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Fiir die Wirt-Parasit-Kombination Cercospora beticola-Zuckerriibe {Beta
vulgaris) liegen zahlreiche physiologische Untersuchungen vor, welche die
Resistenz der Rube gegen Cercospora beticola an Hand der Bildung fungi-
toxischer Substanzen im Gewebe der resistenten Pflanze zu erkliren versuchen
(z. B. HarrisoN et al. 1970, BriLLova et al. 1973, HeckEer et al. 1975, JoHN-
soN et al. 1976, MARTIN 1977). Der Pilz wiachst zunichst auf der Blattober-
fliche, er kann nur durch die Spaltéffnungen in das Wirtsgewebe eindringen.
Viele cytologische Arbeiten befassen sich daher mit dem Einflufl der Spalt-
offnungen auf die Resistenz der Riibe (PooL und McKay 1916, Canova 1959,
SoLrEL et al. 1971, RuppeL 1972, RaTHAIsH 1977). Widerspriichlich blieb bis-
her, ob Cercospora beticola durch geschlossene Spaltéffnungen eindringen
kann und ob hier ein Zusammenhang mit der Resistenz der Pflanze besteht.
Die vorliegende Arbeit versucht mit Hilfe von licht- und elektronenmikro-
skopischen Untersuchungen, unterstiitzt durch physiologische Versuche, erneut
diesem Fragenkomplex nachzugehen.

Material und Methoden

1. Pflanzenmaterial

Als anfilliges Pflanzenmaterial wurde eine hochanfillige ,N-Riibenlinie® der Klein-
Stammzucht einer diploiden ,CR-Linie“ (T 48) der KWS mit einem gut ausgeprigten Re-
wanzlebener Saatzucht (KWS) verwendet. Das resistente Material stammt aus einer Familien-
sistenzgrad. Die Anzucht der Pflanzen erfolgte nach dreimaligem Umtopfen ab der fiinfren
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Woche der Aussaat in 18 X 18 cm Plastiktdpfen in einem Kompost-Einheitserde Typ T-Gemisch
von 1:1 bei einem Tag/Nacht-Rhythmus von 20/4 h, einer Anzuchttemperatur von 23/16 °C
+1°C, einer relativen Luftfeuchte von 70/90 9% und einer Lichtintensitit von 22 000 bis 24 000
f.ux in einer Weifl-Klimakammer.

2. Pilzherkunft und -kultivierung

In allen Versuchen wurde Cercospora beticola (Herkunft ‘Isolat Einbeck’) verwender.
Nach zwei- bis dreimonatiger Kultivierung auf Nihrmedium wurde jeweils eine Wirtspassage
zwischengeschaltet, um eine Virulenzminderung zu vermeiden. Die Kultivierung erfolgte in
Anlehnung an La (1963) auf Gemiisesaftagar (50 % V-8, 2 bis 3 9, Agar) pH 6,8, die Inkuba-
tion bei Raumtemperatur unter indirektem Tageslichteinflu. Nach drei bis vier Tagen In-
kubation lief sich von einem gleichmifigen Pilzrasen reichlich einheitliches Konidienmaterial
mit 0,1%iger Lubrollésung und einem Haarpinsel abwaschen.

3. Infektion der Pflanzen und Inkubation

Die Blitter der Versuchspflanzen wurden einzeln aus etwa 40 cm Entfernung mit Hilfe
einer Diise bei einem Druck von etwa 1 kp/cm? gleichmifig mit einer vorher durch ein grobes
Nesseltuch gegebenen Konidiensuspension bespriiht. Fiir die lichtmikroskopischen und raster-
elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurde eine Konidiendichte von etwa drei bis fiinf
Konidien je mm? Blattfliche angestrebt, wihrend fiir die Untersuchungen mit dem Transmis-
sions-EM die Infektionsdichte um das Zehnfache erhdht wurde. In Anlehnung an Canova
(1959) und Bremorper (1971) erfolgte die Inkubation in Feuchtkammern, die in einer Ge-
wichshauskabine aufgestellt waren. Als Lichtquelle diente das normale Tageslicht. Zur Er-
hohung der Luftfeuchte war der Boden der Feuchtkammer mit einer 5 cm hohen, angefeuchte-
ten Torfmullage bedeckt. Wihrend der Inkubation wurde eine Wassersittigung der Luft mit
cinem intervallgesteuerten Defensor erreicht und mit einem Thermohygrographen kontrolliert.
Wihrend der Inkubationszeit von 84 bis 96 Stunden wurde die relative Luftfeuchte jeweils
nach 24, 48 und 72 Stunden fiir 3 Stunden von 100 % r.L. auf 75 bis 80 % r.L. herabgesetzt.

Nach der Inkubation wurden die Pflanzen in der Gewichshauskabine oder in der Klima-
kammer bei 70 bis 80 9% r.L., einem 16-Stunden-Tag und den unter 1. genannten Lichtintensi-
titen zur weiteren Symptomausprigung gehalten.

4. Ermittlung des stomatiren Diffusionswiderstandes

Die Messungen des stomatiren Diffusionswiderstandes der Blitter erfolgten in der
Klimakammer jeweils 2 Stunden nach Herabsetzung der Lichtintensitdt auf 1000 Lux mirttels
eines in der Werkstatt des Institutes hergestellten Diffusionsporometers (in Anlehnung an
KaNEMASU et al. 1969). ’

Der Druckabfall wurde im Bereich von 100 bis 60 Torr an einem ,Manuell Autotest“-
Manometer eines Blutdruckmeflgerites beobachtet. Mittels einer Stoppuhr wurde im Zeitbereich
von 2 bis 40 sec die Zeitspanne des Druckabfalls ermittelt und auf Sekunden je cm Hg um-
gerechnet.

5. Applikation von Abscisinsiure (ABS)

Um den Einfluf des Offnungsgrades der Spaltéffnungen zu untersuchen, wurden die
jeweils zu behandelnden Blitter morgens und abends an vier aufeinanderfolgenden Tagen auf
ihrer Unterseite mit einer Losung von 40 mg/l ABS in dest. Wasser bespriiht.

6. Ermittlung des Pilzbefalls und der Pilzentwicklung
6.1 Befallsgrad

Der Befallsgrad wurde in Anlehnung an die ,KWS-Cercospora-Bonitierungstafel“ ge-
schitzt, Da sich der Cercospora-Befallsgrad der Bonitierungstafel im Freiland auf die ganze
Pflanze bezieht, in den Gewichshausversuchen aber nur die inokulierte Blattfliche einzelner



Einfluf} der Spaltsffnungsweite und des Blattalters 283

Blireer beriicksichtigt werden konnte, mufiten die Befallszahlen in folgender Weise modifiziert
~erden:

0=0bis10%, 1 =10bis20%, 2= 20bis30%, ... 9 = 90 bis 100 %

der inokulierten Blattflichen nekrotisiert.

6.2 Konidienkeimung und Hyphenwachstum

Die Konidienkeimung wurde direkt an Hand der Anzahl Primirhyphen am 2.d.p.i. er-
mittelt. Das Hyphenwachstum wurde nicht iiber die Hyphenlinge, sondern indirekrt iiber die
Anzahl gebildeter Sekundirhyphen am 5.d.p.i. bestimmt. Als Primirhyphe wurde eine Hyphe
bezeichnet, wenn sie direkt aus einer Konidienzelle hervorgegangen war, als Sekundirhyphen
diejenigen, die von Primirhyphen abzweigten. Die Anzahl der Primir- und Sekundirhyphen
wurde auf den Durchschnitt der ausgewerteten Konidien bezogen. Je Blattprobe wurden zehn
Konidicn ausgewertet.

6.3. Stomakontakt und Penetrationsrate

Als Stomakontakt wurde jeder Kontakr einer Hyphe mit einer Schliefzelle am 5.d.p.i.
bezeichnet. Als Penetrationserfolg ciner Konidie wurde gewertet, wenn eine ihrer Hyphen mit
der Spitze die untere Schiliefzellenleiste einer Spaltéffnung erreicht hatte. Dieses Ktiterium
konnte im Lichtmikroskop bei 250facher Vergroferung an aufgehellten Blattproben relativ
leicht und gut beurteilt werden.

7. Priparationsmethoden fiir die Lichtmikroskopie

Die Konidienkeimung wurde in Anlehnung an Sampson (1961) und ZeLrrcH (1961) an
Negativabdriicken ermittelt. Die Nagellackmethode nach Anfarben der Hyphen mit 0,1 %
Siurefuchsin erwies sich dazu als am besten geeignet.

Zur Ermittlung der Penetrationsrate wurden die Blattproben nach Gerrach (1969) in
Lactophenol aufgehellt und die Pilzhyphen mit Anilinblau angefarbt.

8. Priparationstechnik fiir die Rasterelektronenmikroskopie

Fiir die Untersuchungen im Raster-EM wurden die Proben in Anlehnung an Boype et al.
(1969) und DAY et al. (1973) in folgender Weise aufgearbeitet:

Blattproben wurden mit einem Korkbohrer (¢» 10 mm) unmittelbar vor der Priparation
cntnommen, mit , Uhu® auf einen Objekthalter geklebt, mit Leitsilber umrandet und in einer
Balzers-Hochvakuum-Bedampfungsanlage BAE 120 Typ 250 zunichst mit Kohle bis zur Blau-
firbung des Praparates (200 A) bedampft. Danach erfolgte eine Schrigbedampfung mit etwa
80 bis 100 A Gold mit einem Winkel von 30°. Anschliefend wurde die Probe in ein Cambridge
»Stereoscan® Typ 96113, Mark 2A iiberfiihrt und bei einer Spannung von 30 kV ausgewertet.

9. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit Tischrechnern der Firma Hewlett-Packard,
Modell HP-65 und Modell HP-95. Die Daten wurden varianzanalytisch verrechnet und die
Uuterschiede zwischen den anfilligen und resistenten Riibenlinien mit dem t-Test gesichert.
Wenn keine Signifikanz vorlag, wurden die Werte der beiden Riibenlinien zusammengefafic
und eine Regressions- und Korrelationsrechnung durchgefithre und der Einflul des Blattalters
bewertet. Die Priifung auf Linearitit der Regression erfolgte mit dem F-Test. Die Versuche
iber den Einflufl des Pflanzenalters sind mit den gleitenden Mittelwerten nach Renner dar-
gestellt.

19+
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Ergebnisse

1. Das suflere Erscheinungsbild anfalliger und resistenter Riiben
nach Infektion mit C. beticola

Das Auftreten der ersten Krankheitssymptome wird makroskopisch zu-
erst als Aufhellung des Blattgewebes und Einsenken der Epidermis im Bereich
der spiteren Nekrose sichtbar. Dieses im Freiland zu beobachtende Symptom-
bild konnte bei unseren Gewichshausversuchen nach einer Inkubationszeit von
acht bis zwolf Tagen beobachtet werden. Nach weiteren zwei bis drei Tagen
verfirbte sich der im allgemeinen 2 bis 4 mm grofle Blartfleck von hellgriin
nach hellbraun bis dunkelbraun. Die Anzahl der Blattflecken nahm stark zu.
Die gesamten Symptome entwickelten sich unter unseren Inkubationsbedin-
gungen innerhalb einer Woche. Eine Beurteilung des Befallsgrades konnte zwi-
schen dem 15. und 20. Tag nach Inokulation vorgenommen werden.

Bei den anfilligen Riiben wurde ein gleichbleibend hoher Befallsgrad mit
zunehmendem Pflanzenalter beobachtet. Bei den resistenten Riiben zeigte sich
in den Gewichshaus- und Klimakammerversuchen erst mit zunehmendem
Alter (sechs bis sieben Wochen) ein verringerter Befallsgrad (Abb. 1a). Dies
bedeutet fiir Resistenzpriifungen im Gewichshaus, dafi die resistente Riiben-
[inie erst nach sieben bis acht Wochen Kultur durch einen geringeren Befalls-
grad von der anfilligen Riibenlinie ausreichend genau unterschieden werden
kann.

Bei einer Beurteilung der Symptomentwicklung an einzelnen Blittern
acht Wochen alter Pflanzen zeigte sich eine deutliche Abhingigkeit des Befalls-
grades vom Alter der Blatter (Abb. 1b).

Unter Beriicksichtigung des Blattgradienten lag die anfillige Riibenlinie
um etwa zwei Befallsgrade hoher als die resistente Linie. Innerhalb einer Linie
schwankte jedoch der Befallsgrad zwischen den alteren Blittern (erstes Blatt-
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Abb. 1b. Einfluf des Blattalters auf den Be-
fallsgrad bei acht Wochen alten Pflanzen,
18 d.p.i. 8
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paar) und den jiingeren Blittern (viertes Blattpaar) einer Pflanze um fiinf
Befallsgrade; bei der anfilligen Linie zwischen zwei und sieben und bei den
resistenten Riiben zwischen null und fiinf. Daraus folgt, dafl jingere Blitter
resistenter Riiben den gleichen Befallsgrad wie dltere Blitter anfilliger Pflan-
zen erreichen kénnen. Bei Cercospora-Resistenzpriifungen von Zudkerriiben im
Gewichshaus sollte daher das unterschiedliche Alter der Blitter beriicksichtigt
werden.

2. Konidienkeimung, Hyphenwachstum und Penetration der Hyphen, 2 bis 5 d.p.i.

Die Keimung der Konidien wird von dufleren Faktoren wie Temperatur
und Feuchtigkeit deutlich beeinflufit.

Bei 100 bis 97 % r.L. findet volle, bei 96 % r.L. nur partielle Auskeimung
der Konidien statt. Bet 95 % r.L. ist die Keimung eingestellt (FRaNDSEN 1956).

Bei einem Temperaturoptimum von 23 bis 27 °C keimt die Konidie in-
nerhalb von 1 bis 2 h zunichst an threm basalen und apikalen Ende aus. Spiter
entstehen auch an den mittleren Konidienzellen Keimhyphen.

Der weitere Wachstumsverlauf der Hyphen auf der Blattfliche scheint
in den meisten Fillen ungerichtet zu sein. Wir konnten hiufig beobach-
ten, dafl Hyphen dicht an Spaltéffnungen vorbei (siche Abb. 2) oder auch
direkt dariiber hinweg gewachsen waren (siehe Abb. 3), ohne jegliche An-
zeichen, in diese einzudringen. Nach lingerer Inkubationszeit konnte dann
allerdings beobachtet werden, wie Sekundirhyphen von den an Stomata vor-
bei — bzw. dariiber hinweggewachsenen Primirhyphen abzweigten und in
Richtung Schliefizellen (Abb. 4) oder Atemhdhle (Abb.5) tendierten. Die
Penetration der Hyphen durch die Spalt6ffnung erfolgt in der Regel mit
einer sogenannten ,Infektionshyphe® (Canova 1959), die sich in Form und
Struktur deutlich vom iibrigen Hyphenabschnitt unterscheidet (Abb. 6). Diese
Infektionshyphe ist anscheinend identisch mit der von Sorer und Minz (1971)
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Abb.2, 3, 4, 5. Hyphen von Cercospora beticola auf der Blattoberfliche, in der Nihe der
Spaltéffnung: Die Hyphe kann an der Spaltéffnung vorbei (Abb.2), iiber diese hinweg (Abb.
3) oder in diese hineinwachsen (Abb. 4, 5)

als Appressorium bezeichneten Infektionsstruktur. Sie unterscheidet sich von
der Keimhyphe durch einen etwa doppelt so groflen Durchmesser (Abb. 6).

Nach Aufhellung mit Lactophenol und Anfarbung mit Anilinblau heben
sich die dickeren Infektionshyphen im Lichtmikroskop durch ihre dunkelblaue
Farbe deutlich ab. Die Konidien und die relativ diinnen Primar- und Sekun-
ddrhyphen erscheinen dagegen hellgefarbt. Dabei konnte auf der Blattober-
fliche bei einzelnen Hyphen auch die Bildung von Infektionsstrukturen be-
obachtet werden, ohne daf} diese vorher in Kontakt mit einer Spaltofinung
gekommen waren.

Nach Inkubation ohne zwischengeschaltete Trockenperiode wurden hdu-
figer auch Penetrationen von Primir- und Sekundarhyphen ohne deutlich aus-
gepragte Infektionsstrukturen beobachtet (Abb. 7). Unsere Beobachtungen {iber
den ersten Abschnitt des Infektionsverlaufes stehen im Einklang mit denen
von Poor und McKay (1916), Scumipt (1928), Darroux et al. (1953),
Canova (1959) und SoreL und Minz (1971).
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Abb. 6. Infektionsstruktur einer Hyphe,
die in die Spaltéffnung hineinwichst

b

Abb. 7. Penetration von Sekundirhyphen in die Spaltéffnung, ohne Ausbildung
von Infektionsstrukturen

3. Einflufl des Blattalters auf Keimung, Hyphenwachstum
und Penetration des Pilzes

Sorer et al. (1971) beobachteten eine geringere Penetrationsrate auf
resistenten, zehn Monate alten Riben im Vergleich zu anfilligen.

Dieser Hinweis auf einen Zusammenhang zwischen der unterschiedlichen
Konidienkeimung und Penetration mit der Resistenz wurde von uns erneut
aufgegriffen. Wir untersuchten im Gewichshaus die Konidienkeimung, das
Hyphenwachstum, die Haufigkeit eines erfolgten Stomakontaktes und ermit-
telten die Penetrationsrate auf kiinstlich infizierten Blittern acht bis zehn
Wochen alter Riibenpflanzen.

In einigen Fillen beobachteten wir eine verzogerte Konidienkeimung und
eine geringere Penetrationsrate auf den mittleren Bldttern der resistenten
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Riibenlinie im Vergleich zur anfilligen Linie. Diese Unterschiede waren aber
nicht signifikant und wurden schon innerhalb einer Pflanze durch den Einflufl
des unterschiedlichen Blattalters tiberdeckt.

Die Konidien keimten auf den dlteren Blittern langsamer als auf den
jiingeren. 2 d.p.i. war auf den jiingeren Bldttern (viertes Blattpaar) durch-
schnittlich eine Konidienzelle je Konidie mehr ausgekeimt, als auf den ilteren
Blittern (erstes Blattpaar) (Abb. 8 A).

Gleichzeitig konnte ein verringertes Hyphenwachstum beobachtet werden,
das indirekt tiber die Anzahl gebildeter Sekundirhyphen bzw. Hyphenver-
zweigungen bestimmt wurde. Im Vergleich zu den dlteren Blattern hatten sich
5 d.p.i. auf den jiingeren Blittern mehr als doppelt soviel Sekundarhyphen je
Konidie gebildet (Abb. 8 B).

Wenn eine Hyphe bei ihrem Wachstum auf der Blattoberfliche mit
SchliefBzellen in Kontakt kam, wurde dies als ,Stomakontakt“ gewertet. Die
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Abb. 8. Einfluff des Blattalters auf Konidienkeimung (A), Hyphenwachstum (B),
Hiufigkeit des Stomatakontaktes der Hyphen (C) und die Penetrationshiufigkeit (D)
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Bedeutung der unmittelbaren Nihe zur Spaltéffnung hinsichtlich eines positiv
wirkenden Hydrotropismus, wird von RatHAiaH (1977) erwihnt und ist
ebenfalls in den Abbildungen 4 und 5 erkennbar. 5 d.p.i. waren die Hyphen
einer Konidie auf den jiingeren Blittern bereits mit zwel Spaltéffnungen in
Kontakt gekommen (sieche Abb. 8C). Aus jedem zweiten Stomakontakt war
auf den jiingeren Blittern bereits am 5. d.p.i. eine Penetration durch die Spalt-
offnung erfolgt (siehe Abb. 8 D).

Die verzogerte Konidienkeimung, das verringerte Hyphenwachstum und
der verminderte Stomakontakt auf den dlteren Blittern konnten einige der
Griinde fir die hier geringere Penetrationsrate sein (siehe Abb. 8 A, B, C, D)
und dadurch zu dem geringeren Befall der ilteren Blitter beitragen.

4. Die Bedeutung gedffneter Stomata fiir die Infektion

Wie die vorhergehenden Ergebnisse zeigten, haben die Spaltsffnungen fiir
den Beginn der Pathogenese eine entscheidende Bedeutung. Poor und McKay
(1916) schlossen aus ihren Beobachtungen, dafl der Pilz nur durch gedffnete
Stomata in das Blatt eindringen kann. Diese Vermutung wird nicht von uns,
jedoch von anderen Autoren bestritten (RUPPEL 1972, RaTHAIAH 1976). Rup-
PEL (1972) 1st der Auffassung, daf} die Spaltweite fiir den Penetrationsvorgang
der relativ diinnen Cercospora-Hyphen (¢ = 1,3 bis 2,1um) von unter-
geordneter Bedeutung ist. Wir haben versucht, dies durch Beeinflussung der
Offnungsweiten der Stomata zu untersuchen. Der Offnungsgrad der Stomata
ist von verschiedenen Faktoren abhingig. Die Schliefizellenbewegungen wer-
den u. a. beeinflufit durch: Wasser, Licht, Temperatur, CO,-Gehalt und hor-
monal durch Abscisinsdure (RascHke 1975). Deshalb lag eine Anwendung
dieses Phytohormons nahe.

4.1 Einfluf} von Abscisinsiure auf Spaltdffnungsweite und Infektion

Abscisinsdure (ABS) bewirkt innerhalb weniger Minuten ein Schlieflen
der Stomata (MITTELHEUSER et @l. 1969) und schien deshalb fiir die Beant-
wortung unserer Fragestellung besonders giinstig zu sein. An sechs bis acht
Wochen alten Pflanzen applizierten wir mit einem Laborspriiher eine 40 ppm
ABS-Lsung auf die Unterseite der Riibenblitter, wihrend die Blattoberseite,
wie in allen anderen Versuchen, mit der Sporensuspension inokuliert wurde.
Um den Einfluf des Blattalters auszuschalten, diente jeweils das gegeniiber-
stehende Blatt eines Blattpaares als Kontrolle.

Messungen des Diffusionswiderstandes mit dem Diffusionsporometer
zeigten 1 h nach Applikation einen stirkeren Spaltenschlufl (= hoherer Diffu-
sionswiderstand) bei den behandelten Blittern sowohl auf der Unterseite, als
auch auf der Oberseite an (Abb. 9). Die Wirksamkeit der ABS war damit
bewiesen. Auch nach 24 h war der EinfluR der ABS noch erkennbar, wobei
dieser sich auf der direkt behandelten Blattunterseite stirker bemerkbar
machte als bel den Spaltoffnungen der Blattoberseite (Abb. 9).

Um einen Einflufl der ABS auf den Pilz selbst ausschlieflen zu konnen,
untersuchten wir die Konidienkeimung, das Hyphenwachstum und das Mycel-
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Abb. 9. Einflufl von ABS auf den stomatiren Diffusionswiderstand

wachstum iz vitro bis zu einer Konzentration von 300 ppm ABS. Die Aus-
wertung der Konidienkeimung und des Hyphenwachstums auf dem Nihr-
boden und der Blattoberfliche erbrachte keinen Unterschied zwischen ABS-
Behandlung und Kontrolle. Selbst nach acht Tagen konnte kein Einfluf} der
ABS auf das Mycelwachstum festgestellt werden. Im Infektionsverhalten des
Pilzes war jedoch auf den mit ABS behandelten Blidttern ein deutlicher Unter-
schied zu beobachten. Die Anzahl der Infektionsstrukturen und die Penetra-
tionsrate war 5 d.p.i. stark vermindert (Abb.10 A und B). Auf den unbehan-
delten Blattern hatte sich im Durchschnitt eine Infektionsstruktur je Konidie
gebildet. Auf den ABS-behandelten Blittern war dagegen nur bei jeder fiinf-
ten Konidie eine Infektionshyphe entstanden (siche Abb.10A). Zum gleichen
Zeitpunkt war der Unterschied in der Penetrationsrate noch grofier.

Die verminderte Penetrationsrate scheint dann auch einen verringerten
Befallsgrad zu bedingen. Der Befallsgrad der behandelten Bldtter war deutlich
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geringer, wenn die ABS vor dem Eindringen des Pilzes ins Blattgewebe appli-
ziert wurde (Abb.11 A und B). Wurde die ABS aber erst vom 5. bis 9. d.p.1.
auf das Blatt gespriiht, also wenn bereits die meisten Penetrationen stattgefun-
den hatten, konnte kein Unterschied im Befall im Vergleich zur Kontrolle
festgestellt werden (Abb.11C). Die Applikation von ABS vom fiinften zum
ersten Tag vor der Inokulation (d.p.i.) bewirkte offensichtlich noch mehrere
Tage danach ein verringertes Offnen der Stomata, welches dann zu einem
geringeren Befall dieser Blatter fithrte (Abb. 11 A).
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Anwendungszeiten

Abb. 11. Einflufl von ABS auf den Befallsgrad (18 d.p.i.) bei verschiedenen Anwendungszeiten

Auch auf den mit ABS behandelten Blittern konnten vereinzelte Nekro-
sen gefunden werden. Diese zeigten aber in ihrer Form, Farbe und Grofle
keinen Unterschied zu denen auf den Kontrollblittern. Ein direkter oder
indirekter Einflufy der ABS auf das Pilzwachstum im Blattgewebe kann damit
zwar nicht ausgeschlossen werden, ist aber wenig wahrscheinhich.

Diskussion -

Anders als z. B. Colletotrichum graminicola (PoLiTis 1976) oder Botrytis
cinerea (McKEEN 1974) u. a. ist C. beticola nicht in der Lage, die Cuticula
und Epidermiszellwand direkt zu durchdringen. Vielmehr sind die. Cerco-
spora-Hyphen darauf angewiesen, bei ihrem Wachstum auf der Blattoberfliche
eine gedffnete Spaltoffnung zu finden, um dort eindringen zu konnen.

Das Hyphenwachstum auf der Blattoberfliche kann durch physikalische
oder chemische Reize beeinflufit werden. Im Gegensatz zu den Verhiltnissen
bei verschiedenen Rostpilzen (WyNN 1976), bei denen in bezug auf die Ober-
flichenstrukturen des Blattes ein gerichtetes Wachstum der Keimschlduche
erfolgt, konnten bei C. beticola derartige Einfliisse nicht beobachtet werden.
Moglich wire dagegen eine Wirkung der in den Blattexsudaten der Pflanze
vorkommenden Substanzen, wie Kohlenhydrate, Aminosiuren, organische
Sduren u. a. (MORGAN et al. 1964).

Kovacs (1955) fand eine Keim- und Wachstumshemmung bei C. beticola
in gesammelten Tau und Regenwasser von Riibenblittern im Vergleich zu
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destilliertem Wasser. Der hemmende Einflu war bei den anfilligen Riiben-
sorten geringer, bei den resistenten Sorten dagegen stirker ausgeprigt. HARrRI-
SON et al. (1961) konnten nachweisen, dafl , Waschwasser von Riibenblittern
etne phenolische Komponente, Dopamin (3-Hydroxytyramin), enthilt, die das
Pilzwachstum hemmt. Dopamin konnte somit als priformierte fungitoxische
Substanz u. a. fiir die stirkere Wachstumshemmung der Hyphen auf resisten-
ten oder auch auf dlteren Riibenbldttern verantwortlich sein. Gegen Dopamin
als alleinigen Resistenzfaktor, sowohl auf der Blattoberfliche als auch im
Blattinnern, spricht allerdings ein relativ hoher Dopamingehalt einiger an-
falliger Riibensorten (HARRISON et al. 1970).

ScHNEIDER et al. (1975) konnten sogar eine Forderung des Hyphen-
wachstums von Cercospora canescens in Blattdiffusaten anfilliger Pflanzen
von Vigna unguiculata im Vergleich zu destilliertem Wasser nachweisen. Eine
Wachstumsminderung stellten sie dagegen in Diffusaten resistenter Pflanzen
von Vigna unguiculata fest. Die Wachstumshemmung konnte durch Zugabe
von Nihrlosung vermindert, aber nicht ganzlich aufgehoben werden.

Es scheint somit fiir Cercospora-Hyphen sowohl eine Wachstumshem-
mung z. B. durch fungitoxische Stoffe (Kovacs 1955, HarrISON et al. 1961,
HaRrrisoN et al. 1970), als auch eine Wachstumsférderung z. B. durch ein
unterschiedliches Substratangebot auf der Blattoberfliche méglich (ScHNEIDER
1975). Sortenspezifische Unterschiede in den Blattexsudaten kénnten dadurch
auch das Ausmafl der Penetration beeinflussen.

Das in unseren Versuchen beobachtete bessere Hyphenwachstum auf der
Oberfliche jiingerer Riibenblatter im Vergleich zu dlteren konnte deshalb
einerseits auf einem hoheren Substratangebot beruhen, das durch einen hdheren
Gesamtzuckergehalt jiingerer Ribenbldtter (Suzuki und MoRTIMER 1973)
verursacht wird und/oder andererseits von einer besseren Substratzuginglich-
keit beeinflufit werden, die auf eine noch nicht abgeschlossene Cutinisierung
und Suberinisierung der Epidermiszellwand zurickgeht (LUTTGE 1973). Eine
zusdtzliche Hemmung durch andere Substanzen auf alteren Blittern oder
durch spezifische Inhibitoren auf Blittern resistenter Sorten ist jedoch nicht
auszuschlieflen.

Der in unseren Versuchen festgestellte, vom Blattalter abhingige Befalls-
unterschied konnte eine gewisse Bedeutung fiir den Resistenzunterschied ein-
zelner Riibensorten haben. Bei Sorten mit einem schnelleren Blattbildungs-
vermogen erreichen die Blitter ein geringeres Alter. Das bedeutet, dafl sich mit
einer schnelleren Seneszens der Bldtter der Anteil der physiologisch jiingeren
Blicter je Pflanze erhoht und dadurch zu einer unspezifischen, schnelleren
Krankheitsentwicklung bei anfilligen Riibensorten beitragen konnte.

Nach der Sporenkeimung bedarf es hiufig erst der Bildung einer spezia-
lisierten Hyphenstruktur, bevor eine Penetration in den Wirt erfolgen kann
(ALLEN 1976). Die Bildung von Infektionsstrukturen kann wirtsspezifisch von
verschiedenen chemischen Stimulantien oder mechanisch von der Oberfldchen-
struktur ausgelost werden (ALLEN 1976). WynN (1976) zeigte beim Bohnen-
rost (U. phaseoli), dafl die Strukturen der Spalt6ffnung auf einem Kollodium-
abdrudk die Appressorienbildung induzieren kdnnen.
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Da wir bei C. beticola Hyphenwachstum iiber die Stomata hinweg ohne
Penetration oder Bildung einer Infektionsstruktur beobachteten, diirfte eine
Orientierung der Cercospora-Hyphen nach der Oberflichenstruktur auszu-
schlieflen sein. Hyphenabzweigungen unmittelbar neben oder iiber Spalt-
offnungen lassen vielmehr eine Reaktion der Hyphen auf einen Reiz ver-
muten, welcher erst beim Offnen der Stomata wirksam wird.

Vor der eigentlichen Penetration schwillt die Hyphe in den meisten Fillen
zu elnem sogenannten ,Protoappressorium® (EMMETT und PARBERY 1975) an.
Dieses ist selten durch ein Septum vom tibrigen Hyphenabschnitt getrennt. Die
Bildung eines Appressoriums (identisch mit Infektionsstruktur) bzw. einer
Infektionshyphe, wie Canova (1959) sie bezeichnet, scheint bei C. beticola
u.a. von dufleren Faktoren beeinflufit zu werden.

Nach Inkubation mit nichtlichen Feuchteperioden beobachtete RaTHAIAH
(1976) bei 99 % der Infektionsvorginge eine Appressorienbildung. Erfolgte
die Inkubation bei hoher Luftfeuchte dagegen wihrend des Tages, infizierten
82 % der Hyphen ohne Bildung einer Infektionsstruktur. Bei kontinuierlicher
Feuchtperiode (Tag und Nacht) hatten 50 % Penetrationen mit und 50 %
ohne Appressorium stattgefunden. RatHatan schliefit daraus, dafl C. beticola
in der Lage ist, durch geschlossene Stomata einzudringen, wenn vother ein
Appressorium gebildet wird.

Unsere Versuche mit Abscisinsdure (ABS), in denen bei Spaltenschlufl der
Stomata nach ABS-Behandlung eine Reduzierung der Bildung von Infektions-
strukturen und eine geringere Penetrationsrate gefunden wurden, sprechen
jedoch nicht fiir diese Annahme. Im Gegenteil, wir konnten ein Eindringen
der Hyphen nur bei gedffneten Stomata beobachten. Die 82 % direkten Pene-
trationen ohne Appressorium wihrend der ,kontinuierlichen® Feuchtperiode
in RatHa1al’s Versuchen lassen unserer Ansicht nach vielmehr den Schluff zu,
dafl gedffnete Stomata bei ausreichend hoher Luftfeuchtigkeit entweder keinen
Reiz auslosen oder, dafl unter diesen Bedingungen keine Notwendigkeit fiir
die Bildung von Infektionsstrukturen vor der Penetration besteht. Die Bil-
dung von Appressorien im Dunkeln konnte dagegen eine Ansammlung von
Cytoplasma im Hyphenschlauch und damit _ein Anschwellen iiber den des
nachts nicht ganz geschlossenen Spaltéffnungen (Canova 1959) sein, die zwar
auf Grund ihrer geringen Spaltenweite ein Eindringen nicht mehr ermdglichen,
aber trotzdem noch einen Reiz wirksam werden lassen und damit die Bildung
der Infektionsstruktur induzieren.

Die Penetration erfolgt dann anschliefend am Tage bei grofleren Spalt-
weiten und ist auf Grund der stomatiren Transpiration und des ,Rand-
effektes der Stomata (HEess 1974) wahrscheinlich auch bei geringerer duflerer
relativer Luftfeuchte noch moglich.

In einer neueren Arbeit ist RaTHalan (1977) ebenfalls der Ansicht, dafl
unterschiedliche Feuchtegradienten auf der Blattoberfliche in unmittelbarer
Nihe der Stomata die Penetrationsrate des Pilzes beeinflussen.

Rurrer (1971) konnte keine Korrelation zwischen Stomadichte und Resi-

stenzgrad verschiedener Riibensorten feststellen. Der vermehrte Stomakontakt
der Hyphen, und die damit verbundene hohere Penetrationsrate, die wir in
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unseren Versuchen auf den jiingeren Blittern im Vergleich zu den dlteren fan-
den, diirfte unserer Ansicht nach zu einem grofleren Teil auf das verbesserte
Hyphenwachstum und nur zu einem geringeren Teil auf die hohere Stoma-
dichte dieser Blatter zuriickzufiihren sein.

Der Infektionserfolg von C. beticola auf B. vulgaris wird zwar einerseits
von den Faktoren wie 1. Hyphenwachstum auf der Blattoberfliche, 2. Stoma-
dichte und Hiufigkeit des Stomakontaktes und 3. der Offnungsweite der
Stomata stark beeinfluflt, die wiederum in engem Zusammenhang zum Blatt-
alter stehen: andererseits scheinen diese Faktoren aber nur einen Teil der
Resistenzmechanismen abzudecken, welche die unterschiedliche Anfilligkeit
verschiedener Riibensorten erkliren konnten. Der Einflufl des Blattalters deutet
schon darauf hin, daf} weitere Resistenzmechanismen im physiologischen Be-
reich der Wirt-Parasit-Reaktionen zu suchen sind. Vor entsprechenden stoff-
wechselphysiologischen Untersuchungen erschien es uns daher sinnvoll, in einer
weiteren Arbeit zundchst das Verhalten der Hyphen im Blattgewebe zu ver-
folgen, um den Zeitpunkt des Einsetzens der Abwehrreaktionen der Pflanze

im Verlauf der Pathogenese zu erfassen (FEinDT, MENDGEN und HEITEFUSS
1981).

Zusammenfassung

Aus den Infektionsversuchen in Klimakammer und Gewichshaus mit
Cercospora beticola auf Zuckerriibe (Beta vulgaris) unterschiedlicher Anfillig-
keit und Resistenz geht hervor, dafl die geringere Anfilligkeit der resistenten
Riben sich erst mit zunehmendem Pflanzenalter manifestiert. Erst bei sieben
bis acht Wochen alten oder dlteren Pflanzen konnte die Unterscheidung zwi-
schen ,anfillig” und ,resistent® gemacht werden.

Latenzzeit und Befallsgrad zeigten eine deutliche Abhingigkeit vom
Blattalter. Jiingere Blitter resistenter Pflanzen erreichten den gleichen Befalls-
grad wie dltere Bldtter anfilliger Pflanzen.

Geringere Unterschiede in Konidienkeimung, Hyphenwachstum und Pe-
netrationsrate waren, unabhingig vom Resistenzgrad der beiden Sorten, auf
Blattern gleichen Alters nicht signifikant. Innerhalb einer Pflanze waren aller-
dings alle drei Parameter auf den ilteren Blittern im Vergleich zu den jiin-
geren signifikant vermindert.

Versuche mit Abscisinsdure (ABS) deuten darauf hin, dafl Cercospora-
Hyphen nur durch gedffnete Stomata eindringen. Der Befallsgrad war stark
reduziert, wenn die Blatter vor der Penetration des Pilzes mit ABS in nicht
fungitoxischen Konzentrationen behandelt worden waren.

Summary

The influence of stomatal opening
and leaf age on the infection by Cercospora beticola
in resistant and susceptible leaves of Beta valgaris

Plants of a resistant and a susceptible sugar beet (Beta vulgaris) cultivar
were inoculated with a spore suspension of Cercospora beticola to examine the
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infection process and disease severity under certain growth conditions in rela-
tion to host and leaf age. The results obtained in a growth chamber and/or
green house indicated, that the lower susceptibility of the resistant cultivar
becomes evident only with increasing plant age. Only with plants 7—8 weeks
old or more the differentiation between susceptible and resistant ones could
be made under the given growth conditions.

When single leaves were compared, fungal attack was severe on young
leaves but less on older leaves, independent of susceptibility, i.e. disease
severity was similar on young leaves of resistant plants compared to old
leaves of susceptible plants.

Spore germination, hyphal growth and penetration through stomata were
similar on leaves of the same age of either the resistant or the susceptible
cultivars, but were reduced on old leaves when compared with young leaves
of both cultivars.

Experiments with abscisic acid (ABA) indicated that penetration of
the Cercospora hyphae occurs only through open stomata. Treatment with
nonfungicidal concentrations of ABA reduced discase severity if applied to
the leaf before penetration of the hyphae.

Die Arbeit wurde aus Mitteln der GFP (Gesellschaft zur Forderung der privaten deut-
schen Pflanzenziichtung) gefordert.

Herrn Dipl. phys. R. STreY, Max-Planck-Institut fiir Biophysikalische Chemie in Got-
tingen, danken wir fiir die Moglichkeit zur Durchfithrung der Untersuchungen mit dem Raster-
elektronenmikroskop.
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