzt LTZ-S) tibertragen, 1997
das Billing’s Revised System durch BIS 95 ersetzt, Maryblyt™ durch die Version 4.3 (Steiner
und Lightner 1996) aktualisiert und beide Modelle leicht modifiziert (Moltmann 1996a,
1996b). Seit 1997 sind keine Anderungen mehr vorgenommen worden, um die Basis fiir die
Warnung konstant zu halten. Das Modell Cougarblight wird am LTZ-S gesondert berechnet.
Die Wetterdaten fiir das Programm werden von 60 - 80 Kleinmessstationen in den
Obstanlagen des Landes verteilt erhoben. Dieses Messnetz wurde Anfang der neunziger Jahre
aufgebaut und kontinuierlich erweitert. Die Wetterdaten liegen seither als Stundenwerte

archiviert vor.

Die Erfahrungen mit dem Programm in den vergangenen 14 Jahren hinsichtlich der
Aussagekraft wurden festgehalten (Moltmann 1999, 2004, 2006). Alle drei Modelle
berechnen nahezu dieselben Behandlungstermine. Eine weitere Optimierung erscheint daher
mit der bisher verwendeten Datenbasis nicht moglich. Ungeklért ist bei den jetzigen Modellen
die Bedeutung von Niederschlag bzw. Tau. Eine Benetzung der Bliiten ist nach
Laborversuchen zur Biologie des Erregers zwar fiir eine Infektion erforderlich (Pusey 1997,
2000), in der Vergangenheit traten aber mehrfach Situationen auf, in denen es zu einer
Infektion ohne ein gemessenes Nisseereignis kam. Die Taundsse wird im bisherigen
Programm mittels Blattnéssefiihler und eines mehr oder weniger willkiirlich gewihlten
Schwellenwerts ermittelt. Die Luftfeuchte geht in das Programm bisher nicht ein, obwohl sie
eine im Gegensatz zur Blattndsse eichfdhige meteorologische Messgrof3e ist. Das fiihrt dazu,
dass bei Uberschreiten der Temperaturschwelle bereits ohne ein Nisseereignis gewarnt wird,

was mitunter unnotige Anwendungen von Streptomycin zur Folge hat. Eine weitere



Schwachstelle der Modelle sind die starren Temperaturschwellen, die nur eine Ja/Nein-
Entscheidung erlauben. Praxisgerechter wire die Angabe eines Bereiches mit abgestufter

Infektionsgefahr.

Die Modelle sind iiber die Berechnung potentieller Infektionstage auf die Ausbringung eines
direkt auf die Feuerbrandbakterien wirksamen Bakterizids wie Streptomycin ausgerichtet. Die
Anwendungstermine biologischer Mittel liegen jedoch in Abhéngigkeit von der Witterung
mehr oder weniger weit vor einem potentiellen Infektionstag (Johnson et al. 2004). Mit einem
verbesserten Programm sollte daher zusammen mit der Wettervorhersage und dem Verhalten
der Antagonisten gegeniiber der Witterung der optimale Ausbringungstermin auch fiir solche
biologische Mittel zu bestimmen sein. In den USA wird zur Zeit ebenfalls an Verbesserungen
der Prognosemodelle gearbeitet (H.S. Aldwinckle, pers. Mitteilung). Wihrend der
Projektlaufzeit veroffentlichte Ergebnisse werden in die eigene Programmverbesserung

einflieen, soweit sie fiir die hiesigen Verhiltnisse verwertbar sind.

Der Feuerbrand trat in den letzten Jahren in Baden-Wiirttemberg nicht mehr groBflachig auf,
wie es Mitte der 90er Jahre noch der Fall war, sondern verursachte nur noch lokal groBere
Schédden. Eine Ergidnzung der Modelle um Informationen zum lokal vorhandenen Inokulum
wire daher wiinschenswert. Da die Feuerbrandbakterien vor der Infektion der Bliite die Narbe
besiedeln und sich dort auf hohe Zahlen vermehren, bietet sich die Untersuchung von
Bliitenproben an. Seit zwei Jahren fiihrt das LTZ-S ein landesweites Bliitenmonitoring durch.
Zusitzlich untersucht das LTZ-S an einem alten Befallsstandort (Schlat bei Goppingen) und
in der Versuchsanlage Kirschgartshausen mdgliche primdre Inokulumquellen sowie die
Ausbreitung der Feuerbrandbakterien nach natiirlicher bzw. kiinstlicher Inokulation. Als
Nachweismethode wird die am LTZ-S optimierte und etablierte molekularbiologische nested
PCR-Methode (verschachtelte Polymerase-Kettenreaktion) verwendet, die schnell und
hochempfindlich ist. Die bisherigen Ergebnisse sind viel versprechend. Seit 2006 werden
dhnliche Messungen auch von der UKN mit Hilfe eines mobilen Real Time PCR Gerites im
Rahmen eines von der BLE geforderten Projektes durchgefiihrt (Forderkennzeichen
04HS008). Hier werden verschiedene alte Befallsstandorte im Bodenseeraum, sowie die
Versuchsanlage Karsee beprobt. Die Messungen im Bodenseeraum ergidnzen die im
Regierungsbezirk Stuttgart durchgefiihrten Untersuchungen und sollen in Zukunft noch besser
aufeinander abgestimmt und um die Erfassung der epiphytischen Verbreitung von

E. amylovora auf Nicht-Wirtspflanzen erweitert werden. Da eine Validierung der Methodik



(Korrelation von epiphytischem Nachweis und tatséchlich auftretendem Befall) noch aussteht,
ist zum gegenwirtigen Zeitpunkt ein Einsatz der mobilen Real Time PCR in der
obstbaulichen Praxis allerdings noch nicht flichendeckend mdglich. Die Entwicklungen im
Bereich des schnellen und empfindlichen Bakteriennachweises, lassen aber eine zukiinftige
Nutzung des Systems moglich erscheinen. Auf jeden Fall werden die Untersuchungen zum
frithzeitigen Nachweis des Erregers auf der Bliite zu einem besseren Verstindnis der

Epidemiologie des Erregers beitragen.

Neben der Behandlung der Bliiten mit Bakteriziden nach Prognosemodellen beruht die
Strategie zur Bekdmpfung von Feuerbrand derzeit auf dem konsequenten Entfernen von
befallenen Pflanzenteilen. Pflanzenteile mit sichtbaren Symptomen sollen das ganze Jahr liber
entfernt und verbrannt werden, um das Erregerpotential moglichst gering zu halten. Dabei
sollen befallene Baume bis weit ins gesunde Holz zuriick geschnitten werden. Wenn der
Stamm betroffen ist muss der Baum gerodet werden. Ein Unsicherheitsfaktor bei dieser
Methode ist, dass bisher nicht bekannt ist, wie weit der Erreger iiber sichtbare Symptome
hinaus bereits im Gewebe vorgedrungen ist. Haufig wird an sanierten Baumen in den
Folgejahren wieder starker Befall beobachtet. Daher ist anzunehmen, dass der Erreger iliber
langere Zeit latent in der Pflanze {iberdauern kann und unter giinstigen Bedingungen wieder
massiv zu Symptomen fiihrt. V6llig unklar ist dabei, ob latente Infektionen auch an Baumen
vorhanden sind, die noch nie Symptome gezeigt haben. Solche Bidume konnten als stéindige
Inokulumquelle unerkannt immer wieder zu Befall fiihren. Eine zuverldssige Aussage iiber
eine mogliche latente endophytische Ausbreitung des Erregers in symptomfreien Gewebe ist

daher dringend erforderlich.

Der Feuerbranderreger wurde auch auf Bliiten und anderen Pflanzenteilen von Pflanzenarten
nachgewiesen, an denen eine Symptombildung bisher nicht beobachtet werden konnte
(beispielsweise Lowenzahn und Kirsche; Dr. Moltmann, pers. Mitteilung). Eine epiphytische
Ausbreitung der Bakterien auf Nicht-Wirtspflanzen konnte einen wesentlichen Beitrag zu
einer Verbreitung des Erregers leisten. Bisher liegen keine Angaben dariiber vor, ob und wie
der Erreger sich auf diesen Pflanzen vermehrt und somit zum Aufbau eines hohen

Inokulumpotentials beitragt.

Honig- und Wildbienen sind als mégliche Ubertréiger des Feuerbranderregers bereits bekannt

(Johnson et al. 1993a, Johnson et al. 1993b, Sabatini et al. 2006). Es soll daher weiter



untersucht werden, in welchem Zeitraum der Erreger an Bienen oder anderen
bliitenbesuchenden Insekten nachgewiesen werden kann. Vor allem soll gekldrt werden, ob
der Erreger schon vor dem Auftreten von Symptomen und/oder nach dem Entfernen von

Symptomen in einer Anlage an Insekten nachweisbar ist.

Das Programm des LTZ-S wurde an die Pflanzenschutzdienste anderer Bundeslidnder sowie
des benachbarten Auslands (Osterreich, Schweiz, Italien-Siidtirol) weitergegeben und wird
dort insbesondere wegen seiner praktischen Anwendbarkeit fiir den Pflanzenschutzdienst seit
Jahren erfolgreich genutzt (Marschall und Moltmann 2002). In einigen Bundesldndern werden
allerdings noch andere, weniger gut gepriifte und bewédhrte Programme fiir die
Feuerbrandwarnung verwendet (BMVEL 2006). Das Programm des LTZ-S kann derzeit
allerdings nur von geschulten Beratern verwendet werden, da die Ausgabedatei
Fachkenntnisse zur Interpretation erfordert. Ein auch fiir Nicht-Fachleute verstindliches

Ausgabeformat ist dringend erforderlich.

2. Material und Methoden
2.1. Laboruntersuchungen zur Biologie des Feuerbranderregers in der Blite in
Abhéngigkeit von Wetterbedingungen (LTZ-S)

Von Januar bis April wurden zwei- bis dreijdhrige Apfelbdume der Sorten Gala und Golden
Delicious im Gewéchshaus zur Bliitengewinnung vorgetrieben. Im Jahr 2009 wurden 130
Biume aus einer Baumschule, 2010 wurden 60 Bidume aus dem vorhandenen Bestand
eingesetzt. Die jungen Bliiten, die nicht linger als zwei Tage ge6ffnet waren, wurden zwei-
bis dreimal wochentlich abgeschnitten, ins Labor gebracht und einzeln in 2 mL
Reaktionsgefdlle mit 7 % steriler Saccharoselosung gestellt. Die Bliiten wurden mit Signum
(0,5g/L, Wirkstoffe: Pyraclostrobin und Boscalid) und Conserve (0,8 mL/L, Wirkstoff
Spinosad, Anwendung nur im Jahr 2010) {iberspriiht und eine Stunde getrocknet. Die Bliiten
wurden inokuliert, indem eine Bakteriensuspension mit einer 10-uL-Pipette auf die flinf
Narben jeder Apfelbliite getupft wurde, so dass ein Feuchtigkeitsfilm auf den Narben
zuriickblieb. Die Bakteriensuspension enthielt in Phosphatpuffer’ 10° KBE/mL des
E. amylovora-Stammes 4.3.k, den das LTZ-S aus einem befallenen Weilidorn 2004 isoliert

hatte. Nach Antrocknen der inokulierten Fliissigkeit (ca. 30 Minuten) wurde je ein

10,05 M KH,PO, + Na,HPO, + 0,03 % Tween 20, pH 7.0



Versuchsansatz (Reaktionsgefd-Stdnder mit 25 Bliiten) in einen geschlossenen
Kunststoffbehélter (33 x 19 x 11 cm, 5 L) in einen Klimaschrank gestellt. Die relative
Luftfeuchte (RF) in den Behiltern wurde mit je 4 L gesittigter KCl-Salzlosungen auf 85 %
eingestellt. Die Inkubationszeit betrug 14 — 16 Tage bei 16 °C, 14 Tage bei 18 °C und
10 Tage bei 24 °C. Im Jahr 2009 wurden 4.000 Bliiten, im Jahr 2010 wurden 2.500 Bliiten

inokuliert.

Vermehrung auf der Narbe und Besiedlung des Blitenbodens

Die Vermehrung von E. amylovora auf der Narbe und die Besiedelung des Bliitenbodens
wurde 2009 an 164 Bliiten (18°C und 24 °C) und 2010 an 40 Bliiten (16°C) untersucht. Dazu
wurden je Versuchsansatz 4 — 5 inokulierte Bliiten zu verschiedenen Zeitpunkten aus den
Behiltern entnommen, mit einer sterilen Skalpellklinge zuerst die Staubblitter, dann die
Narben abgeschnitten und die Narben in 1 mL Phosphatpuffer iiberfiihrt. AnschlieBend wurde
mit einer zweiten sterilen Skalpellklinge der Bliitenboden von Kelch- und Bliitenbléttern
befreit und von den Narben getrennt in 1 mL Puffer liberfiihrt. Die an den jeweiligen
Bliitenteilen (Narben / Bliitenboden) anhaftenden Bakterien wurden durch Mischen,
Behandlung mit Ultraschall fiir 2 Minuten und erneutes Mischen der Reaktionsgefille
suspendiert. Von den Waschpuffern wurden Verdiinnungsreihen (unverdiinnt bis 10°) auf
NSA (Nutrient Saccharose Agar) ausplattiert und die Zahl der Kolonien auf Bakterien je Bliite

und Bliitenboden umgerechnet.

Einfluss eines Nasseereignisses auf die Infektion der Bliite

Nach der Inokulation vermehrten sich die Bakterien auf den Narben auf 10’ KBE/Bliite, was

bei 24 °C nach einem Tag, bei 18 °C nach zwei Tagen und bei 16 °C nach vier Tagen erreicht

war. Zu diesem Zeitpunkt wurden steigende Mengen an Nésse auf die Bliiten gebracht, damit

den Bakterien die Besiedlung und Infektion des Bliitenbodens erleichtert wurde:
Kontrollansatz: Inkubation der Bliiten bei 85 % RF ohne Nisseereignis;

Nisseereignis 1: Uber Nacht Einstellen in 100 % RF und Abkiihlung auf 4 °C;

der Stinder wurde bei Inkubationstemperatur in einen Behélter mit deionisiertem Wasser
tiberfiihrt, der nach 2 — 4 Stunden fiir 12 Stunden in einen Kiihlraum gestellt wurde. Infolge

der Abkiihlung auf 4 °C sank der Dampfdruck des Wassers und damit der Wassergehalt der



Luft von 15 g (18 °C) bzw. 21 g (24 °C) auf 6 g/m’. Neben einer hohen RF war damit eine
leichte Taubildung beabsichtigt.

Nisseereignis 2: leichtes Ubersprilhen mit sterilem, deionisiertem Wasser; das

Uberspriihen entsprach etwa 0,02 — 0,05 mm Niederschlag (ermittelt durch Abwiegen von
ausgelegten Filterpapierscheiben);

Nisseereignis 3: kriftiges Ubersprithen mit sterilem, deionisiertem Wasser; entsprach etwa

0,1 mm Niederschlag.

Bewertet wurde die Symptomausprigung der Krankheit nach folgenden Befallsklassen:

1 = am Bliitenboden beginnende Nekrose; 2 = Nekrose bis zur Hélfte des Fruchtknotens;
3 = Nekrose des kompletten Fruchtknoten; 4 = Nekrose iiber den Fruchtknoten hinaus.

An den Bdden oder Stielen der Bliiten der Befallsklasse 4 traten sehr hidufig Tropfchen mit
Bakterienschleim aus, bei dem es sich eindeutig um E. amylovora handelte. Bei Bliiten der
Befallsklassen 1 - 3 wurde vereinzelt eine Isolation durchgefiihrt: kleine Gewebestiicke aus
dem Ubergang von krankem zu gesundem Pflanzengewebe in steriler Kochsalzldsung (0,8%)
geschiittelt und davon auf NSA unverdiinnt und 1:10 verdiinnt ausplattiert. In einer von zehn

Isolierungen gelang der Nachweis von E. amylovora.

Einfluss eines Kalteereignisses auf die Infektion der Bliten

Im Rechenprogramm Maryblyt bewirken kiihle Temperaturen (<17,8 °C bei der Vermehrung
des epiphytischen Infektionspotentials oder <15,6 °C bei der Infektion) einen verringerten
Infektionsdruck. Um diesen Effekt im Laborversuch quantitativ abzuschitzen, wurden
inokulierte Bliiten zu verschiedenen Zeitpunkten fiir die Dauer von 1 — 3 Tage 5 °C Kilte
ausgesetzt. Die zeitliche Lage der Kailteperioden ist in Tab. 8 angegeben. Die librige Zeit
wurden die Bliiten bei 24 °C und 85 % RF aufgestellt und zur Foérderung der Infektion mit
0,1 mm Wasser {iiberspriiht, nachdem wenigstens 1 Tag seit der Inokulation bei 24 °C

inkubiert worden war (zusétzlich zur Kélteperiode).

2.2. Ubertragbarkeit der Klimaschrankergebnisse aufs Freiland (LTZ-S)

Es sollte gepriift werden, inwieweit die mit den Wetterstationen an einer Stelle gemessenen
Werte fiir alle Bliiten an einem Baum und in einem Bestand représentativ sind und damit in

Laborversuchen ermittelte Ergebnisse auf das Freiland iibertragbar sind.
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Stationsbeschreibung

Fiir Stuttgart-Hohenheim standen die Daten von drei Wetterstationen zur Verfiigung.

Wetterhiitte des Instituts fiir Physik und Meteorologie der Universitit Hohenheim

Die Sensoren fiir Temperatur (TT) und relative Luftfeuchte (RF) befanden sich in einer
grolen Thermometerhiitte 2 m liber dem Boden am Rand eines ebenen Versuchsfelds
(,,Goldener Acker®).

Wetterstation der Versuchsstation fiir Gartenbau der Universitdt Hohenheim

(Opus II der Fa. Lufft)

Die TT- und RF-Fiihler befanden sich 2 m iiber dem Boden am siidlichen Ende einer Nord-

Stid-verlaufenden Apfelbaum-Reihe in einem aus 10 runden, weilen Kunststoff-Lamellen
bestehenden Strahlungsschutz (11 c¢m Durchmesser, 14 cm Hohe). Der Sensor fiir
Blattbenetzung (BB) hing 1,30 m hoch iiber dem Boden in der Apfelbaum-Reihe der Sorte
Champagner Renette.

Wetterstation des LTZ in der Versuchsstation fiir Gartenbau

Die Wetterstation wurde fiir die Zwecke des Forschungsvorhabens etwa 50 m Luftlinie
entfernt von der Opus-II-Station eingerichtet und bestand aus vier baugleichen Sensoren fiir
TT und RF (TH-Sensoren Nr. 1 — Nr. 4), vier Sensoren fiir BB (Fa. Lufft) und einem Sensor
nur fiir TT. Jeweils ein BB-Fiihler befand sich dicht bei einem TH-Fiihler und wurde ebenfalls
mit der jeweils zugehdrigen Nummer 1 — 4 bezeichnet. Die TH- und BB-Sensoren befanden
sich in verschiedenen Hohen in der Laubwand einer Nord-Siid verlaufenden Apfelbaum-

Reihe (Sorte Santana, Baumhohe 2,90 m):

Nr.1:2,1m, Nr.2:14m, Nr.3:13m, Nr.4:0,8m.

Die Sensoren Nr. 1, Nr. 2 und Nr. 4 hingen untereinander dicht am Stamm eines Baumes, der

Sensor Nr. 3 zwischen zwei Baumen, 60 cm siidlich benachbart zum Sensor Nr. 2.

Der TT-Sensor befand sich in 1,80 m Hohe in der Laubwand 80 cm nordlich benachbart zum
TH-Sensor Nr. 1. Sein Strahlungsschutz bestand aus 13 runden, weilen Kunststofflamellen

(11 cm Durchmesser, 18 cm hoch).
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Die Station wurde im April 08 in Betrieb genommen. Die TH-Sensoren wurden 2008 beliiftet
(Eigenbau LTZ), die Stromversorgung iiber ein Solarpanel konnte den Strombedarf der
beliifteten Sensoren nicht immer befriedigen, so dass die Station 2008 zeitweise ausfiel (83 %
verfliigbare Stundenwerte von April — September 08). Anfang April 09 wurden die TH-
Sensoren mit dem gleichen Lamellen-Strahlungsschutz versehen wie fiir die Station Opus 11
beschrieben (10 Lamellen), die Liiftung war 2009 nicht mehr in Betrieb. Ende Mérz 2010
schlieBlich wurden die Sensoren mit 13 Lamellen (statt 10 Lamellen im Jahr 2009) versehen,

um einen mdglicherweise verbesserten Strahlungsschutz zu erhalten.

Die Entfernung der Versuchsstation fiir Gartenbau zum Versuchsfeld ,,Goldener Acker*
betrug etwa 1 km. Das Gelédnde ist in beiden Féllen eben und 400 — 410 m ii. NN. Etwaige
Unterschiede der von den drei Wetterstationen erhobenen Daten sind somit nicht durch
geldndeklimatische Standortunterschiede verursacht, sondern durch die Anbringung der
Sensoren in verschiedenen Hohen, in oder neben der Laubwand oder vollig freistehend, durch
unterschiedlichen Strahlungsschutz und durch unterschiedliche Méglichkeiten der natiirlichen

Bewindung der Messfiihler.

2.3. Fruhzeitiger Erregernachweis

An ausgewdhlten Standorten mit nachgewiesenem Vorjahresbefall in der Umgebung von
Stuttgart wurde untersucht, wann welche Infektionsquellen des Feuerbrands aktiv werden.
Dazu wurden von Miérz bis Mai an den verschiedenen Standorten Befallsstellen aus dem
Vorjahr (Canker) sowie Knospen bzw. Bliiten wiederholt auf eine Besiedlung mit
E. amylovora hin untersucht. Die Anlagen wurden bis in den Sommer hinein auf Symptome

kontrolliert.

Cankerbeprobung

Canker an Apfel, Quitte und Birnen wurden auf die Abgabe von Feuerbrandbakterien hin
untersucht. Dazu wurden verdichtige Stellen mit einem sterilen und mit Puffer befeuchteten
Wattestdbchen abgetupft, das anschlieBend in 1 mL Puffer abgespiilt wurde. Die
Spiilfliissigkeit wurde 1:10 und 1:100 verdiinnt und je 100 pL. davon auf Nutrient Saccharose
Agar (NSA) und King’s medium B (KB), die Cycloheximid (100 mg/L) enthielten,
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ausplattiert. Nach Inkubation bei 28 °C fiir zwei Tage wurden die Platten ausgewertet und mit
typischen Bakterien ein Serumagglutinationstest durchgefiihrt. Waren die Platten so stark
bewachsen, dass keine Einzelkolonien erkannt werden konnten, wurde eine Bio-PCR
durchgefiihrt. Hierfiir wurde auf die bewachsenen Platten 2 mL Puffer gegeben, die
Bakterienkolonien mit einer Einwegimpfose von dem Néhrmedium geldst und ein mL der
Bakteriensuspension entnommen. Diese Bakteriensuspension wurde bei 95 °C fiir 10 Minuten
erhitzt und mit 2,5 pL davon eine nested PCR nach Bereswill et al. (1995) und McManus &
Jones (1995) durchgefiihrt. Zusétzlich wurden alte Befallsstellen von Apfel und Birne nach

Standardmethoden auf Bakterien im Gewebe untersucht.
Knospen- und Blutenbeprobung

Knospen (10 - 60 Stiick) bzw. Bliiten (mind. 10 bis zu 100) wurden mit Einweghandschuhen
abgezdhlt in sterilen Einmalprobenbeuteln gesammelt. Die Knospen wurden in Puffer (je g
Knospe ca. 10 mL Puffer) homogenisiert. Die Bliiten wurden mit Puffer {ibergossen (je g
Bliite 2 - 5 mL Puffer), mit der Hand leicht geknetet und bei 150 upm fiir 30 Minuten
geschiittelt. Ein mL des Knospenhomogenisats bzw. Bliitenwaschwassers wurde 10 min bei
12.000 g zentrifugiert, das Pellet in 50 pl deion. Wasser aufgenommen, 1:10 verdiinnt und mit
2,5 uL davon eine nested PCR durchgefiihrt. Um den Einfluss von Inhibitoren auf das
Ergebnis ausschlieBen zu konnen, wurde von jeder Probe eine zusétzliche Verdiinnung von
1:10 angesetzt, mit Erwinia amylovora versetzt, so dass die Dichte 10* KBE/mL betrug, und
parallel zu der eigentlichen Probe untersucht. Einzelne Proben wurden unverdiinnt und 1:10
verdiinnt ausplattiert, mit dem Schnelltest der Fa. Bioreba getestet bzw. eine Bio-PCR

durchgefiihrt.
Landesweites Blitenmonitoring

Um die Feuerbrandprognose um Informationen zur Anwesenheit des Feuerbrandbakteriums
zu erginzen, zogen die Pflanzenschutzberater im Zeitraum des ersten Infektiontags
Bliitenproben aus Kernobstanlagen verteilt {iber das Land Baden-Wiirttemberg und schickten
sie an das LTZ-S. Die Proben stammten aus unbehandelten Anlagen, da sie parallel zur
Kontrolle der Anlagen auf ungenehmigte Streptomycinbehandlung gezogen wurden. Die Zahl

betrug abhingig von der Arbeitskapazitit der Berater 30 bis 60. In der Regel enthielten die
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Proben 100 Bliiten, einzelne Proben auch weniger. Sie wurden wie oben beschrieben mit der

nested PCR auf epiphytische Feuerbranderreger untersucht.

2.4. Erstellung eines verfeinerten Feuerbrandprognoseprogramms mit verbesserten

Algorithmen

Als Basis fiir das verfeinerte Feuerbrandprognoseprogramm diente das Modell Maryblyt, das
bereits im bisherigen Programm enthalten war, sich am besten bewéhrt hat und weltweit
genutzt wird. In die verdnderten Algorithmen des neuen Modells flossen die Ergebnisse der
Laborversuche an abgetrennten Bliiten zur Infektionsbiologie und der Freilandversuche zur
Messbarkeit von Wetterdaten in Obstanlagen ein. Anhand von Wetterdaten von
Befallsereignissen der Vergangenheit in Baden-Wiirttemberg wurden die Parameter des LTZ-
Modells festgelegt. Die Algorithmen wurden so angepasst, dass alle in Baden-Wiirttemberg
belegten Befallsereignisse der Vergangenheit (21 von 1993 bis 2010) mit dem neuen Modell
angezeigt wurden. Diese Befallserereignisse bestanden zum einen aus Versuchen mit
natiirlicher Infektion, bei denen aufgrund hochwirksamer Streptomycinbehandlungen auf den
Infektionstag zuriickgeschlossen wurde. Weiter wurden grof3flichige Befallsausbriiche
(1993 - 1995, 2007 und 2008) und Meldungen iiber lokal stirkeres Auftreten der Krankheit
verwendet. Hier erlaubten Angaben zum ersten Auftreten von Symptomen den Schluss auf die
Infektionstage iiber Riickrechnung der Inkubationsperiode. Das von Jahr zu Jahr wechselhafte
Auftreten der Krankheit wurde zudem durch die Zahl am LTZ-S positiv untersuchter
Feuerbrandverdachtsproben widergespiegelt. Aufgrund der begrenzten Zahl an belegten
Befallsereignissen mit detaillierten Wetterdaten standen keine nicht schon fiir die
Entwicklung verwendeten unabhéngigen Daten fiir eine Validierung zur Verfiigung. Das liegt
an dem sporadischen Auftreten der Krankheit und daran, dass erst mit der Verwendung von
elektronischen Wetterstationen seit Mitte der 90er Jahre Stundenwerte zur Verfiigung stehen.
Die Daten aus der Schweiz (2007 bis 2009) unterschieden sich aufgrund weitrdumig sehr
dhnlicher Wetterlagen nicht wesentlich von denen in Baden-Wiirttemberg, so dass sie zwar
berechnet wurden, aber keine neuen Erkenntnisse erbrachten. Das erschwert grundsétzlich die
Modellentwicklung. Die Validierung muss deshalb durch die zukiinftige Verwendung des
Modells erfolgen. Weitere Anpassungen werden dann notwendig werden. Das Modell wurde
vom ISIP e.V. programmiert, mit verbesserten Ausgabeformaten versehen und am 12.07.2010

fertiggestellt.
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3. Ergebnisse

3.1. Ausfihrliche Darstellung der wichtigsten Ergebnisse

3.1.1. Laboruntersuchungen zur Biologie des Feuerbranderregers in der Bllte in
Abhangigkeit von Wetterbedingungen (LTZ-S)

Vermehrung auf der Narbe und Besiedlung des Blitenbodens

Auf den Narben der nach der Inokulation untersuchten 204 Bliiten konnten stets
Feuerbrandbakterien nachgewiesen werden. Unmittelbar nach der Inokulation (0 h) wurden
im Mittel 50.000 KBE je Bliite (10.000 KBE je Narbe) isoliert, was rechnerisch einem
Inokulum von 0,5 pL mit 10° KBE/mL je Bliite (0,1 pL je Narbe) entspricht. Die
Feuerbrandbakterien vermehrten sich nach 24 h bei 24 °C im Mittel auf 1,2 x 10’ KBE, nach
48 h bei 18 °C im Mittel auf 7,8 x 10° KBE und nach 96 h bei 16 °C im Mittel auf 1,1 x 10’
KBE je Bliite; die Spannweiten der Werte waren mit etwa 30 — 200 % des Mittelwerts sehr
hoch (Tab. 1).

Tab. 1: E. amylovora auf den Narben einer Bliite (10° KBE)

Std. nach 16 °C 18 °C 24 °C
Inokulation | Mittel | Min | Max | n | Mittel | Min | Max | n | Mittel | Min | Max | n
0h - - - -1 005 [002]| 0,1 |4]| 005 |0,04| 0,07 |4
24 h - - - - 1,0 09 | 12 |3 12 5,5 24 |7
48 h 3,7 20 | 54 |2 78 2,9 16 |5 35 6,6 72 | 7
72 h 47 22 | 6,7 |3]| 93 3,0 16 | 4 36 18 54 |2
96 h 11,2 | 87 | 14,7 | 3 - - - - - - - -

n : Anzahl Versuche mit je 4 — 5 Bliiten

In den ersten beiden Versuchsreihen im Jahr 2009 wurden die Bliiten mit einer mehrere Tage
alten Signum-Spritzbriihe tiberspriiht. Danach waren sehr viele (insgesamt 79 % = 33 / 42)
der untersuchten Bliitenboden mit unbekannten Keimen besiedelt. Unmittelbar nach dem
Bespriihen und der Inokulation waren im Mittel (Dichtemittel, Modus) 10', nach 24 — 72 h bei
18 °C 10 und bei 24 °C 10° KBE je Bliitenboden nachweisbar (Einzelwerte s. Tab. 2). Dieser
Keimbesatz der Bliitenboden war durch die Verkeimung der Fungizidbriihe verursacht: In
einem Kontrollversuch waren nach Ansetzen des Fungizidgranulats in sterilem deionisiertem
Wasser 300 KBE/mL Spritzbrithe nachweisbar, nach zwei Tagen bei Raumtemperatur
vermehrten sich die Bakterien in der Spritzbriihe auf 2 x 10* KBE/mL (ausplattiert auf KB-
Medium, 1 Tag bei 28 °C inkubiert).
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Tab.2: Besiedlung des Bliitenbodens, Signumbriihe 1 Woche alt

Temp | Std. nach Kontamination mit unbekannten Keimen Besiedlung mit E. amylovora
Inokulation % Bliitenbdden KBE % Bliitenboden KBE
0Oh 11/13 =85 % 10' (6) 0/13 0
10% (4)
10° (1)
18°C | 24—72h 13/17=76 % 107(2) 1/17=6% 10°
ohne Nasse 10% (5)
10° (4)
10° (2)
24°C | 24-72h 9/12="75% 10' (2) 2/12=17 % 10%10’
ohne Nasse 10%(2)
10° (3)
10° (2)

KBE : Kolonienbildene Einheiten je Bliitenboden (in Klammer Haufigkeit der KBE-Werte)

In den folgenden Versuchen mit jeweils frisch angesetzter Spritzbrithe betrug die
Kontamination mit unbekannten Keimen insgesamt 11 % (= 13 / 122) der untersuchten
Bliitenbdden mit 10" KBE im Mittel (Modus) aller Zahlungen (Einzelwerte s. Tab. 3). Von
den meisten Bliitenbdden konnten also keine Bakterien isoliert werden, sie waren nach den

hier eingesetzten Isolierungsmethoden steril.

Unmittelbar nach der Inokulation der Narben waren auf einem der 32 untersuchten
Bliitenboden (= 3 %) E. amylovora (10" KBE auf dem Bliitenboden) nachweisbar (Tab. 2 +
3). Dabei kann es sich um eine Kontamination beim Inokulieren mit der Mikroliterspritze
oder auch beim Préparieren der Bliitenorgane und Isolieren der Bakterien handeln. Nach 24 —
96 h ohne Nisseereignis (85 % RF) waren 6 % (= 6 / 104 Bliitenbdden) mit 10" — 10* KBE
(E. amylovora) besiedelt. Durch das Nésseereignis 1 (100 % RF fiir 24 h mit Tau) waren mit
8 % (= 2 / 25) nicht signifikant mehr Bliitenbéden mit E. amylovora besiedelt. Auch ein
Einfluss der Inkubationsdauer oder —temperatur ist nicht zu erkennen und bei der je
Versuchsglied niedrigen Zahl untersuchter Bliiten auch nicht zu erwarten (Einzelwerte vgl.
Tab. 3) Das Ubersprithen der Bliiten (0,1 mm, Nisseereignis 3, Beprobung 24 h nach
Spriithen) ergab mit 70 % (= 7 / 10 der Bliitenbdden mit 10' — 10° KBE) eine deutlich hohere
Anzahl besiedelter Bliitenboden, was darauf hindeutet, dass dieses Nésseereignis die

Besiedlung der Bliitenbdden fiir E. amylovora verbesserte.
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Tab. 3: Besiedlung des Bliitenbodens; Spritzbriihe frisch

Temp | Std. nach Kontamination mit unbekannten Keimen Besiedlung mit E. amylovora
Inokulation % Bliitenboden KBE % Bliitenbdden KBE
0h 2/23=11% 10'; 10° 1/23=4% 10"
16 °C 48 h 3/10=30% 10" (2) 1/10=10% 10"
10% (1)
72 h 0/15 0/15
96 h 6/15=40% 10" (3) 2/15=13% 10%;10*
ohne Nisse 10% (3)
18°C | 24-72h 327=11% 10' (3) 127=4% 10
ohne Nisse
72 h mit 1/5=20% 10* 4/5 =180 % 10';10%10° 10°
Spriihen
72 h mit 1/5=20 % 10° 0/5 0
Tau
24°C | 24-72h 6/37=15% 10'(4) 2/37=5% 10%10°
ohne Nisse 10%(2)
48 h mit 1/5 10° 3/5=60 % 10%10%10°
Spriihen
48 h mit 0/20 0 2/20=10 % 10';10°
Tau

Einfluss eines Nasseereignisses auf die Infektion der Bluten

Ohne Nisseereignis (85 % RF) waren

bei 16 °C 0,5 %,

bei 18 °C 3 % und

bei24°C 5-10%
der Bliiten infiziert (Tab. 4 — 6). In einigen Versuchsansitzen (z.B. Gala bei 18 °C) lagen bis
zu 2/3 davon in den Befallsklassen 1 — 3. Durch Einstellen der Bliiten in 100 % RF fiir 12 h
oder leichtes Uberspriihen (0,02 mm) erhéhte sich der Gesamtbefall nicht: 1 — 4 % bei 18 °C
und 5 — 13 % bei 24 °C. Das kriiftige Uberspriihen (0,1 mm) erbrachte dagegen eine deutliche
Befallssteigerung

bei 16 °C 4-9%,

bei 18 °C und 24 °C 40 — 60 %.
Mit einer Ausnahme (Golden Delicious bei 18 °C mit 43 % der befallenen Bliiten in
Befallsklasse 1-3) befanden sich nach Uberspriihen mit 0,1 mm nur wenige der befallenen

Bliiten (etwa 10 — 20 %) in den Befallsklassen 1 — 3.

Der Grund fiir das Auftreten der niedrigen Befallsklassen 1 — 3 diirfte hauptsdchlich die

unterschiedliche Bakteriendichte auf den Narben im Laufe der Inkubation sowie

moglicherweise eine ungleichmifBige Eignung der Bliitenboden fiir die Infektion infolge
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Nektarbildung sein. Gerade bei zusétzlich ungiinstigen Infektionsbedingungen, z.B. kiihlen
Temperaturen und fehlender Nésse, diirften sich dann diese niederen Befallsklassen
auspragen. Der Befall in den Klassen 1 — 3 kann fiir praxisnahe Betrachtungen als nicht
erfolgreiche Infektion bewertet werden; die Versuchsdauer war in allen Varianten
ausreichend, dass zumindest bei einigen Bliiten die Infektion bis in den Bliitenstiel gelangte
und eine Schleimabsonderung stattfand. Mit hoher Wahrscheinlichkeit werden unvollstindig
infizierte Bliiten (Befallsklassen 1 — 3 im Versuch) unter natiirlichen Bedingungen nach der

Bliitezeit vom Baum abgeworfen und liefern fiir die Epidemie der Krankheit keinen Beitrag.

Tab. 4: Befallene Bliiten bei 16 °C nach Inokulation mit E. amylovora (Daten von 2010)

85 % 0,1 mm
Ga GD Ga GD
n 17 16 17 11

%inf | 05% | 05% | 40% | 8,7%
% 1 102% ]0,0%]00% | 04%
% 0,0% | 0,0% | 0,0% | 0,4%
% 0,0% | 0,0% | 09% | 0,4%
% 02% | 05% | 3,1% | 7,6%

E-NIAVSRI S}

Tab. 5: Befallene Bliiten bei 18 °C nach Inokulation mit E. amylovora (Daten von 2009)

85 % 18 °C 100 % 18 °C | 0,02mm 18 °C | 0,1 mm 18 °C
Ga GD Ga GD Ga GD Ga GD
n 19 21 6 6 11 8 5 3
% inf | 2,7% | 3,1% [ 40% | 13% | 15% | 1,5% | 55% | 46 %
% 11 1,7% | 1,6% | 0,0% | 0,7% | 000% | 0.5% | 0.8% | 13%
% 2 102% | 02% | 0,0% | 00% | 07% | 00% | 3,2% | 3,7%
% 3 100% | 00% | 0,0% | 0,0% | 00% | 0,0% | 48% | 3,7 %
% 4 1 08% | 13% | 4% | 07% | 07% | 1,0% | 46% | 26 %

Tab. 6: Befallene Bliiten bei 24 °C nach Inokulation mit E. amylovora (Daten von 2009)

85 % 24 °C 100 % 24 °C | 0,02 mm 24 °C | 0,1 mm 24 °C
Ga GD Ga GD Ga GD Ga GD
n 13 12 7 7 3 7 6 4

% inf | 54% | 99% | 10% | 13% | 53% | 13% | 59% | 42 %
% 1 | 1,8% [ 32% [29% |40% | 00% | 1,7% | 3,1% | 5,0%
% 2 | 1,1% [ 0,7% | 1,1% | 1,7% | 0,0% | 1,1 % | 3,5% | 7,0%
% 3 100% | 06% [00% | 1,7% | 0,0% | 2,8% | 2,5% | 0,0%
% 4 |1 25% | 54% | 63% |57% | 53% | 74% | 50% | 30%

Ga : Gala, GD : Golden Delicious, n : Anzahl Versuchsansétze mit je 25 Bliiten

% inf : % infizierter Bliiten, % 1 bis % _4 : % infizierter Bliiten in Befallsklasse 1 bis 4
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Einfluss der Temperatur und der Sortenanfalligkeit

Die Befallsunterschiede zwischen Gala und Golden Delicious waren 2009 uneinheitlich, in
einigen Versuchen wurde Golden Delicious stirker als Gala befallen (Versuch ohne
Nisseereignis und Versuch mit Sprithen 0,02 mm), in anderen Versuchen waren die
Unterschiede umgekehrt (100 % RF 12 h und nach Sprithen mit 0,1 mm). In den Versuchen
2010 war Gala gleich oder meistens schwicher befallen als Golden Delicious. In allen Féllen
waren die Unterschiede zwischen den Sorten statistisch nicht signifikant. Ohne eindeutige
Sortenunterschiede konnen damit fiir die weitere Betrachtung die Daten der beiden Sorten

gemeinsam bewertet werden (Tab. 7 und Abb. 1).

Tab. 7: Befall der Bliiten bei unterschiedlichen Temperaturen (Daten fiir Ga und GD
zusammengefasst, Daten fiir 16 °C von 2010, fiir iibrige Temperaturen von 2009)

85 % RF 100 % RF 0,02 mm 0,1 mm
16°C | 18°C | 24°C | 18°C | 24°C | 18°C [ 24°C | 16°C | 18°C | 24°C
n 33 40 25 12 14 19 10 28 8 10

% inf | 05% | 3,0% | 75% | 27% | 12% | 15% | 11% [59% | 52% | 52 %
+SD | 13% [ 52% | 11% [ 49% | 13% | 24% | 59% | 53% | 25% | 18%
Legende vgl. Tab. 6, SD : standard deviation (Standardabweichung)

In den Versuchsgliedern ohne Nésse, 100 % RF fiir 12 h und 0,02 mm Spriihen trat durch die
Temperaturerhéhung von 16 °C auf 18 °C und von 18 °C auf 24 °C im Mittel eine ca. 3 —
8fache Befallssteigerung auf. Nach dem Ubersprithen mit 0,1 mm, das sich als besonders
befallssteigernd erwies, ist kein Unterschied zwischen 18 °C und 24 °C erkennbar. In diesem
Versuchsglied brachte das Nisseereignis und nicht die Temperatur die entscheidende
Wirkung zur Befallserhdhung; bereits 18 °C reichten fiir einen hohen Befall aus; auffallig ist
der mit 5,9 % niedrige Befall bei 16 °C trotz Uberspriihen. In den Versuchsgliedern mit
weniger wirksamen oder ohne Nisseereignissen dagegen forderte die Temperatursteigerung
von 16 °C auf 18 °C und auf 24 °C den Befall; die hohere Temperatur kompensierte die

fehlende Néasse zu einem geringen Grad.
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Einfluss eines Kalteereignisses auf die Infektion der Bliten bei 24 °C
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Mit einer geringen Anzahl Wiederholungen (n = 1 — 4) wurden zunéchst die Ergebnisse des

Vorjahres iiberpriift und fiir 24 °C als Inkubationstemperatur grundsitzlich bestitigt (Tab. 8):

sehr geringer Befall (0 % bei n

= 4) ohne Uberspriihen, geringer Befall mit leichtem

(0,05 mm) Ubersprithen (0 — 8 %) und deutliche Befallssteigerung auf 8 — 39 % bei

Ubersprithen mit 0,1 mm (der niedrige Befall eines jeweiligen Versuchsglieds trat stets bei

Gala auf, vgl. dazu die Anmerkung zu Sorteneignung).

Tab. 8: Befallene Bliiten bei 24 °C nach Inokulation mit E. amylovora (Daten von 2010)

Nasse 85 % 0,05 mm 0,1 mm 0,1 mm 0,1 mm 0,1 mm
Kiihlen 5° - - - 0-24 h 0-72h 24-96 h
Spriihen - 24 h 24 h 48 h 96 h 24 h
Ga GD Ga GD Ga GD Ga GD Ga GD Ga GD
n 4 4 2 1 2 3 3 1 5 4 6 5
%inf | 00% | 00% | 0,0% [ 80% |80% | 39% | 32% | 32% | 14% | 33% | 28% | 35%
%_1 0,0% | 0,0% | 0,0% | 0,0% | 0,0% | 0,0% | 0,0% | 0,0% | 1,6% | 3,0% | 1,3% | 0,0 %
%_2 0,0% | 0,0% | 0,0% | 80% | 0,0% | 0,0% | 1,3% | 0,0% | 0,0% | 0,0% | 0,7 % | 0,8 %
%_3 0,0% | 0,0% | 0,0% | 0,0% | 0,0% | 1,3% | 0,0% | 0,0% | 0,0% | 0,0% | 1,3% | 0,0 %
%_4 0,0% | 0,0% | 0,0% | 0,0% | 8,0% | 37% | 31% | 32% | 13% | 30% | 25% | 34 %

Ga : Gala, GD : Golden Delicious, n :

Anzahl Versuchsansitze mit je 25 Bliiten

% inf : % infizierter Bliiten, % 1 bis %_4 : % infizierter Bliiten in Befallsklasse 1 bis 4
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Das eintdgige Kilteereignis unmittelbar nach Inokulieren (0-24 h) ergab mit 32 % Befall
keine signifikante Verringerung, ebensowenig wie das dreitdgige Kiihlen (0-72 h) mit 23 %
Befall. Auch das dreitidgige Kiihlen nach Inokulieren, nach eintigiger Bakterienvermehrung
und nach Uberspriihen (24-96 h) ergab mit 31 % Befall keine Verringerung (Tab. 9). Nach
diesen Laborergebnissen mit kiinstlicher Inokulation und Inkubation unter keimarmen
Bedingungen im Klimaschrank ist also eine Befallsreduktion im Programm Maryblyt nach

kiihler Witterung zu den genannten Zeitpunkten nicht zu bestétigen.

Tab. 9: Befall der Bliiten bei 24 °C nach verschiedenen Kéilteereignissen (Daten von 2010 fiir
Ga und GD zusammengefasst)

Temp./Nésse | 24°C 24°C 24°C 24°C
0,1 mm | 0,1 mm | 0,1 mm | 0,1 mm

Kiihlen 5°C - 0-24h | 0-72h | 24-96h
Inokulation 24 h 48 h 96 h 24 h
n 5 4 9 11
% inf 26 % 32 % 23 % 31 %
+SD 22 % 5,7 % 15% 23 %

Legende vgl. Tab. 7

Eignung der Sorten Gala und Golden Delicious

Bei den Versuchen 2010 entstand bei Gala der gleiche niedrige oder ein niedrigerer Befall als
bei Golden Delicious (statistisch nicht signifikant). Im Vorjahr waren die Sortenunterschiede
uneinheitlich. Einerseits erleichtert diese Situation die Auswertung, weil die Ergebnisse
beider Sorten zusammengefasst werden konnen (Tab. 7 + 9, Abb. 1). Andererseits erhhen
schwankende Ergebnisse die Standardabweichung der Daten und stellen die Frage nach der

biologischen Ursache der Varianz.

Die Baumchen der Sorte Gala waren im Gewéchshaus meistens deutlich reichblithender als
die der Sorte Golden Delicious. Allerdings war der Aufbau der Gala-Bliiten im Vergleich zu
denen von Golden Delicious oft nicht gut fiir die Inokulation mit der Mikroliterspritze
geeignet. Die Bliitenstiele waren meistens erheblich kiirzer, was das FEinstellen in die
Zuckerlosung erschwerte. Die Griffel waren oft sehr kurz, dadurch ragten die Narben nur
wenig oder gar nicht iiber den Kranz der Staubblétter hervor; gelegentlich waren die Griffel
auch verkriippelt, so dass die Narben stark zur Seite oder nach unten wiesen. Die
Sortenunterschiede beim Befall nach kiinstlicher Inokulation waren also mit hoher
Wahrscheinlichkeit auf eine geringe Eignung der Sorte Gala fiir diese Versuche

zuriickzufiihren und deuten nicht auf eine Resistenz hin.
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3.1.2. Ubertragbarkeit Klimaschrankergebnisse aufs Freiland (LTZ-S)

Problematik der Temperaturmessung

Der freie Stand und der hohe Strahlungsschutz durch die Thermometerhiitte machte die
Station ,,Goldener Acker“ (GA) zur Referenz fiir die Vergleiche mit den Daten der
Kleinwetterstationen in der Versuchsstation fiir Gartenbau. An Strahlungstagen traten
Temperaturabweichungen der LTZ-Station (vier TH-Sensoren, ein TT-Sensor) und der Opus-
[I-Station (OP) von der GA-Station mit ausgepragtem Tagesgang auf: nachts waren der OP-
und die LTZ-Sensoren kiihler, tags wiarmer (Abb. 2 — 4 fiir April — Mai 2008 — 2010 als
Monatsmittel). Die geringsten Abweichungen traten bei den Sensoren TT und OP auf. Von
den TH-Sensoren 1 —4 wich TH 3 morgens um 8 Uhr im Mittel um bis zu 3 °C am stirksten
von den GA-Werten ab. Die Abweichungen der Sensoren TH 2 und TH 4 lagen dicht
beieinander im Mittelfeld, TH 1 wich tags um 1 — 2 °C im Mittel am wenigsten von GA ab.
Die Art des Strahlungsschutzes (2008 Beliiftung, 2009 zehn Lamellen, 2010 dreizehn
Lamellen) hatte keinen entscheidenden Einfluss auf die Abweichungen, auch wenn 2010
moderate Abweichungen verzeichnet wurden und damit die 13 Lamellen einen
verhéltnisméBig guten Strahlungsschutz boten. Die Stellung in der Laubwand hatte einen
starken Einfluss, die Anbringung auf halber Hohe oder unten fiihrte zu auffilligen
Fehlmessungen, dabei fihrten  die  unterschiedlichen = Beschattungs- und
Bewindungsverhéltnisse in der Laubwand zu groBen Unterschieden auch zwischen den dicht
nebeneinander stehenden Sensoren TH 2 und TH 3. Im Vergleich zu den vier TH-Sensoren
zeigte der TT-Sensor mit 0,5 — 1 °C Abweichung zu den GA-Daten die geringsten
Abweichungen, hier scheint sich die deutlich geringere Abmessung des hinter den Lamellen
sitzenden stabformigen TT-Fiihlers gegeniiber den etwas groBBeren TH-Fiihlern bemerkbar zu

machen. Dadurch ergibt sich hinter den Lamellen mehr Luftraum um den TT-Fiihler.

Die Temperaturabweichungen sind zum einen dem Einfluss des Bestandesklimas in der
Laubwand der Apfelanlage und zum andern dem schwicheren Strahlungsschutz der Sensoren
zuzuschreiben. Dabei wurde der Einfluss des Sonnenlaufs deutlich: die Sensoren waren
iiberwiegend nach Osten hin weniger von der Laubwand bedeckt und damit der
morgendlichen Sonne deutlicher ausgesetzt als nach Westen und damit der Nachmittags-
Sonne. In der Mittagszeit wirkt sich die Selbstbeschattung der Nord-Siid verlaufenden

Laubwand bei hohem Sonnenstand aus. Auch bei gutem Strahlungsschutz und luftiger
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Aufstellung (OP- und TT-Sensoren) wichen die Temperaturwerte in der Apfelanlage um + 0,5

bis 1 °C von denen der Thermometerhiitte GA ab, diese Abweichung ist vom Bestandesklima

in einer Laubwand zu erwarten.
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Auswirkung der Temperaturabweichungen auf das Prognosemodell

Das Feuerbrandprognose-Progamm errechnete mit den Temperaturdateien von April und Mai
2008 fiir jeden Sensor getrennt die Temperatursummen der Werte > 18,3 °C (CDH-18-Wert
nach Maryblyt). Eine Uberschreitung der Schwelle von 110 Gradstunden fiihrt bei
vorhandener Nésse zu einer Infektionsprognose. Am 07.05.08 wurde die Schwelle von drei
Sensoren (TH Nrn. 2, 3 und 4, bodennah und mittig), vom TH-Sensor Nr. 1 (oben) am 08.05.,
von OP am 09.05. und von GA erst am 11.05. iberschritten, also insgesamt mit einer
Spannweite von vier Tagen (Abb. 5). Die Temperatursummen-Kurve stieg Anfang Mai nur
langsam an, Ende Mai wurde die Schwelle bei steilem Anstieg von allen Sensoren innerhalb

eines Tages tliberschritten

Die unterschiedlichen Temperaturdaten fiir den gleichen Standort (Hohenheim) ergaben bei
der Feuerbrandprognose eine deutliche Unsicherheit bei der Uberschreitung der
Temperaturschwelle. Die Spannweite war umso grdfler, je langsamer die Temperatursumme
anstieg, also bei schwierigen Witterungsbedingungen und damit ohnehin schwieriger

Prognose.

Beobachtungen zur natirlichen Blattbenetzung (BB) und Auswertung
der BB- und RF-Daten

An 10 Tagen mit ndchtlicher BB wurden morgens friith die natiirliche Ndsse und deren
Abtrocknung auf den Blittern der Apfelbdume im Bereich der LTZ-Wetterstation bonitiert.
Ein Blatt galt als nass, wenn es sichtbar oder fiihlbar nass war, unabhingig vom Anteil der
tatsdchlich nassen Blattfldche. Deutliche Unterschiede zeigten sich nach Regen im Vergleich
zu Tau, Regentropfen waren grofler und ungleichmiBliger auf dem Blatt verteilt als
Tautropfchen; entsprechend ungleichméBiger trockneten die regennasse Blétter ab. In Tab. 10
sind die von jedem der vier Sensoren gemessene BB-Dauer und die beobachtete BB der

Blatter zusammengestellt.
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Tab. 10: Gemessene (*) BB und RF und beobachtete (**) BB an der LTZ-Wetterstation 2009

Datum | Regen | Ursache der | BB1 | BB2 | BB3 | BB4 BB RF1 | RF2 | RF3 | RF4
BB natiirlich
23./24.4.| nein Tau 5h | 4h | 6h | 5h 8h Sh | 6h | 7h | 7h
29./30.4. | 16 Uhr | RegentTau 0 0 11h| 12h 9h 6h | 6h | 9h | 9h
6./7.5. nein Tau 2h | 2h | 7h | 5h 7h 3h | 6h | 6h | 6h
14./15.5. 19-6 Regen 16h | 16h | 16h | 17h 16 h 13 14 14 14
Uhr h h h h
24./25.5. nein Tau 6h | 4h | 6h | 2h 9h Oh | 9h | 9h | 9h
28./29.5. | 24 Uhr Regen 9h | 9h | 10h | 10h 10h 7h | 7h | 8h | 8h
1./2.6. nein Tau 2h 0 2h 0 6h Sh | 5h | 6h | 6h
11./12.6. | 24 Uhr Regen 3h | 3h | 8h | 10h 8h 4h | 3h | 4h | 3h
16./17.6. | nein Tau 4h | 4h | 5h 0 8h 6h | 8h | 8h | 8h
25./26.6. | 18+6 Regen 7h | 6h | 13h| 3h 10 h 9h | 9h | 9h | 9h
Uhr

(*) Anzahl BB-Stunden mit > 80 Einheiten bzw. Anzahl RF-Stunden mit >95 %

(**) Beginn der natiirlichen BB wird dann angenommen, wenn an einem Sensor RF > 95 % und

BB > 60 Einheiten gemessen wird, Ende der natiirlichen BB, wenn weniger als 10 — 20 % der Blétter
als nass bonitiert wurden

Die vier BB-Sensoren der LTZ-Station maflen sehr unterschiedlich lange Nisseperioden.
Haufig ermittelte Sensor Nr. 3 die langste BB-Dauer, Sensor Nr. 2 oder Nr. 4 die kiirzeste. Da
der Sensor Nr. 2 neben Nr. 3 und der Sensor Nr. 4 bodennah angebracht war, erkldren sich die
Messunterschiede nicht durch die unterschiedliche Position. Die Unterschiede zwischen den

Sensoren waren nach Tau groBer als nach Regen.

Nach den Daten der Tab. 10 war die gemessene BB-Dauer iiberwiegend kiirzer als die
natiirliche. Die Unterschiede waren nach Taunichten besonders deutlich, in denen die
tatsdchliche Dauer praktisch nie durch einen Messwert getroffen wurde. Nach Regen wurde
jeweils durch wenigstens einen Sensor die tatsdchliche Dauer erfasst. Die Schitzung des
Beginns der natiirlichen BB bringt zwar eine geringe Unsicherheit iiber die tatsachliche Lange
der Nésseperiode, jedoch macht die Kombination zweier Kriterien, hohe RF und steigende
Messwerte der BB-Fiihler, den Beginn durchaus plausibel. Das beobachtete Ende der
natiirlichen BB (10 — 20 % nasse Blitter) lag in allen Féllen nach Taundsse um 2 — 3 Stunden

spéter als das gemessene Ende.

Die Anzahl gemessener Stunden mit RF > 95 % war an den vier Sensoren deutlich
homogener und traf ungefdhr die natiirliche BB-Dauer. Die Werte fiir die benachbarten
Sensoren Nr. 2 und Nr. 3 lagen dicht beieinander und der oben angebrachte Sensor Nr. 1 maB,

insbesondere nach Tau, meistens weniger Stunden mit RF > 95 % als der bodennahe Sensor
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Nr. 4. Diese Positionseffekte sind plausibel, der hoher liegende Sensor wird besser bewindet
und trocknet schneller als der bodennahe Sensor, der zudem auch der stirkeren nichtlichen

Abkiihlung und damit héherer Luftfeuchte ausgesetzt ist.

3.1.3. Frihzeitiger Erregernachweis

Die regelméfige Beprobung und Kontrolle von Befallsstandorten des Vorjahres wihrend der
Projektlaufzeit brachte wertvolle Erkenntnisse zu den frithen Infektionsquellen des
Feuerbrands, die Ausgangspunkt einer Epidemie sein konnen. Befallene Birnbdume stellen
ein besondere Gefahr dar. In allen 3 Jahren wurden an befallenen Birnbdume aktive Canker
vor oder zur Bliite (2008, 2009) oder nach der Bliite (2010) nachgewiesen. An Apfelbdumen
wurde nur in 2008 ein aktiver Canker gefunden. In Bliiten infizierter Birnbdume waren
Erreger bereits in noch geschlossenen Bliiten im Ballonstadium in 2008 nachweisbar, ohne
dass Witterungsbedingungen fiir Bliiteninfektionen vorlagen. Das bestétigte Beobachtungen,
die bereits in 2006 gemacht wurden (Moltmann & Viehrig 2008). Bliiten infizierter
Birnbdume geben damit frithzeitig Feuerbrandbakterien in die Umwelt ab. In allen Jahren
zeigten infizierte Birnbdume Bliitensymptome, die vom Zeitpunkt und vom Auftreten nur an
einzelnen Baumen her nicht auf Neuinfektionen, sondern auf ein Einwandern der Bakterien in

die noch gesunden Pflanzenorgane von innen heraus hindeuteten.

Durch das landesweite Bliitenmonitoring lief3 sich die Anwesenheit des Erregers bei Erreichen
von Infektionsbedingungen feststellen und damit die auf Witterungsdaten basierende
Prognosemodelle sinnvoll ergédnzen. In dem Projektzeitraum zeichnete sich das Jahr 2008
durch eine hohen Anteil positiver Bliitenproben aus und es folgte ein starker Befall. In 2009
und 2010 war der Anteil positiver Bliitenproben gering und der Befall blieb sehr schwach,

obwohl zumindest kurzfristig Infektionsbedingungen erreicht wurden (Tab. 11).
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Tab. 11: Einfluss des Vorjahresbefalls, des mittels Bliitenmonitorings eingeschitzten
Infektionsdrucks, Hohe der Temperatursumme auf den Feuerbrandbefall in
Baden-Wiirttemberg 2006 bis 2010

Vorjahres- Aktuelles Infektions- Hohe der Temp.summe Befall
befall Infektionspotential druck (gemessene Stundenwerte)
positive Bliitenproben
(30 — 70 Proben)
2006 | niedrig 3% schwach mittel gering
110 —200
2007 | niedrig 6 % schwach hoch hoch
> 200
2008 hoch 37 % stark niedrig hoch
70 -110
2009 hoch 3% schwach iiberwiegend unter Schwelle | gering
<70
2010 | niedrig 0% schwach mittel gering
110 - 200

3.1.4. Beschreibung des neuen Feuerbrandprogramms des LTZ

Veranderte Algorithmen

Das neue LTZ-Modell basiert im Wesentlichen auf dem Modell Maryblyt. Die Basis der
Temperatursummenberechnung wihrend der Bliitenlebensdauer (CDH 18-Wert) wurde bei
18,3 °C belassen. Statt mittels Sinuskurve simulierte Werte werden im neuen Modell
gemessene Stundenmittelwerte verwendet. Meist gleichen sich die Temperatursummenwerte.
Im zeitigen Friihjahr jedoch liegen aufgrund des Sonnenstands die gemessenen Werte oft
etwas niedriger und im spiten Friihjahr hoher als die simulierten. In einzelnen Féllen lagen
die mit gemessenen Werten ermittelten Temperatursummen deutlich niedriger, wenn der
Temperaturverlauf aufgrund von Bewolkung spitzer verlief als die idealisierte Sinuskurve
(Wahlwies 13.5.- 18.5.2009). Da die Temperatur dic Vermehrung von E. amylovora stark
beeinflusst (Schouten 1987, Pusey & Curry 2004), stellt die Verwendung tatsdchlich

auftretender Temperaturwerte gegeniiber simulierten eine deutliche Verbesserung dar.

Die mittlere Temperatur eines Tages wird im LTZ-Modell nicht mehr aus Tmin und Tmax
geteilt durch 2 berechnet, sondern aus den aufsummierten Stundenmittelwerten geteilt durch
24. Auch das ist eine realistischere Bewertung der Temperatur. Die Anforderungen an die

Mitteltemperatur wurde von 15,6 °C auf 14 °C gesenkt. Damit treten seltener als bisher
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Infektionstage auf, an denen mit Ausnahme der mittleren Temperatur alle Bedingungen erfiillt

sind und die deshalb als Infektionstage mit knapp verpasster Schwelle gewertet wurden.

Abb. 6: Befallsentwicklung des Feuerbrands in Baden-Wiirttemberg dargestellt anhand der
positiv getesteten an das LTZ-S eingesandten Verdachtsproben, Hohe der Temperatursumme
>18,3 ° wihrend der Bliitenlebensdauer berechnet mittels gemesssenen Stundenmittelwerten
und Bezug zu den Schwellenwerten 70, 110 und 200

C— Temperatursumme DWD Karlsruhe bzw. Mannheim
450 -
= === Schwelle hoher Infektionsdruck

400 - - = Schwelle mittlerer Infektionsdruck

\ Schwelle niedriger Infektionsdruck
350 7 Il "‘

------- positive Feuerbrandproben

300 -

250 A

200 +

150 -

100 -

50 A

Bei der Bliitenlebensdauer wird nicht mehr zwischen der von Birne (66,7) und Apfel (44,4)
unterschieden, sondern einheitlich der Wert von 44,4 >4,4 °C verwendet. Fiir die Berechnung
der Inkubationsperioden wurden die bereits angepassten Schwellen des modifizierten
Maryblyt-Modells beibehalten (57 Tagesgrade tiber 12,6 °C fiir Apfel bzw. 17 fiir Birne und
fiir Triebinfektionen bei Apfel und Birne). Alle Temperatursummen werden im neuen Modell
mit gemessenen Stundenmittelwerten statt wie bisher mit simulierten berechnet. Die
Reduktionsregeln nach einer Reihe von kalten Tagen mit Tmax unter 18,3 °C des Maryblyt-
Modells wurde beibehalten, auch wenn sie in den Versuchen an abgetrennten Bliiten
biologisch nicht begriindbar waren. Die Zahl von angegebenen Infektionstagen hitte sich

sonst unrealistisch erhoht.

Die durch Verwendung von Stundenwerten im zeitigen Friihjahr niedrigeren

Temperatursummen wéahrend der Bliite erfordern eine Absenkung des Schwellenwerts von
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bisher 110 auf 70. Damit wird sichergestellt, dass die Infektionstage der Befallsereignisse an
den Standorten Augustenberg 1995, Metzingen 1999, Kleintobel 1999 und an mehreren
Stationen in Nordwiirttemberg 2008 angezeigt werden. Mit Anstieg der Temperatursumme
steigt die Gefahr fiir Feuerbrandinfektionen (Smith 2009). Das zeigen auch die Erfahrungen in
Baden-Wirttemberg. In Abb. 6 sind die maximalen Temperatursummenwerte der DWD-
Station Karlsruhe bzw. Mannheim und der Befall in Baden-Wiirttemberg widergespiegelt
durch die Zahl der positiv getesteten Proben dargestellt. Uberschreitet die Temperatursumme
die Schwelle von 200 ist mit starken Befallsausbriichen zu rechnen, wie in 1993, 1995, 2007
und 2008. In 2005 und 2006 iiberschritt der CDH-Wert die Schwelle zwar auch, allerdings
nur kurzfristig. Trotz Absenkung der Schwelle blieben die Jahre 1996, 1998 und 2002 Jahre
ohne Infektionsgefahr. Nach diesen Auswertungen der vergangenen Befallsereignisse wurden
die Schwellenwerte in Abhingigkeit des Infektionsdrucks auf 70 bei hohem Infektionsdruck,
auf 110 bei mittlerem und auf 200 bei schwachem Infektionsdruck festgelegt. Die fiir die
Festlegung der jeweiligen Schwelle erforderliche Infektionsdruck wird nach den Angaben in
Tab. 12 anhand der Befallsgeschichte der Anlage, der Anwesenheit von Infektionsquellen im
Umfeld und aktueller Messergebnisse zur Bakterienanwesenheit eingeschitzt. Die Festlegung
von 3 verschiedenen statt einem Schwellenwert ermdglicht eine sehr differenzierte Angabe
von Infektionsgefahr, die jedoch sehr von der korrekten Einschdtzung des Infektionsdrucks
abhédngt. Als Voreinstellung sollte aus Vorsichstgriinden immer ein hoher Infektionsdruck
gewdhlt werden und mit mittlerem oder niedrigem Infektionsdruck nur zuriickhaltend

gerechnet werden.

Tab. 12: Einschitzung des Infektionsdrucks fiir die Feuerbrandprognose anhand der
Feuerbrandbefallsgeschichte, Befallsquellen und Bliitentestergebnissen (nach Smith 1999)

Befallsgeschichte in Anlage und Umfeld Infektionsdruck
kein Feuerbrand in den Vorjahren schwach
Feuerbrand im Vorjahr und gute Sanierung mittel
Feuerbrand im Vorjahr und unzureichende Sanierung oder stark
frithe Befallsquellen im Umfeld (Birnbdume) oder
aktueller Nachweis des Erregers in Bliiten

Die Temperaturschwellen wurden anhand von Daten von Schorfwarnstationen der Fa. Lufft
mit in der Laubwand angebrachten Messfithlern mit Strahlenschutz (Lamellen) ohne
Beliiftung festgelegt. Daten von Temperaturfithlern anderer Stationstypen oder in
freistehenden Wetterhiitten konnen auch verwendet werden, sie miissen jedoch gepriift

werden, ob sie mit denen der Schorfwarnstationen vergleichbar sind. Der Datenabgleich bzw.



32

die Vergleichsmessung muss unter den speziellen Strahlungs- und Belaubungsverhiltnissen
der Monate April und Mai erfolgen. In der Praxis der Feuerbrandprognose werden bei der
Entscheidung fiir oder gegen ein Warnung nicht nur die Daten einer Station, sondern immer
mehrerer in einer ganzen Region herangezogen. Die Temperatursummenberechnung an den
einzelnen Stationen weicht oft voneinander ab, da die Temperaturmessung von der

Aufstellung des Messfiihlers in der Laubwand und Entwicklung der Laubwand abhangt.

Die Blattndssemessung mittels Blattndssesensoren in dem bisherigen Feuerbrandprogramm
erwies sich als nicht sehr zuverldssig. In mehreren Jahren kam es zu Infektionen, ohne dass
Blattndsse angezeigt wurde. Die Erhebungen zur Zuverldssigkeit der Messung von Blattnésse
und Luftfeuchte ergab, dass die Luftfeuchte deutlich zuverldssiger messbar ist als die
Blattnisse. Deshalb wird im neuen Programm die Blattndsse mittels einer Formel nach Racca
(unveroffentlicht) aus Luftfeuchte und Temperatur berechnet. Mittels Auswertungen von
Wetterdaten vergangener Befallsereignisse wurde die fiir Infektionen erforderliche berechnete
Blattndsse auf 2 Stunden festgelegt. Damit werden alle bisher beobachteten Infektionstage
ohne gemessene Blattnisse erfasst. Mit dieser neuen Blattndsseberechnung weisen zwar mehr
Tage als bisher Blattndsse auf, aber an warmen Tagen im Friihjahr wird oftmals keine
Blattndsse berechnet, so dass dennoch eine differenzierte Angabe von Infektionstagen

moglich ist.

Nach Auswertung von Befallsereignissen der Vergangenheit schien eine gewisse
Kompensation von Blattndsse durch Temperatur bei Infektionen vorzuliegen. Bei hohen
Temperaturen war weniger Feuchte fiir Infektionen erforderlich als bei niedrigen (Bericht
2007, Dewdney et al. 2007). Die Laborversuche an abgetrennten Bliiten zeigten bei héheren
Temperaturen ohne Nésseereignis zwar eine hohere Infektionshéufigkeit, sie blieb jedoch
auch bei der unrealistisch hohen Temperatur von 24 ° mit 8 % Befall relativ niedrig. Ob sich
im niedrigen Temperaturbereich von 16 °C hohere Niederschlagsmengen als 0,1 mm
forderlich auf die Infektion auswirken, ist in weiteren Laborversuchen an abgetrennten Bliiten
zu priifen. Eine Kompensation von Temperatur und Nésse wurde deshalb im Programm zum

jetzigen Zeitpunkt noch nicht beriicksichtigt.

Im bisherigen Programm wurde nach Eingabe eines Spritztermins die Temperatursumme am
Morgen des Behandlungstag auf 0 gesetzt und am selben Tag begann die Aufsummierung

erneut. Bei hohen Temperaturen und anhaltender Infektionsgefahr hatte das zur Folge, dass
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sich die Temperatur rasch aufsummierte und unrealistisch schnell weitere Behandlungen
notwendig waren. Die Temperatursummenbildung beginnt im neuen Programm deshalb erst

an dem auf den Behandlungstag folgenden Tag.

Ausgabeformat

Das neue Programm wurde vom ISIP e.V. erstellt und wird der amtlichen Beratung tiber seine
Internetplattform zur Verfiigung gestellt. Das Ausgabeformat enthédlt in eine Karte
eingezeichnete einfache Symbole zur schnellen Orientierung und fiir den weniger erfahrenen
Anwender. Das rote Symbol steht dabei fiir Bliiteninfektionsgefahr des LTZ-Modells. Nach
der Bliite wird das Risiko fiir Triebinfektionen nach dem Modell Billing symbolisch
angegeben. Fiir die Stationen in einer Region wird die Infektionsgefahr der letzten 30 Tage in
einer Liste in Symbolen dargestellt. In einer Grafik wird der Verlauf der Temperatursumme
des LTZ-Modells in Bezug zu den Schwellenwerten fiir die Stationen dargestellt. Weiter sind
Simulationen mit Spritzterminen (bis zu 4), gedndertem Infektionsdruck oder Bliitezeit und
Eingabe von Wettervorhersagedaten fiir einzelne Stationen moglich. Die eingegebenen Daten
bleiben erhalten und konnen am néchsten Tag fiir neue Simulationen verwendet werden.
SchlieBlich wird eine umfangreiche Tabelle fiir jede Stationen ausgegeben, deren Format den
Beratern vom bisherigen Programm bekannt ist. Zusitzlich zu der bisherigen Tabelle enthalt
die neue Tabelle nicht nur die Modelle Billing und Maryblyt, sondern auch das Modell
Cougarblight (Stundenwerte, Smith, Version 2009) und das neue LTZ-Modell. Zusétzlich ist
in der letzten Spalte angegeben, an welchem Tag diejenigen Bliiten aufgegangen sind, die an
dem aktuellen Tag infizierbar sind (berechnet anhand der Bliitenlebensdauer). Der Vergleich
der verschiedenen Programme nebeneinander bietet dem erfahrenen Anwender auf einen
Blick umfassende Informationen fiir die Einschitzung der Infektionsgefahr. Die
Voreinstellung fiir den Infektionsdruck wird zu Beginn der Bliite fiir das Bundesland
festgelegt. Das neue Ausgabeformat stellt alle Informationen zur Feuerbrandprognose vom
schnellen orientierenden Uberblick, iiber Regionslisten, Grafiken und Simulationen bis zum
Modellvergleich in einer umfangreichen Tabelle in einer vom Anwender wihlbaren Tiefe dar.
Das ist Voraussetzung dafiir, dass der amtliche Dienst das Programm fiir die tdgliche

Entscheidung fiir oder gegen eine Warnung wihrend der Kernobstbliite nutzten wird.
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3.2. Voraussichtlicher Nutzen und Verwertbarkeit der Ergebnisse

Das Hauptziel des Projektes war die Erstellung eines verbesserten und verfeinerten
Feuerbrandprognoseprogramms mit praxisnahen, verstdndlichen Ausgabeformaten, das dem
amtlichen Dienst bundesweit iiber die Internetplattform des ISIP e.V. fiir die Saison 2011 zur
Verfiigung steht. Schulungen zu Einfiihrung erfolgen im Herbst 2010. Damit wird
gewdhrleistet, dass das bisher nur im Rahmen einer Ausnahmegenehmigung erlaubte
Antibiotikum Streptomycin nach einem einheitlichen und bewéhrten Prognosemodell so
selten wie mdglich eingesetzt wird. Wenn es jedoch notwendig ist, sollen gezielte

Streptomycinausbringungen Schiden durch den Feuerbrand wirksam verhindern.

Das Programm lésst sich auch fiir den Einsatz anderer Bakterizide oder Antagonisten zur
optimalen Terminierung von Spritzterminen nutzen. Die Moglichkeit, das Infektionsrisiko mit
Wettervorhersagedaten fiir die ndchsten Tage zu simulieren, ist insbesondere fiir die
Terminierung der frithzeitigen Ausbringung von Antagonisten geeignet. Bei anhaltend hohem
Infektionsrisiko ldsst sich zudem mit dem Programm berechnen, wann weitere Behandlungen

notwendig werden.

Eine wesentliche Verbesserung des neuen Feuerbrandprogramms ist die Beriicksichtigung der
Erregeranwesenheit, indem der Infektionsdruck abgeschétzt wird. Stehen befallene
Birnbdume in der Anlage oder im Umfeld, sollte von einem hohen Infektionsdruck
ausgegangen werden. Durch das landesweite Bliitenmonitoring zum Infektionstermin lasst
sich die Anwesenheit des Erregers in Bliiten friihzeitig feststellen und damit das
Infektionspotential landesweit einschitzen. Diese Befunde zusammen mit dem Befallsausmaf3
des Vorjahres bestimmen den Infektionsdruck, der wiederum die Ausléseschwelle fiir eine
Warnung bestimmt. Die bisher vor allem auf Witterungsdaten basierenden Prognosemodelle
lassen sich so deutlich verbessern. Die Anzahl unnétiger Warnungen und Behandlungen wird

reduziert.

Unabhédngig von der Ausbringung von Pflanzenschutzmitteln gibt das Programm
Informationen {iber die Epidemiologie der Krankheit, das Infektionsrisiko wéhrend der Bliite
und Triebinfektionen nach der Bliite. Die Berechnung der Inkubationsperioden gibt Hinweise,

wann die Anlagen auf Symptome kontrolliert werden sollte.
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Die Untersuchungen zur Pathogenese und Epidemiologie ergaben einige fiir die Praxis
verwertbare Ergebnisse. Insbesondere Birnbdume stellen nach diesen Untersuchungen ein
hohes Risiko dar. Der vielerorts praktizierte partielle Riickschnitt solcher Baume erwies sich
als nicht sinnvoll. Befallene Birnbdume in Erwerbsanlage sollten gerodet werden. Jahre ohne
Neuinfektionen bieten die Chance, den Altbefall zu entfernen und damit den Befallsdruck fiir
das kommende Friihjahr deutlich zu reduzieren. Das stellt jedoch eine grofle Herausforderung
an die Beratung und Betriebsfiihrung. Die Anlagen miissen wiederholt in kurzen Zeitrdumen
(etwa wochentlich) sorgfiltig Baum fiir Baum durchmustert werden, damit die Symptome

erkannt und die Bdume zuriickgeschnitten oder gerodet werden konnen.

4. Zusammenfassung

Ziel des Projektes war die Erstellung eines verbesserten und verfeinerten
Feuerbrandprognoseprogramms, das vom amtlichen Dienst in allen von der Krankheit
betroffenen Bundeslidndern genutzt werden kann. In die Algorithmen des neuen Modells sind
die Ergebnisse von Bliitenversuchen im Labor zur Infektionsbiologie, von Freiland-
beobachtungen an Befallsstandorten zu friihen Infektionsquellen, Untersuchungen zur
Messbarkeit von Wetterdaten im Bestand und Auswertungen von Wetterdaten historischer
Befallsereignisse in Baden-Wiirttemberg eingeflossen. Es basiert in den Grundziigen auf dem

Modell Maryblyt und enthélt folgende Neuerungen:

1. Der bisher nicht beriicksichtigte Infektionsdruck wird abgeschitzt und in 3 Stufen
eingeteilt. Die Abschdtzung erfolgt anhand der Befallsgeschichte der Anlage, d.h. je langer
der letzte Befall zuriickliegt und je griindlicher saniert wurde, desto schwicher ist der
Infektionsdruck. Nach Freilandbeobachtungen an alten Befallsstandorten erhdhten infizierte
Birnbdume im Umfeld einer Anlage den Infektionsdruck, da ihre Canker friihzeitig Bakterien
absondern, ihre Bliiten oftmals unabhéngig von witterungsbedingter Infektionsgefahr mit
Erregern besiedelt sind und sie frithzeitig Symptome entwickelten. Eine sehr zuverldssige
Aussage zum Infektionsdruck in einer einzelnen Anlage ergaben Untersuchungen von
Bliitenproben auf epiphytische Besiedlung mit Erwinia amylovora zum Infektionstermin
mittels nested oder realtime-PCR. Schnelltests, die fiir eine solche flichendeckende

Beprobung vor Ort erforderlich wéren, sind jedoch noch in der Entwicklung. Statt der
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Beprobung einzelner Anlagen war mit der Laboruntersuchung von reprisentativen
Bliitenproben mittels PCR, die die Berater im Rahmen eines landesweiten Bliitenmonitorings
zum Infektionstermin zogen, eine Einschidtzung des aktuellen Infektionsdrucks in einer

Region moglich.

2. Die abgeschitzte Hohe des Infektionsdrucks wird dazu verwendet, die bisherige starre
Ausloseschwelle fiir Infektionen in Abhédngigkeit vom Infektionsdruck zu variieren. Ein hoher
Infektionsdruck erfordert eine geringe Temperatursumme iiber 18,3 °C, ein niedriger
Infektionsdruck dagegen eine hohe Temperatursumme, damit Infektionsgefahr besteht.
Zusétzlich wird im neuen Programm die Temperatursumme wéhrend der Bliitenlebensdauer

mit gemessenen statt mittels einer Sinuskurve simulierten Stundenmittelwerten berechnet.

3. Da in der Vergangenheit immer wieder Infektionen ohne gemessene Blattnésse beobachtet
wurden, wurde in Laborversuchen an abgeschnittenen Bliiten der Einfluss von geringen
Niederschlagsmengen auf die Infektion untersucht. Ein Niederschlag von nur 0,1 mm bei im
Freiland auftretenden Temperaturen von 16 bzw. 18 °C reichte aus, um die Infektionen
deutlich zu erhéhen. In weiteren Versuchen erwies sich die direkte Messung von Blattnésse in
Obstanlagen als nicht sehr zuverldssig. Daher wird im neuen Modell die fiir Infektionen
erforderliche Taundsse nicht mehr mittels Blattndssesensoren direkt gemessen, sondern aus

Temperatur und Luftfeuchte errechnet.

Die Parameter des Modells wurden so festgelegt, dass die wahrscheinlichen Infektionstermine
aller Befallsereignisse der Vergangenheit in Baden-Wiirttemberg angezeigt wurden.
Insbesondere durch Beriicksichtigung des aktuellen Infektionsdrucks ist eine differenziertere
Angabe von Infektionstagen als bisher mdglich. Die Feuerbrandprognose wird damit
treffsicherer und die Zahl der Behandlungen mit dem Antibiotikum Streptomycin kann
reduziert werden. Das neue Programm wurde von der Geschiftsstelle des ISIP e.V. umgesetzt
und mit leicht verstindlichen Symbole und Grafiken im Ausgabeformat versehen. Uber die

Internetplattform www.isip.de wird es dem amtlichen Dienst online zur Verfligung gestellt.
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5. Gegenuberstellung der urspringlich geplanten zu den tatsachlich erreichten Zielen,

weiterfihrende Fragestellungen

Das Hauptziel des Projektes wurde erreicht: die Erstellung eines verbesserten und verfeinerten
Feuerbrandprognoseprogramms, das vom amtlichen Dienst von allen von der Krankheit
betroffenen Bundesldndern genutzt werden kann. In die Algorithmen des neuen Modells sind
die Ergebnisse von Bliitenversuchen im Labor, von Freilandbeobachtungen an alten
Befallsstandorten und von Untersuchungen zur Messbarkeit von Wetterdaten im Bestand
eingeflossen. Die Parameter des Modells wurden so festgelegt, dass die wahrscheinlichen
Infektionstermine aller Befallsereignisse der Vergangenheit in Baden-Wiirttemberg angezeigt
werden. Insbesondere durch Beriicksichtigung des aktuellen Infektionsdrucks ist eine

differenziertere Angabe von Infektionstagen als bisher mdglich.

Nicht erreicht wurde das Ziel, im Gewédchshaus latent befallene Birnbdume zu erzeugen, um
Untersuchungen zur Wanderung der Bakterien im Baum in die verschiedenen Pflanzenorgane
durchzufiihren, die die Freilandbeobachtungen ergénzen sollten. Die Ursachen fiir das rasche
Abstoppen der Infektion an den inokulierten Bdumen sind nicht bekannt. Inokulationen im
Freiland, die nur in besonderen Versuchsanlagen erlaubt sind, sind moglicherweise
erfolgreicher. Unter natiirlichen Bedingungen infizierte Bdume in Praxisanlagen stehen nur

begrenzte Zeit zur Verfligung, da sie so rasch wie moglich zu roden sind.

Die Ausbreitung des Erregers von Bliite zu Bliite sollte in der Feuerbrandversuchsanlage in
Kirschgartshausen mittels Einzelbliitentestung analysiert werden. Diese Untersuchung sollte
grundlegende Daten zur erforderlichen Probengréfle und zum Probenahmezeitpunkt fiir die
Bliitentestung liefern. Aufgrund unvorhergesehener Rodung von Versuchsbaumen und aus
methodischen Griinden (fehlende Selektivitit des Mediums gegeniiber im Versuch
ausgebrachten Antagonisten) waren diese Untersuchungen nur sehr eingeschrankt moglich.
Die Ergebnisse einzelner in Kirschgartshausen untersuchter Sammelproben und die
Ergebnisse der UKN in 2008 zeigten jedoch, dass die Probengréfle von 100 Bliiten je Probe

ausreicht, um einen starkeren Befall vorherzusagen.

Die Temperaturdaten des Winters und der Vorbliitezeit wurden analysiert und mit dem im

folgenden Saison auftretenden Befall korreliert. Es ergaben sich interessante Hinweise auf
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einen moglichen Einfluss, die jedoch fiir eine Beriicksichtigung in den Prognosemodellen
noch zu unsicher erschienen. Zudem fehlen Versuchsergebnisse zur biologischen Begriindung
dieser Korrelationen. Das Wetter wiahrend der Bliite bleibt die entscheidende Grofle. Die
Wetterdaten auBBerhalb der Bliite und ihr Einfluss auf einen Befall miissen weiter beobachtet

werden.

Weiterfihrende Fragestellung

Es wurde gezeigt, dass ein frithzeitiger Erregernachweis von Feuerbrandbakterien in Bliiten
zum Infektionstermin mittels der hochempfindlichen nested oder realtime PCR moglich ist.
Die Entwicklung eines vor Ort einsetzbaren Schnelltests zur Priifung von Bliitenproben auf
Besiedlung mit Feuerbranderregern, der in der Fliche einsetzbar wire, steht noch aus. Der
bisher zur Verfiigung stehende Test der Fa. Bioreba erwies sich als noch nicht ausreichend
sensitiv und spezifisch. Da in allen vom Feuerbrand betroffenen Gebieten ein dringender
Bedarf nach einem solchen Test besteht, sind Neuentwicklungen von seiten der Industrie

und/oder aus der universitiren Forschung zu erwarten.

Die Laborversuche mit abgetrennten Apfelbliten nach Pusey haben sich fiir die
Untersuchungen zur Infektionsbiologie an Bliiten bewidhrt und erbrachten neue grundlegende
Ergebnisse. Die Untersuchungen sollten fortgesetzt werden, um die Faktoren Feuchte und
Temperatur auf die Infektion ndher zu bestimmen und einzugrenzen, damit sie im
Prognosemodell beriicksichtigt werden und es weiter verbessern. Untersuchungen zur
Intensitdit der Niederschldge (kinetische Energie) auf die Infektion liegen beim

Feuerbranderreger noch nicht vor und kdnnten weitere wertvolle Erkenntnisse liefern.
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