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Einleitung 1

1. EINLEITUNG

1.1 Der Apfelschorferreger Venturia inaequalis

Der Apfelschorf, die weltweit wichtigste Mykose im Apfelanbau, wird durch den
Ascomyceten Venturia inaequalis (Cke.) Wint. (Anamorph: Spilocaea pomi (Fries))
verursacht. Der Apfelschorf (engl. apple scab) ist insbesondere in gemaligten
Gebieten mit kuhlem, feuchtem Fruhjahr eine ernsthafte Bedrohung (MacHardy,
1996) und kann ohne PflanzenschutzmalRnahmen zum vdlligen Verlust der Ernte
fuhren (Vukovits, 1980). Der wirtschaftlich bedeutsamste Wirt ist der kultivierte Apfel
Malus sylvestris var. domestica (Borkh.). Der Okonomische Schaden durch
Apfelschorf entsteht vornehmlich durch die Beeintrachtigung von Fruchtqualitat und
Fruchtwachstum. Schwerer Schorfbefall der Blatter schwacht den Baum, so dass im
nachsten Jahr die Blutenansatze stark vermindert werden (Bailey, 1895). Die
Symptome sind besonders an Blattern, Bluten und Frichten zu sehen, seltener an
Zweigen. Auf der Blattoberseite bilden sich annahernd kreisformige, hell-olivgrine
Flecken mit samtartiger, grauer Oberflache (Paul, 1981). Mit fortschreitendem
Befallsverlauf verfarben sich die Flecken braunschwarz und entwickeln eine scharfe
Begrenzung. Auf der Blattunterseite sind die Lasionen meist diffus mit schwach
sichtbaren Begrenzungen (Aderhold, 1896). Die Blatter zeigen Verzwergung,
Verdrehung und kdnnen vorzeitig abfallen, da sie durch die Zerstérung der Cuticula
an den Schorflasionen vertrocknen (Vukovits, 1980). Befallene Frichte zeigen erst
olivfarbene, spater dunkelbraune und verkorkte Flecken. Durch Ausbildung von
Korklagern unterhalb der Flecken kann die Frucht deformiert werden, da die
Korkbereiche nicht mitwachsen (Wallace, 1913). Der Apfelschorfpilz Gberwintert im
Falllaub in Form der unreifen Fruchtkorper. Die sexuelle, saprophytische Phase
beginnt im Herbst mit dem Einwachsen der Hyphen ins Blattgewebe und der
Entwicklung der Pseudothecien (Wiesmann, 1932). Im Friahjahr reifen die ersten
Pseudothecien und entlassen die Ascosporen, die auf den jungen Blattern und
BlUtenteilen zu den Primarinfektionen fuhren (Wallace, 1913; Frey & Keitt, 1925; Keitt
& Jones, 1926) (Abb. 1). Die Ascosporenausschleuderung ist eng an die
Wirtsentwicklung im Frahjahr geknupft und die meisten Sporen werden zwischen
Blutenoéffnung und Abblihen ausgestolRen (Frey & Keitt, 1925; Miller & Waggoner,
1958; Brook, 1976; Gadoury & MacHardy, 1982a). Durch Wind werden die Sporen
auf die jungen Blatter und Blutenknospen getragen, wo sie anhaften und keimen
(Vukovits, 1980). Nach der Etablierung der Infektion beginnt die parasitische
asexuelle Phase. Die subcuticularen Hyphen bilden Konidiophoren, die durch Risse
in der Cuticula Uber die Blattoberflache ragen. Die Konidiophoren schniren
nacheinander mehrere einzellige Konidien ab. Sie werden durch Regen
abgewaschen und fuhren zu Sekundarinfektionen (Gupta, 1992).
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Abb. 1: Der Entwicklungszyklus von V. inaequalis auf seinem Wirt (Malus). 1: Primarbefall an jungen
Laub- und Kelchblattern durch Ascosporen; 2 - 4. Sekundarbefall an Blattern und Friichten durch
Konidien, die von subcuticularem Myzel (4) gebildet werden; 5: Beginn der saprophytischen Phase mit
Eindringen des Myzels in das Blattinnere nach Blattfall; 6: Gberwintertes, mit Myzel durchwachsenes
Blatt; 7: reifes Pseudothecium mit Asci; 8: freigesetzte Ascosporen (nach Paul, 1981).
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Abb. 2: Schnitt durch ein
Uberwintertes Apfelblatt mit
Pseudothecium von V.
inaequalis (nach Miller &
Loeffler, 1982).

Pseudothecien- und Ascusentwicklung

Morphologie und Differenzierung

Die Form der Pseudothecien (90-150 pym) ist rund bis
flaschenférmig mit kurzem Hals. Die Offnung, das
Ostiolum, ragt Uber die Blattoberflache der dem Boden
abgewandten Blattseite (Gadoury & MacHardy, 1985)
und kann von schwarzen, spitz zulaufenden 25 — 75 ym
langen Borsten, den Setae, umgeben sein (Wallace,
1913) (Abb. 2). Diese Borsten sind dickwandige
Auswilchse der Pseudothecienwandung, sie kdnnen in
ihrer Anzahl variieren oder vollstandig fehlen (Aderhold,
1896). Die Pseudothecienwand besteht aus 3-4
Schichten  dickwandiger, pseudoparenchymatischer
Zellen (Gupta, 1992). Ein Pseudothecium enthalt 100-
140 Asci (Gadoury & MacHardy, 1986), die von hyalinen
Paraphysen umgeben sind. Die Asci (38-67 x 6-12 um)
wachsen aus den am Boden des Fruchtkorpers
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befindlichen ascogenen Hyphen und enthalten je acht zweizellige, hell-olivgrine
Ascosporen (13-16 x 6-8 um) (Vukovits, 1980). Die charakteristische Sporenform
entsteht durch die ungleiche GroRRe der beiden Zellen. Die kleinere ist etwas breiter
und endet in einer kleinen Spitze, die groRere ist abgerundet. An der Querwand ist
die Spore etwas eingeschnurt (Aderhold, 1896). Der bitunicate Ascus besteht aus
zwei unabhangigen Wandteilen, dem steifen dickwandigen Exoascus und dem
dinnwandigen dehnbaren Endoascus. Beide Tunicen besitzen parallel zur
Grenzschicht des Protoplasten angeordnete Mikrofibrillen. Die Mikrofibrillen im
Exoascus erreichen ihre maximale Dehnung zum Zeitpunkt der Sporenreife. Im
Endoascus sind die Mikrofibrillen zu langsverlaufenden Bundeln zusammengefasst
und an ihren Enden etwas gebogen, wodurch der Endoascus quergebandert
erscheint und eine erhebliche Streckung ermoglicht wird (Muller & Loeffler, 1982).

Die Pseudothecienanlage entsteht zunachst als kugeliger Zellverband aus einer
Hyphe durch Einrollen an der Spitze (Oberhofer, 1985). In den
Pseudothecienanlagen entwickeln sich Ascogonien und sterile Pseudoparaphysen.
Antheridien eines kompatiblen Paarungstyps wachsen zu den Ascogonien und die
Trichogyne des Ascogoniums legt sich an ein Antheridium (Muller & Loeffler, 1982).
Nach Plasmogamie und Kernpaarung entstehen ascogene dikaryontische Hyphen.
Diese Hyphen differenzieren durch Hakenbildung die Asci. Im jungen Ascus erfolgt
zunachst Karyogamie, daraufhin streckt sich der Ascus und der Kern teilt sich
meiotisch, wodurch vier haploide Kerne entstehen. Sofort danach teilen sich die vier
Kerne zweimal mitotisch, wobei acht zweizellige Ascosporen gebildet werden
(MacHardy, 1996).

1.2.2 Einflisse von Umweltfaktoren auf die Pseudothecienreifung

Die Mehrheit der Pseudothecien wird innerhalb der ersten vier Wochen nach Blattfall
angelegt. Im Herbst entwickeln sich zunachst die Ascogoniuminitialen und ftllen sich
mit Pseudoparaphysen. Im Winter folgt eine Ruhephase aufgrund der tiefen
Temperaturen, bevor die Reifung der Asci mit dem Temperaturanstieg im Fruhjahr
beginnt. Essentiell fir die Initiation und Entwicklung der Pseudothecien sind hohe
Feuchtigkeit und niedrige Temperaturen (O’Leary & Sutton, 1986). In trockenen
Blattern entwickeln sich keine Pseudothecien (Wilson, 1928) bzw. bleiben in ihrer
Entwicklung stehen (James & Sutton, 1982). Die Anzahl der im Herbst angelegten
Pseudothecien ist umgekehrt proportional zur Temperatur zwischen 4 und 20°C
(Gadoury & MacHardy, 1982b). Die fur die jeweilige Entwicklungsstufe optimale
Temperatur steigt graduell an. Die optimale Temperatur flr die GréRenentwicklung
der Pseudothecien wahrend der ersten vier Wochen nach Blattfall liegt bei 10°C, zur
Zeit der Ascosporenreife bei 20°C (Gadoury & MacHardy, 1982b). Wiesmann (1932)
beobachtete eine bestmdgliche Pseudotheciumreifung von der Pra-Ascusphase zum
Zeitpunkt der Ascosporenreife mit 11 Tagen bei 17°C. Bei 0°C ist die
Pseudothecienentwicklung verlangsamt (68 Tage), oberhalb von 24°C degenerieren
die Pseudothecien (James & Sutton, 1982). Die Anpassung an die unterschiedlichen
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Durchschnittstemperaturen im Herbst, Winter und Fruhjahr fahrt zu einer
Synchronisation zwischen der Entwicklung des Wirts und des Erregers, so dass die
ersten Asci mit Beginn des Knospenaufbruchs reif sind (MacHardy, 1996). Apfelsorte
und Zeitpunkt des Blattfalls haben keinen Effekt auf die Pseudothecienentwicklung
(Hirst & Stedman, 1962b; James & Sutton, 1982).

1.3  Ascosporenausschleuderung bei V. inaequalis

1.3.1 Vorgange bei der Sporenausschleuderung

Die Asci von V. inaequalis sind zur aktiven Sporenausschleuderung fahig (Aderhold,
1896). Bevor die Ascosporen ausgestolen werden konnen, mussen die
Pseudothecien von Wasser durchtrankt werden (Hirst & Stedman, 1962a; Brook,
1969a). Bei der Wasseraufnahme durch Osmose steigt in der basalen Vakuole des
Ascus der Druck an, der Endoascus streckt sich und der starre Exoascus reil3t am
apikalen Ende (Muller & Loeffler, 1982). Der Endoascus schiebt sich ca. 40 ym durch
das Ostiolum, bis die ersten zwei bis drei Sporen sichtbar werden, die in einer Linie
angeordnet sind. Nach funf bis sechs Sekunden reil3t er an der Spitze und die
Sporen werden durch den Innendruck in rascher Folge nacheinander
ausgeschleudert, der leere Ascus zieht sich ins Innere zurick (Wiesmann, 1932). Es
konnen mehrere Asci zur gleichen Zeit durch das Ostiolum nach aulden treten, aber
die Sporenentladung der einzelnen Asci geschieht nacheinander (Brook, 1969a). Bei
Windstille wurden Schleuderweiten in die Luft zwischen 0,1 und 8,1 mm (Maximum
13,2 mm) gemessen, wahrend in Wasser Distanzen von 0,2 bis 0,25 mm
zuruckgelegt werden (Aylor & Anagnostakis, 1991). Wenn das Ostiolum durch einen
dinnen Wasserfilm bedeckt ist, schiebt sich die Ascusspitze Uber das Wasser und
entlasst die Sporen in die Luft. Extension und Ausschleuderung sind dann in nur 3,5
Sekunden abgeschlossen. Ist das Blatt von einem dickem Wasserfilm bedeckt,
braucht ein Ascus 45-120 Sekunden, um sich aus dem Ostiolum zu schieben und die
Sporen ins Wasser zu entlassen (Brook, 1969a). Gelangen Sporen durch einen
Wasserfilm an die Luft, so haben sie ihre Energie zum gréf3ten Teil verloren und
legen nur noch sehr kurze Distanzen zurtick (MacHardy, 1996).

1.3.2 Hemmung der Sporenausschleuderung

Damit ein reifer Ascus Sporen ausstof3en kann, muss ein hydrostatischer Druck
aufgebaut werden. Die Wasseraufnahme in den Ascus verlauft durch Diffusion von
Wasser durch die Ascusmembran. Dafur muss das Wasserpotential des Ascus
niedriger sein als das der umgebenden Losung. Das osmotische Potential des reifen
Ascus wurde durch Tauchen in Saccharoselésungen verschiedener Konzentrationen
und mikroskopische Beobachtung der Asci bestimmt. Die Saccharose-Konzentration,
bei der kein Wasser mehr in den Ascus diffundieren kann, wurde mit 2,0 - 2,5 molal
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angegeben und entspricht ndherungsweise dem osmotischen Potential im Ascus
(Aylor & Anagnostakis, 1991).

In der Vergangenheit wurden zahlreiche Verbindungen untersucht, mit denen die
saprophytische Phase von V. inaequalis in Herbst und Fruhjahr bekampft werden
kann. Getestet wurden u. a. die Kontaktfungizide DODINE und CAPTAN (Connor &
Heuberger, 1968; Gadoury et al., 1989), die Fungizide BENOMYL und Thiophanat-
methyl (Miller, 1970; Burchill, 1972; Gadoury et al., 1989) und Sterol-
Biosyntheseinhibitoren (Gadoury & MacHardy, 1984; Gadoury et al., 1989). Unter
den anorganischen Verbindungen waren Ammoniumsulfat, Phenylquecksilberchlorid
und Dinitroorthokresol (Keitt et al., 1941; Hutton, 1954; Hirst & Stedman, 1962b).
Auch verschiedene als Duingemittel eingesetzte Verbindungen wurden getestet,
Harnstoff (Burchill et al., 1965; Burchill, 1968; Miller, 1970), Kalk und Kaliumphosphat
(Miller & Rich, 1968). Hierbei wurde stets auf die Abtdétung bzw. Unterdrickung der
Reifung von Fruchtkérpern gezielt (Miller, 1970; Gadoury & MacHardy, 1984;
Gadoury et al., 1989). Der Effekt der Behandlungen wurde durch die Quantifizierung
ausgeschleuderter Ascosporen im Fruhjahr im Vergleich zu unbehandelten Blattern
ermittelt. Eine Reduktion der Ascosporenproduktion um 90-100 % gegenuber der
Kontrolle wurde durch Dinitroorthokresol, Ammoniumsulfat (Hirst & Stedman, 1962b),
BENomYL (Burchill et al., 1965; Connor & Heuberger, 1968; Miller, 1970), Thiophanat-
methyl und Sterol-Biosyntheseinhibitoren (Gadoury et al., 1989) bewirkt. Weniger
effektiv, mit Reduktionen zwischen 20 und 70 %, waren Phenylquecksilberchlorid
(Hirst & Stedman, 1962b), Harnstoff (Miller, 1970), Kalk und Kaliumphosphat (Miller
& Rich, 1968) sowie DODINE und CAPTAN (Gadoury et al., 1989). Die inhibitorische
Wirkung der oben aufgefuhrten Verbindungen auf den eigentlichen Vorgang der
Sporenausschleuderung wurde jedoch nicht untersucht. Basische Phosphatpuffer,
die einen pH-Wert von mehr als 7,5 auf der Blattoberflache bewirken, verhindern die
Bildung von Pseudothecien (Cook, 1969), aber es ist bisher nicht bekannt, ob durch
basischen oder sauren pH der Ascosporenausstol} unterbunden wird. Antibiotika, die
in die DNA-Replikation, Transkription oder Translation eingreifen, oder
Verbindungen, die z.B. die Energiegewinnung der Zelle oder die
Membraneigenschaften beeinflussen, wurden bisher nicht als potentielle Hemmstoffe
der Ascosporenemission untersucht. Desgleichen wurde bisher keine Untersuchung
veroffentlicht, in der die Wirkung von Inhaltsstoffen der Uberwinterten Apfelblatter auf
die Sporenausschleuderung analysiert wurde. Im Zusammenhang mit der
Schorfresistenz des Apfels wurden verschiedene phenolische Verbindungen im
Apfelblatt identifiziert (Mayr et al., 1997; Michalek & Treutter, 1998) und eine
inhibitorische Wirkung durch phenolische Stoffe auf Proteine und Enzyme des Pilzes
in vitro konnte festgestellt werden (Golba et al., 2000).
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1.4 Ursachen von Sporenfreisetzung und -verbreitung

1.4.1 Effekt von Wasser, Wind und anderen Umweltfaktoren auf Pilze

Bereits seit mehr als einem Jahrhundert ist die Sporenfreisetzung der Pilze Objekt
umfassender Erforschung. Der Prozess der Sporenfreisetzung und -verbreitung ist
fur den Fortbestand eines Pathogens von existenzieller Bedeutung, da er die Spore
zum Infektionsort befordert (Meredith, 1973). Er ist gleichzeitig der kritische Punkt im
Leben eines phytopathogenen Organismus, da oft groRere Entfernungen
zuruckgelegt werden mussen und die Spore den Wirt in keimfahigem Zustand
erreichen muss. Die Mechanismen der Sporenverbreitung bei vielen
phytopathogenen Pilzen sind bekannt (Ingold, 1971) und eine Vielzahl von
Umweltfaktoren, die an der Sporenfreisetzung beteiligt sind bzw. den Vorgang
beeinflussen, wurden identifiziert: Wind, Wasser, Temperatur, Luftfeuchtigkeit, Licht,
Vibration und elektrostatische Ladung. Ist die Sporenfreisetzung passiv, wird die
notwendige Energie von Wasser, Wind oder Tieren aufgebracht. Bei aktiver
Sporenfreisetzung liefert der Pilz selbst die Energie, ist aber wiederum auf
auslésende Umweltfaktoren angewiesen.

Wasser und Wind sind die wichtigsten Umweltfaktoren fur die Freisetzung und
Verbreitung vieler Pilzsporen und sind oft beide zu wechselnden Anteilen beteiligt
(Fitt et al., 1989; Aylor, 1990). Die fur die Freisetzung passiv verbreiteter Sporen
notwendige Windgeschwindigkeit variiert von Pilz zu Pilz (Meredith, 1973). Die
Sporen von Botrytis cinerea werden schon bei 1,6 km/h freigesetzt, wahrend Sporen
von  Fusarium culmorum oder Phytophthora infestans selbst durch
Windgeschwindigkeiten von 12 km/h nicht freigesetzt werden (Stepanov, 1935).
Windbéen kénnen die Effektivitat der Konidienfreisetzung von Passalora personata
stark erhohen (Wadia et al.,, 1998). Windkanalstudien mit Puccinia graminis zeigten
einen linearen Zusammenhang zwischen Windgeschwindigkeit und
Sporenfreisetzung ab 4,5 km/h (Smith, 1966). Windverbreitete Sporen, z.B. von
Cladosporium spp., Penicillium spp. oder Puccinia coronata, sind typischerweise
rund und besitzen eine dicke, oft gefarbte Zellwand, die sie vor Austrocknung
schitzt, und eine raue Oberflache, die mdglicherweise die aerodynamischen
Eigenschaften und/oder die Haftung auf der Wirtsoberflache nach der Landung
verbessert (Fitt et al., 1989). Wind spielt bei Verbreitung von Schorfsporen eine
wichtige Rolle: der Apfelschorfpilz ist auf Luftstromungen angewiesen, mit denen die
aktiv ausgeschleuderten Ascosporen auf junge Blatter und Bluten getragen werden
(Aylor, 1998). Die Wand der V. inaequalis Ascosporen ist dick aber glatt und kann
fest auf dem jungen Wirtsgewebe anhaften (Gupta, 1992). Ascosporen von V.
inaequalis sorgen im Allgemeinen nur in ihrem Ursprungsgebiet fur erneute
Schorfinfektionen (Burchill, 1966). Der Sporeneintrag aus entfernten Anbaugebieten
ist vernachlassigbar, da die Sporenkonzentration mit wachsender Entfernung rasch
abnimmt und spielt nur in Ausnahmefallen bei besonders hohem Sporenpotential und
geringer Entfernung eine Rolle (Aylor, 1998).
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Bei der Spritzwasserverbreitung durch Regentropfen handelt es sich um eine weitere
haufige Form der passiven Sporenfreisetzung. Beim Aufprall auf einen
sporulierenden Pilz wird ein Wassertropfen in viele kleine Tropfchen zerlegt, in denen
Sporen eingeschlossen und verbreitet werden. Phytopathogene Pilze mit
Spritzwasserverbreitung produzieren in Schleim eingebettete, diinnwandige Sporen,
die in trockenem Zustand auf der Pflanzenoberflache haften und bei Regen leicht
losgelost werden. Sporen dieser Pathogene, u. a. Gloeosporium spp., Fusarium spp.,
Pseudocercosporella herpotrichoides und Septoria nodorum, befinden sich im
Allgemeinen nur wahrend eines Regenereignisses in der Luft und werden nicht
weiter als einen Meter von der Inokulumquelle verteilt (Meredith, 1973; Fitt et al.,
1989). Regentropfen sind auch an der Verbreitung von normalerweise wind-
verbreiteten Sporen, z.B. der beiden Rostpilze Puccinia recondita f. sp. tritici und P.
striformis an Weizen (Geagea et al., 1999), beteiligt, indem der Tropfeneinschlag
eine Luftverwirbelung oder eine Vibration hervorruft, wodurch die Spore geldst wird
(Hirst & Stedman, 1963; Wadia et al., 1998). Dieses Prinzip kommt auch bei den
grollen Fruchtkorpern der Boviste und Staublinge (Ordnung Lycoperdales) zum
Ausdruck, hier werden Sporen durch den Aufprall von Regentropfen auf den
Fruchtkorper durch einen Blasebalgmechanismus ausgeschleudert. Umgekehrt
konnen durch Spritzwasserverbreitung in die Luft geschleuderte Sporen vom Wind
weitergetragen werden (Fitt et al., 1989). Das gilt auch fir die Konidien von V.
inaequalis, die durch Regen von ihren Konidientragern abgewaschen werden (Frey &
Keitt, 1925; Keitt & Jones, 1926). Die Sporangien von Phytophthora spp. zeigen
Charakteristika beider Gruppen und koénnen wahrscheinlich durch Spritzwasser
(Grove et al., 1985) oder trocken verbreitet werden (Hirst, 1953).

Die aktive Freisetzung von Pilzsporen ist auf auslésende Umweltfaktoren
angewiesen. Bei Drechslera gigantea (Meredith, 1963a) sowie Arten von Alternaria,
Helminthosporium und Cladosporium (Meredith, 1963b) ist der auslosende Faktor ein
Ruckgang der Luftfeuchtigkeit, wahrend die Freisetzung von Konidien bei Pyricularia
oryzae und P. grisea am starksten durch ansteigende Luftfeuchtigkeit induziert wird
(Ingold, 1964; Leach, 1980a). Konidienfreisetzung bei D. turcica und D. maydis kann
sowohl durch ansteigende als auch abfallende Luftfeuchtigkeit ausgelost werden
(Leach, 1980b). Bei D. turcica und D. maydis wirken neben der Luftfeuchtigkeit auch
Rot-Infrarotstrahlen (Leach, 1975; 1980c) sowie Vibrationen (Leach, 1980b)
induzierend und auch P. oryzae antwortet auf Vibration, ausgelést durch
Regenschauer oder Windbewegungen, mit heftigem Sporenausstof3 (Leach, 1980a).
Fur D. turcica wurde die Beteiligung eines elektrostatischen Mechanismus an der
Sporenfreisetzung gezeigt. Die Konidien von D. turcica sind negativ geladen und
werden von der gleich polarisierten Lasion abgestolden. Durch Neutralisierung der
Ladung an der sporulierenden Lasion kann man den Konidienausstol3 stoppen
(Leach, 1980d). Auch bei D. maydis, P. oryzae und Stemphylium botryosum wird
dieser Mechanismus vermutet.
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Unter den Ascomyceten befinden sich zahlreiche phytopathogene Pilze, die ihre
Ascosporen aktiv ausschleudern, als Antwort auf Veranderungen des Wassergehalts
durch Tau, Regen und Luftfeuchtigkeit. Wie bei den o. g. Pilzen dient absinkende
Luftfeuchtigkeit bei Sordaria fimicola (Ingold & Marshall, 1962) und Calonectria
crotalariae (Rowe & Beute, 1975) als Ausléser. Unter Freilandbedingungen ist ein
Absinken des Dampfdrucks bei Tagesanbruch normalerweise mit einer Zunahme der
Luftbewegung verknUpft, wodurch die Verbreitung der Sporen begunstigt wird. In den
mit Schleim gefullten Perithecien von C. crotalariae entsteht bei sinkender
Luftfeuchtigkeit ein hydrostatischer Druck, der zum ,Auspressen® der Ascosporen
aus dem im Ostiolum befindlichen Ascus fuhrt (Rowe & Beute, 1975). Bei vielen
Ascomyceten, darunter V. inaequalis, kann der Ascosporenausstol} erst nach
ausreichender Wasseraufnahme des Fruchtkorpers beginnen (vgl. 1.3.1 und 1.4.2.4).
Der Sporenausstol? dieser Pathogene ist infolgedessen eng an hohe Luftfeuchtigkeit
und/oder das Vorhandensein freien Wassers geknUpft. FUr Anisogramma anomala
auf Haselnuss, den Holzfauleerregern an Apfelbaumen Botryosphaeria dothidea und
Physalospora obtusa sowie Ophiobolus graminis an Weizen wurde eine
Abhangigkeit des Sporenausstolies von Regenfallen berichtet. Sporen werden nur
wahrend oder kurz nach Regenfallen nachgewiesen, wahrend Tau den
Sporenausstol nicht induzieren kann (Samuel & Garrett, 1933; Sutton, 1981;
Pinkerton et al.,, 1998). Bei Mycosphaerella pinodes in Sldaustralien wird
Sporenausstoly durch Bewasserung bzw. Regen, aber auch durch Tauperioden in
der Nacht induziert (Carter & Moller, 1961; Carter, 1963). Apiosporina morbosa
bendtigt zum Sporenaussto} mindestens 0,25 mm Regen, aber wahrend drei
Tauperioden hintereinander wurden ebenfalls relativ groRe Sporenmengen gefangen
(McFadden-Smith et al., 2000). Bei C. crotalariae existiert neben der aktiven
Ascosporenausschleuderung auch Spritzwasserverbreitung. Die Sporen treten in
einem Schleimtropfen aus dem Ostiolum und kdnnen durch Tropfeneinschlag
verbreitet werden (Rowe & Beute, 1975). Die Kombination der beiden verschiedenen
Freisetzungs-Mechanismen tritt auch bei A. anomala, Valsa leucostoma sowie P.
obtusa und B. dothidea auf (Bertrand et al., 1976; Sutton, 1981; Pinkerton et al.,
1998).

Im Allgemeinen ist wahrend des Tagesverlaufs eine bestimmte Abfolge des
Sporenflugs verschiedener Pilze zu beobachten, das heildt die meisten Pilzsporen
sind vorrangig zu bestimmten Tageszeiten in der Luft nachzuweisen (Hirst, 1953;
Gregory, 1973). Diese diurnale Periodizitat des Sporenflugs vieler Pilze ist auf den
Einfluss verschiedener Umweltfaktoren auf den Sporenausstoly zurtckzufihren.
Pilze, die auf abfallende Luftfeuchtigkeit zur Sporenausschleuderung angewiesen
sind wie Deightoniella torulosa (Meredith, 1961), verbreiten ihre Sporen zwischen 7
und 12 Uhr, wenn steigende Tagestemperaturen den Tau trocknen lassen.
Ascomyceten, die auf das Vorhandensein freien Wassers angewiesen sind,
verbreiten ihre Sporen oft nachts, wenn Tau maximal ist, oder am Tag kurz nach
Regenperioden (Carter, 1963; Meredith, 1973; Sutton, 1981; Pinkerton et al., 1998).
Auch bei V. inaequalis wird eine diurnale Periodizitat der Ascosporenkonzentration in
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der Luft beobachtet (vgl. 1.4.2.2). Circadiane Rhythmen wurden bisher nicht nur bei
Tieren und Pflanzen, sondern auch bei Bakterien und Pilzen untersucht. Ein
Modellorganismus fur die circadiane Steuerung verschiedener Vorgange ist der
Ascomycet Neurospora crassa (Feldman & Dunlap, 1983), bei dem u.a. die DNA-
und RNA-Synthese, Enzymaktivitat oder asexuelle Sporenbildung durch eine innere
Uhr gesteuert werden. Ein direkter Lichteinfluss auf das Wachstums- bzw.
Sporenausstol3verhalten ist von den zwei Gattungen Phycomyces und Pilobolus
(Abteilung Zygomycota) bekannt, deren Sporangien Phototropismus zeigen (Muller &
Loeffler, 1982; Lipson et al., 1983).

1.4.2 Einflusse auf den AscosporenausstoB bei V. inaequalis

1.4.21 Temperatur

Die Umgebungstemperatur hat Gber einen weiten Bereich keine Auswirkungen auf
die Emission der Ascosporen. Keitt & Jones (1926) beobachteten
Ascosporenausschleuderung bei Temperaturen zwischen 0,5 und 32°C und konnten
kein Temperaturoptimum feststellen. Windkanalstudien und Freilandaufzeichnungen
zeigten eine Verzogerung des SporenausstoRes unter 10°C (Hirst & Stedman,
1962a; MacHardy & Gadoury, 1986). Die Verzdgerungsdauer ist umgekehrt
proportional zur Temperatur: bei 4-6°C ist der Beginn des Sporenausstoldes um ein
bis zwei Stunden verzogert, bei 2°C um Uber drei Stunden. Erst unter 2°C kommt der
Ascosporenausstoly fast vollstandig zum Erliegen. Bei Temperaturen nahe dem
Gefrierpunkt ist zudem die Ausstol3rate verringert und infolgedessen kommt es zur
Reduktion der absoluten Sporenmenge, die in die Luft freigesetzt wird (Stensvand et
al., 1997).

1.4.2.2 Lichteinfluss und diurnale Periodizitat des SporenausstoRes

Der Sporenausstol3 bei Dunkelheit oder Licht mit Wellenlangen unter 620 nm (blau
und grun) ist sehr gering. Durch Wellenlangen zwischen 625-725 nm und besonders
im Fernrotbereich von 710-730 nm wird starke Sporenemission ausgeldst (Brook,
1969b; 1975; Gadoury et al., 1998). Die Beleuchtung mit Fernrot zeigt die gleiche
Wirkung wie kiinstliches Tageslicht (Stensvand et al., 2000). Lichtintensitaten ab
0,5uW/cm? bei 725 nm reichen aus, um Sporenausstof auszuldsen (Gadoury et al.,
1998). Der Sporenausstol} steigert sich drei bis sechs Stunden nach Sonnenaufgang
auf ein Maximum (Frey & Keitt, 1925; MacHardy & Gadoury, 1986). Die Zunahme
des Sporenausstol3es ist auf eine intrinsische Steigerung der Ausstof3rate mit der
Zeit zurtckzufihren (Gadoury et al., 1998). Obwohl es Belege flir eine Abhangigkeit
des SporenausstofRes von der Lichtintensitat gibt (Gadoury et al., 1998), wurde bei
0,5 pW/cm? und 25 uW/cm? die gleiche AusstoRrate gemessen (Gadoury et al.,
1994) und somit keine Abhangigkeit von der Lichtintensitat festgestellt. Die
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Steigerung des Sporenausstol3es ist demnach eine Folge der Zunahme der Zahl der
auf Licht ansprechenden Pseudothecien (MacHardy, 1996).

Zahlreiche Freilandstudien lieferten ein Ubereinstimmendes Bild der diurnalen
Periodizitat des Sporenflugs. Der Hauptteil der Ascosporen in Regenzeiten wird am
Tag gefangen, der nachtliche Sporenanteil liegt zwischen 0,5 und 15 % des
gesamten Ascosporenausstolles einer Saison (Keitt & Jones, 1926; Hirst &
Stedman, 1962a; Brook, 1966; MacHardy & Gadoury, 1986; Aylor & Sutton, 1992;
Kohl et al., 1994). Eine Ausnahme wird aus Kanada berichtet, dort wurden 1991 20
% der jahrlichen Ascosporen bei Nacht gefangen (Warner & Braun, 1992).

1.4.2.3 Physiologischer Zustand

Gadoury et al. (1998) stellten bei Windkanalversuchen fest, dass durch die Zufuhr
von unnaturlich trockener Luft (10-15 % rF) wahrend eines simulierten
Regenereignisses die Unterdrickung des SporenausstoRes bei Dunkelheit
verhindert wurde. Umgekehrt konnte durch die Zufuhrung feuchter Luft (90-94 %) im
Windkanal ein zur Natur vergleichbares Verhalten des Ascosporenausstol3es erlangt
werden. Die unnaturlich niedrige Luftfeuchtigkeit wurde als Ursache fur die von der
Natur abweichenden Ergebnisse in der Umweltkammer angefuhrt (Gadoury et al.,
1998). Die diurnale Periodizitat der Sporenausschleuderung liel3 in Freilandstudien
mit kunstlicher Benetzung zum Ende der Sporenflugsaison ebenfalls nach. Diese
Stérung des Hemmmechanismus war erst zu beobachten, nachdem 90 % des
jahrlichen Ascosporenpotentials freigesetzt waren (Gadoury et al., 1998). Die
Akkumulation reifer Ascosporen wahrend langer regenfreier Phasen kann laut
Stensvand et al. (1998) zur Freisetzung relativ groRer Sporenmengen in Tauperioden
fuhren, eventuell gekoppelt mit den von Gadoury et al. (1998) beobachteten
Seneszenzeffekten. Die Lagerung verschorfter Blatter unter hoher Luftfeuchtigkeit
nach einmaliger Benetzung veranderte das Ausstol3verhalten der Pseudothecien in
den Studien von Gadoury et al. (1998). Mit jedem weiteren Inkubationstag stieg die
Bereitschaft zum Sporenausstol3 bei Dunkelheit. Bei Inkubationsversuchen von
Kollar (2000) wurden Uberwinterte verschorfte Blatter flr ein bis zwei Wochen bei
20°C und hoher Luftfeuchtigkeit inkubiert. Es war eine Beschleunigung der
Pseudothecienreifung im Vergleich zu im Freiland gelagerten Blattern erkennbar,
aber es wurde kein verandertes Ausschleuderverhalten bei der verwendeten
Quantifizierungsmethode beobachtet.

1.4.24 Regen und Taunasse

Blattnasse ist der wichtigste Faktor fur die Sporenausschleuderung bei V. inaequalis
(Brook, 1969a). Die Benetzung pseudothecientragender Blatter durch Regen wurde
als Voraussetzung fur signifikanten Sporenausstol} betrachtet (Frey & Keitt, 1925;
Keitt & Jones, 1926; Wiesmann, 1932). Da die Sporen von V. inaequalis aktiv
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ausgeschleudert werden, liefert der Regen nicht die bendtigte Energie wie bei der
Spritzwasserverbreitung. Demzufolge wurde der Regen als ein Nasseereignis
angesehen, das zur Durchtrankung der Blatter fuhrt. Tau wurde wegen seiner
fehlenden Wirkung auf die Sporenausschleuderung zunachst als nicht ausreichendes
Nasseereignis dargestellt (Keitt & Jones, 1926; Wiesmann, 1932). Die bendtigten
Regenmengen indessen sind sehr gering. In Windtunnelversuchen wurde schon ab
0,05 mm Regen Sporenausstold gemessen und 0,2 mm genugten fur starken
Sporenausstol (Hirst & Stedman, 1962a). Auch in Freilandstudien konnten
Ascosporen nach 0,1 mm Niederschlag in der Luft gefangen werden (Brook, 1966).
Andererseits konnte in 10-jahrigen Studien in Dossenheim keine Sporenemission in
Tauperioden festgestellt werden (Kohl, 1993; Kohl et al., 1994; Kollar 1996-2000).
Weltweit wurde bisher bei Tau kein oder nur unbedeutender Ascosporenflug
beobachtet (Frey & Keitt, 1925; Keitt & Jones, 1926; Miller & Waggoner, 1958;
Moore, 1958; Hirst & Stedman, 1962a; Brook, 1969a; MacHardy & Gadoury, 1986).
Der einzige Bericht, in dem vergleichsweise hohe Anteile des jahrlichen Inokulums
(bis zu 26 %) in Tauperioden ausgeschleudert wurden, kommt aus Norwegen
(Stensvand et al., 1998). Es ist jedoch bisher nicht eindeutig geklart, ob die
Sporenemission bei Tau unterdrickt wird oder ob die Sporen durch den dicken
Wasserfilm nicht in die Luft gelangen. Die Vorstellung, dass prasselnder Regen nicht
nur die notwendige Feuchtigkeit liefert, sondern gleichzeitig den Sporenausstol}
induziert, wird durch alle bisherigen Ergebnisse und Beobachtungen unterstiutzt. Da
V. inaequalis in Fruchtkorper eingeschlossene Sporen produziert, erschien diese
Variante bisher nicht naheliegend und entsprechend wurden keine Untersuchungen
in dieser Richtung vorgenommen. Die durch Kollar (1998a,b; 2000) entwickelte
Wasserbadmethode zur Quantifizierung des Ascosporenpotentials liefert einen
Anhaltspunkt, dass kinetische Energie den Sporenausstol} bei V. inaequalis auslost.

1.4.3 Charakterisierung von Niederschlagen

1.43.1 Regen und Tau

Regen, Hagel und Schnee werden als fallende Niederschlage den abgesetzten
Niederschlagen Tau und Reif gegenlbergestellt, bei denen der in Luft enthaltene
Wasserdampf am Boden oder Blattern kondensiert oder sublimiert. Tauschichten
bilden sich mit einer Geschwindigkeit von 70 ym/h und kénnen eine Dicke von 300-
600 pm erreichen (Garrat & Segal, 1988). Tau hat also gegenuber Regen keine
geringere Benetzungskraft und kann zu vollig durchfeuchteten Blattern fuhren. Die
Tauschicht trocknet allerdings bei Tagesanbruch meist schnell ab.

Die wesentlichen Parameter eines naturlichen Regenereignisses sind die kinetische
Energie (J), Intensitat (mm/h) (Marshall & Palmer, 1948; Gregory, 1973) und die
Dauer. Die Wirkung von naturlichem Regen und die Messung der kinetischen
Energie (Madden et al., 1998; Pielaat et al., 1998; Lovell et al., 2002) wurde bisher in
der Erosionsforschung (Wischmeier & Smith, 1958) und bei der Verbreitung von
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Pilzsporen Uber das Spritzwasser erforscht. Spritzwasserverbreitung (vgl. 1.4.1) ist
der Verbreitungsmechanismus vieler bedeutender phytopathogener Pilze (Fitt et al.,
1989; Madden, 1992) und wurde mit Hilfe von Regengeneratoren und Falltirmen
eingehend studiert (Fitt et al., 1986; Reynolds et al., 1987; Lovell et al., 2002). Regen
besteht aus Regentropfen unterschiedlicher Grofle (Marshall & Palmer, 1948;
Pruppacher & Klett, 1980). Regentropfen, die am Boden ankommen, haben
Durchmesser zwischen 0,2 und 5 mm (Madden, 1992) und erreichen
Fallgeschwindigkeiten von bis zu 9 m/s (Gunn & Kinzer, 1949). Tropfen von Uber 5
mm  Durchmesser werden nicht mehr durch die Oberflachenspannung
zusammengehalten und zerfallen auf dem Weg zur Erde in kleine Tropfen (Fitt et al.,
1989). Die kinetische Energie (J) eines Wassertropfens ergibt sich nach Exi, = % m v?
aus der Masse m (kg) und der Geschwindigkeit v (m/s) des Tropfens. Die
Fallgeschwindigkeit eines Wassertropfens wiederum ist abhangig von der Fallhohe,
der Luftreibung und der TropfengréfRe. Die maximale Fallgeschwindigkeit ist erreicht,
wenn die Gewichtskraft des Tropfens gleich der Luftreibungskraft ist. Ein Tropfen mit
1,5 mm Durchmesser hat bereits nach 1 m Fallstrecke (0,5 s) halbmaximale
Geschwindigkeit erreicht. Danach nimmt die Beschleunigung durch starke
Luftreibung schnell ab. Zum Erreichen der maximalen Geschwindigkeit sind
Fallhdhen von ca. 11 m bei 5 mm Tropfendurchmesser notwendig (Fitt ef al., 1986).
Fir die Berechnung wird der Regentropfen als kugelférmig angenommen. In
Wirklichkeit werden die Tropfen jedoch durch die Luftreibung ovalférmig
zusammengedruckt.

1.4.3.2 Vorgange beim Tropfenaufprall

Die Aufnahme der Vorgange mit hoher Zeitauflosung zeigt beim Tropfeneinschlag
auf einen Flussigkeitsfilm zunachst die Abflachung des Tropfens und die Bildung
eines Kraters in der Flussigkeit. Der Flussigkeitsfilm der Kraterwande zieht sich
durch die Oberflachenspannung zu einzelnen Tropfen zusammen, die sich abldsen
(Worthington & Cole, 1897). Die Zahl der wegspritzenden Tropfchen nimmt mit der
kinetischen Energie des einfallenden Wassertropfens und mit abnehmender Dicke
des Wasserfilms auf der Zieloberflache zu (Gregory et al., 1959). Wenn sich die
Krone zurlckbildet und der Krater kollabiert, wachst in der Kratermitte eine
Wassersaule, von der sich wieder ein Tropfen abldst. Auch dieser sekundare Tropfen
produziert wieder einen Krater beim Zurtckfallen. Der Tropfeneinschlag versetzt die
Wasseroberflache in eine periodische Bewegung, eine Welle, die sich fortpflanzt. Die
Vorgange beim Einschlag eines Tropfens auf einer festen Oberflache wurden
ebenfalls untersucht (Rioboo et al., 2002). Hier dehnt sich die Flissigkeit zunachst
aus (Abb. 3a) und zieht sich danach wieder zusammen, es entsteht eine
Wassersaule und ein Tropfen I6st sich wieder von der Oberflache ab (Abb. 3b).
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Abb. 3: Tropfeneinschlag, Ausbreitung der Fliissigkeit auf einer Oberflache (a) und Bildung einer
Flussigkeitssdule mit Tropfenabldsung bei Ruckstrom (b) (nach Rioboo et al., 2002).

1.4.3.3 Messtechnik zur Regenanalyse

Die altesten und bis heute am haufigsten verwendeten Niederschlagsmessgerate
sind Pluviometer bzw. Pluviografen, die den Niederschlag uUber einer bestimmten
Grundflache bestimmen. Gebrauchlich ist die Messung mit einer Kippwaage. Eine
Schale flllt sich mit Wasser, bis sie ein bestimmtes Gewicht erreicht (z. B.
entsprechend 0,1 mm Regen). Dann kippt die Wippe um, wobei sie einen
elektrischen Impuls liefert, der an einen Datenlogger abgegeben wird. Mit diesen
Messgeraten kdnnen Niederschlagsmengen ab 0,1 mm bestimmt werden, sie liefern
aber keine Information Uber die TropfengroRenverteilung und kinetische Energie.
Geschwindigkeit und GroRRe einzelner Regentropfen kdnnen mit einem optischen
Distrometer prazise gemessen und aus den Daten kann die kinetische Energie
ermittelt werden (Hall & Calder, 1996). Das ,Long Ashton Splashmeter” von Shaw
(1987; 1991) ermdoglicht die indirekte Bestimmung der kinetischen Energie von
Regentropfen, indem die von den Spritzern erreichte HOhe nach dem
Tropfeneinschlag gemessen wird. Mit dem ,Splashmeter kdénnen jedoch keine
kontinuierlichen Messungen durchgefuhrt werden, es liefert lediglich einen Einzelwert
fur ein bestimmtes Zeitintervall. Ein piezoelektrischer Sensor flr kinetische Energie
von Regentropfen wurde fur Untersuchungen zur Spritzwasserverbreitung entwickelt
und erlaubt kontinuierliche Messungen der Energie aufprallender Tropfen (Madden et
al., 1998). Der Sensor integriert die Energie einzelner Regentropfen und bestimmt so
die Energie einer bestimmten Zeitperiode. Mit einem ahnlichen elektronischen
,precipitation impact sensor” von Lovell et al. (2002) ist sogar die Bestimmung der
kinetischen Energie von Einzeltropfen madglich.
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1.5 Ziel der Arbeit

Das  wesentliche Ziel war die Erforschung der Ursachen  der
Ascosporenausschleuderung von V. inaequalis in Luft und Wasser hinsichtlich
kinetischer Reize und physiologischer Voraussetzungen. Die auslosende Wirkung
kinetischer Energien in Form von Wasserstromungen und -tropfen auf den
Sporenausstol} sollte qualitativ und quantitativ untersucht und der rein benetzenden
Wirkung von Wasser gegenubergestellt werden. Zu diesem Zweck sollten Methoden
entwickelt werden, mit denen Prazipitationsformen, Wasserschwingungen und
definierte Stromungen des Wassers nachgeahmt bzw. erzeugt werden konnten. Zur
Verifizierung der Ergebnisse sollte die umfangreiche Erfassung und Analyse
naturlicher Regenereignisse Informationen zu den Parametern kinetische Energie,
Wassermenge und Schwingungsereignisse liefern. Eine qualitativ hochwertige
Schwingungsanalyse sollte durch die Verwendung unterschiedlicher Mikrofone,
digitaler Verarbeitungstechnik und Entwicklung geeigneter Schwingungssensoren
erstmals detaillierte Daten Uber die Frequenz- und Amplitudenzusammensetzung
naturlicher Regenereignisse liefern. Die kinetische Energie des Regens sollte durch
einen kauflichen Sensor mit automatisierter Datenerfassung registriert und dem zu
analysierenden Sporenflugverlauf sowie den Aufzeichnungen von
Niederschlagsmengen, Blattnasse, Temperatur und Licht gegenubergestellt werden.
Zur Evaluation sollten selbst entwickelte Sensoren fir die kinetische Energie
exemplarisch zu ausgewahlten Zeiten im Freiland eingesetzt werden. Ein weiteres
Ziel war die Aufklarung der physiologischen und meteorologischen Bedingungen flr
die Wirkung der Dunkelhemmung auf den Sporenaussto3. Versuche zur stofflichen
Beeinflussung der Sporenausschleuderung sollten allgemeine kritische Storgrof3en
hinsichtlich einer Férderung oder Hemmung aufzeigen (u.a. pH, lonenkonzentration,
Detergenzien) und spezifische Mechanismen aufklaren, die im Zusammenhang mit
einer moglichen Signalkaskade und den eingeleiteten zellularen Effekten stehen. Die
Existenz substrat- oder fruchtkérpergebundener Hemmstoffe, die mdéglicherweise nur
durch Regen auswaschbar sind, sollte durch die Anwendung wassriger Blattextrakte
gepruft werden. Ein anwendungsorientiertes Ziel war es, durch neue grundlegende
Erkenntnisse zu den Mechanismen und Voraussetzungen des Ascosporenausstol3es
Grundlagen und Ansatze fur eine in der Praxis verwendbare Bekampfungsstrategie
zu liefern. Hier ist einerseits eine verbesserte Prognose durch exaktere Terminierung
des Sporenflugbeginns und damit der Infektionsperioden anhand kinetischer
Energiedaten zu nennen. Zum anderen eroffnen sich gezielte
Bekampfungsmethoden durch definierte Beregnung zur kunstlichen Induktion der
Sporenausschleuderung in Luft und Wasser mit anschlieBenden fir die Sporen
tédlichen Trockenbedingungen.
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2MATERIAL UND METHODEN

21 Regensensorik
Zur Regenanalyse wurden zwei Verfahren angewendet. Zum einen wurde die

kinetische Energie des Regens bestimmt, zum anderen die Frequenzen der
Schwingungen analysiert, die bei einem Tropfeneinschlag entstanden.

2.1.1 Sensoren fir kinetische Energie des Regens

2111 Sensit VO4A

Zur Messung der kinetischen Energie des Regens
wurde ein spezieller Sensor erprobt, der in der
Erosionsforschung und fur Untersuchungen zur Rolle
des Regens bei der Spritzverbreitung verwendet wurde
(Madden et al., 1998). Der elektronische Sensor fur
kinetische Energie des Regens V04A (Sensit Company,
Portland, North Dakota, USA) besteht aus einer mit
N einem piezoelektrischen Kristall gekoppelten
Schwingplatte (Durchmesser 50 mm, Dicke 2,54 mm) in einem wasserfesten
Gehause aus eloxiertem Aluminium (Abb. 4). Der Kristall wird durch einschlagende
Regentropfen deformiert. Durch diesen Vorgang werden elektrische Ladungen
produziert, deren Wert proportional zur kinetischen Energie des Tropfens ist. Die
Ladungen werden integriert, bis eine bestimmte Energiemenge erreicht ist. Dann gibt
der Sensor einen Impuls an einen Datenlogger ab und fangt von neuem an zu
zahlen. Es werden keine Einzelereignisse dargestellt, sondern in Abhangigkeit der
Zeit erreichte Energiemengen (mJ/cm? min). Der Sensor wurde in der
Versuchsanlage in die vorhandene Wetterstation integriert (2 m tUber dem Boden)
und mit 12 V Wechselspannung versorgt. Der Sensor wurde gemafl Vorgaben
kalibriert und der Nullwert auf 54 mV eingestellt. Die gesammelten Daten wurden
funfminutig an den Datenlogger der Wetterstation Ubermittelt. Die Auswertung der
Daten und der Vergleich mit den gemessenen Niederschlagsmengen, der
Lufttemperatur, Windgeschwindigkeiten und den selbst gebauten Sensoren erfolgte
grafisch.

21.1.2 Lautsprecher-Regensensoren

Neben dem k&auflich erworbenen Sensor wurden zwei Sensoren flr kinetische
Energie angefertigt und erprobt. Grundlage dieser Sensoren war jeweils ein
Lautsprecher, der zu Schwingungsaufzeichnungen geeignet war (vgl. 2.1.2.1). Einer
der beiden Sensoren wurde flr den Dauereinsatz im Freiland konzipiert (Abb. 5). Um
ihn unempfindlich gegen Nasse zu machen, wurde die kegelférmige Membran und
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Kalotte des Lautsprechers MS-55 (Monacor) mit
Epoxidharz beschichtetem Papier plan Uberspannt. Das
Harz wurde leicht erhaben modelliert, damit sich kein
Wasser auf der Sensoroberflache ansammeln konnte.
Aulerdem diente es zur Beschwerung der Membran, so
dass nur direkte Tropfentreffer aufgezeichnet wurden.
] 4| Der Sensor wurde mit Silikon in ein Gehause aus PVC-
: Abb. L5 Rohr eingebettet, das 1,5 m Uber dem Boden befestigt
wurde. Die Sensorabmessung entsprach dem Membrandurchmesser des
Lautsprechers (ca. 45 mm). Die Schwingungsereignisse wurden uber einen
Mikrofon-Vorverstarker (Conrad Electronic, Hirschau) und Gleichrichter (ELV
Elektronik AG, Leer) an einen Schreiber (Knauer, Berlin) Ubertragen (Abb. 6a). Der
Gleichrichter entfernte negative Schwingungsbereiche und addierte sie zu den
positiven Schwingungsabschnitten, damit die Schreiberaufzeichnung nur Ausschlage
in positiver Auslenkung lieferte. Die Empfindlichkeit des Schreibers wurde auf
Vollausschlag bei 1 V eingestellt, der Papiervorschub zwischen 20 und 50 mm/min.

(@)
» Schreiber
DC/DC Wandler
| +5V (100 mA)
230~V
(b) ? ? Ubs
Ub: 5
230~V

(oder 9V Batterie)

Schreiber

A 4

+9V (85mA) (auf virtueller Masse)

Ub:

56

230~V
(oder 9V Batterie)

Abb. 6: Elektronik zur Aufzeichnung von Regentropfeneinschlagen. (a) Blockschaltbild der
Elektronik fir die Lautsprecher-Regensensoren. (b) Blockschaltbild der Elektronik fiir den
unmodifizierten Lautsprecher MS-55. VV;: Universal-Vorverstarker (Conrad); VV,: Mikrofon-
Vorverstarker (Conrad); Ub;, Ub,: stabilisiertes Netzteil 9 V, 85 mA (Conrad); Ubj;: stabilisiertes
Netzteil 5 V, 100 mA (Conrad); EG: ELV-Gleichrichter; CG: Conrad-Gleichrichter; DC/DC-Wandler
(Conrad).
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Zum Vergleich wurde bei jeder Aufzeichnung parallel ein unmodifizierter
Lautsprecher MS-55 an den zweiten Schreiberkanal angeschlossen. Er verfugte Uber
eine ahnliche Elektronik aus Universal-Vorverstarker (Conrad) und Gleichrichter
(Conrad) (Abb. 6b). Die Stromversorgung erfolgte Uber eine 9 V Blockbatterie oder
Uber die Netzspannung. Je ein stabilisiertes Netzteil (Conrad) mit 9 V
Ausgangsspannung und maximal 85 mA Ausgangsstrom war den beiden
Vorverstarkern und dem Gleichrichter von Conrad zur Spannungskonvertierung
vorgeschaltet. Der Gleichrichter von ELV bendtigte ein 5 V, 100 mA Netzteil (Conrad)
und einen DC/DC Wandler (Conrad) (Abb. 6a, b). Zu Schaltplanen und technischen
Daten der Elektronikbausteine vgl. 7.1.

Im Zusammenhang mit Experimenten zum
Sporenausstol bei  Regenbenetzung  (vgl.
2.5.3.2.1) wurde ein einfacher Regensensor in
| Form eines Lautsprecherchassis verwendet, um
| den gefallenen Regen mit einem Schreiber
aufzuzeichnen. Die Papiermembran (92 mm
Durchmesser) des Lautsprechers wurde durch
eine reillfeste Plastikfolie vor Wassereintritt
geschutzt (Abb. 7). Das Lautsprecherchassis wurde an einem Stativ in etwa 70 cm
Hohe Uber dem Boden befestigt. Fur die Schwingungsaufzeichnungen wurde die
selbe Elektronik wie fur den dauerhaften Sensor eingesetzt (Abb. 6a). Der
Versuchsaufbau war in unmittelbarer Nahe der Wetterstation im Versuchsfeld
positioniert. Die Schreiberdaten wurden durch die Niederschlagsdaten der
Wetterstation und gleichzeitige Beobachtung verifiziert.

2.1.2 Aufzeichnung von Schwingungsimpulsen mit Mikrofonen und
Lautsprechern

21.21 Lautsprecher- und Mikrofontypen

Es wurden vier Lautsprecher- und zwei Mikrofontypen zur Schwingungsaufzeichnung
im Labor und Freiland eingesetzt (Tab. 1). Das Elektretmikrofon EM3 (Abb. 8e) war
an einen Vorverstarker angeschlossen, der Uber eine 9 Volt Blockbatterie versorgt
wurde (vgl. 7.1, Abb. 7.4). Das Kondensatormikrofon C 2000 B war ein hochwertiges
Studiomikrofon mit geringem Eigenrauschen und hoher Empfindlichkeit. Die vier
Lautsprecher (Abb. 8a-d) verfugten iber Membranen mit geringer Masse und waren
dadurch als Mikrofone einsetzbar (Mikrofonlautsprecher). Alle Lautsprecher und
Mikrofone wurden in Gehause aus 6 mm dickem Plexiglas eingebaut. Lautsprecher
LE 77, MSP-30 und BL-28 waren durch ihre Kunststoffmembran wasserfest. Die
Membran von Lautsprecher MS-55 wurde mit einer doppelten Schicht dinner
Haushalts-Plastikfolie abgedeckt. Die Mikrofone EM3 und C 2000 B wurden dicht
unter einer Kreisoffnung (17 bzw. 69 mm Durchmesser) platziert. Uber die Offnung
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wurde Folie (s.0.) gespannt.

Baumwollwatte ausgefullt.

Alle Kasten

wurden mit schallddampfender

(d) BL-28

Abb. 8: Mikrofonlautsprecher
(a-d) und Elektretmikrofon EM3
(e) zur Schwingungsaufnahme
von Tropfeneinschlagen.

Tabelle 1: Eigenschaften und technische Daten der zur Schwingungsaufnahme verwendeten

Mikrofone und Lautsprecher (-- = unbekannt).

Cc 2000B
Bezeichnung (AKG EM3 MS-55 MSP-30 BL-28
(Hersteller)  Acoustics, (Conrad) (Monacor) (Monacor) --
Miinchen)
Kondensator- Elektret- Mikrofon- Mikrofon- Mikrofon-
Typ mikrofon mikrofon mit  lautsprecher, lautsprecher, lautsprecher, lautsprecher,
Vorverstar- Papier- PVC- Kunststoff-
ker membran, Membran membran
Kunststoff-
kalotte
Studio Mehrzweck Tonsignale, AulRenlautsprecher
Zweck Aufnahme-  -mikrofon (Bnge ’ens rech Ip
mikrofon p. Gegensprechanlagen)
bF’e‘."“e"z' 20 -20000 10 - 40000 200 - 20000 200 - 20000 -
ereich [Hz]
Impedanz [Q] <200 -- 8 32 8
Durchmesser/
Einbautiefe 53/159 11 45/ 30 30 /11 2715
[mm]

21.2.2 Aufnahme von Tropfeneinschldagen

Wassertropfen fur Laboraufzeichnungen wurden aus 50-100 cm Hohe aus 1,5 ml
Transferpipetten (Sarstedt) auf die Membranen getropft. Das Volumen eines
Tropfens wurde bestimmt durch auffangen und wiegen von zehn Tropfen. Der
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Tropfendurchmesser wurde aus dem Volumen des als kugelférmig angenommenen
Tropfens berechnet. Der Durchmesser der Wassertropfen betrug ca. 4 mm. Fallende
Wassertropfen Iosten bei den Mikrofonlautsprechern einen Impuls der Membran aus,
der durch die Schwingspule in ein elektrisches Signal umgewandelt wurde. Das
Kondensatormikrofon und das Elektretmikrofon Ubertrugen den Luftschall des
Tropfenaufpralls. Ein Universal-Vorverstarker (Conrad) oder ein Mikrofon-
Vorverstarker (Conrad) konnten fakultativ an die Mikrofonlautsprecher in einer
Peripherieschaltung vorgeschaltet werden, um die eingehenden Signalspannungen
zu verstarken (Abb. 9).

230~V

17

ub: Abb. 9: Peripherieschaltung
zur  Schwingungsaufzeichnung
mit  Mikrofonlautsprechern im
Labor. V: Vorverstarker; M:
Mikrofonlautsprecher; Ub;:

@: v pC stabilisiertes Netzteil 9 V, 85 mA;
PC: digitales Aufnahmesystem.

+9V (85mA)

Zur digitalen Aufzeichnung der Schwingungen wurde das Aufnahmesystem
SoundTrack Audio DSP 2000 (Hoontech, Puchon, Korea) verwendet. Es besteht aus
einem externen 24 bit/96 kHz 8-Kanal Analog/Digital- und Digital/Analog Wandler
(ADC & DAC 2000) und einer Soundkarte (SoundTrack Audio DSP 24). Alle
Aufzeichnungen wurden mit einer Sample Rate 44100 und 32 bit Aufldsung
vorgenommen. Die analogen Eingange verfugten Uber separate Vorverstarker. Die
Eingangsempfindlichkeit beider Eingange wurde unabhangig voneinander manuell
geregelt (-12 dB bis + 40 dB) und an die Empfindlichkeit des jeweiligen Systems
sowie die Aufnahmebedingungen angepasst. Fakultativ konnte eine 48 V
Phantomspeisung zugeschaltet werden, die fir die Versorgung des
Kondensatormikrofons notwendig war.

Neben der direkten Messung der Impulse wurden die Membranen und Mikrofone mit
uberwinterten Apfelblattern abgedeckt, um den Einfluss der Blattmasse sowie der
moglichen materialbedingten Dampfungseigenschaften festzustellen. Trockene
Apfelblatthalften ohne Mittelrippe wurden locker auf die Lautsprechermembranen
gelegt und an einem Punkt mit Haftfilm fixiert. Fur das Kondensatormikrofon C 2000
B wurde eine Befestigung aus plastischer Kittmasse verwendet. Auf die Uber die
Offnung gespannte Folienschicht wurden im Abstand von 1,5 cm diinne Kittstréange
gelegt und die Blatter (Trockengewicht 71 mg; nass 194 mg) darauf leicht
angedriickt. Uber die Blattschicht wurden im rechten Winkel zu den unteren wieder
Kittstrange im Abstand von 1,5 cm aufgelegt (insgesamt 571 mg Kitt). Uber der
Offnung des Mikrofons EM3 (Durchmesser 16 mm) wurden zwei Blatthélften
(Trockengewicht 130 mg; nass 200 mg) mit einem Kittstrang (220 mg) befestigt.
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21.2.3 Analyse der Schwingungen

Die aufgezeichneten Schwingungen wurden mit dem Audioprogramm Cool Edit Pro
1.2 (Syntrillium Software Corporation, Phoenix, Arizona, USA) analysiert. Durch
beliebige Streckung der Zeitachse wurden einzelne Tropfentreffer vergréfiert und die
Schwingungen analysiert. Frequenzanalysen der Schwingungskurven wurden nach
Blackman-Harris (Fourier-Analyse) durchgefuhrt und die jeweils vorherrschende
Frequenz wurde angegeben als Mittelwert (MW) aus zehn Tropfeneinschlagen +
Standardabweichung (SD), berechnet mit der Formel (1).

SD:\/nzxz_(ZX)z (1)

n(n—1)

Fir die grafische Auswertung der Schwingungen wurden jeweils funf bis zehn
Schwingungskurven einzelner Tropfeneinschlage vergrofRert und als digitales Bild
gespeichert. Die so erhaltenen Bilder wurden in Adobe Photoshop 5.0 bearbeitet, um
die einzelnen Kurven grafisch Uberlagern zu kénnen.

Die Schwingungszusammensetzung wurde mit Filtern Uberprift, die nur einen
definierten Frequenzbereich passieren lassen. Tiefpassfilter mit der Grenze 1000 Hz
entfernten alle Frequenzen oberhalb 1000 Hz aus dem Frequenzspektrum. Eventuell
aufgezeichnete Hintergrundgerausche konnten durch einen speziellen Filter (noise
reduction) eliminiert werden. Amplituden der Schwingungen wurden auf einer
normalisierten Skala zwischen —1 bis +1 angegeben.

2.1.2.4 Membranersatz durch einen natiirlichen oder kiinstlichen
Schwingungsaufnehmer

Das Aufzeichnungsverhalten des Lautsprechers LE 77 wurde auch ohne Membran
analysiert. Hierzu wurde die Kunststoffmembran entfernt und ein trockenes
uberwintertes Apfelblatt mit Kittmasse direkt auf der Schwingspule befestigt. Das
Schwingungsverhalten des trockenen Blattes wurde mit verschiedenen Flissigkeiten
getestet (Ethanol, dickflussiges Paraffinol, Glycerin, Wasser, 5 M NaCl). Das
Tropfengewicht und der Tropfendurchmesser flr jede Flissigkeit wurden wie oben
bestimmt. Ferner wurde das Schwingungsverhalten des benetzten Blattes mit dem
trockenen Blatt verglichen. Alle Flissigkeiten wurden aus 50 cm Fallh6he mit 1,5 ml
Transferpipetten (Sarstedt) auf das Blatt getropft. Anstelle des Blattes wurde
aulRerdem ein Deckglas verwendet.

2.1.3 Schalldruckpegelmessung

Das digitale Schallpegelmessgerat  AZ 8922 (ELV)  wurde zur
Schalldruckpegelmessung bei Beschallungsversuchen (vgl. 2.4.3.2) eingesetzt. Der
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Messbereich des Gerates reichte von 30 - 130 dB und konnte in funf Teilbereiche
abgegrenzt werden, um die Sensibilitat zu steigern. Die Messwerte wurden nach der
Frequenzkurve C bewertet, die einen geradlinigen Frequenzgang mit der
Hauptbewertung zwischen 32 Hz und 8 kHz darstellt. Der Maximalwert einer
Messung konnte gespeichert und angezeigt werden. Zur Schalldruckpegelmessung
des Regens wurde das Schallpegelmessgerat in einen Plexiglaskasten eingepasst,
so dass der Messfiihler gerade unterhalb einer ausgeschnittenen Offnung lag, die mit
Folie (s.0.) Uberspannt wurde. Auf diese Folie konnten zusatzlich Gberwinterte und
getrocknete Blattspreiten gelegt und mit einer zweiten Folienschicht fixiert werden.
Die Daten des Gerates wurden mit einem Schreiber (Knauer) aufgezeichnet. Die
Empfindlichkeit des Schreibers wurde auf Vollausschlag bei 5 V eingestellt (1 V
entsprach 100 dB (C)), der Papiervorschub auf 10 mm/min.

2.2 Blattproben

2.2.1 Uberwinterung

Zur Bestimmung der Ascosporenproduktivitdt (Ascosporenpotential) wahrend der
beiden Primarsaisonen 2001 und 2002 mit der Wasserbadmethode (vgl. 2.4.1)
wurden im Herbst 2000 und 2001 verschorfte Apfelblatter, im Wesentlichen der
Sorten ‘Golden Delicious’ und ‘Jonagold’, vor dem Blattfall (etwa zweite
Oktoberhalfte) gesammelt und in 55 x 30 x 7 cm groRen Wannen am Boden der
Apfelanlage Uberwintert, abgedeckt mit einem Drahtgitter. Der Boden dieser Wannen
war mit Drainagerinnen versehen, zuséatzlich wurden Drainage-Offnungen gebohrt (4
mm Durchmesser). Auf die gleiche Art wurden verschorfte Blatter fur die Versuche
zum Ascosporenausstoly Uberwintert. Die Wannen standen im ersten Versuchswinter
(2000/2001) direkt auf dem Grasboden. Um Wurmfral® zu vermeiden, wurden die
Wannen im Winter 2001/2002 auf ein engmaschiges Sarannetz gestellt.

2.2.2 Ascosporennachreifung und Langzeitaufbewahrung

2.2.21 Primarsaison 2001

Die Zeitpunkte der Entnahme von Blattern fur die Langzeitlagerung wurden anhand
der Ergebnisse aus der Wasserbadmethode (vgl. 2.4.1) ermittelt. Die Uberwinterten
verschorften Apfelblatter wurden in der Primarsaison 2001 an vier Terminen (A: 28.
Marz; B: 4. April; C: 20. April und D: 3. Mai 2001) aus dem Freiland entnommen. Um
den Reifungsgrad der Pseudothecien aus Charge A und B weiter zu erhdhen,
wurden drei verschiedene Lagerbedingungen getestet:

- bei naturlichen Fruhjahrstemperaturen im Uberdachten Freiland
- bei 20°C, 50 % rF (Tag 1-11) bzw. bei 20°C, 80 % rF (Tag 12-26)
- bei4°C
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Vor der Inkubation wurden die getrockneten Blatter von Stielen und Mittelrippen
befreit und in ca. 10 x 10 mm grol3e Stlicke gebrochen. Je 1 g der Blattstiicke wurde
in eine Petrischale mit Belluftungsnocken (Greiner) eingewogen und in den Deckel
wurde ein doppellagiges, mit Reinstwasser (im Folgenden als Wasser bezeichnet)
befeuchtetes Filterpapier (Durchmesser 55 mm) geklebt (Schleicher und Schuell,
Dassel), um die Pseudothecien mit Feuchtigkeit zu versorgen. Die Filterpapiere
wurden nach 11 Tagen erneut befeuchtet. Die Entwicklung der Ascosporenreife
wurde durch die Wasserbadmethode (vgl. 2.4.1) Uberprift. Nach 26 Tagen wurde ein
Teil der Blatter zur Langzeitaufbewahrung trocken bei 4°C gelagert, der andere
wurde bei -20°C eingefroren. Die Blatter der Charge C, die am 20.4.01 entnommen
worden war, wiesen ein hohes Sporenpotential auf (1734/cm?), sie wurden sofort
getrocknet, w. o. zerkleinert und aliquotiert und bei 4°C gelagert. Je 10 1g-Aliquote
der Charge C wurden bei —20°C bzw. —80°C eingefroren. Nach dem Auftauen wurde
ein Blattaliquot zunachst in einem 100 ml Erlenmeyerkolben mit 40 ml Wasser fur 1 h
ohne Bewegung inkubiert und anschlieffend in frischem Wasser fur 1 h bei 100
U/min geschuttelt, die Proben wurden wie unter 2.4.1 quantifiziert. Die Blatter der
Charge D wurden zunachst acht Tage bei 20°C im Laborgewachshaus unter Folie
inkubiert und alle zwei Tage fur 1 h mit dem Ultraschall Luftbefeuchter (vgl. 2.5.1.2)
benetzt. AnschlieRend wurden die Blatter fur weitere 14 Tage bei 20°C und 80 % rF
im Brutschrank inkubiert.

2.2.2.2 Primarsaison 2002

In der Primarsaison 2002 wurden die Uberwinterten Apfelblatter ebenfalls an vier
Terminen aus dem Freiland entnommen (Charge A-D; Tab. 2). Die Blatter wurden
getrocknet und zerkleinert. Zur weiteren Pseudothecienreifung wurden die
Blattstickchen Uberdacht im Freiland gelagert und wiederholt mit feinem Spriuhnebel
befeuchtet (Tab. 2). Dabei wurde nur so viel Wasser appliziert, bis sich die Blatter
feucht anfuhlten ohne zu glanzen. Nach 7 bis 17 Inkubationstagen wurde das
Ascosporenpotential mit der Wasserbadmethode (vgl. 2.4.1) Uberpruft und die
Blattstickchen aliquotiert. Blatter der Charge A und B wurden bei —20°C eingefroren
oder bei natlrlichem Tag-Nacht-Wechsel im Freiland bzw. in einem der beiden
Inkubatoren mit kiinstlichem Tag-Nacht-Wechsel gelagert (vgl. 2.2.3). Die Chargen C
und D wurden nach der Reifungsphase bei —20°C eingefroren.

Tabelle 2: Inkubation im tiberdachten Freiland mit wiederholter Sprithbenetzung zur Férderung der
Ascosporenreifung von Uberwinterten Apfelblattern wahrend der Primarsaison 2002.

Charge Inkubation Spriihbenetzung
(Datum der Entnahme) [Tage] am Inkubationstag
A (25.3.02) 17 2;9;14;15
B (8.4.02) 7 1;2
C (10.4.02) 7 1;2;3;5

D (15.4.02) 10 7
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2.2.3 Lichtphasen-Inkubation

Flr Versuche zum Sporenausstol3 bei Dunkelheit wurden Uberwinterte trockene
Blatter zum Zeitpunkt optimaler Sporenreife in zwei Inkubatoren (Ehret,
Emmendingen) bei Wechsellicht-Rhythmus (14 h Licht/10 h Dunkelheit) gelagert. Im
Inkubator 1 wurden die Blatter von 5:30-19:30 mit Tageslichtspektrum beleuchtet, im
Inkubator 2 von 18:00-8:00. Tagtemperatur in beiden Inkubatoren war 17°C,
Nachttemperatur 5°C. Die rF war konstant bei 50 %. Die geringe Luftfeuchtigkeit
sollte die weitere Reifung der Pseudothecien verlangsamen und das Wachstum von
Microorganismen verringern. Blatter im normalen Tag-Nacht-Rhythmus wurden zu
Beginn der Lichtphase entnommen und fur Kontrollversuche bei Licht eingesetzt. Die
Blatter mit invertietem Tag-Nacht-Rhythmus wurden kurz vor Beginn der
Dunkelphase entnommen und fur 4 h verdunkelt, so dass der Versuchsbeginn in der
Mitte der Dunkelphase lag.

2.2.4 Konditionierung

Wenn nicht anders beschrieben, wurden lGberwinterte Blatter trocken aufbewahrt und
erst kurz vor Versuchsbeginn benetzt. Fur eine Konditionierung wurden Blatter am
Vorabend durch Tauchen befeuchtet und tiber Nacht inkubiert.

e 700 mg Blattproben wurden auf der erhabenen Seite eines Uhrglases
(Durchmesser 9 cm; Flache 63,6 cm?) mit doppelseitigem Haftfilm (Tesa
Fotostrip) befestigt.

e Das Uhrglas wurde mit der Blattseite nach unten auf eine mit 53 ml Wasser
knapp randvoll gefillte Petrischale (Durchmesser 9 cm) gesetzt (Abb. 10a).
Die Tauchzeit betrug 10 min. In einer zweiten Petrischale wurden inzwischen
5 ml Wasser mit zwei Tropfen Extran (alkalifreies Detergenz; Merck) gemischt,
um einen dinnen Wasserfilm zu erhalten.

¢ AnschlieBend wurden die Blatter . N. (14-16 h) bei RT und Dunkelheit bei
Kammersattigung inkubiert (Abb. 10b). Der Wasserfilm wurde am Morgen auf
Sporen untersucht.

(a) (b)

Uhrglas —_

—

Wasser

Abb. 10: Konditionierung. (a) Tauchmethode zur Benetzung von Apfelblattern auf einem Uhrglas.
(b) Inkubation der benetzten Apfelblatter Gber einem Wasserfilm.

Durch die hohe Luftfeuchtigkeit waren die Blatter 14-16 h nach der Behandlung noch
vollstandig mit Wasser vollgesogen. Sie wurden auf dem Uhrglas belassen und in
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Versuchen zum Sporenaussto in Luft- und Wasserkompartimente (vgl. 2.5.2;
2.5.3.2) und in der Wasserbadmethode (vgl. 2.4.1) eingesetzt, fur die das Uhrglas mit
100 ml Wasser in einem 1000 ml Becherglas geschuttelt wurde.

2.3 Bestimmung der Ascosporenflugperioden im Freiland

Zwei volumetrische Sporenfallen (Burkard, Rickmansworth, England) wurden
wahrend der Primarsaisonen 2001 und 2002 in der Versuchsanlage positioniert, um
den Verlauf des Sporenfluges aufzuzeichnen. Die Ansaug6ffnung war ca. 1,5 m tber
dem Boden und ca. 10 cm Uber einem Blattdepot (32 x 24 x 5 cm), das zur
Verstarkung des Sporenflugs diente. Eine elektrische Pumpe, die mit 230 V
Wechselspannung versorgt wurde, erzeugte einen Saugstrom von 10 I/min. Die
Sporen wurden auf ein mit Vaseline bestrichenes Melinex-Band geblasen, das auf
einem Zylinder befestigt war. Der Zylinder rotierte einmal in sieben Tagen. Das
Sporenband wurde quer zur Laufrichtung in 2 mm Abschnitte eingeteilt (1 h) und
mikroskopisch bei 500-facher Vergroflerung ausgewertet, wobei jeweils 1/4 des
Sporenbands ausgezahlt wurde (Kohl, 1993). Die Sporenflugtage wurden einzeln
bewertet und der Sporenflug dem gemessenen Niederschlag und den Blattnasse-
und Temperaturdaten gegenubergestellt. Blattndsse und Temperatur wurden mit
dem Schorfwarngerat HP 100 (Lufft, Fellbach) gemessen und als
Stundendurchschnittswerte angegeben. Tage ohne Sporenflug wurden auf
Tauperioden untersucht, die als mehrstindige Blatthasseanzeige ohne messbaren
Regen bei Tageslicht definiert wurden. Sporenflugtage mit Maximalwerten tUber 10
Sporen/h oder mit Gesamtsporenzahlen von 20 oder mehr in 24 h wurden bewertet.
Sporenflug in der Nacht wurde ungeachtet der Sporenmenge bewertet. Der
Sporenflugbeginn wurde definiert als der Zeitpunkt, an dem 1/3 der maximalen
Sporenzahl/h des jeweiligen Tages erreicht wurde.

24 Erzeugung von Wasserstromungen

2.4.1 Wasserbadmethode

Die potentielle Ascosporenfreisetzung von V. inaequalis wahrend der Primarsaisonen
2001 und 2002 wurde mit der von Kollar (1998a, b; 2000) beschriebenen
Wasserbadmethode bestimmit.

e Einmal wochentlich wahrend der Sporenflugsaison wurde von den im Freiland
uberwinterten und gelagerten Blattern ein Aliquot enthommen und 4. N. im
Labor getrocknet.

e Die getrockneten Blatter wurden von Stielen und Mittelrippen befreit, die
Blattspreiten wurden in etwa 1 cm groR3e Stlicke gebrochen.

e 1 g Blattsticke wurden in einen 100 ml Erlenmeyerkolben gegeben.
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e 50 ml Wasser wurden langsam dazugegossen.

e Die Blatter wurden durch einmaliges kraftiges Schwenken benetzt und auf
einem Kreisschuttler bei ca. 100 U/m fir 1 h bei RT und Tageslicht bzw.
Laborlicht geschwenkt.

e Unmittelbar danach wurde ein Aliquot enthommen und in eine
Planktonkammer nach Kolkwitz gefullt (0,5 ml, Hydro-Bios, Kiel). Die Sporen
sanken wahrend 10 min in das 1 x 1 mm grol3e Raster. 30 Quadrate wurden
gezahilt.

e Die Sporenzahl wurde aus dem Kammervolumen und dem Probenvolumen
berechnet nach: Sporenzahl = Zahl/Quadrat x 769,2 x Probenvolumen. Bei
der Bestimmung des Ascosporenpotentials von Blattern wurde die
Gesamtsporenmenge auf die Blattfliche bezogen (1 g entspricht 92,2 cm?)
und als Sporen/cm? angegeben.

e An jedem Termin wurden Doppelansatze durchgefihrt und die Werte
gemittelt.

In der Primarsaison 2002 wurde an jedem Termin ein Doppelansatz zusatzlich mit
der Wasserbadmethode Uber 20 h behandelt. Wahrend der ersten Versuchsstunde
wurde nach 30 und 60 min die Badflussigkeit gewechselt, wahrend der vier
folgenden Stunden jeweils nach 60 min. Die Proben wurden 0. N. bei Laborlicht far
weitere 15 h geschwenkt. Die Proben wurden wie beschrieben quantifiziert, die
einzelnen Proben addiert und als Gesamtpotential (GP = 100 %) definiert, die
Teilmengen jedes Probenintervalls wurden in Prozent des GP angegeben, die Werte
jedes Doppelansatzes wurden gemittelt. Die Ergebnisse aus den drei frihen
Terminen, den acht Terminen der Hauptsporensaison und den drei spaten Terminen
wurden jeweils gemittelt.

2411 Variation der Schwenkfrequenz

Neben der Standard-Schwenkfrequenz 100 U/min (1,6 Hz) wurden die Frequenzen
30, 70, 130, 170 und 270 U/min (0,5; 1,1; 2,2; 2,8 und 4,5 Hz) verwendet. Die
Versuchsdurchfihrung entsprach der o0.g. Methode mit einigen Modifikationen:

e 40 ml Wasser auf 1 g Blattproben wurden mit einer Spritze (20 ml) unter
Vermeidung von Verwirbelung in den Erlenmeyerkolben eingefullt.

e Die Kolben wurden 5 h mit der jeweiligen Frequenz geschuttelt.

e In der ersten Stunde wurde nach 30 und 60 min die Badflussigkeit erneuert
(Spritze), in jeder weiteren Stunde nach 60 min.

e Nach 5 h wurden die Kolben fur weitere 60 min bei der Standard-Frequenz
100 U/min geschwenkt.

e Quantifizierung wie unter 2.4.1. Einzelproben wurden in Prozent des GP
angegeben. MW und SD aus drei Ansatzen wurden berechnet.
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In den gleichen Zeitabstanden wurde die Badflussigkeit einer ungeschittelten
Kontrolle gewechselt. Die Negativkontrolle wurde nach 5 h ebenfalls 1 h bei 100
U/min geschwenkt um das GP festzustellen.

2.4.2 Stromungskanal

Ein Stromungskanal wurde aus einer Glassaule (25 mm Durchmesser) angefertigt. In
den Strdmungskanal wurde ein Zylinder aus Plastik (Lange 135 mm, Durchmesser
24 mm) eingefuhrt (Abb. 11a). Die eigentliche Stromungsflache (100 x 13 mm) war
ca. 2 mm in den Zylinder eingesenkt und an beiden Enden angeschragt, um
Turbulenzen zu vermeiden (Abb. 11b). In dieser Rinne wurden die Uberwinterten
Apfelblatter befestigt. Wasser konnte nur durch die Stromungsrinne flieBen. Der
Grundaufbau wurde sowohl fur Versuche mit linearer als auch oszillierender
Stromung verwendet.

oy, (a) (b)
o]
< Glassaule
L
S
H""\—\_
«¢—— Stromungszylinder

Abb. 11: (a) Strémungskanal,
Schemazeichnung.
Stromungsrinne (b) Strdmungszylinder, Blatter in der
Stromungsrinne  mit  doppelseitigem
Haftfilm befestigt.

A

‘

Wasserzulaufschlauch

2421 Lineare Stromung

Der Wasserzulauf (Abb. 11a) wurde an eine Chromatographiepumpe (P-500,
Pharmacia) angeschlossen, die Flieiraten zwischen 10 und 480 ml/h erzeugen
konnte. Die Stromungsgeschwindigkeit in der mit Blattern beklebten Stromungsrinne
fur jede Fliel3rate wurde bestimmt, indem die bendtigte Zeit fir eine 100 mm lange
Strecke ermittelt wurde (Tab. 3).



Material und Methoden 27

Tabelle 3: Lineare Strémung: FlieRraten und zugehdrige Stromungsgeschwindigkeiten.

FlieRrate Stromungsgeschwindigkeit

[mi/h] [mm/s]
10 0,07
30 0,23
60 0,46
120 0,9

240 1,8
480 3,6

e 150 mg Blattproben wurden mit doppelseitigem Haftfilm in der Stromungsrinne
des Zylinders befestigt, so dass die angeschliffenen Enden der Rinne
ausgespart blieben. Als Unterlage fur den Haftfilm diente ein Streifen
selbstklebendes Gewebeband.

e Der Zylinder wurde senkrecht in den Strémungskanal geschoben und dieser
mit einem geeigneten Adapter mit Auslassschlauch verschlossen.

e Der Stromungskanal wurde mit der Fliel3rate 10 ml/h ohne Luftblasenbildung
geflutet, bis das Wasser am Ende des Auslassschlauches stand. Dann wurde
der Fluss gestoppt und der Stromungskanal um 180° gedreht, so dass das
Wasser in Richtung der Erdanziehung an den fixierten Blattern entlang
stromte.

e Die Pumpe wurde mit der gewahlten Fliel3rate gestartet. Die Versuchsdauer
betrug 2 h; pro Stunde wurden drei Fraktionen aufgefangen (Tab. 3).
Quantifizierung wie unter 2.4.1.

e Nach Versuchsende wurde eine Positivkontrolle durchgefuhrt (vgl. 2.4.2.3).

e Jeder Versuch wurde zweimal durchgefuhrt, die Mittelwerte =+
Standardabweichungen der Teilwerte wurden in Prozent des GP angegeben.

2.4.2.1.1 Variation der Stromungsgeschwindigkeit

e Die Fliellrate wurde wahrend eines Versuches konstant gehalten (bei der
Flie3rate 10 ml/h wurde nur eine Fraktion pro Stunde gesammelt).

e Die Flielrate wurde wahrend eines Versuches in jedem Intervall um eine
Stufe erhoht, von 10 ml/h auf 480 ml/h.

e Die Stromungsgeschwindigkeit wurde wahrend eines Versuches in jedem
Intervall um eine Stufe verringert, von 480 ml/h auf 10 ml/h.
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24.2.2 Oszillierende Stromung: Variation der Frequenz und Auslenkung

Ein exzentrischer Rotor wurde fur die Erzeugung oszillierender Stromungen genutzt.
Tangential zur Exzenterscheibe war der Metallkolben einer Spritze (Walter Graf
GmbH, Wertheim; Durchmesser 1,2; 1; 8 und 5 mm) platziert. Die exzentrische
Kreisbewegung des Rotors flhrte zu einer periodischen Schwingung des mit einer
Ruckstellfeder versehenen Kolbens, die Uber den 40 cm langen
Wasserzulaufschlauch (Abb. 12a) auf die Wassersaule im Stromungskanal
Ubertragen wurde. Das vom Kolben verdrangte Wasservolumen bestimmte die
Auslenkung (x) des Wasserspiegels im Stromungskanal, d. h. den Abstand zwischen
dem hoéchsten und tiefsten Punkt der Schwingung. Der Kolbenhub konnte minimiert
werden durch einen am Rotor ansetzenden Hebel, auf dem der Kolben in zwei
verschiedenen Distanzen zum Rotor platziert wurde (Abb. 12b).

(@)

Abb. 12: Apparatur fiir oszillierende Stromungen. Die mit einer Riickstellfeder (1) versehene Spritze
wird durch die Exzenterscheibe (2) in Schwingung versetzt. Der Kolbenhub kann durch den Hebel (3)
variiert werden. Die Spritze ist Uber den Wasserzulaufschlauch (4) mit dem Strémungskanal
verbunden (a) Normalstellung ohne Minimierung der Auslenkung. (b) Spritze auf dem Hebel seitlich
versetzt zur Minimierung der Auslenkung.

Der Kolbenhub war variierbar zwischen 0,48 mm und 24 mm. Die Rotorfrequenz war
stufenweise regelbar zwischen 3,4 Hz und 17 Hz (Tab. 4). Das durch den Kolben
verdrangte Volumen wurde mit Hilfe der geeichten Spritzen-Skalierungen bestimmt.
Die Auslenkung der Wassersaule wurde wenn maoglich gemessen. Aus verdrangtem
Volumen und dazugehodrigem Kolbenhub wurde eine Eichkurve erstellt, mit der die
aullerhalb des Messbereichs liegenden Auslenkungen bestimmt wurden. Die
Durchschnittsgeschwindigkeit v, [mm/s] wahrend einer Periode wurde nach Formel
(2) aus der Frequenz f [Hz] und der Auslenkung x [mm] berechnet. Die
Maximalgeschwindigkeit vmax (W) zum Zeitpunkt t=0 der Schwingung wurde nach der

Formel (3) berechnet.
Vm=2xf [mm/s] (2)

Vmax = W (t=0) =x Tt fcos(t2mf)=xmf [mm/s] (3)



Material und Methoden 29

Durch unabhangige Variation von Rotationsfrequenz und Kolbenhub konnten
Durchschnittsgeschwindigkeiten zwischen 3 und 816 mm/s erzeugt werden (Tab.
4a), die zugehdrigen Maximalgeschwindigkeiten sind aus Tab. 4b ersichtlich. Aus
technischen Grunden wurden Durchschnittsgeschwindigkeiten von 163 mm/s nicht
uberschritten. Aus dem gegebenen Spektrum wurden die Geschwindigkeiten fur die
Versuche ausgewahlt. Die Durchschnittsgeschwindigkeiten 163 mm/s bzw. 153
mm/s wurden durch die Kombination der Frequenz 3,4 Hz mit 24 mm Auslenkung
bzw. 17 Hz mit 4,5 mm Auslenkung erreicht. Drei verschiedene Kombinationen
ergaben ca. 90 mm/s (3,4 Hz\13 mm; 5 Hz\9 mm; 10 Hz\4,5 mm), durch jeweils zwei
Kombinationen wurden die Stromungsgeschwindigkeiten 60 mm/s (3,4 Hz\9 mm; 6,5
Hz\4,5 mm) bzw. 16 mm/s (8,3 Hz\0,95 mm; 17 Hz\0,48 mm) erzeugt.

Tabelle 4: (a) Durchschnittsgeschwindigkeiten und (b) Maximalgeschwindigkeiten [mm/s] der
oszillierenden Strdomungen im Stromungskanal, durch Kombination von Auslenkung x und Frequenz f.

Auslenkung Frequenz f [Hz]
(a) xImml =34 5 65 83 10 11,5 135 155 17
0,48 3 5 6 8 10 11 13 15 16
0,95 6 10 12 16 19 22 26 29 32
4,5 31 45 59 75 90 104 122 140 153
9 61 90 117 149 180 207 243 279 306
13 88 130 169 216 260 299 351 403 442
24 163 240 312 398 480 552 648 744 816
Auslenkung Frequenz f [Hz]
(b) x [mm] 34 5 65 83 10 11,5 135 155 17
0,48 5 8 10 13 15 17 20 23 26
0,95 10 15 19 25 30 34 40 46 51
4,5 48 71 92 117 141 163 191 219 240
9 96 141 184 235 283 325 382 438 481
13 139 204 265 339 408 470 551 633 694
24 256 377 490 626 754 867 1018 1169 1282

e 150 mg Blattproben wurden wie unter 2.4.2.1 beschrieben in der
Stromungsrinne  befestigt. Bei hohen Frequenzen (>10 Hz) oder
Auslenkungen (>9 mm) wurden zwei dunne Drahte Uber die Blatter gespannt,
um die Blatter zusatzlich zu fixieren. Der Zylinder wurde senkrecht in den
Stromungskanal geschoben und mit einem Gewicht beschwert.

e Der Wasserzulaufschlauch in diesem Aufbau war verzweigt. Ein Arm wurde
an die Spritze der Rotationsapparatur angeschlossen. Die mit Wasser gefillte
Spritze wurde in die Rotor-Apparatur eingespannt, so dass der Kolben durch
den Rotor auf- und nieder bewegt wurde. Die Schlauche und die Spritze
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wurden auf Luftblasen Uberpruft und diese gegebenenfalls entfernt. Der zweite
Arm des Wasserzulaufschlauches wurde als Auslass- und Einlassoffnung mit
einer Klemme gesichert. Der Stromungskanal wurde durch diesen Arm mit
Hilfe einer Spritze mit 10 ml Wasser gefullt, bis der Zylinder ca. 10 mm hoch
bedeckt war. Der Stromungskanal wurde nicht verschlossen und blieb in der
ursprunglichen Orientierung.

e Die Stromungsintervalle waren 1, 10, 20 oder 60 min lang. Nach jedem
Intervall wurde das Wasser durch frisches ersetzt und die Sporen quantifiziert
(vgl. 2.4.1). Die Wasserbewegung zwischen den Stromungsintervallen wurde
so langsam wie moglich durchgefuhrt. Je nach Versuchsvariante wurden
Ruhe- und Strémungsintervalle abgewechselt.

e Nach Versuchsende wurde eine Positivkontrolle durchgefuhrt (vgl. 2.4.2.3).
Jeder Versuch wurde zweimal durchgefuhrt, die Mittelwerte =+
Standardabweichungen der Teilwerte in Prozent des GP angegeben. Als
Negativkontrolle diente eine bei gleichen Probenabstanden ohne Stromung
behandelte Kontrolle.

2.4.2.2.1 Variation des Zeitverlaufs und der Temperatur

e \Versuchsdauer 5 h, jeweils nach 1 h wurde das Wasser erneuert.

e Versuchsdauer 2 h, jeweils nach 20 min wurde das Wasser erneuert.

e Versuchsdauer 3 h, jeweils nach 1 h wurde das Wasser erneuert. In der
ersten Stunde wurden die Blatter ohne Stromung inkubiert, in der zweiten und
dritten Stunde mit Stromung behandelt. Nach der ersten Stromungsstunde
wurde die Wasser- und Lufttemperatur von RT auf 4°C gesenkt oder von 4°C
auf RT erhoht (bzw. beibehalten). Versuchsteile bei 4°C wurden im Kihlraum,
Versuchsteile bei RT im Labor bei Kunstlicht bzw. Tageslicht durchgefuhrt.

e Versuchsdauer 1 h, jeweils nach 10 min wurde das Wasser erneuert.

e Versuchsdauer 1 h, vor und nach dem Strémungsintervall (1 oder 10 min)
wurde jeweils ein 30-mindtiges Ruheintervall gesetzt. Wasserwechsel nach
jedem Ruhe- bzw. Stromungsabschnitt.

e Versuchsdurchfihrung in der Dunkelkammer (vgl. 2.6.2): Versuchsdauer 3 h
(s.0.), in der ersten Stunde bei Dunkelheit wurden die Blatter ohne Stromung
inkubiert, in der zweiten und dritten Stunde mit Stromung, davon 1 h bei
Dunkelheit, gefolgt von 1 h bei Laborlicht bzw. Tageslicht.

e Versuchsdurchfuhrung in der Dunkelkammer: Versuchsdauer 5 h (s.0.),
jeweils nach 1 h wurde das Wasser erneuert.

2.4.2.3 Positivkontrollen

Nach den jeweiligen Versuchen wurde eine Positivkontrolle durchgefihrt, um die
noch verbliebenen Ascosporen in den Blattern zu erhalten. Die Blatter wurden bei
Tageslicht bzw. Laborlicht und RT fur 1 h bei 100 U/min geschwenkt. Die wahrend
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der abschlielenden Behandlung freigesetzten Sporen wurden mit den wahrend des
Versuchs erhaltenen Teilwerten zum GP addiert, die Teilwerte jedes Probenintervalls
in Prozent des GP angegeben. FuUr jede Versuchsvariante wurde zusatzlich ein
entsprechender Kontrollversuch mit der jeweiligen Schuttelmethode bei 100 U/min
und gleichem Zeitverlauf durchgefihrt, um den maximal mdglichen Sporenausstol}
der jeweiligen Versuchsdauer und in den Versuchsintervallen zu erfassen.

e Die Blatter wurden mit der Tragerfolie vom Zylinder abgel6st und im Boden
einer Petrischale befestigt.

¢ In die Petrischale wurden 20 ml Wasser gegeben.

e Schutteln bei 100 U/min far 1 h.

e Quantifizierung vgl. 2.4.1.

2.4.3 Beschallung

2431 Schwingungsbibliothek

Schwingungen und Impulse wurden in Cool Edit Pro digital generiert oder
aufgenommen. Von allen Schwingungs- und Impulsvarianten wurden jeweils 60 min
generiert und auf Audio-CD gebrannt.

2.4.3.1.1 Impulse

Die Impulse eines elektrischen Metronoms wurden Uber Kabel mit dem digitalen
Aufnahmesystem aufgezeichnet. Die auf diesem Weg produzierten Impulse
bestanden aus einer unvollstandigen Schwingung, das heil3t, nach dem ersten

Ausschlag folgte der Rickgang in die Ruhelage. Die Schwingungsdauer betrug 3 x
10° s (Abb. 13a).

Eine einzelne Periode einer Sinusschwingung (166 Hz) wurde digital generiert. Die
Schwingungsdauer wurde an den Impuls angepasst und betrug 6 x 10 s (Abb. 13b).
Die Schwingung war aufgrund ihrer Kirze als Impuls wahrnehmbar.

107s 107 10”s

(a) (b) |/ (c)

Abb. 13: Schwingungsbibliothek. Impulse und Sinusschwingung, in Cool Edit Pro bearbeitet. (a)
Impuls ohne Ausschwingen. Lange 3 x 107 s. (b) Sinusimpuls, 166 Hz, Impulslange 6 x 107 s. (c)
Sinusschwingung 5 Hz.
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Bei der Auswahl der Impulsfrequenzen wurde die theoretische Einschlagshaufigkeit
von Tropfen auf einer bestimmten Grundflache bei einer bestimmten Regenintensitat
zugrunde gelegt (Abb. 14, Tab. 5). Impulsfrequenzen zwischen 0,0008 Hz und 10 Hz

wurden generiert, das heil3t, die Intervalle zwischen den Impulsen waren zwischen
20 min und 0,1 s lang (Tab. 6).

Tabelle 5: Tropfeneinschlage pro Sekunde auf 1 cm? bzw. 36 cm? (Grundflache eines Apfelblattes)
bei Niederschlagsintensitaten von 0,1 bis 6 mm/h ; Tropfendurchmesser 1 mm.

Niederschlag 1 cm? 36 cm?
[mm/h] [Einschlage/s ] [Einschlage/s]

0,1 0,005 0,19

0,5 0,03 0,95

1 0,05 1,9

2 0,12 3,8

4 0,2 7,6

6 0,32 11,5

1000000
100000 1 0.1 mm
o —=—(0,5mm
E 10000 - ——1mm
@
<) ——2 mm
o] 1000 -
S ——4 mm
g2 100" —6mm
w Abb. 14: Tropfeneinschlage/cm?
10 fur 0,1-6 mm Niederschlag und
Tropfendurchmesser von 0,2-5 mm.
1 T T T T T
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00

Tropfendurchmesser [mm]

6,00

Tabelle 6: Schwingungsbibliothek. Impulsfrequenzen und zugehdrige Intervalllangen.

Impulsfrequenz

Intervalllange

Impulsfrequenz

Intervalllange

[Hz] [s] [Hz] [s]
0,0008 1200 0,2 6
0,002 600 0,5 2
0,003 300 1 1
0,008 120 2 0,5
0,02 60 5 0,2
0,03 30 10 0,1
0,08 12
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2.4.3.1.2 Sinusschwingungen

Sinusschwingungen der Frequenzen 1, 3, 5, 8, 10, 15, 20, 50, 100, 400, 1000 und
10000 Hz wurden digital generiert (Abb. 13c). Neben der Standard-Lange 60 min
wurden mit der Frequenz 5 Hz zusatzlich verschiedene Kombinationen aus
Beschallungs- und Ruheintervallen unterschiedlicher Lange und Abstande generiert,
die auf eine Gesamtlange von 60 min vervielfacht wurden (Tab. 7).

Tabelle 7: Beschallungsvarianten mit der Sinusschwingung 5 Hz. Kombinationen aus wiederholten
Beschallungs- und Ruheintervallen; Beschallungsdauer bezogen auf 60 min.

Beschallung \ Ruhe Zyklen Beschallungsdauer
[s] in 60 min [min]
1159 60 x
5\55 60 x 5
10\50 60 x 10
101590 6 x
20\ 580 6 x 2

2.4.3.1.3 Rauschen

Zufallsgerausche oder Rauschen wurden digital generiert. Es handelt sich um
uberlagerte Schwingungen unterschiedlicher Frequenz-Zusammensetzung (Abb.
15). Beim Weillen Rauschen sind alle Frequenzen gleich verteilt. Das Rosa
Rauschen besitzt ein Frequenzspektrum mit etwas geringerem Anteil hoher
Frequenzen und das Braune Rauschen besteht Uberwiegend aus
Niederfrequenzkomponenten.

10_2 s i .. | _I|:,.| L "“.

(a) (b)

Abb. 15: (a) Braunes Rauschen, (b) Rosa Rauschen, (¢) Weiles Rauschen, in Cool Edit Pro
generiert.
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243.2 Beschallungskammer

Zwei Beschallungskammern wurden entworfen und aus 6 mm dickem Plexiglas
angefertigt (Abb. 16). Die Beschallungskammer wurde auf eine 300 x 300 mm grofRe
Grundplatte aus 15 mm dickem Plexiglas montiert, die auf Gummifli3en vibrationsfrei
gelagert war. Die eigentliche Beschallungskammer besal® eine rechteckige
Grundflache von 80 x 30 mm. Die Beschallungskammer war U-formig mit zwei
unterschiedlich hohen Seiten. Die hohere Seite (60 mm) o6ffnete sich in den
Beschallungstrichter, der an seiner weitesten Stelle 100 mm im Durchmesser maf}
und von einem 35 mm breiten Rand umgeben war. Die kurzere Seite (30 mm) war
offen. Der Raum unter der 20 mm langen Briicke war 15 mm hoch und wurde mit
Gummibléckchen auf 5 mm begrenzt. Bei Fullung mit 10 ml Wasser war kein
Luftaustausch zwischen den beiden Seiten der Kammer6ffnungen mdoglich. Zwei
Polyflex Koaxial Lautsprecher (Typ 130-HC, Focal JM-Lab, Saint-Etienne cedex 2,
Frankreich) wurden flir die Schwingungsubertragung verwendet. Die Lautsprecher
besallen einen 130 mm Mittel-Tieftoner und einen 25 mm Hochtoner, waren zur
Wiedergabe hoher und tiefer Frequenzen geeignet und mit maximal 100 W
belastbar. Der lineare Frequenzganz war mit 65 Hz bis 20 kHz angegeben. Der
Einbaudurchmesser betrug 115 mm, das Chassis wurde mit vier Flugelschrauben auf
dem Schalltrichter montiert. Die Lautsprecher wurden Uber den Endverstarker T.AMP
S-100 (Thomann, Burgebrach) an den CD-Player Technics SL-PG390 (Matsushita
Electric, Osaka, Japan) angeschlossen. Die Endstufe verfugte uber eine
Ausgangsleistung von 2 x 100 W an 4 Q bzw. 2 x 65 W an 8 Q. Die Pegel beider
Ausgange waren Uber Potentiometer separat regelbar.

Abb. 16: Beschallungskammer  mit
aufgesetztem Lautsprecher. Gummibléckchen

/,/ . (1) zur Begrenzung des Kammervolumens.

/ (3)-3 2) Blatter (2), unter der Bricke fixiert. Ein

. Gummistopfen (3) verschliet wahrend der

—— — _ . Schwingungsibertragung die Offnung fir die
(1) SE Schallpegelmessung.

e Einstellung des Schalldruckpegels vor jedem Versuch ohne Blattprobe: 10 ml
Wasser wurden in die Beschallungskammer geflllt und der Lautsprecher auf
dem  Schalltrichter montiert. Durch die Messoffnung  in der
Beschallungskammer wurde der Flhler des Schallpegelmessgerates (vgl.
2.1.3) geschoben und der gewunschte Pegel fur die nachfolgenden Versuche
eingestellt (das Wasser wurde danach wieder entfernt).
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e 250 mg Blattproben wurden unter die Bricke geschoben und mit zwei kleinen
Gittern fixiert.

e Mit einer Spritze wurden 10 ml Wasser langsam in die Beschallungskammer
gefullt.

e Vor die Beschallung konnte fakultativ eine Ruhezeit von bis zu 60 min gesetzt
werden, damit die Blatter Wasser aufnehmen und die Asci quellen konnten.
Nach der Ruhezeit wurde die Badflussigkeit mit einer Spritze langsam
abgesaugt und durch frisches Wasser ersetzt. Auf die gleiche Art wurden alle
folgenden Probennahmen durchgefuhrt. Quantifizierung wie unter 2.4.1.

e Die Dauer der Schwingungsubertragung betrug je nach Versuch zwischen 60
min und 1 s, entweder ohne Unterbrechung oder im Wechsel mit
Ruhepausen.

e Alle Versuche wurden bei Tageslicht bzw. Laborlicht und RT durchgefuhrt.

e Nach der Schalldruckbehandlung wurde eine Positivkontrolle durchgefihrt
(vgl. 2.4.3.3). Als Negativkontrolle diente eine nicht beschallte Probe. Alle
Versuche wurden als Doppelansatze durchgefuhrt und ein- bis zweimal
wiederholt, Mittelwerte + Standardabweichungen wurden in Prozent des GP
angegeben.

2.4.3.2.1 Variation der Ruhe- und Beschallungsdauer

e Standardmethode: Versuchsdauer 2 h, jeweils nach 60 min wurde die
BadflUssigkeit erneuert. Erste Versuchsstunde ohne Beschallung, zweite
Versuchsstunde mit 60 min Schalldruckbehandlung bzw. verschiedene
Kombinationen aus Beschallungs- und Ruheintervallen unterschiedlicher
Lange und Abstande (Tab. 7).

e Versuchsdauer 5 h, jeweils nach 30 min, 60 min und jeder weiteren vollen
Stunde wurde die Badflussigkeit erneuert.

e Versuchsdauer 1 h, jeweils nach 10 min wurde die BadflUissigkeit erneuert.
Nur Sinusschwingung mit 5 Hz, 115 dB (C). Verschiedene Kombinationen von
Ruheintervallen und Beschallungsintervallen.

e Versuchsdauer 1 h, Wechsel der Badflussigkeit jeweils nach 1 min und 9 min
in sechs Zyklen. Nur Sinusschwingung mit 5 Hz, 115 dB (C). Verschiedene
Kombinationen von Ruhe- und Beschallungsintervallen.

e Versuchsdauer 70 min, jeweils nach 30, 40 und 70 min wurde die
Badflussigkeit erneuert. Nur Sinusschwingung mit 5 Hz, 115 dB (C).
Verschiedene Abfolgen von Ruhe- und Beschallungsintervallen bei Licht und
Dunkelheit (vgl. 2.6.2).

2.4.3.3 Positivkontrollen

Nach den jeweiligen Versuchen wurde eine Positivkontrolle durchgefuhrt, um die
noch verbliebenen Ascosporen in den Blattern zu quantifizieren (vgl. 2.4.2.3).
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e Die Blatter wurden mit einer Pinzette aus der Beschallungskammer in einen
100 ml Erlenmeyerkolben Uberfuhrt, in dem sich 10 ml Wasser befanden.

e Schutteln bei 100 U/min fur 1 h.

e Quantifizierung vgl. 2.4.1.

2.5 Charakterisierung der Sporenemission in die Luft- und
Wasserkompartimente

2.5.1 Benetzung der Blattproben

Uberwinterte verschorfte Apfelblatter wurden trocken aufbewahrt. Fiir die Benetzung
der Blatter wurden drei verschiedene Methoden verwendet.

2.51.1 Tauchen

Die Tauchmethode entsprach dem unter 2.2.4. beschriebenem Vorgehen. Die
Tauchzeit betrug zwischen 30 s und 10 min. Anschlielend wurden die Blatter sofort
fur Versuche zum Sporenausstol} in stiller Luft bzw. in den Luftstrom eingesetzt (vgl.
2.5.2;2.5.3.2).

2.5.1.2 Nebel

Mittels eines Ultraschall Luftbefeuchters wurde Wasser in feinste Nebeltropfchen
zerstaubt. Der Luftbefeuchter Nebulon 800 (P.J.K. GmbH, Kleinblittersdorf) besitzt
zwei getrennt regelbare Nebelerzeuger mit Ultraschallmembranen. Uber ein
Schwimmerventil wurde der interne, 0,5 | fassende Wassertank an ein
Wasserreservoir angeschlossen. Fur die Benetzung der Blatter wurde nur eine der
beiden Ultraschallmembranen verwendet. Der Nebel wurde durch den
angeschlossenen Flexschlauch (Durchmesser 32 mm, Lange 700 mm oder 350 mm)
auf die Blatter gerichtet. Die Nebelerzeugung war stufenlos regelbar bis zu einer
Wasservernebelung von 800 mi/h. Auf maximaler Stufe waren die Blatter nach ca. 10
min mit einem Wasserfilm bedeckt. Bei 150-200 ml/h wurden Blatter innerhalb von
45-75 min mit einem Wasserfilm bedeckt.

25.1.3 Tropfen und Tropfchen

Mit einer handbetriebenen Pumpflasche wurden feine Wassertropfchen erzeugt. Die
Befeuchtung mit der Pumpflasche war fur kontinuierliche Befeuchtung nicht geeignet.
Daher wurden die Blatter zu Beginn jedes Sammelintervalls bespruht, bis die Blatter
mit Wasser bedeckt waren (ca. 5-60 s, in der Regel 30 s). Die Befeuchtung war
ausreichend, um die Blatter wahrend eines 30-mindtigen Sammelintervalls nass
glanzend zu halten.
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Tropfen definierter Grofde wurden mit einem selbst angefertigten Tropfengenerator
erzeugt. Der Tropfausgang aus einer vertikal befestigten Spritzenkantle mit 0,9 mm
Durchmesser  (Braun) war  Uber einen  Zufuhrschlauch an  eine
Chromatographiepumpe P-500 (Pharmacia) angeschlossen. Durch Variation der
Pumpleistung wurde die Tropfenfrequenz eingestellt. Die TropfengroRe war durch die
Kanule definiert. Der Tropfendurchmesser wurde wie unter 2.1.2.2 bestimmt. Tropfen
von etwa 3 mm Durchmesser wurden generiert. Die Niederschlagsintensitaten
wurden aus der betropften Flache (63,6 cm?) und der verbrauchten Wassermenge/h
berechnet. Niederschlagsintensitaten zwischen 1,6 mm/h (10 Tropfen/min =
Tropfenfrequenz 0,18 Hz) und 9,5 mm/h (60 Tropfen/min = Tropfenfrequenz 1 Hz)
wurden generiert. Die Fallhdhe der Tropfen war 1 m. Durch eine Tropfbefeuchtung
mit 9,5 mm/h waren die Blatter nach 15 min mit einem Wasserfilm bedeckt, bei der
Intensitat 1,6 mm/h waren die Blatter nach 60 min mit einem Wasserfilm bedeckt.

2.5.1.4 Bestimmung des Benetzungsgrades

Zur Bewertung der Blattnasse wurden unterschiedliche Benetzungsgrade von 1-3
definiert (Abb. 17); Stadium 0 wurde als trocken (brichig) mit heller Oberflache
definiert.

Benetzungsgrad 1 Benetzungsgrad 2 Benetzungsgrad 3
Blatter durchfeuchtet, Blatter durchfeuchtet, Blatter durchfeuchtet,
geschmeidig, ohne geschmeidig, mit diinnem geschmeidig, mit dickem

Wasserfilm - dunkel, matt. Wasserfilm - seidenmatter Glanz. \Wasserfilm = nasser Glanz

Abb. 17: Benetzungsgrade 1-3

2.5.2 Sporendeposition in stiller Luft

Zur Untersuchung des Sporenausstofes in unbewegter Luft wurde eine einfache
Depositionsmethode in einer geschlossenen Kammer mit 100%iger Wassersattigung
angewendet. Dazu wurden die Blatter zunachst durch Tauchen befeuchtet (vgl.
2.2.4;251.1).
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¢ Nach Ablauf der Tauchzeit wurde das Uhrglas aus dem Tauchbad gehoben
und mit der Blattseite nach unten auf eine vorbereitete Petrischale gelegt (vgl.
2.2.4, Abb. 10b). Inkubationsintervalle lagen zwischen 15 und 60 min. Die
Gesamtinkubationsdauer war 2-6 h. Nach jedem Inkubationsintervall wurde
das Uhrglas auf eine neue vorbereitete Petrischale gelegt.

e Ausgeschleuderte Ascosporen sanken auf die Wasseroberflache. Die Sporen
wurden quantifiziert (vgl. 2.4.1).

e Nach Ende der Inkubationsdauer wurde eine Positivkontrolle durchgefihrt
(vgl. 2.5.4).

Die Depositionsversuche wurden bei Tageslicht bzw. Laborbeleuchtung und RT
durchgefuhrt. Es wurden trockene oder konditionierte (vgl. 2.2.4) Blatter verwendet.
Dunkelversuche wurden in der Dunkelkammer durchgefuhrt (vgl. 2.6.2).

2.5.3 Sporenfreisetzung in den Luftstrom und die Wasserkompartimente

25.3.1 SKC-Biosampler

Ein Biosampler (SKC Inc., Eighty Four, Pennsylvania, USA) aus Glas wurde zur
Quantifizierung des Ascosporengehaltes in der Luft verwendet (Abb. 18a). Der
Biosampler sammelt Bioaerosole (Bakterien, Pilzsporen, Viren) und fangt sie in
Wasser auf. Der Sampler besteht aus drei Teilen: Ansaugé6ffnung, Disensektion (mit
drei tangentialen Disen) und Sammelgefalt fur 5 ml Probenvolumen. Bei Betrieb mit
einer Saugleistung von mindestens 12,5 I/min wird die FlUussigkeit im Sammelgefal
auf die Innenwand gewirbelt und nimmt die angesaugten Partikel auf.

Abb. 18: (a) SKC Biosampler. (b) Versuchsaufbau fiir die Bestimmung des Sporengehaltes in Luft-
und Wasserkompartimenten. (1) Schlauch zur Vakuumpumpe. (2) Uhrglas, mit Blattern beklebt, im
Innentrichter. (3) Sporensammeltrichter.
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Der Unterdruck wurde von einer Vakuumpumpe V-500 mit Vacuum Controller B-721
(Buchi, Flawil, Schweiz) mit 13 I/min Saugleistung geliefert bzw. bei
Freilandversuchen durch die mobile Pumpe MCS-15 (SKC Inc.), die 12,5 |/min
Saugleistung produzierte. Die Auslassoffnung des Biosamplers wurde Uber einen
Schlauch mit 5 mm Durchmesser an die jeweilige Pumpe angeschlossen. Vor
Versuchsbeginn wurde die Saugleistung mit einem Flowmeter (Key Instruments,
Trevose, Pennsylvania, USA) Uberpruft.

2.5.3.2 Sporenquantifizierung mit dem Sporensammeltrichter

Trockene Blatter wurden auf einem Uhrglas der Flache 63,6 cm? mit doppelseitigem
Haftfilm fixiert (fakultativ wurden die Blatter am Vorabend konditioniert, vgl. 2.2.4).
Das Uhrglas wurde mit Abstandhaltern in einem Trichter (grof3ter Durchmesser 10
cm) platziert, der seinerseits mit Abstandhaltern in einen Sporensammeltrichter
(groRter Durchmesser 24,3 cm) gesteckt wurde. An der Spitze des inneren Trichters
wurde ein 20 ml Réhrchen aus Polypropylen befestigt, um vom Uhrglas ablaufendes
Wasser aufzufangen. Am aulleren Sporensammeltrichter wurde ein 50 ml Réhrchen
aus Polypropylen befestigt, um das von der Trichterwand ablaufende Spritzwasser
aufzufangen. Durch eine Offnung in der Trichterwand ca. 0,5 cm oberhalb der
Glaswolbung wurde die Ansaugoéffnung des Biosamplers in den Trichter gesteckt
(Abb. 18b). In das Sammelgefal des Biosamplers wurden 5 ml Wasser vorgelegt.

Je nach Versuchsanforderung wurden die Blatter im Trichter durch Tropfen, Nebel
oder Bespruhen benetzt oder bereits vor Versuchsbeginn durch Tauchen befeuchtet.
Der Benetzungsgrad der Blatter wurde durch Beobachtung registriert (vgl. 2.5.1.4). In
regelmaldigen Abstanden (15 oder 30 min) wurden in allen drei Kompartimenten die
Proben entnommen, das Flussigkeitsvolumen wund die darin enthaltenen
Sporenzahlen bestimmt (vgl. 2.4.1). Nach jedem Versuch wurde eine Positivkontrolle
durchgefuhrt (vgl. 2.5.4). Alle Versuche wurden einmal wiederholt, MW und SD aller
Teilwerte in Prozent des GP angegeben. Die Versuchsdauer lag zwischen 1-6 h. Die
Versuche wurden bei Tageslicht bzw. Laborlicht und RT durchgefuhrt,
Dunkelversuche in der Dunkelkammer (vgl. 2.6.2).

2.5.3.2.1 Freiland-Versuche

Bei Freilandversuchen wurden die Blatter durch natirliche Regenereignisse
unterschiedlicher Intensitat und Dauer benetzt, alle Versuche wurden bei Tageslicht
durchgefuhrt. Die Versuchsdauer betrug bis zu 8 h. Der Versuchsaufbau wurde, ca.
1,5 m uber dem Boden, im Versuchsfeld neben der Wetterstation positioniert. Ein 5
m langer Schlauch wurde fir die Verbindung des Biosamplers mit der Pumpe
verwendet. Die Pumpe und die Schreiberelektronik des Regensensors wurden in
einem Zelt untergebracht, das 3,4 m vom Sporensammeltrichter entfernt auf der
windabgewandten Seite stand.
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2.5.3.3 Schallubertragung uber die Luft

Fir die Schallibertragung auf benetzte Blatter Uber die Luft wurden zwei
Versuchsanordnungen verwendet (s. u.). Mit beiden Versuchsaufbauten wurden die
Beschallungsvarianten Metronom 120/min, 110 dB (C); Sinus 400 Hz, 105 dB (C)
und Braunes Rauschen, 100 dB (C) jeweils fur 60 min verwendet, mit vier
Probenwechseln nach je 15 min. Als Negativkontrolle wurden die Blatter nach dem
Tauchen fur 60 min ohne Beschallung bei gleichen Probenabstanden inkubiert.

2.5.3.3.1 Trichter-Aubau

Blatter wurden auf einem Uhrglas befestigt und 10 min getaucht (vgl. 2.5.1.1).
Anschliefend wurde das Uhrglas in den Sporentrichter gelegt und ein Lautsprecher
kopflber in dem Trichter platziert. Zwischen Uhrglas und dem Lautsprecher blieben
ca. 5 cm Luft, in diesen Zwischenraum wurde das Ansaugrohr des Biosamplers
geschoben.

2.5.3.3.2 Trommel-Aufbau

Plastikfolie wurde trommelartig auf eine Glasréhre (25 cm Hohe) gespannt, deren
Durchmesser dem verwendeten Lautsprecher entsprach. Die Blatter wurden auf der
gespannten Membran mit doppelseitigem Haftfilm befestigt und durch 10-minutiges
Tauchen benetzt. Die Glasréhre wurde mit der Membran nach oben auf den
waagrecht positionierten Lautsprecher gestllpt, so dass der Schalldruck die
Plastikmembran und die darauf befestigten Blatter in Schwingung versetzte.

2.5.4 Positivkontrollen

Nach den jeweiligen Versuchen wurde eine Positivkontrolle durchgefihrt, um die
noch verbliebenen Ascosporen in den Blattern zu quantifizieren (vgl. 2.4.2.3).

e Das Uhrglas mit den darauf befestigten Blattern wurde in ein 1000 ml
Becherglas mit der Blattseite nach oben gelegt.

e 100 ml Wasser wurden so eingefullt, dass sich keine Luftblase unter der
Glaswoélbung bilden konnte.

e Schutteln bei 100 U/min fur 1 h.

e Quantifizierung vgl. 2.4.1.
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2.6 Sporenemission bei Licht und Dunkelheit

Die Sporenemission bei Dunkelheit wurde mit verschiedenen Versuchsmethoden
gepruft. Nach jedem Versuch wurden die Blatter fur 1 h im Licht bei 100 U/min
geschuttelt, um die noch vorhandenen Ascosporen zur Ausschleuderung zu bringen.
Die einzelnen Proben wurden wie unter 2.4.1 quantifiziert und in Prozent des GP
angegeben.

2.6.1 Vorbehandlung der Blatter

Fir Versuche zur Dunkelhemmung der Sporenemission wurden Blatter mit
naturlichem Tag-Nacht-Rhythmus aus dem Freiland (nur wahrend der Primarsaison
2002) oder mit kunstlichem Tag-Nacht-Rhythmus aus Inkubatoren (vgl. 2.2.3)
verwendet bzw. tiefgefrorene Blatter, die am Vorabend aufgetaut und verdunkelt oder
konditioniert wurden (vgl. 2.2.4). Blatter aus dem Freiland wurden am Vorabend des
Versuchs verdunkelt und 4. N. trocken im Labor gelagert. Dunkelversuche fanden
wahrend der Nachtphase der Blatter statt. Entsprechende Kontrollversuche bei
Helligkeit wurden wahrend der Tag-Phase durchgeflhrt.

2.6.2 Dunkelkammerversuche

Die Aufbauten fur die Beschallungsversuche (vgl. 2.4.3.2) und fur die Versuche zur
Sporenemission in Luft- und Wasserkompartimente (vgl. 2.5.2; 2.5.3.2) wurden in der
Dunkelkammer aufgestellt. Die Erlenmeyerkolben fur die Wasserbadmethode (vgl.
24.1) wurden in einer lichtdichten Box bei 100 U/min geschuttelt. Der
Stromungskanal (vgl. 2.4.2) wurde mit Aluminiumfolie umwickelt. Versuchsaufbau
und Probenwechsel fanden in der Dunkelkammer unter schwachem Grlnlicht (15 W)
statt.

2.6.3 Klimakammerversuche

Eine Burkard Sporenfalle wurde flir Versuche unter kontrollierten Bedingungen in
einer Klimakammer eingesetzt. Die Ansaugo6ffnung der Sporenfalle wurde mit einem
Adapter an eine 314 mm lange Glasrohre (69 mm Durchmesser) angeschlossen, in
der 3 g Blattproben auf einem Lochgitter (310 x 50 mm) aus Kunststoff locker
ausgebreitet wurden (Abb. 19). In die gegenuberliegende Offnung der Glasréhre
wurde ein Nebelverteiler des Ultraschall Luftbefeuchters gesteckt. Die Befeuchtung
wurde alle 12 h jeweils in der Mitte der Tag- oder Nachtphase flr 1 h angeschaltet.
Der durchschnittliche Verbrauch pro Stunde betrug 185 + 26 ml (Versuche 1-3) bzw.
112 ml £ 23 ml in Versuch 4. Die Réhre wurde minimal geneigt, das ablaufende
Wasser wurde gesammelt und auf Sporengehalt untersucht, in Versuch 4 entstand
kein Ablaufwasser. Um die Keimung der Sporen zu inhibieren, wurde 0,2 %
Natriumazid in die Sammelgefale vorgelegt (Endkonzentration 0,02 %).
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Abb. 19: Versuchsaufbau in
der Klimakammer. Eine
Burkard Sporenfalle wurde an
eine Rohre angeschlossen, in
der die Blatter mit Nebel
befeuchtet wurden.

In einem Fall (Versuch 3) wurde das Ablaufwasser jeder einzelnen
Befeuchtungsphase mit Hilfe eines Fraktionssammlers in 3 ml Fraktionen
aufgefangen und einzeln auf Sporengehalt untersucht. Die Sporenfalle wurde je nach
Versuchsdauer sechs bis sieben Tage durchgehend betrieben und wie unter 2.3.
ausgewertet. Die Luftfeuchtigkeit wurde konstant bei 80 %, die Temperatur bei 15°C
gehalten, eine starke Bellftung sorgte fur ausreichende Kuhlung wahrend der
Beleuchtungsphasen. Licht wurde von Quecksilberlampen mit Tageslichtspektrum
geliefert. Die Lichtstarke war konstant auf 40 kLux eingestellt. Fir einen Tag-Nacht-
Rhythmus (Versuch 1) mit jeweils sechs Hell- und Dunkelphasen wurde die
Beleuchtung im 12-h-Rhythmus ein- und ausgeschaltet (eine Lichtphase von 12 h
entspricht etwa der Tageslichtperiode in der dritten Marzwoche). In Versuch 2-4
wurden zwei Wechsellichtphasen und anschlielend je eine Dauerdunkel- und eine
Dauerlichtphase von 60 h durchgefuihrt. Nach Versuchsende wurden die Blatter mit
der Wasserbadmethode in 150 ml Wasser behandelt (vgl. 2.4.1), um die
verbliebenen Ascosporen zu erhalten. Alle Teilwerte des Versuchs wurden auf das
Gesamtpotential bezogen.

2.7 Hemmstoffscreening der Ascosporenausschleuderung

2.7.1 Blattextrakte

e 50 g Uberwinterte, getrocknete Blatter wurden mit 500 ml Wasser 20-30 min
geschuttelt; das Wasser wurde 5-mal durch frisches ersetzt, so dass 3 |
Blattextrakt erhalten wurden.

e Der Blattextrakt wurde fur 30 min bei 10000 U/min zentrifugiert (Beckmann,
JA-14). Der Uberstand wurde in 250 ml Aliquots in Kunststofftiiten in 10 Tagen
gefriergetrocknet.

e Das Lyophilisat wurde in insgesamt 100 ml Wasser aufgenommen und fur 30
min bei 10000 U/min zentrifugiert (Beckmann, JA-20).
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e Der Uberstand 1 wurde dekantiert und aufbewahrt. Das Zentrifugat wurde
sorgfaltig resuspendiert, in insgesamt 100 ml Wasser, und fur 30 min bei
10000 U/min zentrifugiert (Beckmann, JA-20).

e Die vereinigten Uberstande wurden gefriergetrocknet und das Lyophilisat
(291 mg; entsprechend 0,6 % der Ausgangsblattmenge) in 15 ml Wasser
geldst (Extrakt 1). Bis zur Verwendung wurden das Zentrifugat und Extrakt 1
eingefroren. Das Zentrifugat wurde kurz vor der Verwendung in 5 ml Wasser
resuspendiert (Extrakt 2).

Die Extrakte 1 und 2 wurden mit Wasser gemischt und als Badflussigkeit in einer
Wasserbadmethode (vgl. 2.4.1) mit einigen Modifikationen verwendet. Eingesetzte
Extraktmengen in 25 ml Badflissigkeit waren 1,5 ml bzw. 4,5 ml fur Extrakt 1 und 0,5
ml bzw. 1,5 ml far Extrakt 2. Der Bereich der sinnvollen Extraktmenge zur
Nachbildung der natirlichen Gegebenheiten einer minimalsten Befeuchtung
(Benetzungsgrad 1, vgl. 2.5.1.4) in der Wasserbadmethode wurde ermittelt.
Vorversuche belegten, dass der Wassergehalt matt-feuchter Blatter durch die
Wasserbadmethode um den Faktor 20 verdinnt wurde. Bei der eingesetzten
Blattmenge von 0,5 g war demnach ein Extraktzusatz entsprechend 10 g Blattern
notwendig, was einer Menge von 3 ml Extrakt 1 bzw. 1 ml von Extrakt 2 entspricht.
500 mg Blattproben wurden in 25 ml Badflissigkeit zweimal 1 h geschittelt, nach
jeder Stunde wurde die BadflUussigkeit abgeschuttet und die Sporen quantifiziert (vgl.
2.4.1). AnschlieRend wurden die Proben weitere 3 h in 25 ml Wasser geschuttelt,
ebenfalls mit stindlichem Wechsel der Badfllssigkeit. Als Kontrolle diente eine 5 h
mit Wasser geschuttelte Probe.

2.7.2 Chemische Hemm- und Forderstoffe

200 mg Blattproben wurden in 8 ml Wasser mit unterschiedlichen Zusatzstoffen
(Tab. 8) in verschiedenen Konzentrationen bei 100 U/min 4 oder 5 h geschuttelt.
Nach jeweils 60 min wurde die Badflussigkeit erneuert und die Sporensuspension
wie unter 2.4.1 beschrieben quantifiziert. Eine Kontrolle wurde mit Wasser
geschuttelt. Stockldsungen in Ethanol wurden von Cycloheximid (12,5 mg/ml),
Kresoxim-methyl (5,5 mg/ml), Cytochalasin (3,3 mg/ml), Pyrimethanil und Gramicidin
(5 mg/ml) hergestellt und der Kontrolle die entsprechende Menge Ethanol
zugegeben. Nach 2 bzw. 3 h wurde fakultativ die Hemmstofflosung durch Wasser
ersetzt.
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Tabelle 8: Chemikalien zur Uberpriifung der Hemm- oder Férderwirkung auf den Sporenaussto
mit der Wasserbadmethode.

Substanz

Konzentrationen Wirkmechanismus
[Bezugsquelle]

Replikation und Genexpression

Chloramphenicol [Sigma]  5/50/500/1500/3000/5000 ug/ml Hemmung der prokaryontischen

Translation

Cycloheximid [Sigma] 10/50/100/500/5000 pg/ml Hemmung der eukaryontischen
Translation

Puromycin [Sigma] 10/50/500 pg/ml Hemmung der eukaryontischen und
prokaryontischen Translation

Actinomycin D [Sigmal] 1/4/40/80 pg/ml Transkriptionshemmung
(Replikationshemmung)

Rifampizin [Serva] 500/1500/3000 pg/ml Hemmung prokaryontischer RNA-

Polymerasen
Beeinflussung des Membrantransports, Energiegewinnung

Amilorid [Sigma] 0,05 /0,25 % Blockiert epitheliale Na“-Kanéle und
Na'/H"-Austauscher

Sanguinarin [Sigma] 0,03 % Hemmung von Na*-, K*-, Mg**-ATPase

Ouabain [Sigma] 0,05/0,5 % Hemmung der Na'/Ka'- ATPase

Cyclopiazonsaure [Sigma] 0,03 % Hemmung der Ca**-ATPase in
intrazellularen Ca** -Speicherorten

Natriumorthovanadat 0,3/1/3 mM Hemmung der P-ATPasen

(NazVO,) [ICN], (Plasmalemma-ATPasen) und

Natriumtartrat, 1/3/9 mM I6slichen Phosphatasen

Ammoniummolybdat 0,3/1/3 mM

((NH4)sM070.4),

Natriumfluorid (NaF), 1/3/9 mM

Zinkchlorid (ZnCly) 0,3/1/3 mM

(Dutra et al., 2001)

EDTA 1/3/9 mM

Fusicoccin [Sigma] 1/8 ug/ml Forderung der P-ATPasen

Magnesiumchlorid (MgCl,) 1/3/9 mM
Kaliumphosphat (KH,PQO4) 1/3/9 mM

Oligomycin B [Sigma] 5/50 pg/ml Hemmung der F,F, —ATPase
Natriumazid (NaNj3) 0,3/1/3 mM Hemmung der F,F, -ATPase und
[Merck] Cytochrom aa; Komplex
Kresoxim-methyl, Wirkstoff 1/5/50 pg/mi Hemmung des Elektronentransfers am
in Discus [BASF] Cytochrom b/c; Komplex

(Becker et al., 1981)
Verdnderung der Membranpermeabilitét

Gramicidin A [Sigma] 1/5/50 pg/mli Bildet Membrankanal = Einstrom
monovalenter Kationen ins
Cytoplasma

Nystatin [Sigma], 50/250/1250 U/ml Sterolbindung—> Porenbildung

Amphothericin B [Sigma]  1/5/50 pg/ml
Detergenzien

SDS (anionisch) 1/3/9 mM
Tween 80 (nicht-ionisch)  0,01/0,1/1 %
Triton-X 100 (nicht- 0,01/0,11 %
ionisch)

pH Wert

pH 5 (Mes, 50 mM)
pH 7, pH 10 (Tris, 50 mM)
pH 6,8 (Wasser)
osmotische Wirkung

Saccharose 0,05/0,1/0,15/0,2/0,3/0,4/0,5 Verhinderung des Wassereinstroms in
0,6/0,7/0,8/0,9/1,0/1,5/2,0 M die Asci
Mannit 0,1/0,15/0,2/0,5/1 M
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Substanz Konzentrationen Wirkmechanismus
[Bezugsquelle]
Sorbit 1,0/1,5/2,0 M
Glycerin 1,0/1,5/2,0 M
andere Mechanismen
Staurosporin [ICN] 0,1/1/3 yM Hemmung von Proteinkinasen
Cytochalasin B [Sigma] 5/50 pg/mli Hemmung der Actin-Polymerisierung

Proteinase K [Serva]
Harnstoff

Kupfersulfat (Cu,SO,)
Ammoniumsulfat
((NH4)2S0O4)

(MacHardy, 1996)
Pyrimethanil, Wirkstoff in
SCALA [Agrevo]

(Jehlicka & Kollar, 2000)

10/100 ug/ml
1/3/9 mM
0,5/1/2/5 %
1/3/9 mM

1/5/50 pg/mi

- kontraktile Actinfilamente werden
unterbrochen - Inhibierung der
Plasmastromung

Proteinabbau

Denaturierung von Proteinen
Interaktion mit Proteinen

Letale Wirkung auf V. inaequalis -
Pseudothecien bei Herbst-Applikation

Beeintrachtigung des
Biosynthesewegs von Methionin
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3.ERGEBNISSE

3.1  Regenanalytik

3.1.1 Sensoren fur kinetische Energie

3.1.1.1  Sensit VO4A

Die Messdaten des Sensors unterlagen generell starken Schwankungen und wurden
von der Temperatur beeinflusst (Abb. 20). Bei Temperaturen unter 5°C wichen die
Werte zudem vom Kkalibrieten Nullwert stark nach unten ab. Die

Windgeschwindigkeit war bei Werten bis 10 m/s ohne Auswirkungen (Abb. 20),
lediglich bei kurzen, starken WindstéRen wurden kleinere Ausschlage registriert.

10 A

Wind

Wind [m/s]

o [ ST =3 =)
L L I L

54 | Sensit Sensor i
53,5 [

— —_—
53 — —_— L5

' —
—|
—

) Temperatur
N Mt Abb. 20: Messdaten des Sensit

Sensors fur kinetische Energie an
einem regenfreien Tag, Temperatur
(Stundendurchschnittswerte) und
Windgeschwindigkeit [m/s].

Sensit Sensor [mV]
Temperatur [°c]

09:20 14.08 18:56 23:44
Uhrzeit

Extreme Regenmengen ab 1 mm/5 min wurden durch Ausschlage angezeigt (Abb.
21a). Der Sensor war nicht geeignet, kleine Regenmengen (0,1 -1 mm/h) aufzulésen
(Abb. 21b). Uber die GroRe der Ausschldge konnte nicht auf die Regenintensitat
geschlossen werden, da auch bei geringen Regenmengen teilweise sehr starke
Ausschlage registriert wurden. In Abb. 22 werden Daten des Sensit Sensors im
Vergleich zur Niederschlagsmessung der Wetterstation und einer digitalen
Regenaufzeichnung dargestellt (vgl. 3.1.2.1.1). Alle drei Systeme zeigten den
Spitzenwert des Niederschlags an (1,2 mm/5 min), bei der Lautsprecheraufnahme an
der Dichte und Amplitude der Ausschlage zu erkennen. Der Sensit Sensor zeigte
aber zusatzlich noch weitere starke Ausschlage bei geringerer Regenintensitat.
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Abb. 21: Vergleich des Sensit Sensors fiir kinetische Energie mit der Niederschlagsmenge (NS). (a)
Messzeitraum 9 h; 3,1 mm Niederschlag cumulativ; Spitzenwert 1 mm/5 min. (b) Messzeitraum 9 h;
4,3 mm Niederschlag cumulativ; Spitzenwert 0,2 mm/5 min.
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Sensit Sensor [mV]
Niederschlag [mm/5 min]
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Schwingungsaufzeichnung in Cool Edit

Abb. 22: Vergleich des Sensit Sensors mit der Niederschlagsmenge (NS) und der digitalen
Schwingungsaufzeichnung des Mikrofonlautsprechers LE 77 in Cool Edit Pro (vgl. 3.1.2.1.1).
Messzeitraum 24 h; 17,2 mm Niederschlag cumulativ; Spitzenwert 1,2 mm/5 min.
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3.1.1.2 Lautsprecher —-Regensensoren

Der selbst entwickelte Sensor flr den Dauereinsatz (vgl. 2.1.1.2, Abb. 5) erreichte
aufgrund der Aufzeichnung jedes einzelnen Einschlags eine tropfengenaue zeitliche
Auflésung der Niederschlagsereignisse, Beginn und Ende jedes Ereignisses konnten
genau bestimmt werden. Durch die Dampfung der Membran wurden alle
Nebengerausche ausgeschlossen und nur Tropfeneinschlage ubertragen. Bei sehr
schwachen Tropfeneinschlagen, die der unmodifizierte Lautsprecher MS-55 erfasste,
reichte die Sensibilitit des Regensensors nicht aus. Wahrend die
Sensoraufzeichnung eine klare Nulllinie aufwies, zeigte der unmodifizierte
Lautsprecher einen deutlich starkeren Hintergrund in Form einer verzerrten
Grundlinie. Bei starken Windbdéen wurden ebenfalls Ausschlage verzeichnet.
Tropfeneinschlage waren bei beiden Impulswandlern als klare Linien erkennbar, die
allerdings bei starkem Regen durch die Tragheit und zu geringen Papiervorschub
des Schreibers zunehmend Uberlagert waren. Die Sensitivitat war hoch. Auch kurze
und schwache Regenereignisse unter 0,1 mm konnten erfasst werden, die von der
Wetterstation noch nicht angezeigt wurden. Unterschiedliche Regenmengen und —
intensitaten konnten anhand von Hoéhe und Dichte der Ausschlage unterschieden
werden und waren mit den von der Wetterstation gemessenen Regenhdhen zu
verifizieren (Abb. 23). Der Regensensor zeichnete mehrere Regenereignisse
wahrend der Primarsaison 2001 auf (vgl. 3.3.2).

Im Zusammenhang mit Experimenten zum Sporenausstol3 bei Regenbenetzung (vgl.
3.3.4) erfasste der einfache Regensensor (vgl. 2.1.1.2, Abb. 7) den Niederschlag
und gab einen Anhaltspunkt Uber die auf den Blattern auftreffenden Tropfenmengen.
Bei sehr feinem Nieselregen (Einzelereignisse I, Ill, vgl. 3.3.4, Tab. 16) war die
eingestellte Empfindlichkeit des Schreibers und/oder des Vorverstarkers zum Teil
nicht ausreichend. Die Wetterstation zeichnete den Niederschlagsbeginn in einigen
Fallen durch zu lange oder nicht erreichte Fullzeiten der Kippwaage erst 30-60 min
spater als der Regensensor auf bzw. erfasste einige kurze Regenphasen gar nicht
(vgl. 3.3.4). In einem Fall wurde von der Wetterstation 0,8 mm Regen in 2 h
aufgezeichnet, obwohl kein Niederschlag zu dieser Zeit beobachtet wurde
(Regenereignis V, vgl. 3.3.4, Tab. 16). Bei allen Versuchen zum Sporenausstol} bei
naturlichem Regen waren die Niederschlagsereignisse leicht bis mittelstark,
demzufolge konnten die Daten des Sensit Sensors flr die Auswertung nicht
herangezogen werden, da er fir diese Regenintensitaten nicht geeignet war (vgl.
3.1.1.1).
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Abb. 23: Vergleich des Sensit Sensors mit der Niederschlagsmenge (NS) und der

Schreiberaufzeichnung des selbst entwickelten Sensors flir den Dauereinsatz mit Gleichrichter-

Elektronik (a-c). Messzeitraum 10 h; 7,2 mm Niederschlag cumulativ; Spitzenwert 0,5 mm/5 min.
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3.1.1.3 Schalldruckpegelmessung

Die Aufnahme von Regenereignissen mit dem Schallpegelmessgerat zeigte eine
ungenaue Grundlinie und war durch Storgerausche und Windboen stark beeinflusst.
Regentropfeneinschlage wurden deutlich registriert. Energien von einzelnen
Einschlagen auf die mit Blattern belegte Flache lagen zwischen 75 und 90 dB (C),
nur ganz vereinzelt wurden Tropfeneinschlage mit 95 dB (C) registriert. Ohne die
Blattauflage wurden die meisten Einschlage mit Energien zwischen 80 und 100 dB
(C) registriert, vereinzelt bis 105 dB (C).

3.1.2 Aufzeichnung von Schwingungsimpulsen
3.1.21 Mikrofonlautsprecher

3.1.211 Lautsprechermodelle

In den Regenaufzeichnungen durch Mikrofonlautsprecher konnten verschiedene
Regenintensitaten anhand der Ausschlage identifiziert werden (vgl. 3.1.1, Abb. 22).
Tab. 9 fasst die Eigenschaften der vier Lautsprecher und die Ergebnisse der
Frequenzanalyse zusammen. Zusatzliche Vorverstarker waren fur die
Tropfenaufnahmen nicht erforderlich; sie verringerten den Frequenzumfang und
fuhrten zu Dynamikkompression.

Tabelle 9: Schwingungsaufzeichnung mit Mikrofonlautsprechern. Eigenschaften und Frequenzen
[Hz] der erzeugten Schwingungen.

LE 77 MS-55 MSP-30 BL-28
Schutzfolie' nein ja nein nein
Verstéirkung2 halbmaximal halbmaximal halbmaximal halbmaximal
Empfindlichkeit fiir nicht nicht
Umgebungsgeré‘:iusche3 vorhanden vorhanden vorhanden vorhanden
Labortropfen [Hz] 347 £10 378 £ 1 277 £ 60 526 + 33
Regentropfen [Hz] 34019 371+£10 293 £ 62 579+ 10
Regentropfen auf 251 + 62 366 + 15 359 + 56 597 + 58

Blattauflage [Hz]

! zum Schutz der Lautsprechermembran vor Wasser
2 Pegeleinstellung des Vorverstarkers am ADC & DAC 2000 bei Aufnahmen ohne Blattauflage
3 Hintergrundgerausche, als Verzerrung der Grundlinie sichtbar

Alle vier Systeme erzeugten bei Labortropfen und Regentropfen jeweils
Schwingungen einer bestimmten Grundfrequenz, Unterschiede im
Schwingungsverhalten waren lediglich als starkere Uberlagerung durch hohe
Frequenzen bei Regentropfeneinschlagen sichtbar. Die Grundfrequenz war fur jeden
Lautsprecher typisch. Eine hohe Varianz der Schwingungsfrequenz zwischen
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einzelnen Tropfeneinschlagen zeigte nur MSP-30 (Tab. 9; Abb. 24). Alle vier
Lautsprechertypen zeigten im Analysespektrum auch Frequenzanteile bei 8000-
15000 Hz und unterschiedlich hohe Frequenzanteile zwischen 1000 und 10000 Hz
auf, welche die Grundschwingung uberlagerten. Diese konnten durch den
Tiefpassfilter mit Durchlassgrenze 1000 Hz entfernt werden, ohne dass sich die
Frequenz der Grundschwingung anderte. Nach dem Entfernen der Hochtdne blieb
die einfache Sinusschwingung erhalten. Alle vier Systeme wurden wahrend der
Aufnahme natlrlicher Regentropfen ohne Blattauflage mit halbmaximaler
Verstarkung ausgesteuert, da die maximale Auslenkung vieler Tropfeneinschlage zu
Ubersteuerungen des Systems gefiihrt hatte. Mit der gewahlten Verstarkung blieb die
Amplitude der meisten Tropfeneinschlage im Bereich von = 0,2. Auch bei
Labortropfenaufnahmen war eine Verringerung der Verstarkung bei Fallhdhen Uber
50 cm erforderlich. Mit Blattauflage war bei allen vier Lautsprechersystemen die
Aufnahme mit Maximalverstarkung ohne Ubersteuerung der Einschlage maglich. Bei
den Lautsprechern MS-55, MSP-30 und BL-28 wurde das Schwingungsverhalten
durch die Blattauflage nicht signifikant verandert, bei dem System LE 77 bewirkte die
Blattauflage eine Verschiebung der Frequenz um 90 Hz in den Tieftonbereich.

Die eingesenkte Membran von LE 77 flllte sich im Verlauf von Regenaufnahmen mit
Wasser. Ohne Wasserbelegung zeigten die Frequenzanalysespektren von
Aufnahmen ohne Blattauflage neben dem Maximum bei 347 + 10 Hz ein zweites
schwacheres Maximum im Bereich um 140-150 Hz. Bei vollstandig wassergefullter
Membran war nur noch ein Maximum bei 96 + 0,2 Hz im Spektrum sichtbar. War die
Membran durch wenig Wasser beschwert, zeigte die Frequenzanalyse zwei gleich
starke Gipfel bei 140 Hz und 240 Hz. Dieses Verhalten war sowohl bei Labortropfen
als auch bei naturlichen Regentropfen erkennbar. Wurde die Membran mit einem
nassen Apfelblatt bedeckt, so war in der Frequenzanalyse ebenfalls nur noch ein
Gipfel zu erkennen, dessen Maximum mit Zunahme der Wasserflullung von 315 auf
185 Hz sank. Durch die Auflage des nassen Apfelblattes auf die Membran wurde der
Ausschwingvorgang der Schwingung verkurzt (Abb. 24c, g, k). Auch auf der leicht
nach innen gewodlbten Membran des MS-55 sammelte sich wahrend eines
Regenereignisses Wasser. Das Maximum verschob sich mit zunehmender
Wasserbelegung von 371 Hz nach 306 Hz. Tropfeneinschlage in Labor und Freiland
erzeugten gleichmaRige, gedampfte Sinusschwingungen. Die Blattauflage bei
Regenaufnahmen im Freiland veranderte das Schwingungsverhalten des
Lautsprechers nicht (Abb. 24d, h, I). In allen Aufnahmen waren kaum hochfrequente
Tone vorhanden. MSP-30 und BL-28 besallen ebene Membranen, daher trat das
Problem der zunehmenden Wasserbelegung bei diesen Systemen nicht auf.
Regentropfen sowohl ohne als auch mit Blattauflage erzeugten beim MSP-30
unregelmaRige Schwingungen mit kurzem Ausschwingen und Uberlagerungen.
Labortropfen erzeugten gleichmalige, lang ausschwingende Schwingungen ohne
sichtbare Uberlagerungen (Abb. 24b, f, j). BL-28 wies als einziges System
Schwingungsfrequenzen uber 500 Hz auf. Die Regentropfen hatten eine etwas
hdéhere Frequenz als Labortropfen, der Unterschied war jedoch nicht signifikant.
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Regentropfen aus Labor und Freiland waren bei diesem System nicht zu
unterscheiden (Abb. 24a, e, i).

A: Regentropfen

10%s

wﬁwﬁwﬁwﬂﬁw

(d) MS-55

(e) BL 28

C: Labortropfen

A 10%s
m PR S,

(i) BL 28 WQ (i) MSP 30 , (k) LE 77 () MS-55

Abb. 24: Schwingungsaufzeichnung natirlicher Regentropfen und Labortropfen  mit
Mikrofonlautsprechern in Cool Edit Pro (jeweils 5 bzw. 10 Uberlagerte Schwingungskurven). (A)
Schwingungen natirlicher Regentropfen. (B) Regentropfen auf Blattauflage. (C) Schwingungen im
Labor erzeugter Wassertropfen.

3.1.21.2 Membranersatz durch einen natiirlichen oder kiinstlichen
Schwingungsaufnehmer

Klnstliche Wassertropfen aus 50 c¢cm Fallhdhe lieferten ein verandertes
Schwingungsmuster, wenn die Membran von LE 77 entfernt und durch ein
uberwintertes getrocknetes Apfelblatt ersetzt wurde (Abb. 25a, d). Mit dem Blatt als
Schwingungsmasse lagen die Frequenzen der Tropfeneinschlage bei 156 + 7 Hz, mit
der Membran bei 347 + 10 Hz. Ein vollstandig mit Wasser vollgesogenes Blatt (Abb.
25c¢) wies eine niedrigere Frequenz (91 £ 15 Hz) auf, als ein trockenes Blatt. Wurde
das Blatt durch ein Deckglaschen ersetzt, zeigten die Tropfeneinschlage zwei
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vollstandige Schwingungen mit der Frequenz 118 + 0,5 Hz ohne weiteres
Ausschwingen (Abb. 25b). Glycerin, Wasser und 5 M NaCl-Lésung erzeugten auf
einem trockenen Blatt Schwingungsfrequenzen von ca. 160 Hz, Tropfen von
dickflussigem Paraffindl zeigten eine geringfligige Frequenzverschiebung und durch
Ethanoltropfen verursachte Schwingungen lagen bei 220 Hz wund zeigten
unregelmafliges Ausschwingen (Tab. 10; Abb. 25d-h).

10° s

(d) trockenes
Blatt

(c) nasses Blatt

10%s 10% s

A s

vV Vo

(e) Ethanol (f) Paraffindl (g) Glycerin @ (h) NaCl

Abb. 25: (a-d) Schwingungsaufzeichnung von Labor-Wassertropfen mit LE 77 mit unterschiedlichen
Schwingungssystemen, in Cool Edit Pro (jeweils 5 uberlagerte Schwingungskurven). (a)
Plastikmembran. (b) Membranersatz durch Deckglas. (¢) Membranersatz durch nasses Blatt. (d)
Membranersatz durch trockenes Blatt. (e-h) Unterschiedliche Flissigkeitstropfen mit trockenem Blatt
als Schwingungssystem von LE 77.

Tabelle 10: Schwingungsanregung durch unterschiedliche Flussigkeitstropfen.
Schwingungssystem: Lautsprecher LE 77 mit trockenem Blatt als Membranersatz. Frequenz [Hz] der
ersten beiden Schwingungen nach dem Einschlag. d = Tropfendurchmesser; m = Masse des
Tropfens.

Ethanol Paraffindél Glycerin Wasser 5 M NaCl

m [mg] 13 19,5 33 35,5 38

d [mm] 2,9 3,3 4,0 4.1 4,2
Frequenz [Hz] 223 +28 183 +21 161+1 161+04 162+0,3
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3.1.2.2 Mikrofone

Laboraufnahmen von Wassertropfen mit dem Kondensatormikrofon C 2000 B
zeigten Einschlage mit kurzem Ausschwingen (Abb. 26a). Die Frequenzanalyse
zeigte einen Schwerpunkt der tiefen Frequenzen unter 100 Hz und einen geringen
Anteil hoher Toéne. Hintergrundgerausche waren kaum vorhanden und hatten keinen
Einfluss auf das Ergebnis der Frequenzanalyse. Regenaufzeichnungen mit den
Mikrofonen EM3 und C 2000 B waren durch starke Hintergrundgerausche
gekennzeichnet. Durch digitale Bearbeitung konnte dieser Anteil entfernt werden,
wodurch das Ergebnis der Frequenzanalyse der Tropfeneinschlage nicht verandert
wurde. Die Schwingungsereignisse von Regentropfeneinschlagen, die mit den
beiden Mikrofonen aufgezeichnet wurden, waren wesentlich komplexer als bei den
vier Mikrofonlautsprechern. Die Frequenzanalyse ergab keine vorherrschende
Frequenz. Die Tropfeneinschlage zeigten oft mehrere kleine Frequenzgipfel im
mittleren  Frequenzbereich. Auf der Folie ohne Blattbelegung erzeugten
Regentropfeneinschlage komplizierte Uberlagerte Schwingungen mit langem
Ausschwingvorgang (Abb. 26b). Durch die Auflage eines nassen Apfelblattes wurde
das Ausschwingen verhindert, es resultierte der Tropfeneinschlag mit starken
Uberlagerungen (Abb. 26¢). Beide Mikrofontypen konnten mit und ohne Blattauflage
im Labor und Freiland bei nahezu voller Verstarkung ausgesteuert werden. Das
Kondensatormikrofon  hatte  einen  groReren  Dynamikumfang als das
Elektretmikrofon.

(c) mit Blattauflage

Abb. 26: Schwingungsaufzeichnung mit dem Kondensatormikrofon C 2000 B in Cool Edit Pro
(jeweils 5 bzw. 10 Uberlagerte Schwingungskurven). (a) Im Labor erzeugte Wassertropfen. (b, c)
Naturliche Regentropfen.
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3.2 Ascosporenpotential der Blattproben
3.2.1 Fruchtkorper- und Ascosporenreife

3.2.1.1 Primarsaison 2001

Im Frihjahr 2001 waren die Uberwinterten Apfelblatter verklebt, der Blattabbau weit
fortgeschritten. Die mit der Wasserbadmethode bestimmte potentielle
Ascosporenausschleuderung und die Ascosporenfange mit den beiden
volumetrischen Sporenfallen zeigten Ubereinstimmend den Reifungsverlauf der
Ascosporen in den uberwinterten Blattern wahrend des Fruhjahrs (Abb. 27a).
Charge A wurde zu Beginn der exponentiellen Reifungsphase aus dem Freiland
entnommen, zwischen den beiden Hauptsporenflugphasen dieser Saison (vgl. 3.3.1,
Abb. 32a); die Entnahme der Charge B lag innerhalb der exponentiellen
Reifungsphase (wahrend der zweiten Hauptflugphase), Charge C wurde gegen Ende
der exponentiellen Reifungsphase entnommen und besal} ein hohes Sporenpotential
(1734/cm?). Zum Zeitpunkt der Entnahme der Charge D war das Ascosporenpotential
im Freiland bereits weitgehend erschopft. Eine dreiwdchige Lagerung von Blattern
der Charge D bei 20°C und hoher Luftfeuchtigkeit brachte keine Steigerung des
Ascosporenpotentials (270/cm?). Die Blétter der Charge D wurden daher nicht fiir
Versuche verwendet. Der Reifungsgrad der Pseudothecien der Chargen A und B
wurde durch drei verschiedene Lagerbedingungen unterschiedlich schnell gesteigert
(Tab. 11). Vor Beginn der Lagerung lagen die Ascosporenzahlen beider Chargen bei
400/cm?.

Tabelle 11: Ascosporenreifung in Abhangigkeit der Inkubationsart (Ascosporenzahl/cm?;
Wasserbadmethode, 1 h schitteln). Freiland: Blatter waren allen Umwelteinflissen aufer Regen
ausgesetzt. 20°C: Blatter wurden im Inkubator bei 20°C im Dunkeln und zwei verschiedenen
Luftfeuchtigkeiten inkubiert. 4°C: Blatter wurden im Dunkeln gelagert. n. b.= nicht bestimmt.

Inkubationsbedingungen

Inkubationstage  Freiland [cm?] 20°C [cm?] 4°C [cm™]
4 590 765 (50 % rF) 790
11 420 300 (50 % rF) 1345
14 2760 800 (80 % rF) n. b.
26 1620 2100 (80 % rF) n. b.
39 n. b. n. b. 3960

Die bei 4°C aufbewahrten Blattstickchen wurden durch das feuchte Filterpapier im
Deckel anhaltend feucht gehalten, wahrend die bei Auflentemperaturen und bei 20°C
aufbewahrten  Blatter schnell trockneten. Die Sporenzahlen bei 4°C
Umgebungstemperatur stiegen am schnellsten, die Blatter im Uberdachten Freiland
und bei 20°C entwickelten erst nach 2-3,5 Wochen hohe Ascosporenpotentiale. Eine
deutliche Zunahme reifer Pseudothecien wurde bei der Inkubation bei 20°C erst nach
Erhdhung der Luftfeuchtigkeit festgestellt.
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Die Ascosporenpotentiale aus 90 Proben der Saison 2001 lagen nach drei
Versuchsstunden mehrheitlich zwischen 1000 und 4000 Sporen/cm? (56
Blattproben). Keine Blattprobe zeigte ein Ascosporenpotential von weniger als
1000/cm?. 16 Proben hatten Ascosporenpotentiale iiber 6000/cm? (Abb. 27b).

Ascosporen [% cumulativ] Ascosporenpotential [Sporen/cm? x 1000]
25
100 1 D
c g
80 1 20 A
' =
E ' < 15
60 Sporenfalle | ! P
_ 3
40 B & 10
20 - A 5
—  Wasserbad
O T T T T T T T T T T T T 0 |
32X -i 2x0hboa382 0-1 1-2 23 3-4 4-5 5.6 6-7 7-8 89 9- 10- 11- 12- 13- 14- 15- 16- 17- 18-
w w w NN SRR 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
(a) Datum (b)

Abb. 27: (a) Vergleich der cumulativen Werte der Ascosporenfange mit den volumetrischen
Sporenfallen in der Anlage und des Ascosporenpotentials (Wasserbadmethode) in der Primarsaison
2001. A-D: Entnahmetermine der Uberwinterten Blatter aus dem Freiland. (b) Verteilung der
Ascosporenpotentiale (nach drei Versuchsstunden) von Proben der Saison 2001.

3.2.1.2 Primarsaison 2002

Die Blattqualitat war im Fruhjahr 2002 sehr gut, Blattabbau hatte kaum
stattgefunden. Die vier Blattentnahmetermine lagen innerhalb  der
Hauptreifungsphase (Abb. 28a). Die ersten drei Termine (25.3.; 8.4. und 10. 4.)
lagen im Anschluss an die starkste Ascosporenflugphase, wahrend einer langen
Trockenphase ohne Sporenflug, der Termin D (15.4.) lag nach dem Ende der
Trockenphase und zwei Sporenflugtagen (vgl. 3.3.1, Abb. 32b). Nach 7-17 Tagen
Inkubation im Uberdachten Freiland mit wiederholter Sprihbefeuchtung hatten alle
vier Chargen hohe Ascosporenpotentiale ausgebildet (Tab. 12).

Tabelle 12: Steigerung der Ascosporenreife (Ascosporenzahl/cm?, Wasserbadmethode, 1 h
schitteln) durch 7-17 Tage Inkubation im Uberdachten Freiland mit wiederholter Spriihbenetzung.

VOR Inkubation NACH Inkubation

Charge [cm?] [cm?]
A 1310 6690
B 2170 4820
C 2170 6420
D 1420 4510
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Die Ascosporenpotentiale aus 40 Blattproben der Saison 2002 lagen nach drei
Versuchsstunden mehrheitlich zwischen 4000 und 7000 Sporen/cm? (18 Proben).
Keine Probe lag unter 2000/cm? (Abb. 28b).

Ascosporen [% cumulativ] Ascosporenpotential [Sporen/cm’ x 1000]

100 1

80 1

60 1

40 1

Probenanzahl

20 1

0-11-2 2-3 3-4 4-5 5-6 6-7 7-8 8-9 9- 10- 11- 12- 13- 14- 15- 16- 17-
10 11 12 13 14 15 16 17 18

(@) Datum (b)

Abb. 28: (a) Vergleich der cumulativen Werte der Ascosporenfange mit den volumetrischen
Sporenfallen in der Anlage und des Ascosporenpotentials (Wasserbadmethode) in der Primarsaison
2002. A-D: Entnahmetermine der Uberwinterten Blatter aus dem Freiland. (b) Verteilung der
Ascosporenpotentiale (nach drei Versuchsstunden) von Proben der Saison 2002.

3.2.2 Auswirkungen der Lagerbedingungen

Blatter der Charge C (2001), die mit einem Ascosporenpotential von 1734/cm? bei
—20°C bzw. —80°C eingefroren worden waren, wurden nach dem Auftauen mit der
Wasserbadmethode getestet. Die Ascosporenzahlen lagen nach 1 h Ruhe gefolgt
von 1 h schiitteln bei 1180 + 360/cm? cumulativ (-20°C) bzw. bei 710 + 220/cm?
cumulativ (-80°C). Die Ascosporenzahlen einer Ruhestunde betrugen bei Blattern
aus —-20°C 10 % des Gesamtpotentials, bei Blattern aus —-80°C 15 % des
Gesamtpotentials. Der zeitliche Verlauf des Sporenausstoles von Pseudothecien
der Saison 2001 war nach acht Monaten trockener Aufbewahrung bei 4°C
unverandert im Vergleich zu einer bei -20°C aufbewahrten Probe. Durch Lagerung
bei 50 % Luftfeuchtigkeit mit Wechsellicht-Rhythmus und einem Wechseltemperatur-
Rhythmus (Tagtemperatur 17°C, Nachttemperatur 5°C) war nach etwa 12 Wochen
die Bereitschaft zur Ascosporenausschleuderung verandert. Der Sporenausstold bei
dauerhafter Reizung kam im Vergleich zu Blattern aus —20°C verzdgert, war aber im
Ausmal} nicht vermindert. Diese Verzogerung war bei Versuchen mit kurzen
Probennahme-Abstanden sichtbar (Abb. 29a). Bei Versuchen mit stundlicher
Probennahme war der Unterschied nicht signifikant (Abb. 29b).
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Abb. 29: Auswirkung der Aufbewahrung bei Wechseltemperatur (17°C/5°C) und 50 % rF im
Vergleich zur Aufbewahrung bei -20°C. (a) Ascosporenaussto? (MW + SD aus vier Versuchen)
wahrend 60 min unter Schalldruckbehandlung (Sinus 5 Hz, 115 dB). (b) Ascosporenausstoly wahrend
5 h schitteln (100 U/min).

3.2.3 Ascosporenreife und Ausschleuderbereitschaft im Saisonverlauf

Der zeitliche Verlauf der Sporenemission veranderte sich wahrend der Primarsaison
2002 nicht. An drei fruihen Terminen (6./13./20. Marz) sowie den drei spaten
Terminen (22. Mai., 5./12. Juni), mit Sporenpotentialen von 100-600/cm?, wurde ein
ahnlicher zeitlicher Verlauf im Vergleich zur Hauptsporensaison festgestellt
(Sporenpotential 700-2200/cm?) (Abb. 30).
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Abb. 30: Zeitlicher Verlauf des Ascosporenausstofies wahrend 20 h schiitteln bei 100 U/min
in Abhangigkeit der Probennahme-Termine. Wechsel der Badflussigkeit nach 30 min, 1, 2, 3,
4, 5 und 20 h. Mittelwerte der frihen, mittleren bzw. spaten Termine.
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3.2.4 Effekt der Proben-Konditionierung

Konditionierung fuhrte zu stark vermindertem Sporenausstol} bei Befeuchtung durch
Tauchen oder Tropfchen. Wurden die Blatter trocken aufbewahrt (RT oder —20°C),
verursachte die gleiche Benetzung bei Versuchsbeginn starken Sporenausstof3. Der
zeitliche Verlauf beider Varianten war identisch (Abb. 31 a-c). Der Sporenausstol}
nach der Tauchbenetzung streute sehr stark (vgl. 3.5.1, Tab. 20b), sie hatte aber
keinen Einfluss auf den Sporenausstol® bei anschlielenden Experimenten. Durch
Tropfchenbenetzung wurde mit konditionierten Blattern 0,9 + 0,4 % des GP erreicht
(Abb. 31a). Mit trocken inkubierten Blattern wurden bei gleicher Benetzung 11,2 +
1,4 % erreicht. Tropfbenetzung hingegen induzierte starken Sporenausstol} in Luft-
und Ablaufkompartiment gleichermalien, ohne Unterschied, ob die Blatter trocken
oder konditioniert waren. Nach einstindiger Tropfenbenetzung und einstundiger
Ruhephase wurde mit trockenen Blattern 26,1 £ 5 % und nach Konditionierung 19,3
t 5,7 % des Gesamtpotentials erhalten (Abb. 31b). Schitteln bei 100 U/min
induzierte bei konditionierten und trocken aufbewahrten Blattern die gleiche
Sporenmenge (Abb. 31c).
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Abb. 31: Einfluss der Probenkonditionierung. SporenausstoR aus konditionierten (nasse Inkubation)
und trocken inkubierten Blattern bei (a) Tropfchen- und (b) Tropfbefeuchtung (9,5 mm/h). (¢) Schitteln
bei 100 U/min.
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3.3 Sporenemission im Freiland

3.3.1 Primarsaison 2001 und 2002

Die Ascosporenflugphasen der beiden Primarsaisonen 2001 und 2002 sind in Abb.
32 dargestellt. Im Frihjahr 2001 wurde an 32 Tagen Sporenflug gemessen. Der erste
Sporenflug wurde am 12.3. verzeichnet, ab Ende April wurden nur noch sehr wenige
Sporen im Freiland gefangen, der letzte Sporenflug wurde am 4.6. verzeichnet. In
der Primarsaison 2002 gab es 34 Tage mit messbarem Ascosporenflug. Zwischen
dem 18.3. und 22.3. 2002 wurde die erste Sporenflugphase aufgezeichnet, durch
lange Trockenheit folgte erst wieder ab dem 13.4. Ascosporenflug. Im Mai und Juni
wurde vergleichsweise geringer Sporenflug detektiert und der letzte Sporenflugtag
war am 7.6. 2002.

300 —+
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Ascosporen/Sporenfalle

6000 1) 2002
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2000 -

1000 +
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Marz April Mai Juni

Abb. 32: Ascosporenflugphasen 2001 und 2002, gemessen mit zwei volumetrischen Sporenfallen in
der Versuchsanlage Dossenheim. Die Zahlenwerte bestehen aus der Summe der
Tagesstundenwerte, die bei einer mikroskopischen (500 x) Querdurchsicht innerhalb eines
Stundenintervalls gezahlt wurden.
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3.3.2 Einfluss der Regenstarke auf den SporenausstoR

Von insgesamt 66 wurden 37 Sporenflugtage ausgewertet (16 Tage der Saison
2001, 21 Tage der Saison 2002; zu grafischen Darstellungen vgl. 7.3), davon wurden
22 Ereignisse durch Regenfalle am Tag ausgelost (Tab. 13). Von diesen wurde an
14 Tagen sofort mit Regenbeginn Sporenflug aufgezeichnet, an vier bzw. einem Tag
nach 1 h bzw. 3 h und an drei Tagen wurden erst nach uber 3 h Sporen gefangen.

Tabelle 13: Sporenflugtage 2001 und 2002 mit Regenbeginn und Sporenflug bei Tageslicht.
Niederschlagsmessungen der Wetterstation, Sporenflugaufzeichnung mit den Burkardsporenfallen.

Sporen- Niederschlag | Sporen- Niederschlag | Sporen- Niederschlag|Sporen- Niederschlag

flug nach1h flug nach1h flug nach 3 h flug nach 3 h
sofort [mm] <1h [mm] <3h [mm] >3h [mm]

bei (reine nach (reine nach (reine nach (reine
Regen- Regenzeitin [ Regen- Regenzeitin [ Regen- Regenzeitin |Regen- Regenzeitin
beginn min) beginn min) beginn min) beginn min)

24.3.01 0,7 (30) 29.3.01 0,7 (20) 16.4.01 1 (30) 12.3.01 4,8 (135)
25.3.01 2(30) 13.4.02 0,2 (10) 23.3.01 1,5(60)
4.4.01 3 (20) 29.4.02 0,3 (15) 254.01 1,2(35)
7.4.01 0,1 (5) 6.5.02 1,4 (55)

6.501 0,8 (40)
20.3.02 0,8 (15)
21.3.02 0,4 (20)
22.3.02 2 (60)
18.4.02 0,5 (20)
19.4.02 0,2 (5)
20.4.02 0,1 (5)
26.4.02 2,6 (55)
27.4.02 1,3 (20)
11.5.02 0,7 (15)

Bei Sporenflug innerhalb 1 h nach Regenbeginn lagen die Temperaturen an 13
Tagen Uber 10°C (24./25./29.3.01; 4./7.4.01; 20./21.3.02; 19./20./26./27.4.02;
6./11.5.02) und an funf Tagen unter 10°C (6.5.01; 22.3.02; 13./18./29.4.02). War der
Sporenflug 3 h oder langer nach Regenbeginn verzogert, lagen die Temperaturen in
zwei Fallen Uber 10°C (12.3.01; 25.4.01), an zwei Tagen nur wenig unter 10°C
(23.3.01; 16.4.01). An den meisten Regentagen war eine typische zeitliche
Verteilung des Ascosporenflugs zu beobachten: am Morgen stieg die Sporenzahl an
und erreichte bis zum Mittag ein Maximum, um danach bis zum Sonnenuntergang
zurlckzufallen. In einigen Fallen konnte am Nachmittag, 5-10 h nach
Sporenflugbeginn, ein schwacher zweiter Anstieg registriert werden (10.4.01;
21.3.02; 14./16./17./27.4.02; 2./4.5.02). Diese Muster wurden an Tagen mit
durchgehendem Regen und unterbrochenem Regen gleichermallen beobachtet. An
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vier Tagen (25.3.01; 7.4.01; 19./20.4.02) regnete es wahrend der Nacht und nach
einer Pause erneut gegen 12:00. Die Blattndsse wurde an diesen vier Tagen um
9:00, 10:00 oder 12:00 unterbrochen. Regenereignisse gegen Mittag I0sten starken
Sporenausstoly noch vor erneutem Blatthassebeginn bzw. ohne folgende Blattnasse
aus. Am 20.4.02 begann der Sporenflug schon am Vormittag und stieg zeitgleich mit
dem mittaglichen Regen stark an. Am 19. und 20.4.02 wurde durch erneuten Regen
am Nachmittag (2,2 mm bzw. 2 mm) ein zweiter Sporenpeak ausgelost, der am
19.4.02 starker war als der erste. Am 22.3.02 (Tab. 13) und 3.5.02 (Tab. 15) wurde
ebenfalls ein erneuter Anstieg der Sporenemission am Nachmittag beobachtet, der
mit erneutem oder verstarktem Niederschlag (0,5 mm bzw. 17,5 mm)
zusammenhing. Die Blattnasse an diesen Tagen war gar nicht bzw. nur kurz
unterbrochen. Mit dem selbst entwickelten Regensensor fur kinetische Energie (vgl.
2.1.1.2, Abb. 5) wurden zwei Regenereignisse erfasst, die zur Emission signifikanter
Sporenzahlen fuhrten. Am 25.4.01 zeichnete der Regensensor zwischen 9:15 und
10:00 ein kurzes Regenereignis (1,2 mm cumulativ) und eine weitere Regenphase
zwischen 12:00 und 15:00 (3,4 mm) auf. Bereits zwischen 5:45 und 6:15 (kurz nach
Sonnenaufgang) wurde von der Wetterstation 1 mm Regen aufgezeichnet. Der
Sporenausstoly begann an diesem Tag erst gegen 12:00, obwohl seit 3:00 in der
Nacht Blattnasse herrschte. Ein besonders heftiger Regenschauer am 4.4.01 (3 mm
in 20 min) wurde ebenfalls durch den Regensensor fur kinetische Energie (Abb. 5)
erfasst. Blatthasse und Sporenflug setzten sofort ein. Auch die weiteren schwachen
Regenfalle im Verlauf des Nachmittags wurden von dem Sensor fur kinetische
Energie erfasst, verlangerten den Sporenflug aber nicht.

In der Saison 2001 wurden zwei, 2002 sechs Tauperioden mit Temperaturen
zwischen 5 und 10°C registriert, an diesen Tagen wurde kein Sporenflug gemessen
(1.4.01; 2.5.01; 17.3.02; 25.4.02; 13./16./20./26.5.02). In der Saison 2001 wurde an
sechs Tagen Regen ohne Sporenflug registriert, 2002 an einem Tag (Tab. 14).

Tabelle 14: Regenereignisse 2001 und 2002 bei Tag, die nicht zu Sporenflug flhrten.
Niederschlagsmessung der Wetterstation, Blattndsse- und Temperaturaufzeichnung des
Schorfwarngerates. Die Temperaturangaben zeigen Durchschnittswerte fir den Messzeitraum.

Datum (Uhrzeit) Nied[;a;fnc]hlag B[Iagpzi?ts]e Tem[eg;atur
28.3.01 (6:05) 0,1 6:00 - 8:00 2
30.3.01 (8:40 und 13:35) jeweils 0,1 9:00 - 10:00 6
3.4.01 (5:45 - 5:50) 1,4 5:00 - 8:00 12
21.4.01 (16:00-23:00) 3,1 16:00 - 24:00 5
22.4.01 (12:10) 0,1 9
28.4.01 (7:45 und 13:05) jeweils 0,1 - 10

1.5.02 (6:50-9:20) 1 7:00 - 12:00 10
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3.3.3 Sporenemission bei Dunkelheit

In der Primarsaison 2001 begann in funf von sechs Fallen mit nachtlichen
Regenereignissen (Tab. 15; vgl. 7.3) die Sporenemission zwischen 9:00 und 12:00
am Vormittag. Am 17.5.01 wurden 2 Sporen (8,3 % des Tagesgesamtwertes 24)
zwischen 0:00 und 4:00 gezahlt. Der cumulative Ascosporenausstol3 an den Ubrigen
funf Tagen mit nachtlichen Regenereignissen in 2001 betrug 27 Sporen am 17.3.01,
20 am 15.4.01 und 53, 184 bzw. 138 Sporen am 15.3., 21.3. und 10.4.01. Die
Sporenemission bei Dunkelheit wahrend der Primarsaison 2002 betrug 4,8 % des
jahrlichen Ascosporenpotentials. An einem Tag mit nachtlichem Regen wurden erst
nach Tagesanbruch Ascosporen in der Luft gefangen (12.5.02, 35 Ascosporen
cumulativ). An zwei Tagen begann der Regen zwischen 1:00 und 2:00 in der Nacht
(16./24.4.02) und wurde sofort von schwachem Sporenaussto? gefolgt, der bei
Sonnenaufgang stark anstieg. Cumulativ wurden am 16.4.02 2017 Ascosporen
gefangen, davon 99 (4,9 % des Tagesgesamtwertes) vor Sonnenaufgang. Am
24.4.02 wurden 452 Ascosporen gefangen, davon 5 (1,1 % des Tagesgesamtwertes)
vor Sonnenaufgang. An den Ubrigen Tagen setzte der Regen bereits am Vorabend
ein. In der Nacht zum 19.3.02 (Tab. 15) wurden 3,6 mm zwischen 20:30 (2 h nach
Sonnenuntergang) und 0:30 gemessen und 8,1 mm zwischen 4:30-7:30. Cumulativ
wurden am 18./19.3.02 5198 Sporen gefangen, davon 20 (0,4 % des
Tagesgesamtwertes) zwischen 21:00 und 3:00. Starke Sporenemission wurde bei
Sonnenaufgang gemessen. Eine ahnliche Situation trat am 18./19.4.02 (Tab. 13) auf:
kurzer Regen bei Sonnenuntergang I6ste schwachen Sporenausstol aus (21 Sporen
bis 4:00, entsprechend 1,1 % des Tagesgesamtwertes). Bei Regenfallen, die am Tag
begannen und sich bis in die Nacht fortsetzten, wurde nachts ein Ruckgang der
Sporenemission mit wiederholtem Anstieg beobachtet, wenn es am anderen Morgen
noch bzw. wieder regnete (Tab. 15). Bei stetigem Regen in der Nacht auf den
14.4.02 wurden zwischen 0:00 und Sonnenaufgang 20 Sporen (2,5 % des
Tagesgesamtwertes) gefangen. Vom 16. auf den 17.4.02 wurden zwischen 0:00 und
Sonnenaufgang 18 Sporen gefangen (5,9 % des Tagesgesamtwertes). Der
Niederschlag am Abend des 26.4.02 (Tab. 13) (1,4 mm zwischen 21:45 und 0:00)
bewirkte in der Nacht auf den 27.4.02 Sporenausstol3, es wurden 19 Sporen (0,9 %
des Tagesgesamtwertes) zwischen 23:00 und 7:00 gefangen. Die Tage mit
nachtlicher Sporenemission lagen in der exponentiellen Reifungsphase der
Pseudothecien und es waren im Freiland bis zum 27.4.02 86,8 % der jahrlichen
Ascosporen zum Ausstol gekommen. Wahrend einer langen Regenperiode
zwischen dem 1. und 5.5.02 wurden 8 Sporen (3,7 %) wahrend der Nachtstunden
gezahlt (cumulativ 215 Sporen wahrend der Regenperiode). Zu diesem Zeitpunkt
waren bereits mehr als 95 % der Ascosporen freigesetzt worden.
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Tabelle 15: Regenereignisse in den Nachtstunden, die zu SporenausstoR fiihrten.
Niederschlagsmessung der Wetterstation, Temperaturaufzeichnung des Schorfwarngerates. Die
Temperaturangaben zeigen Durchschnittswerte flir den Messzeitraum.

Datum (Uhrzeit) Niederschlag [nm] Temperatur [°C]
14./15.3.01 (21:30 - 7:00) 8,9 6
17.3.01 (4:45 - 7:00) 2,1 9
21.3.01 (5:25 - 7:00) 2,0 2
9./10.4.01 (16:45 - 7:00) 9,6 8
15.4.01 (1:45 - 7:00) 8,5 0
16./17.5.01 (23:10 - 7:00) 13,4 14
19.3.02 (4:00-7:00) 8,1 10
13./14.4.02 (15:50 - 7:00) 7,0 7
16.4.02 (1:20 - 7:00) 6,9 5
16./17.4.02 (19:00 - 7:00) 9,3 6
24.4.02 (1:55 - 7:00) 1 11
1./2.5. 02 (19:35 - 7:00) 11,8 9
2./3.5.02 (19:20 - 7:00) 5 9
3./4.5.02 (23:20 - 7:00) 1,9 7,5
12.5.02 (0:00 - 7:00) 0,3 13

3.3.4 Detailanalyse von Regeneffekten

Bei Regenereignissen im Freiland (Ereignisse I-VI, Tab. 16; vgl. 7.2, Abb. 7.6-7.11)
wurde der Sporenausstol’ in die Luft- und Wasserkompartimente analysiert (vgl.
2.5.3.2.1). Bei starkem Regen bildete sich innerhalb von 5 min ein dicker Wasserfilm,
aber die Blatter waren in der Regel erst 15-30 min nach Regenbeginn vollkommen
durchnasst. Die ersten Sporen wurden frihestens mit Beginn der Blattnasse
registriert, kamen in manchen Fallen aber ein bis zwei Stunden verzoégert. Am Tag
mit den tiefsten Temperaturen war der Sporenflugbeginn am langsten verzogert
(Ereignis 1V). Die Sporenemission in die Luft steigerte sich immer erst im Verlauf der
folgenden ein bis zwei Stunden auf ein Maximum. Sporenausstol} wurde auch bei
Ereignis Il registriert, bei dem die Blatter wahrend des gesamten Versuches ohne
glanzenden Wasserfilm blieben. Die Regenereignisse waren unterschiedlich in ihrer
Intensitdt und Dauer (Tab. 16), die cumulativen Ascosporenwerte im
Luftkompartiment waren einheitlicher, mit Ausnahme von Regenereignis V. Lang
anhaltender Regen léste lang anhaltenden Sporenflug aus (Ereignis I, 1V). Nach
kurzen Regenphasen verzdgerte sich der Beginn des Sporenausstof3es bis zur
anschlieBenden Trockenperiode (Ereignis I, V, VI), wahrend der Wasserglanz von
der Blattoberflache langsam verschwand, aber das Innere durchfeuchtet blieb
(Benetzungsgrad 1: matt). Die Blattnasse und der Sporenausstol3 gingen
anschliel3end bei Ereignis V auf Null zurlck, es folgte kein Regen mehr an diesem
Tag. An den Tagen Il und VI trockneten die Blatter an der Oberflache, wurden hell
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aber nicht brichig, als der Sporenausstol3 durch Regen erneut ausgelost wurde. Bei
starkem Regen aufgefangene Ablaufproben enthielten immer Ascosporen, auch
bevor Sporenaussto? in der Luft gemessen wurde. Der Sporengehalt im
Ablaufwasser war bei diesen Bedingungen etwa doppelt so hoch wie in der Luft
(Ereignis 1V, V, VI). Bei schwachem Regen war der Sporengehalt im Ablaufwasser
hingegen gering (Ereignis |, IlI). Das Spritzwasser enthielt im Vergleich zum
Luftkompartiment geringere oder vergleichbare Sporenanteile. Die Schreiberdaten
des Regensensors flr kinetische Energie (vgl. 3.1.1.2) verzeichneten bei Ereignis |l
einen kurzen Regenabschnitt zwischen 11:48 und 12:41, der zu einem Wasserfilm
auf den Blattern und geringer Stimulation der Sporenemission fuhrte, aber von der
Kippwaage nicht erfasst wurde. Der Regensensor erfasste an zwei Tagen den
Beginn des Regens friher als die Kippwaage. Bei Ereignis IV zeigte der
Regensensor bereits ab 9:46 Regen an, die Kippwaage erst ab 10:53. Bei Ereignis
VI zeichnete der Regensensor ab 12:33, die Kippwaage aber erst ab 13:00 auf.

Tabelle 16: AscosporenausstoR in Luft- und Wasserkompartimente (in Prozent des GP) bei sechs
Regenereignissen in 2002. Niederschlagsmessung der Wetterstation, Temperaturaufzeichnung des
Schorfwarngerates. Die  Temperaturangaben zeigen die Durchschnittswerte fir den
Versuchszeitraum. Grafische Darstellung vgl. 7.2, Abb. 7.6-7.11.

Ereignis | | ]l v \' Vi
Start-Ende 12:50-15:37 08:08-16:09 09:19-13:45 09:46-15:58 11:14-15:03 07:47-15:31
Dauer [h:min] 02:47 08:00 04:26 06:12 03:48 07:44
T [°C] 13 11 11,5 4 11 8,5
NS [mm]
(Wetterstation) 0.7 0.6 0.1 4.2 0.4 0.9
gleich- Nieselregen extrem fein starker, gleich- starker, Prasselregen
Regenart maBiger (2 Regen- unre eIméBi, mahiger kurzer (2 Regen-
Regen phasen) 9 9 Regen Schauer phasen)
8:23 - 9:11 . .
Wasserfilm'  ab13:20 12:09-12:41 10:00-15:58 11:20-13:43 05 10:26
) 12:50-15:31
ab 14:00
Sporenflugbeginn 13:54 08:39 10:37 11:43 11:46 08:02
Sporen cum.’ [% ] 14 13,3 5,7 23,6 2,2 19,4
Luft [%] 6,8 10,8 5,7 7,2 0,7 4,3
Spritzwasser [%)] 6,5 1,2 0 29 0,3 3,5
Ablaufwasser [%] 0,7 1,3 0 13,5 1,2 11,6
GP [cm?] 7541 7904 7980 10194 7341 12723

! Wasserfilm = Benetzungsgrad 3 (visuelle Einschatzung)
2 cumulative Sporenmenge in Luft- und Wasserkompartimenten
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3.4 Wasserstromung als kinetischer Reiz

3.4.1 Wasserbadmethode

Die Effekte der beiden niedrigsten Schwenkfrequenzen unterschieden sich nicht
signifikant von der Negativkontrolle. Ab 100 U/min (1,6 Hz) konnte durch eine
Erhdhung der Frequenz keine Steigerung des Effektes bewirkt werden (Abb. 33).
Der Hauptsporenausstol3 wurde bei jeder Frequenz wahrend der ersten beiden
Stunden gemessen. Bei Frequenzen unter 1,6 Hz wurde danach ein Ruckgang der
Ascosporenemission beobachtet, wahrend sie ab 1,6 Hz fir weitere 2 h auf einem
hohen Niveau blieb. Nach 5 h schatteln mit der Frequenz 100 U/min (1,6 Hz) wurde
wahrend der nachsten 15 h kaum noch Sporenzuwachs gemessen (vgl. 3.2.3, Abb.
30).

100 )
[ ] i L g
X 80 K
§ 60 Abb. 33: Wasserbadmethode.
g % { Cumulativer Ascosporenausstol’
3 40 nach 5 h (in Prozent des GP) in
2 Abhangigkeit von der Schwenk-
< 20 frequenz. K: nicht geschittelte
0 Negativkontrolle.

0 05115 2 25 3 35 4 45
Frequenz [Hz]

3.4.2 Stromungskanal

3.4.21 Lineare Stromung: Effekt der Stromungsgeschwindigkeit

In allen Versuchen mit konstanter Geschwindigkeit war der Sporenausstof3 in der
ersten Versuchsstunde wesentlich starker als in der zweiten Stunde. Das Verhaltnis
der Sporenzahlen zwischen erster und zweiter Versuchsstunde lag zwischen 2:1 und
8:1 (Tab. 17). Wurde wahrend eines Versuches die Geschwindigkeit von Intervall zu
Intervall um eine Stufe erhoht, so wurde der Sporenausstoll in jedem Intervall
starker. In der zweiten Stunde wurde ein hoherer Wert erreicht, als in der ersten
Stunde (Verhaltnis ca. 1:3). Bei abfallender Stromungsgeschwindigkeit innerhalb
eines Versuches war die Abflachung der Zeitverlaufskurve in der 2zweiten
Versuchsstunde starker als bei einem Versuch mit gleichbleibender Geschwindigkeit
(Abb. 34a). Der cumulative Sporenausstol3 nach 2 h mit konstanter Geschwindigkeit
war bei der Stromungsgeschwindigkeit 0,46 mm/s vergleichbar mit der erreichten
Sporenzahl bei der héchsten Stromungsgeschwindigkeit 3,6 mm/s. Der Sporenanteil
von ca. 70 % nach 2 h Stromung lag knapp unter dem maximal erreichbaren
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Sporenausstol3 mit 84 %, der durch eine bei gleichen Probenintervallen bei 100
U/min geschuttelte Probe erreicht wurde. Die Ubrigen Ergebnisse zeigten eine
Abhangigkeit des Sporenausstolles von der Geschwindigkeit (Abb. 34b). Eine
Stromungsgeschwindigkeit unter 0,23 mm/s regte keinen signifikanten
Sporenausstof? an.

Tabelle 17: Lineare Strémungen. Sporenanteile (in Prozent des GP) in der ersten und zweiten
Versuchsstunde bei konstanter, ansteigender oder riickgehender Geschwindigkeit. Einzelwerte aus
zwei bzw. drei Versuchen.

Stromungsgeschwindigkeit Sporenanteil Sporenanteil

[mm/s] 1. Stunde [%] 2. Stunde [%]
4.1 2,7
0,07 2,0 1,0
6,8 0,5
6,8 1,7
0,23 10,9 2.0
51,6 10,2
0,46 497 75
29,9 75
0.9 21.0 5.1
439 16,0
18 30.9 6.8
59,6 8,4
3.6 59.9 8.0
o . 11,3 39,0
Geschwindigkeitsanstieg 143 392
N 77,9 1,8
Geschwindigkeitsriickgang 67.4 10,3
80
£ g0 | abfallend 701
S = 60 -
g 3,6 mm/is
3 60 5 %0
X 3 40 -
§ 40 - 8 30
8. ansteigend o 20
220 - < 207
9 10 -
P4 0,23 mm/s
0 T o
1 2 0,07 0,23 046 09 1,8 3,6
(a) Zeit [h] (b) Stromungsgeschwindigkeit [mm/s]

Abb. 34: Lineare Strdmungen. Ascosporen in Prozent des GP (MW % SD aus je zwei bzw. drei
Versuchen, vgl. Tab. 17). (a) Zeitlicher Verlauf des SporenausstoRes wahrend 2 h Strdmung mit
konstanter, ansteigender oder riickgehender Geschwindigkeit. (b) Ascosporenausstof3 (nach 2 h) in
Abhangigkeit von der Stromungsgeschwindigkeit.
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3.4.2.2 Oszillierende Stromung: Einfluss von Frequenz und Auslenkung

Beide Kombinationen aus Frequenz und Auslenkung der
Durchschnittsgeschwindigkeit 163/153 mm/s bewirkten eine heftige
Wasserbewegung und starken cumulativen Sporenausstoly, vergleichbar mit dem
einer bei 100 U/min geschittelten Probe (Tab. 18). Bei den
Durchschnittsgeschwindigkeiten 90, 60 bzw. 16 mm/s betrug der cumulative
Sporenausstold nach 5 h zwischen 70 und 82,6 % und war ebenfalls unabhangig von
der Kombinationsvariante von Frequenz und Auslenkung. Es war kein signifikanter
Unterschied der Sporenzahlen zwischen den Durchschnittsgeschwindigkeiten 60, 90
und 153/163 mm/s zu erkennen, jedoch war eine Tendenz zu hdherem
Sporenausstoly bei hoherer Geschwindigkeit sichtbar (Tab. 18). Es gab keine
Unterscheidung in der Wirkung, die durch hohe Frequenz/kleine Amplitude oder
niedrige Frequenz/gro3e Amplitude hervorgerufen wurden (Tab. 18).

Tabelle 18: Oszilierende Stromungen, erzeugt durch unterschiedliche Kombinationen aus
Frequenz und Auslenkung. Ascosporenausstol3 nach 5 h (in Prozent des GP) in Abhangigkeit von der
Durchschnittsgeschwindigkeit (v,).

Vi Auslenkung  Frequenz  AscosporenausstoR
[mm/s] [mm] [Hz] [%I5 h]
16 0,95 8,3 70+0,3
0,48 17 78,2+1,1
9 3,4 81,9+9,5
60
4,5 6,5 82,6
13 3,4 80,7+14,4
90 9 5 814+28
4,5 10 72,8 +14,7
24 3,4 89
163/153
4,5 17 95,4
Schuttelkontrolle 96,4 +0,8

Bei einer konstanten Frequenz von 3,4 Hz wurden durch Variation der Auslenkung
sechs verschiedene Durchschnittsgeschwindigkeiten zwischen 3 und 163 mm/s
erzeugt. Alle Geschwindigkeiten zeigten eine nicht signifikant unterscheidbare, starke
Induktion der Sporenemission (Abb. 35). Eine Kontrolle ohne Strdomungsbehandlung
zeigte einen deutlichen, aber im Vergleich mit den Stromungsproben geringeren
Sporenausstol} (Abb. 35).
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Versuche mit stundlich ansteigender bzw. abfallender Geschwindigkeit zeigten im
zeitlichen Verlauf des SporenausstoRes keinen Unterschied zu Versuchen mit
konstanter Geschwindigkeit. Lineare und oszillierende Stromung bewirkten bei
gleicher Geschwindigkeit (3 mm/s) gleichen Sporenausstol3 (Abb. 36).
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Mit der Apparatur zur Erzeugung oszillierender Strdmung durchgefihrte
Negativkontrollen ohne Stromungsbehandlung zeigten bei Probenintervallen von 10
oder 20 min keinen geringeren Sporenausstol3 als die jeweiligen
Stromungsversuche. Wurde nur eines von sechs Intervallen innerhalb einer Stunde
mit Stromung behandelt, wies dieses Intervall keinen hoheren Sporenausstol’ auf als
die funf Ruheintervalle. Bei reduzierter Anzahl der Wasserwechsel wurde ein 10-
minutiges Stromungsintervall von je zwei 30-mindtigen Ruheabschnitten flankiert
(Abb. 37). Wurde nur der intermediare Abschnitt mit Stromung behandelt, so war der
Sporenausstol® hier zwar deutlich starker als in den beiden flankierenden
unbehandelten Abschnitten, doch es bestand kein signifikanter Unterschied zu einer
unbehandelten Kontrolle (Abb. 37a, b). Wurden alle drei Abschnitte mit der gleichen
Stromung behandelt, so ergab sich ein abgestufter Rickgang des Sporenausstolies
von Intervall zu Intervall (Abb. 37c). Das gleiche Ergebnis wurde mit einem 1-
mindtigen intermediaren Intervall zwischen zwei flankierenden 30-minutigen
Intervallen erreicht (Abb. 37d, e).
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Abb. 37: Oszillierende Strémung (v, = 163 mm/s). AscosporenausstoR in Abhangigkeit von der
Stromungsdauer. (a) 10 min Stromungsintervall (*), flankiert von zwei Ruheintervallen (R). (b) Drei
Ruheintervalle (R). (¢) Drei Stromungsintervalle (*). (d) 1 min Strémungsintervall (*), flankiert von zwei
Ruheintervallen (R). (e) Drei Ruheintervalle (R). Ascosporen in Prozent des GP. Datenbeschriftung:
Minutenangaben.

Durch tiefe Temperaturen wurde der Sporenausstol3 eingeschrankt. Nach einer
Stromungsbehandlung der Blatter bei 4°C, gefolgt von einer Stunde Strémung bei RT
(vm = 31 mm/s), steigerte sich der Sporenausstoly in einem Versuch um das 18-
fache, von 3,6 % (4°C) auf 63,3 % (RT) (Abb. 38). Eine durchgangig bei RT
behandelte Probe erreichte in der ersten Stromungsstunde 28,1 % und in der
zweiten Stunde 19,5 %. Der Hemmeffekt durch tiefe Temperatur war nicht mehr
erkennbar, nachdem bereits die Halfte des Ascosporenpotentials ausgeschleudert
worden war (Abb. 38).
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Prozent des GP) in Abhéangigkeit
—_ ——RT von der Temperatur. 1 h Ruhe, 2 h
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’g‘—; ——RT/ 4°C mm/s). Tem_peraturwechsel (*)
o £ 40 nach der zweiten Stunde von 4°C
8 3 auf Raumtemperatur (4°C/RT)
<2 90 bzw. von Raumtemperatur auf 4°C
= (RT/4°C). (RT): 4 h durchgehend

0 bei Raumtemperatur.
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Stromung
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3.4.3 Schwingungsanregung durch Schalldruck

3.4.3.1 Effektivitat verschiedener Schwingungsarten

Schwingungsanregung durch Impulse konnte den Sporenausstol nicht induzieren
(Abb. 39a). Die erreichten Sporenzahlen nach 1 h Schallibertragung mit einem
Schalldruckpegel von 130 dB (C) waren auch bei der hochsten verwendeten
Impulsfrequenz 10/s nicht signifikant groRer als die der Negativkontrolle. Mit Weildem
Rauschen wurde auch bei maximaler Schallenergie (130 dB (C)) nach 60 min
Schwingungsubertragung kein Effekt erzielt. Braunes Rauschen und Rosa Rauschen
waren bei Schallruck von etwa 130 dB (C) in ihrer Wirkung vergleichbar und
bewirkten signifikanten Sporenausstol} (Abb. 39b).

—_ %0 80 T OPK
c 607 010/s = 60 1 OWeiRes
% m1/s g Rauschen
g 40 0,02/ 8 40 | mRosa
9 B NK 9 Rauschen
2 20 ? 20 | OBraunes
< ﬂ Rauschen
h:- ENK
(@ 0 (b) .0+ ..
i ij Sch bert
Schwingungsiibertragung c W'"QU"%S: ertragung
1h

Abb. 39: AscosporenausstoR bei Schwingungstibertragung (1 h) mit 130 dB (C) auf unter Wasser
getauchte Blatter. (a) Abhangigkeit von der Impulsfrequenz. (b) Abhangigkeit von der Frequenz-
zusammensetzung Uberlagerter Schwingungen (Rauschen). PK = 1 h bei 100 U/min geschuttelte
Kontrolle; NK = nicht beschallte Kontrolle. Effekte angegeben in Prozent des GP.

Bei maximal erreichbarem Schalldruckpegel von 130 dB (C) war die Beschallung mit
Sinusschwingungen der Frequenzen zwischen 10 und 50 Hz wirksam (Abb. 40). Die
tieffrequenten Schwingungen versetzten das Wasser in der Beschallungskammer in
eine visuell verfolgbare oszillierende Bewegung. Durch Schwingungen der
Frequenzen 100 und 400 Hz wurde kein signifikanter Sporenausstol} bewirkt (Abb.
40), das Wasser in der Beschallungskammer wurde den hohen Frequenzen
entsprechend zu schnellen Schwingungen angeregt. Die Frequenzen 1000 und
10000 Hz konnten von dem verwendeten Audiosystem nur mit einem
Schalldruckpegel von 115 bzw. 95 dB (C) Ubertragen werden und bewirkten keinerlei
Effekt. Die Frequenzen unter 10 Hz wurden mit der jeweils erreichbaren
Maximallautstarke Ubertragen. 5 Hz mit 115 dB (C) bewirkte starken Sporenausstol}
(25,2 £ 9,8 %). Mit der Frequenz 3 Hz lies sich eine schwache Wasserschwingung
anregen, der maximal mogliche Schalldruckpegel wurde mit 100 dB (C) gemessen.
Der Sporenausstol’ erreichte 13,7 + 4,2 %. Die Frequenz 1 Hz bewirkte eine kaum
merkliche Wasserbewegung und keinen signifikanten Sporenausstol3.
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Der maximal erreichbare Sporenaussto® durch 60-minutiges Schwenken bei 100
U/min betrug 69,2 + 8,4 % und lag somit deutlich Uber allen Beschallungseffekten.
Der in einer Ruhephase erreichte Sporenausstol’ betrug 3,8 £ 0,4 %. Durch eine 5-
stundige Schalldruckbehandlung mit Braunem Rauschen bei 130 dB (C) oder einer
Sinusschwingung mit 5 Hz bei 115 dB (C) wurde anfanglich ein starker
Sporenausstol3 beobachtet, der nach 1 h im weiteren Versuchsverlauf wieder
zuruckging.

3.4.3.2 Abhangigkeit vom Schalldruckpegel

Die 5 Hz Sinusschwingung war bei einem Schalldruckpegel von 115, 110 und 100 dB
(C) in der Lage, Sporenausstold auszuldsen, der Schalldruckpegel 95 dB (C) war zu
gering fur signifikanten Sporenausstol3 (Abb. 41a). Die Frequenzen zwischen 10 und
50 Hz bewirkten bei einem Schalldruckpegel von 115 dB (C) keinen signifikant
hoheren Sporenausstol} als die Negativkontrolle (Abb. 41b).

T 60 OpPk < 60 05 Hz
= 0115 dB (C) = Mg Hz
2 H110 dB g 010 H
S 40 0dB (C) 5 40 | 0 Hz
@ 0100 dB (C) a ENK
o o
2 20 1 095 dB (C) % 20 1 015 Hz
< BNK < B20 Hz

0 0 850 Hz

(a) Schwingungsiibertragung (b) Schwingungsiibertragung
1h 1h

Abb. 41: AscosporenausstoR in Abhangigkeit des Schalldruckpegels. Schwingungsiibertragung (1
h) auf unter Wasser getauchte Blatter mit Sinusschwingungen. (a) Sinusschwingung 5 Hz, mit
Schalldruckpegeln zwischen 95 und 115 dB (C). (b) Sinusschwingungen 5-50 Hz mit 115 dB (C). PK =
1 h bei 100 U/min geschuttelte Kontrolle; NK = nicht beschallte Kontrolle. Effekte angegeben in
Prozent des GP.
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Alle Schwingungsubertragungen mit Impulsen brachten keinen Effekt bei maximal
mdglicher Lautstarke und auch mit geringerem Schalldruckpegel zwischen 120 und
125 dB (C) blieb signifikanter Sporenausstol3 aus. Braunes Rauschen war mit leicht
vermindertem Schalldruckpegel (125 bzw. 120 dB (C)) ohne Wirkung auf den
Sporenausstol}.

3.4.3.3 Abhangigkeit von der Ruhe- und Beschallungsdauer

Wurden die Blatter nach 30 oder 50 min Ruhe fur 10 min mit Schalldruck behandelt,
war der Sporenaussto’ in der Schallphase signifikant erhoht gegenuber den funf
unbehandelten Intervallen vor oder nach der Beschallung (Abb. 42d, e). Nach 10
min Ruhe (Abb. 42c) oder 20 min Ruhe war der Sporenausstol3 in der Schallphase
nicht signifikant hoher im Vergleich zu den nicht mit Schalldruck behandelten
Intervallen. Die Beschallung im ersten Intervall bewirkte einen von der
unbehandelten Kontrolle nicht unterscheidbaren Sporenausstol (Abb. 42a, b). Auch
bei durchgangiger Schalldruckbehandlung in jedem der sechs Intervalle war der
Sporenausstol im ersten Intervall niedriger als im zweiten und dritten Intervall. In
den drei letzten Intervallen ging der Sporenausstold wieder langsam zurlck (Abb.
42f).
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Abb. 42: Ascosporenausstol wahrend Ruhe- und Beschallungsintervallen.

Schwingungstubertragung auf unter Wasser getauchte Blatter mit Sinusschwingung (5 Hz, 115 dB
(C)). Kombinationen aus 10-minltigen Ruhe- und Beschallungsintervallen. (a) 6 Intervalle ohne
Schalldruckbehandlung. (b) 10 min Beschallung (*), 5 x 10 min Ruhe. (¢) 10 min Ruhe, 10 min
Beschallung (*), 4 x 10 min Ruhe. (d) 3 x 10 min Ruhe, 10 min Beschallung (*), 2 x 10 min Ruhe. (e) 5
x 10 min Ruhe, 10 min Beschallung (*). (f) 6 x 10 min Beschallung. Effekte angegeben in Prozent des
GP.
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Der Effekt der Beschallung auf den Sporenaussto® war nach einer minimalen
Quelldauer von 30 min signifikant (Abb. 42). Der cumulative Sporenausstol in sechs
Intervallen ohne Beschallung (NK) betrug 16,1 = 2,7 %. In sechs
Beschallungsabschnitten wurden insgesamt 65,6 £ 2,8 % erreicht. Der cumulative
Sporenaussto nach 60 min bei Versuchen mit einem 10-minutigen
Beschallungsintervall lag zwischen 22,3 + 13,5 und 48,8 + 20,8 %. Der
Sporenausstold wahrend des 10-minutigen Beschallungsintervalls hob sich deutlicher
von den flankierenden Ruhephasen ohne Schalldruckbehandlung ab, wenn die
BadflUssigkeit nicht alle 10 min, sondern erst nach 30 min Ruhe gewechselt wurde.
Eine unbehandelte Kontrolle zeigte einen ahnlichen Zeitverlauf, der Sporenausstof}
war aber signifikant kleiner, verglichen mit der beschallten Probe (Abb. 43).

50
— 40
5 2 :
o ‘—; 30 Abb. 43: Ascosporenausstot wahrend Ruhe- und
> E Beschallungsintervallen.  Schwingungsubertragung
S 3 20 auf unter Wasser getauchte Blatter mit
2 X Sinusschwingung (5 Hz, 115 dB (C)). Schwarz :
10 Beschallungsintervall  (*), flankiert von zwei
Ruheintervallen.  Weil3:  Negativkontrolle,  drei
o Ruheintervalle. Effekte angegeben in Prozent des
0 10 20 30 40 50 60 70 GP.

Zeit [min]

Bei abwechselnden Beschallungs- und Ruheintervallen von 1 min bzw. 9 min Dauer
war in einem Einzelversuch ab dem dritten Zyklus der Sporenausstol} in dem kurzen
Beschallungsintervall deutlich starker als in dem nachfolgenden langeren
Ruheintervall (Abb. 44b). Eine bei gleichem Rhythmus ohne Schalldruck behandelte
Probe (Abb. 44a) und eine ausschliel3lich mit Schalldruck behandelte Probe (Abb.
44c) zeigten dieses Verhaltnis nicht, sondern wiesen in dem langeren Intervall eine
hohere Sporenzahl auf, als in dem kirzeren. Jedoch war der cumulative
Sporengehalt in allen drei Versuchsvarianten ahnlich. Intervallbeschallung von 1 min
+ 9 min Ruhe (sechs Zyklen) ohne intermediaren Wechsel der Badflissigkeit war
ebenso effektiv wie 6 min Beschallung nach 54 min Ruhe und nicht signifikant kleiner
gegenuber einer 60-minutigen Beschallung. Eine einminutige Beschallung nach 59
min Ruhe und eine 60-minitige Beschallung induzierten vergleichbaren
Sporenausstold.



Ergebnisse 75

(a) 1 min Ruhe + 9 min Ruhe (6 Zyklen)

20

9 cumulativ:

= 151453 %

o

S 10

8

i A

ol _on [ ” L LI [ o
1 1011 2021 3031 4041 5051 60
Zeit [min]
(b) 1 min Beschallung + 9 min Ruhe (6 Zyklen)
20
9 cumulativ:
— 157 623%
e
S 10 -
(2}
3
g > I
0 L i ol

1 1011 2021 3031 4041 5051

Zeit [min]
(c) 1 min Beschallung + 9 min Beschallung (6 Zyklen)
20
cumulativ:
15 4 53,6 %

Ascosporen [%]
o o

L. .. LLI

1 1011 2021 30 31 4041 5051
Zeit [min]

Abb. 44. AscosporenausstoR wahrend Ruhe- und Beschallungsintervallen.
Schwingungsubertragung auf unter Wasser getauchte Blatter mit Sinusschwingung (5 Hz, 115 dB
(C)). Grau = Ruheintervalle; schwarz = Beschallungsintervalle (a) 1 min Ruheintervall + 9 min
Ruheintervall (6 Zyklen). (b) 1 min Schalldruckbehandlung + 9 min Ruheintervall (6 Zyklen). (¢) 1 min
Schalldruckbehandlung + 9 min Schalldruckbehandlung (6 Zyklen). Effekte angegeben in Prozent des
GP (Einzelversuche).

Wurde pro Minute jeweils 1 s oder 5 s beschallt, so addierten sich die
Beschallungsintervalle in 60 min auf 1 bzw. 5 min, die fur signifikanten Effekt nicht
ausreichten (Tab. 19). Beschallungsintervalle von 10 s/min, die sich in einer Stunde
(60 Zyklen) zu einer effektiven Beschallungszeit von 10 min summierten, bewirkten
einen starken Sporenausstol}, der nicht signifikant kleiner war als nach einer Stunde
Dauerbeschallung. Beschallungsintervalle von 10 s/10 min summierten sich in einer
Stunde (6 Zyklen) auf 1 min Effektivbeschallung und waren fur signifikanten
Sporenausstol3 nicht ausreichend. Beschallungsintervalle von 20 s/10 min, die in
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einer Stunde eine effektive Beschalldauer von 2 min ergaben, bewirkten einen
schwachen aber signifikanten Effekt (Tab. 19).

Tabelle 19: Ascosporenausstol in Abhangigkeit von Dauer und Wiederholungshaufigkeit der
Beschallungsintervalle. Schwingungsibertragung auf unter Wasser getauchte Blatter mit
Sinusschwingung (5 Hz, 115 dB (C)). Kombinationen aus 1-20 s langen Beschallungsintervallen im
Wechsel mit Ruheintervallen. Effekte angegeben in Prozent des GP. NK: 2 h ohne Beschallung
inkubierte Kontrolle. PK: 60 min beschallte Probe.

Beschallung Ruhe Zyklen Beschallungsdauer1 Ruhephase® Beschallungs-

[s] [s] in 60 min [min] [%] phase [%]
NK - - - 7,7+34 3,8£0,4
PK - - 60 55143 252+9,8

1 59 60 x 1 52+6,7 45+43

5 55 60 x 5 956+£5,7 7,7+34

10 50 60 x 10 2,727 17,3+6,8
10 590 6 x 1 556+5,2 6,6 +£4,8

20 580 6 X 2 27+2,1 7,4 +1,6

1 effektive Beschallungsdauer bezogen auf eine 60-minltige Beschallungsphase
2 - .
60-mindtige Inkubation vor der Beschallungsphase

3.4.4 Wirkung von Licht

Wasserstromungen induzierten bei Dunkelheit und Belichtung vergleichbare
Sporenemission (Abb. 45-47). Ein erhohter Sporenausstol3 bei Belichtung nach
anfanglicher Dunkelbehandlung wurde nicht festgestellt (Abb. 46b; 47b). Auch durch
Konditionierung der Pseudothecien wurde der Sporenausstol’ nicht vermindert (Abb.
46b). Pseudothecien, die bei klunstlichem Tag-Nacht-Wechsel inkubiert worden
waren, zeigten in ihrer Nachtphase keinen verringerten Sporenausstol} (Abb. 45b;
47). Auch bei verringerter Reizung durch niedrige Stromungsgeschwindigkeit oder
kurze Reizeinwirkung wurde keine Hemmung des Sporenausstol3es erzielt. Ein 10-
minutiges Beschallungsintervall, flankiert von zwei 30-minutigen Ruheintervallen,
bewirkte im Dunkeln (Blatter mit Tag-Nacht-Rhythmus) einen ebenso hohen
Sporenausstol’ wie bei Licht (Abb. 45).
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Abb. 45: Ascosporenausstoly bei Licht und Dunkelheit (in Prozent des GP). 10 min Beschallung
(*Sinus 5 Hz, 115 dB), flankiert von zwei Ruheintervallen (a) Beschallung bei Licht, Blatter in Tag-
Phase. (b) Beschallung bei Dunkelheit, Blatter in Nacht-Phase.
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Abb. 46: AscosporenausstoR bei Licht und Dunkelheit, Schiitteln (100 U/min). (a) Blatter mit
naturlichem Tag-Nacht-Rhythmus, ohne Konditionierung. 5 h bei Dunkelheit, gefolgt von 1 h schitteln
bei Licht. (b) Konditionierte Blatter. 2,5 h im Dunkeln, gefolgt von 3,5 h bei Licht. (*) Beginn der
Lichtphase. Effekte angegeben in Prozent des GP. K: bei Licht (Tagphase) behandelte Kontrollen.
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Abb. 47: AscosporenausstoB (in Prozent des GP) bei Licht und Dunkelheit. (a) Blatter mit
nattrlichem Tag-Nacht-Rhythmus, 5 h oszillierende Strémung (v, = 31 mm/s) in der Nachtphase im
Dunkeln. (b) Blatter mit kiinstlichem Tag-Nacht-Rhythmus, 1 h Ruhe, 2 h oszillierende Strémung (v, =
31 mm/s). Effekte angegeben in Prozent des GP. K: bei Licht (Tagphase) behandelte Kontrollen.

3.5 Sporenemission in Luft- und Wasserkompartimente

3.5.1 Tauchbenetzung: Freisetzung in stille Luft und in den Luftstrom

Nach 10-minltiger Tauchphase waren die Blatter vollstandig mit Wasser
vollgesogen, die Oberflache war nass glanzend. Die Blatter blieben wahrend der
gesamten Versuchsdauer durchnasst. Sporenaussto® begann wahrend der
Tauchphase und erreichte innerhalb der ersten 15-30 Minuten nach dem Tauchbad
ein Maximum (Abb. 48a), selten in der zweiten Stunde. Innerhalb der zweiten Stunde
kam der Sporenausstoly zum Erliegen. Erneutes 1-minltiges Tauchen brachte
keinen Sporenzuwachs in der folgenden Stunde. Eine zweite Befeuchtung mit
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Tropfchen induzierte schwachen Sporenausstold in der folgenden Stunde (Abb.

48b).

Ascosporen
[% cumulativ]

(@)

0,5

15 2
Zeit [h]

Ascosporen
[% cumulativ]

(b)

Zeit [h]

Abb. 48: (a,b) AscosporenausstoR in unbewegter Luft nach 10-minitiger Tauchphase.
* Spruhbefeuchtung nach 4 h und eine weitere Stunde Sporendeposition. Effekte angegeben in
Prozent des GP (Einzelversuche).

Der Sporenausstoly wahrend der 10-minutigen Tauchphase schwankte zwischen 0,2
und 1,5 % des GP. Die Starke des HauptsporenausstoRes (2 h) variierte zwischen
1,7 und 28 % (Tab. 20a). Tauchen und anschlieRende Sporendeposition Uber Nacht
bei RT und Dunkelheit fuhrte zu variierenden Sporenzahlen (Tab. 20b).

Tabelle 20a: Ascosporen im Tauchwasser nach 10 min Tauchen und nach 2 h Inkubation in stiller
Luft. Angaben in Prozent des GP.

10 min 2 h Sporen-
Tauchbad deposition
[%] [%]
1,5 21
0,8 12,3
0,6 6,9
0,6 4,3
0,2 28,4
0,6 1,7
0,7 4,3
1,1 3,7
0,2 6,3

Tabelle 20b: Sporenanteile der Sporendeposition iber Nacht und der Schittelkontrolle (K) am
cumulativen Gesamtsporenaussto3. Angaben in Prozent des GP.

Deposition K Deposition K Deposition K Deposition K
[%] [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%]
60,5 39,5 8,3 91,7 14,8 85,2 54 94,6
3,7 96,3 2,5 97,5 4,4 95,6 0,6 99,4
12,1 87,9 16,6 83,4 0,4 99,7 0,9 99,1
27,7 72,3 22,7 77,3 8,1 91,9 0,1 99,9
39,8 60,2 6,5 93,5 1,8 98,2 2,4 97,6
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Tabelle 20c: SporenausstoR wahrend der Inkubation nach 1. und 2. Tauchphase. Angaben in
Prozent des GP. " nach erster Tauchphase 14-18 h nass inkubiert; 2 nach erster Tauchphase 5 h nass
inkubiert; * mit 18-stlindiger Trockenphase zwischen beiden Tauchphasen. Grau unterlegt: Tauchen
und Inkubation bei Dunkelheit, vgl. 3.5.5.1).

1. Inkubation | 2. Inkubation

[%] [%]

16,6 0,5

22,7 0,04
6,5" 0,3

54" 0,3

15,2 2 0,1

13,83 3,1

34,4° 0,4

Wiederholtes Tauchen bewirkte stets eine wesentlich schwachere Sporenemission in
der darauf folgenden Inkubation als das erste Tauchbad, gleichgtiltig ob die Blatter
zwischen den beiden Befeuchtungen trocknen konnten oder feucht blieben (Tab.
20c; Abb. 49). Das Tauchwasser des zweiten Tauchvorgangs enthielt mehr Sporen
als das des ersten. Das Sporenverhaltnis zwischen erstem und zweitem
Tauchwasser betrug 1:2 bis 1:4; in einem Fall betrug das Verhaltnis 1:50; in einem
Fall mit besonders starkem Sporenausstol3 bei der ersten Befeuchtung wurden im
zweiten Tauchbad keine Sporen gezahlt. Schon nach 30 s im Tauchbad war die
Sporendeposition bei der anschlieBenden Inkubation dem 10-minlatigen Tauchen
vergleichbar (Abb. 49). Wurden die Blatter ohne Tauchbenetzung bei
Kammersattigung inkubiert, wurden in 5 h geringe Sporenzahlen, unter 1 % des GP,
freigesetzt.

18 h
Trockenzeit

——30s

——30s Abb. 49: Sporendeposition
+10 min nach 30 s bzw. 10 min
Tauchbad. Nach 5 h
Sporendeposition und 18 h
Trockenzeit folgte erneutes
Tauchen (*) und Inkubation.
Ascosporen in Prozent des
GP (Einzelversuche).

—4&— 10 min

Ascosporen
[% cumulativ]

Zeit [h]

Nach Tauchbad und 5-stindiger Inkubation konnte nach kurzem Schwenken der
Blatter in 2 M Glycerin-Losung bis zu 33 % des Sporenpotentials im Glycerin gezahlt
werden (vgl. 3.6.2).
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Im Luftstrom zeigte der Sporenausstof3 nach 10 min Tauchbefeuchtung den gleichen
zeitlichen Verlauf wie in stiller Luft mit einem Maximum innerhalb der ersten 30-45
min. In 60 min wurden 3,1 + 0,5 % des GP gefangen, der gleiche Versuchsverlauf mit
Sporendeposition in stiller Luft brachte eine Sporenausbeute von 7,1 bzw. 2,3 % des
GP. Nach 60 min waren die Blatter durch den Luftstrom von 13 I/min bis zum
Benetzungsgrad 1 (matt) abgetrocknet.

3.5.2 Kiinstliche Benetzung durch Tropfen, Tropfchen, Nebel

Tropfen- und Tropfchenbenetzung waren schnell und direkt, die Blatter nach wenigen
Minuten bzw. sofort mit einem Wasserfilm belegt. Die Nebelbefeuchtung war etwas
langsamer und es dauerte ca. 45-75 min bis die Blatter mit einem glanzenden
Wasserfilm bedeckt waren (Benetzungsgrad 3). Bei allen drei Befeuchtungsarten
waren Sporen in der Luft innerhalb 15-30 min nach der ersten Befeuchtung messbar.
Der Hauptsporenausstol3 wurde 30-60 min nach Beginn der Befeuchtung erreicht,
wenn mit Tropfchen oder Tropfen befeuchtet wurde. Benetzung mit Nebel bewirkte
den Hauptsporenausstol3 in der zweiten Stunde nach Befeuchtungsstart
(Einzelversuch). Nach Erreichen des Maximums ging der Sporenaussto? bei
Tropfchenbefeuchtung rasch zuruck, bei Tropfbefeuchtung und Nebelbefeuchtung
war der Riuckgang langsamer (Abb. 50a). Bei allen drei Befeuchtungsvarianten lag
der Anteil der in Luft gefangenen Sporen nach 3 h zwischen 6 und 15 % des GP. Die
Befeuchtung durch Spruhen und Nebel erzeugte kein Ablauf- oder Spritzwasser, bei
Tropfbefeuchtung sammelte sich von den Blattern ablaufendes Wasser (Abb. 50b).
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3 —&— Nebel /‘/‘ f:: 40
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Abb. 50: (a) Ascosporenaussto’ (Prozent des GP) in das Luftkompartiment bei Benetzung mit
Tropfen (9,52 mm/h), Trépfchen (Spruhintervalle) oder Nebel (150-200 mi/h). (b) Ascosporenausstofy
in Luft- und Wasserkompartimente bei Benetzung mit Tropfen (9,52 mm/h).

Der cumulative Sporenausstold in Luft und Wasser erreichte nach 5 h 57 £ 9,4 %.
Eine 5 h geschittelte Probe erreichte 99 + 0,2 %. Wurde die Befeuchtung nach 60
min gestoppt, blieb der Sporengehalt im Luftkompartiment nach Tropfbefeuchtung
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zunachst weitere 60 min auf gleich hohem Niveau, bei Tropfchen- und
Nebelbefeuchtung wurde der maximale Sporenaussto wahrend der
Befeuchtungsphase erreicht und fiel nach Befeuchtungsende rasch zurick. Nach 60
min Befeuchtung durch Tropfberegnung entsprechend 9,5 mm/h befanden sich
durchschnittlich ca. funfmal mehr Sporen im Ablaufwasser (16,4 £ 3,3 %) als im
Luftkompartiment (3,4 £ 1,5 %). Nach 3 h machte der Sporengehalt im Ablaufwasser
40 % (Luft: 6,6 %) und nach 5 h bis zu 50 % (Luft 8,7 %, Abb. 50b) des
Gesamtpotentials aus. Bei der selben Tropfrate aus minimaler Fallhdhe (Tropfen
ohne kinetische Energie) ergab sich nach 60 min ebenso das Verhaltnis 5:1 (Ablauf:
14,8 %; Luft: 3 %). Da der Sporenausstold in die Luft in einer auf die Benetzung
folgenden Trockenphase weitere 60 min auf gleichem Niveau blieb, ergab sich nach
zwei Versuchsstunden ein Verhaltnis des Sporengehaltes in Luft und Ablaufwasser
von 1:2. Der cumulative Sporengehalt in Luft- und Wasserkompartimenten betrug
nach 1 h Tropfen (9,5 mm/h) und anschlieender einstlindiger Trockenphase 19,3 +
5,7 %. Bei konstanter Tropfenbefeuchtung mit 1,9 mm/h (cumulativ 9,5 mm in 5 h)
lag der cumulative SporenausstoR in das Luftkompartiment durchschnittlich bei 24 %
+ 15 %. Das Verhaltnis der Sporenzahlen in Luft- und Ablaufkompartiment war bei
schwacher Tropfberegnung 1:1. Bei Benetzung durch Labortropfen unterschiedlicher
Intensitat und Dauer sammelten sich nur geringe Spritzwassermengen. Der
Sporenanteil im Spritzwasser war ohne Bedeutung (Tab. 21). Auch die
Sporenkonzentration war immer weit niedriger gegenuber der Konzentration im
ablaufenden Wasser. Selten wurden Uber 1000/ml gezahlt, wahrend sich im
Ablaufwasser zwischen 2000 und 20000 Sporen/ml befanden.

Tabelle 21: Sporengehalt in Luft, Spritzwasser und Ablaufwasser (Prozent des GP) im Vergleich
zur Positivkontrolle (PK) bei Tropfbenetzungen unterschiedlicher Dauer und Intensitat.

Luft Spritzwasser Ablaufwasser PK

[%] [%] [%] [%]
2,0 1,3 19,3 774
20 0,2 14,7 65,0
11,6 0,3 12,7 754
12,2 0,2 13,1 74,6
9,6 0,2 20,0 70,2
6,3 0,05 21,0 72,6
8,0 0,3 223 69,4
9,7 0,25 40,5 49,5

7,7 0,05 56,0 36,3
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3.5.2.1 Klimakammerversuche

Bei Versuch 3 unter kontrollierten Umweltbedingungen (vgl. 2.6.3) waren im ersten
Versuchsteil (vier Befeuchtungsphasen bei Wechsellicht) insgesamt mehr Sporen im
Ablauf als im Luftkompartiment. Im mittleren Versuchteil (vier Befeuchtungsphasen
bei Dunkelheit) waren die Sporenanteile in beiden Kompartimenten vergleichbar. In
der abschliellenden 60-stundigen Lichtphase wurden nur noch wenige Sporen im
Ablaufkompartiment, aber erneut starker Sporenaussto3 im Luftkompartiment
registriert (Tab. 22). Bei Versuch 2 unter gleichen Bedingungen wurden ebenso in
der ersten Halfte des Versuchs wesentlich mehr Sporen im Ablauf gefunden als in
der zweiten Halfte, wahrend die Sporenmengen im Luftkompartiment in beiden
Versuchshalften gleich hoch waren.

Tabelle 22: Sporengehalt im Luft- und Ablaufkompartiment (in Prozent des GP) bei
Befeuchtungsphasen wahrend Licht- und Dunkelperioden in der Klimakammer. Ergebnisse aus
Versuch 3.

Ablauf- Luft-
kompartiment [%] kompartiment [%)]
dunkel hell dunkel hell

11,9 3,2
0,3 1,2
3,1
0,5 0.4 0,05
0,6 0,1
0,5 0,2
0,1 0,4
0,1 0,3
0,2 2,7
0,1 0,7
0,04 1,3
0,2 2,0
cumulativ 2,1 % 12,84 % 2,25 % 13,0 %

3.5.3 Auswirkung einer zwischenzeitlichen Trockenphase auf den
SporenausstoR

Trotz regelmaliger Befeuchtung mit Sprihtropfchen war nach dem
Hauptsporenausstoly ein rascher Ruckgang der Sporenemission auf Null zu
beobachten. Ebenso rasch ging der Sporenausstol3 zurtick, wenn die Blatter nach
der Befeuchtung trocknen konnten. Hatten die Blatter zwischen zwei
Befeuchtungsphasen mindestens 3 h Zeit zum Trocknen, so wurde der
Sporenausstoly durch erneute Tropfchenbenetzung wieder angeregt, erreichte aber
nicht mehr die Starke des ersten Sporenausstoles (Abb. 51a). Bei
Dauerbefeuchtung durch Tropfen (9,5 mm/h) war der Gesamtsporenausstol} starker,
der Sporengehalt nahm langsamer ab und war auch nach 5 h noch bei etwa 2 %.
Lag eine Pause von mindestens 3 h zwischen zwei Tropfphasen, kam der
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Sporenausstoly zum Erliegen, gleichgultig ob die Blatter trocknen konnten oder durch
Nebel feucht gehalten wurden. Wiederberegnung nach einer Tropfpause brachte
einen deutlich kleineren Sporenzuwachs gegenuber dem Sporenausstol bei der
ersten Benetzung, vergleichbar mit dem Sporenausstol3 zu diesem Zeitpunkt bei
Dauertropfen (Abb. 51b). Wiederholtes Tauchen nach einer Trockenphase bewirkte
keinen erneuten Sporenausstol} (vgl. 3.5.1, Abb. 49).

(a) Tropfchenbenetzung (b) Tropfbenetzung [9,5 mm/h]

7 20
— 61 B egelmilige — 15 T M Dauertropfen
% 51 D.B(tafeucr;tﬂng = ]- Ointermediare
o 4 intermediare o 12 1 Trockenphase
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& 3 2 g Nebelbefeuchtung
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Abb. 51: Wirkung von Dauerbenetzung und intermediarer Trockenphase auf den
Ascosporenausstoll (in Prozent des GP). (a) Tropfchenbenetzung. Schwarz = Besprilhen in jedem
Intervall. Grau = Besprihen nur in 1. und 5. h. (b) Tropfenbenetzung (9,5 mm/h), Ascosporen in Luft-
und Wasserkompartiment. Schwarz = durchgehende Tropfenbenetzung. Grau = Tropfen in 1. und 5.
h. Weil = Tropfen in 1. und 5. h, dazwischen 3 h Nebelbefeuchtung.

3.5.4 Schallwirkung auf benetzte Blatter

Zur Schallubertragung auf benetzte Blatter Uber die Luft wurden zwei
Versuchsvarianten erprobt: sowohl die mittelbare Beschallung der Blatter Uber die
Luft als auch die direkte Kopplung der Blatter mit der Lautsprechermembran blieben
ohne Erfolg. Keine der verwendeten Beschallungsvarianten, Impulse, Rauschen oder
Sinusschwingung, konnten einen von der unbehandelten Kontrolle abweichenden
Sporenausstol} induzieren.

3.5.5 Lichtwirkung

3.5.51 Dunkelkammer

Nicht konditionierte Pseudothecien zeigten bei Tropfchenbefeuchtung unter
Lichtabschluss keine verminderte Sporenemission. Nach Anschalten der
Beleuchtung wurde jedoch eine Steigerung der Ausstolirate beobachtet, die bei
Dauerbelichtung nicht stattfand und die nicht mit einer intermediaren Trockenphase
zusammenhing (Abb. 52a). Durch Konditionierung wurde der Sporenausstol3 bei
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Tropfchenbefeuchtung unter Lichtabschluss fast vollstandig gehemmt, aber auch bei
Licht stark vermindert (Abb. 52b).

(a) ohne Konditionierung (b) nach Konditionierung
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Abb. 52: SporenausstoR bei Licht und Dunkelheit. Grau = kontinuierliche Beleuchtung; schwarz =
2,5 h Dunkelphase, 2,5 h Lichtphase. (a) Troépfchenbefeuchtung ohne Konditionierung. (b)
Trépfchenbefeuchtung nach Konditionierung. *Beginn der Beleuchtungsphase. Ascosporen in Prozent
des GP.

Das gleiche Ergebnis war auch bei Tauchbenetzung zu beobachten:
Sporenfreisetzung in stiller Luft wahrend der beiden ersten Stunden lag teilweise
uber 20 % des GP, war also nicht geringer als bei Licht (vgl. 3.5.1, Tab. 20c). Bei
Dunkelheit wurden in zwei Versuchen zur Sporenfreisetzung im Luftstrom 4,6 bzw.
28 % des GP gefangen (bei Licht: 3,1 + 0,5 %). Der Sporenausstold nach
Konditionierung war stark vermindert. Dunkelheit hemmte den Sporenausstoly
zusatzlich und durch Beleuchtung konnte ein Anstieg in der Ausstofrate beobachtet
werden, wahrend bei Dauerlicht der Sporenausstol3 mit der Zeit abnahm. Der
Sporenausstol in Luft- und Ablaufkompartiment aus konditionierten Blattern bei
Tropfbefeuchtung (9,52 mm/h) war unter Lichtabschluss und bei Beleuchtung
vergleichbar. Die Sporenzahlen im Luftkompartiment stiegen bei Beginn der
Beleuchtungsphase wahrend der intermediaren Trockenphase nicht an (Abb. 53).
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Abb. 53: Sporenaussto durch Tropfenbefeuchtung bei Licht und Dunkelheit nach Konditionierung.
Benetzung in 1. und 5. h. Grau = kontinuierliche Beleuchtung; schwarz = 2,5 h Dunkelphase, 3,5 h
Beleuchtungsphase. * Start der Beleuchtungsphase. Ascosporen in Prozent des GP.
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3.5.5.2 Klimakammer

Unter kontrollierten Bedingungen mit regelmaliger Befeuchtung wurde der
Sporenausstol’ bei 12-stundigem Tag-Nacht-Rhythmus sowie wahrend 60-stundigen
Dunkel- bzw. Lichtphasen aufgezeichnet. Die Blatter blieben ca. 6-8 h durchfeuchtet
und trockneten dann bis zur nachsten Befeuchtung vollstandig. Sporenausstol}
begann in der selben Stunde wie die Befeuchtung, erreichte in der zweiten Stunde
nach Befeuchtungsbeginn ein Maximum und war nach einer weiteren Stunde zum
groldten Teil abgeschlossen. Befeuchtung wahrend der Dunkelphasen bewirkte
immer Sporenausstold, aber in kleinerem Ausmal} als in der vorangegangenen
Lichtphase. Der cumulative Sporenausstol3 in das Luftkompartiment war in den
Lichtphasen 4- bis 8-mal groRer als bei Dunkelheit, bei Versuch 4 mit sehr
schwacher Befeuchtung war der Sporenausstol3 bei Licht 1,5-mal groRer (Tab. 23).
In der Dauerdunkelphase wurden keine Schwankungen des Sporenausstol3es
beobachtet, wie sie bei Wechselbeleuchtung auftraten, und der Sporenausstol® war
konstant niedrig. Nach einer 60-stindigen Dunkelphase war der Sporenausstol3 bei
der ersten Befeuchtung im Licht in Versuch 2, 3 und 4 jeweils 26-, 14- und 7-mal
héher als der durchschnittiche Sporenausstold wahrend der Dunkelphasen-
befeuchtung, aber dieses hohe Niveau wurde bei den anschlieRenden Licht-
Befeuchtungen nicht erreicht. Eine periodische Schwankung der Sporenzahlen
wurde auch bei Dauerlicht nicht beobachtet.

Tabelle 23: Mehrtagige Versuche in der Klimakammer. Cumulativer SporenausstoR in das
Luftkompartiment in Prozent des GP bei Licht und Dunkelheit.

Befeuchtung 185 ml/h 112 ml/h
Versuch1 Versuch2 Versuch3 Versuch 4
[%] [%] [%] [%]
Licht 49,5 28,8 13,0 8,4
Dunkelheit 13,5 3,7 2,25 5,6

3.6 Chemische Einwirkungen auf die Sporenemission

3.6.1 Wirkung von Substratextrakten

Die in den Schuttelversuchen eingesetzten Blattextrakte entsprachen 15 bzw. 5 g
Trockenblattgewicht. Mit beiden Konzentrationen wurde keine hemmende Wirkung
im Vergleich zu einer Wasserkontrolle erzielt. Nach dem Ersetzen der
Substratextrakte durch Wasser war keine Steigerung der Sporenemission sichtbar.
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3.6.2 Osmoregulatoren und pH-Werte

Die pH-Werte 5, 7 und 10 zeigten keine Wirkung auf den Sporenausstol}. Unter den
osmotischen Verbindungen waren Glycerin und Saccharose stark wirkende
Hemmstoffe, die den Sporenausstoll ab Konzentrationen von 1 M nahezu vollstandig
verhinderten. Mit den Zuckeralkoholen wurden auch bei Konzentrationen von 1 M
(Mannit) bzw. 2 M (Sorbit) noch geringe Sporenemissionen gemessen. Nach
Ersetzen der Losungen durch reines Wasser stieg die Sporenemission sofort an. Die
niedrigste Konzentration mit einer messbaren Hemmwirkung wurde flr Saccharose
mit 0,15 M und fur Mannit mit 0,2 M bestimmt.

3.6.3 Chemische Hemm- und Forderstoffe

Alle Substanzen, mit denen in der Wasserbadmethode die Sporenausschleuderung
gehemmt werden konnte, sind in Tab. 24 aufgefuhrt. Kupfersulfat hemmte zunachst
die Sporenemission, aber in der zweiten Stunde wurde eine Abnahme der
Hemmwirkung beobachtet. Eine fordernde Wirkung auf die Sporenemission wurde
bei keinem der eingesetzten Stoffe festgestellt.

Tabelle 24: Substanzen, die in der Wasserbadmethode eine Hemmwirkung auf die Sporenemission
zeigten, und die jeweilige minimal bendétigte Konzentration. n.b. = nicht bestimmt.

Substanz hemmende Konzentration  Reversibilitét'
Chloramphenicol 5000 pg/ml +
Oligomycin B 50 pg/mi n.b.
Kresoxim-methyl 5 pg/mi n.b.
Natriumazid 3 mM +
Kupfersulfat 0,5 % +

! Anstieg der Sporenemission bei Schiitteln in Wasser nach der Hemmstoffbehandlung
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4. DISKUSSION
Kinetische Energie und Schwingungsereignisse des Regens

Ein Sensor zur Messung der kinetischen Energie des Regens sollte die grolle
Bandbreite von TropfengrofRen (0,2-5 mm) und -energien wiedergeben kdnnen ohne
stérende Nebengerausche aufzuzeichnen. Die Sensoroberflache sollte einerseits
moglichst grol in Relation zur Tropfengréfie sein, damit die Mehrheit der Tropfen
nicht am Rand auftrifft und nur ein Teil ihrer Energie gemessen wurde (Madden et al.,
1998). Andererseits verringert eine grofle Oberflache die Empfindlichkeit des
Sensors, da der Tropfen in der Lage sein sollte, eine von den Nebengerauschen
unterscheidbare Auslenkung der Membran zu bewirken. Die im Rahmen dieser
Arbeit entwickelten Sensor-Prototypen mit einem Durchmesser von 50 mm waren flr
den Zweck der Regenaufzeichnung gut geeignet, da sowohl schwache als auch
starke Regenereignisse erfasst werden konnten. Die Amplituden der Ausschlage
wurden durch die kinetische Energie der Tropfen bestimmt. Die Anfalligkeit flr
Nebengerdusche war gering. Die Uberspannung mit Epoxidharz beschichtetem
Papier diente nicht nur der Wetterfestigkeit des Sensors fur den Dauereinsatz,
sondern war notwendig, um die Aufnahme von Nebengerauschen (Windbden) zu
verringern. Eine ahnlich gute Wirkung wurde mit der reil3¢festen Plastikfolie erzielt, die
bei dem Lautsprechersensor fur Kurzzeit-Versuche verwendet wurde. Beide
Sensoren zeigten durch die Masse der Sensoroberflache jedoch eine nicht
ausreichende Empfindlichkeit bei schwachem Nieselregen. Da die verwendete
Elektronik bereits eine ausreichende Empfindlichkeit gewahrleisten konnte, sollte der
Sensor selbst optimiert werden, um die Sensibilitdt zu steigern. Die Masse der
Sensoroberflache konnte verringert werden, indem mehrere kleine Sensoren statt
eines grolen Sensors verwendet werden. Dadurch wurde allerdings der oben
genannte  ,Rand-Effekt® verstarkt werden und eine Eliminierung von
Nebengerauschen wirde nicht erreicht werden. Das Frequenzspektrum der durch
Tropfeneinschlage erzeugten Schwingungen war im Wesentlichen durch
tieffrequente Anteile gepragt, die durch hohe Toéne Uberlagert waren. Durch Einsatz
eines Tiefpassfilters konnten die durch  Nebengerausche verursachten
hochfrequenten Uberlagerungen beseitigt werden, ohne die Empfindlichkeit des
Sensors zu verringern. Zusatzlich ware eine Gerauschkompensation denkbar. Durch
eine gegenphasige Verschaltung eines zweiten Lautsprechers auf der
regenabgewandten Seite des Sensors konnten die nicht durch Tropfen bewirkten
Schwingungen kurzgeschlossen und dadurch entfernt werden. Eine weitere
Schwache betraf die Schreiberaufzeichnung, die bei heftigen Regenereignissen
durch die Tragheit und den zu langsamen Papiervorschub des Schreibers zur
Uberlagerung der Ausschlage fuhrte. Die Auswertung der riesigen Datenmenge Uber
den Zeitraum einer vollstandigen Primarsaison von V. inaequalis ware in der Praxis
nicht moglich. Zu einem gewissen Grad konnten diese Unzulanglichkeiten durch die
Verwendung eines Integrators Uberwunden werden, der die Peakflachen und die
Anzahl der Ausschlage berechnete. Jedoch war die Automation des Systems nicht
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moglich und somit flr einen dauerhaften Praxiseinsatz nicht geeignet. Durch Einsatz
eines elektronischen Datenloggers, der Hohe, Flache und Anzahl der
Einzeleinschlage erfasst, konnten diese Schwierigkeiten in der Zukunft umgangen
werden. Die Lautsprecher-Regensensoren waren trotz der beschriebenen Mangel
der Kippwaagenmessung Uberlegen, da der Beginn eines Regenereignisses und der
Verlauf genauer bestimmt werden konnten. Die Messfehler der Kippwaage bei
geringen oder unterbrochenen Niederschlagen durch unvollstandige Fullung des
Messloffels, durch die der Regenbeginn nicht oder nur verzdgert detektiert werden
konnte, waren bei den Lautsprechersensoren nicht vorhanden.

Durch die kontinuierlichen Regenenergiemessungen des Sensit Sensors konnten die
aufgezeichneten Regenmengen nicht mit ihrem Energiegehalt charakterisiert werden.
Die Empfindlichkeit des Sensors reichte nicht aus, um die Energien der typischen
Regenereignisse im Fruhjahr Uber das Grundrauschen hinaus signifikant anzuzeigen.
In einer Evaluation des Sensors von Madden et al. (1998) konnten auch
Regenereignisse von 0,4 mm/h detektiert werden. Die Temperaturabhangigkeit der
Sensit-Daten wurde in dieser Arbeit ebenfalls beschrieben. Der Sensit Sensor
integriert die kinetische Energie von Regentropfen Uber einen bestimmten Zeitraum
und misst keine Einzelereignisse. Der selbst entwickelte Sensor hingegen ist in der
Lage, die einzelnen Tropfeneinschlage aufzulésen.

Die Bestimmung der kinetischen Energie des Regens wird in der Praxis der
Schorfprognose nicht verwendet. Bisher wurden Sensoren flr kinetische Energie des
Regens zur Vorhersage von Infektionen spritzverbreiteter Pathogene getestet
(Madden et al., 1998; Lovell et al., 2002). Die GroRe und Geschwindigkeit von
Regentropfen beeinflussen die Effektivitat eines Tropfeneinschlags, z.B. Distanz,
Grolle und Zahl der Spritzer und Zahl der freigesetzten Sporen, bei der
Spritzwasserverbreitung phytopathogener Pilze (Gregory et al.,, 1959; Fitt et al.,
1988; Yang et al., 1991; 1992). Bei diesen Pathosystemen (z.B. Phythophthora
cactorum oder Colletotrichum acutatum auf Erdbeere) ist die Sporenverbreitung
somit abhangig von der kinetischen Energie der einzelnen Tropfen (Madden et al.,
1996; Ntahimpera et al, 1997). Auch die Sporenfreisetzung durch von
Tropfeneinschlagen ausgeldsten Vibrationen oder Luftverwirbelungen ist von der
kinetischen Energie der Regentropfen abhangig (Deadman & Cooke, 1989; Wadia et
al., 1998), da durch grolere Fallhdhen oder groRere Tropfen eine grolere
Sporenzahl verbreitet wird (Geagea et al, 1999). Bei Versuchen zur
Sporenfreisetzung von V. inaequalis wurde die kinetische Energie der
Regentropfeneinschlage bisher nicht in Betracht gezogen. Der Regensimulator in der
von Gadoury et al. (1996) verwendeten Umweltkammer besal} eine Fallhdhe von ca.
30 cm und erzeugte feine Tropfchen. Die computergesteuerte Umweltkammer von
Gottwald et al. (1997) erzeugte definierte Tropfen mit einer Fallhéhe von 70 cm, aber
die Versuche zur Sporenfreisetzung von V. inaequalis wurden nicht in Bezug auf die
verwendeten kinetischen Energien der Regensimulation bewertet. Der im Rahmen
dieser Arbeit entwickelte Sensor flr kinetische Energie des Regens kann zur
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Verbesserung der Sporenflugprognose eingesetzt werden, da er insbesondere die
kurzen und schwachen Regenereignisse unter 0,1 mm, die unterhalb der
Sensitivitatsschwelle der Kippwaage liegen, genau charakterisiert. Fiur die
Schorfprognose im Freiland wurde bisher auf die vereinfachte Formel
zuruckgegriffen, dass mit Sporenflug zu rechnen ist, wenn messbarer Regen fallt.
Aber auch kleinere Regenmengen (0,05 mm) waren bei Windtunnelversuchen
ausreichend fur die Auslosung der Sporenemission (Hirst & Stedman, 1962a). Daher
verspricht eine genauere Regenmessung besonders bei Schwachregen eine
genauere Schorfprognose.

Die vier Lautsprecher eigneten sich als Mikrofone zur Aufzeichnung der bei einem
Tropfenaufprall entstehenden Schwingungen. Die besten Ergebnisse wurden mit den
beiden Mikrofonlautsprechern MS-55 (50 mm Durchmesser) und LE 77 (70 mm
Durchmesser) erzielt. Diese Systeme besal3en eine relativ groke Membranmasse
und wurden nur durch Tropfentreffer in starke Schwingung versetzt, nicht aber durch
Wind- oder andere Hintergrundgerausche. Die Systeme MSP-30 und BL-28 (jeweils
30 mm Durchmesser) waren durch die geringere Membranmasse anfalliger fur
Storgerausche. Das Prinzip der Mikrofonlautsprecher beruht auf der direkten
Schwingungsanregung und imitiert in einer geeigneten Weise die Vorgange des
Tropfenaufpralls. Das Elektretmikrofon und das Kondensatormikrofon werden durch
den Luftschall, den ein Tropfeneinschlag verursacht, in Schwingungen versetzt,
wodurch sie fir den speziellen Einsatz zur Schwingungsanalyse ungeeignet waren,
da die Aufnahmen von natlrlichem Regen im Freiland durch sehr Vviele
Hintergrundgerausche uberlagert wurden. Dadurch waren die aufgezeichneten
Schwingungsereignisse sehr komplex und die Frequenzanalyse ergab eine hdhere
Vielfalt verschiedener Frequenzanteile, wodurch die Benennung einer
vorherrschenden Frequenz im Sinne einer Grundfrequenz unmdglich wurde.

Jeder Mikrofonlautsprecher erzeugte bei der Anregung durch einen Tropfenaufprall
eine Schwingung mit charakteristischer Frequenz. Die nach dem Entfernen der
Uberlagerungen erhaltene  Sinusschwingung entsprach der erzwungenen
Membranschwingung des jeweiligen Systems, beeinflusst von dessen
Resonanzfrequenz. Im Gegensatz zu den erhaltenen Amplituden wurde das
Frequenzverhalten von der kinetischen Energie der Tropfen nicht beeinflusst. Daher
erzeugten Regentropfen und Labor-Wassertropfen keine unterschiedlichen
Frequenzen. Auch die wahrend eines naturlichen Regenereignisses auftretende
Bandbreite an Regentropfengréfien hatte keinen Einfluss auf das Frequenzverhalten.
Die durch die Lautsprechermembranen erzeugten Schwingungen lagen im
Tieftonbereich (250-600 Hz) und dominierten das Schwingungsverhalten selbst
dann, wenn ein nasses Apfelblatt auf die Membran gelegt wurde. Die durch den
Tropfen selbst verursachte Schwingung konnte durch das Entfernen der
Lautsprechermembran und die Fixierung der Schwingspule an einem Uberwinterten
Apfelblatt definiert werden. Durch die Lautsprechermembran verursachte Artefakte
konnten somit ausgeschlossen werden. Das nasse Blatt erzeugte eine Frequenz von
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91 Hz gegenuber 350 Hz der Lautsprechermembran und vermittelte eine Vorstellung
der naturlichen Schwingungsvorgange bei Regen. Verschiedene Flussigkeiten
belegten die grundsatzlich tropfeninduzierte und —gepragte Schwingung und zeigten
die Dominanz der Flussigkeitsschwingung. Alle Flussigkeitstropfen zeigten das
gleiche Verhalten: der erste Tropfenimpuls mit hohen Amplituden setzte sich in Form
einer kurzen periodischen Ausschwingung fort. Die Vorgange bei dem Einschlag
eines Wassertropfens auf eine fliissige oder feste Oberflache wurden bisher nur mit
optischen Aufzeichnungen verfolgt (Worthington & Cole, 1897; Rioboo et al., 2002),
eine Schwingungsaufzeichnung mit Lautsprechern zur digitalen Analyse wurde
bisher nicht durchgefihrt. Durch die digitale Verarbeitungstechnik und das
verwendete Audioprogramm war es mdglich, die Schwingungsereignisse ohne eine
Datenreduktion aufzunehmen und mit hoher Qualitat zu analysieren.

Externe Einflusse und physiologische Voraussetzungen der Sporenemission

Die Ascosporenausschleuderung ist unmittelbar an den osmotischen Druck innerhalb
des Ascus geknupft und es wird allgemein angenommen, dass die Wasseraufnahme
durch Osmose geschieht (MacHardy, 1996), denn hypertonische Lésungen kénnen
den Vorgang der Sporenausschleuderung hemmen (Aylor & Anagnostakis, 1991;
Trail et al.,, 2002). In unseren Versuchen mit der Wasserbadmethode bewirkte
Saccharose bereits ab der Konzentration 0,15 M eine Einschrankung der
Sporenemission, Mannit ab 0,2 M. Unsere Ergebnisse zeigten zudem, dass eine
graduelle Abstufung der Hemmwirkung durch verschiedene Konzentrationen moglich
ist. Aylor und Anagnostakis (1991) bestimmten durch mikroskopische
Beobachtungen die Saccharose-Konzentration, bei der kein Wasser mehr in den
Ascus stromen kann und der Ascus seinen Turgordruck verliert, mit 2-2,5 molal
(entsprechend ca. 1,2-1,4 M). Auch bei der Wasserbadmethode trat bei der
Saccharose-Konzentration 1 M eine fast vollstandige Hemmung der Sporenemission
auf. Neben Saccharose wurden in dieser Arbeit auch Glycerin, Mannit und Sorbit als
osmotische Hemmstoffe der Sporenausschleuderung eingesetzt. Die Zuckeralkohole
Mannit und Sorbit werden von Pflanzen bei osmotischem Stress als ,compatible
solutes® im Cytosol akkumuliert, um die Proteine und Membranen vor Trocken-
Schaden zu schitzen (Ahmad et al., 1979; Stoop et al., 1996; Mundree et al., 2002).
Auch Pilze produzieren Zuckeralkohole. In Studien mit Gibberella zeae fanden Trail
et al. (2002) Mannit im Epiplasma der Asci und vermuteten eine Beteiligung dieses
Zuckeralkohols am Aufbau des osmotischen Drucks in den Asci. Mannit wird auch
von V. inaequalis gebildet (Buhler, 1995), daher ware ebenfalls eine Rolle als
osmotisch aktive Komponente fur die Erniedrigung des Wasserpotentials des Ascus
denkbar. Da die Sporenemission rasch nach der Befeuchtung einsetzt, misste die
osmotisch aktive Komponente bereits praformiert oder als schnell umsetzbare
Vorstufe im Fruchtkorper vorliegen. Trail et al. (2002) wiesen eine hohe Aktivitat der
Mannitol-Dehydrogenase in Proteinextrakten reifer Pseudothecien nach, die die
Bildung von Mannit aus Fructose katalysiert, fur V. inaequalis liegen noch keine
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vergleichbaren Untersuchungen vor. Ein spezifisches lonenmilieu bzw. pH-Wert
waren fur die Sporenemission nicht notwendig. Eine Beteiligung von substrat- oder
fruchtkorpergebundenen Hemmstoffen an der Regulation der
Sporenausschleuderung konnte ebenfalls nicht nachgewiesen werden. Die
Sporenemission konnte durch verschiedene Substanzen verhindert werden. Aul3er
Kupfersulfat waren alle wirkenden Stoffe spezifische Inhibitoren mitochondrialer
Vorgange. Angriffspunkte der Hemmstoffe waren die Elektronentransportkette
(Kresoxim-methyl; Azid), die ATP-Synthese (Oligomycin B, Azid) und die
mitochondriale Proteintranslation (Chloramphenicol), nicht aber die Transkription.
Kupferionen besitzen eine cytotoxische Wirkung, indem sie mit Proteinen
interagieren und Membranen schadigen (Hock & Elstner, 1988). Der Rickgang der
Hemmwirkung von Kupferionen mit der Zeit konnte auf eine induzierte Stressantwort
in den Fruchtkérpern hinweisen, etwa die Synthese von Metallothioneinen. Diese
niedermolekularen, cysteinreichen Proteine werden von Tieren, Pilzen und Pflanzen
bei Schwermetallstress induziert und komplexieren die Schwermetallionen (Munger
et al., 1985; Zhou & Goldsbrough, 1994). Die Ergebnisse der Hemmstoffversuche
bewiesen erstmals, dass die Ascosporenemission abhangig von der ATP-
Bereitstellung ist. Es konnte innerhalb dieser Studie jedoch nicht festgestellt werden,
fur welche Vorgange die Energie bendtigt wird. Inhibitoren oder Foérderstoffe von
ATP-verbrauchenden Transportproteinen hatten keinen Einfluss auf die
Sporenemission. Trail et al. (2002) hingegen konnten durch Inhibitoren der K*- und
Ca**- lonenkanéle den Sporenausstol von Gibberella zeae hemmen und vermuteten
neben Mannit auch eine Beteiligung von lonenflissen am Aufbau des Turgordruckes
in den Asci dieses Pilzes. Auch die Plasmastromung durch die Aktivitat der
Actinfilamente war laut unseren Versuchsergebnissen nicht beteiligt. Ebenso wenig
konnte eine Beteiligung von Proteinkinasen an einer moglicherweise stattfindenden
Signalverarbeitung festgestellt werden. Proteinase K, Detergenzien und
membrankanalbildende Antibiotika zielten auf eine Stérung der Membranintegritat
oder den Abbau von membrangebundenen Rezeptorproteinen, die eine Rolle fiur die
Sporenemission spielen konnen, waren aber ebenfalls ohne Wirkung. Chemikalien,
die im Zuge dieser Versuche keine Wirkung zeigten, sind aber nicht
notwendigerweise keine Hemmstoffe der Sporenemission. Dies gilt z. B. flr
Puromycin, das wie Chloramphenicol die Proteintranslation bei Prokaryonten
inhibiert. In einigen Fallen ist der Stoff vielleicht nicht bis zum Wirkort vorgedrungen,
weil er zuvor abgebaut bzw. adsorbiert wurde. Auch die meisten positiv getesteten
Substanzen wirkten erst in der hochsten angewendeten Konzentration, was vielleicht
auf die Tatsache zurlckzufihren war, dass sie durch die Blatt- und
Pilzgewebestrukturen gelangen mussten, um die Asci zu erreichen und z. T. bis in
die Mitochondrien vordringen mussten. Die Ergebnisse dieser Arbeit zu chemischen
Hemmstoffen bilden einen vielversprechenden Anfang der Erforschung der zellularen
Mechanismen der Sporenemission. Eine Bekampfungsstrategie, die sich aus den
gewonnenen Erkenntnissen entwickeln kann, ware die Verhinderung der
Ascosporenemission durch osmotisch oder chemisch wirksame Hemmstoffe, die
keine toxische Wirkung auf die Umwelt haben sollten. Die Verwendung von Zucker
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und Zuckeralkoholen, aber auch von Kresoxim-methyl, dem Wirkstoff in Discus, und
Kupfer als zugelassene Pflanzenschutzmittel ware hier denkbar. Zu Uberprifen ware
in diesem Zusammenhang eine Auswirkung der protektiven Fungizidspritzungen im
Frihjahr auf die Sporenemission. Die Bekampfung der saprophytischen Phase von
V. inaequalis zielte bisher auf die Hemmung der Pseudothecienentwicklung oder die
Beschleunigung des Blattabbaus, um das Ascosporenpotential zu minimieren
(Wiesmann, 1935; Keitt & Palmiter, 1937; Keitt et al., 1941; Hirst & Stedman, 1962b;
Burchill & Hutton, 1965; Burchil, 1972). In Kombination mit einer
Hemmstoffbehandlung vor Regenfallen konnte eine noch wirksamere Verringerung
der Sporenzahlen in der Luft erreicht und so die Infektionsgefahr minimiert werden.

Bei der Nachreifung unter verschiedenen Inkubationsbedingungen stellte sich die
Lagerung der Pseudothecien bei 4°C als vorteilhaft heraus, da die Blatter dort am
langsten Feuchtigkeit bewahren konnten. Eine Inkubation bei 20°C und 50 % rF war
fur eine Nachreifung der Pseudothecien nicht geeignet, da bei diesen Bedingungen
die Blatter nach der Befeuchtung schnell wieder trockneten. Somit fehlte die
Feuchtigkeit als wichtigster Reifungsfaktor fir Pseudothecien (Wilson, 1928;
Wiesmann, 1932) und die Nachreifung der Ascosporen wurde verhindert. Nach einer
Erhéhung der Luftfeuchtigkeit auf 80 % konnte auch bei 20°C eine schnelle Reifung
festgestellt werden. Auch die Nachreife im Uberdachten Freiland wurde durch eine
11-tagige Trockenphase (funf Tage unter 60 % rF) zunachst verzogert und schritt
erst mit ansteigender Luftfeuchtigkeit voran. Letztlich konnte jedoch bei allen
Inkubationsbedingungen eine Steigerung des Ascosporenpotentials beobachtet
werden, mit Ausnahme einer Blattcharge, die erst am Ende der exponentiellen
Reifungsphase aus dem Freiland entnommen wurde und deren Ascosporenpotential
bereits erschopft war. Die optimale Temperatur fur die Ascusreifung wird mit 17-20°C
angegebenen (Wiesmann, 1932; Gadoury & MacHardy, 1982b), jedoch unter der
Voraussetzung, dass genug Feuchtigkeit zur Verfigung steht. Die schnelle Reifung
der Pseudothecien wurde im Jahr 2002 mit wiederholter Befeuchtung erzielt. Die
abwechselnden Feucht- und Trockenphasen begunstigen die Reifung der
Fruchtkdrper, da sie den normalen Wetterbedingungen entsprechen (Wilson, 1928;
Wiesmann, 1932; Louw, 1951), wahrend konstante Nasse die Reifung der
Pseudothecien verlangsamt (Wilson, 1928). Hatten die Pseudothecien einen hohen
Reifezustand erreicht, so konnten sie Uber langere Zeit (bis zu acht Monate) bei 4°C
aufbewahrt werden, ohne ihr Ausstol3verhalten zu andern. Eine langere Inkubation
bei 50 % rF und Temperaturen von 5°C (bei Dunkelheit) und 17°C (bei Licht)
hingegen flhrte zu einer Verzdgerung des Sporenausstol’es bei Benetzung. Diese
Verzdgerung war vermutlich auf die Seneszenz reifer Pseudothecien zurtickzufuhren,
deren Asci ihre schnelle Reaktion auf die Reizung verloren haben. Die Tiefkuhlung
der getrockneten Blatter erwies sich als sicherste Methode zur
Langzeitaufbewahrung, da die Seneszenz der Pseudothecien verhindert wurde. Das
Ausstol3verhalten war nach dem Auftauen unverandert, jedoch schien nach der
TiefkUhlung bei —80°C ein hdherer Prozentsatz an Sporen in einer unbehandelten
Probe ausgestolien zu werden, was auf die zellulare Zerstérung der Asci hinweisen
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konnte. Das Tiefkihlen Uberwinterter Blatter zur Langzeitaufbewahrung wurde auch
in anderen Studien erfolgreich angewendet (Stensvand et al., 1997; Gadoury et al.,
1998).

Eine Konditionierung der Pseudothecien durch Inkubation bei Kammersattigung
verminderte die Bereitschaft zum Sporenaussto3. Die starken Reizeinwirkungen
durch  Tropfbefeuchtung oder Schitteln schienen die Hemmung des
Sporenausstolles aber zu Uberwinden. Die wahrend der Inkubation freigesetzten
Sporen stellten eventuell eine unspezifische Reaktion auf die Benetzung dar. Hierbei
konnten Asci beteiligt sein, die bei dem vorherigen Nasseereignis bereits durch die
Offnung der Pseudothecien getreten sind und vor dem Abtrocknen der Bléatter nicht
mehr ihre Sporen ausstoflen konnten. Brook konnte in mikroskopischen
Beobachtungen trockener Blatter feststellen, dass solche geflllten Asci als Buschel
aus dem Ostiolum hervortraten (Brook, 1969a). Diese Asci kdnnten flr eine schnelle
Antwort bei der nachsten Benetzung verantwortlich sein (Brook, 1975). Der Effekt,
den eine ,Erst-Benetzung® auf trockene Blatter haben kénnte, ware eventuell auch
fur die Verhaltnisse im Freiland relevant, wenn Regen nach einer ausgedehnten
Trockenphase einsetzt und trockene Blatter durchnasst werden. Eine
Konditionierung durch Inkubation befeuchteter Blatter wurde auch von Gadoury et al.
(1998) im Zusammenhang mit Windtunnelversuchen beschrieben. Sie beobachteten
nach 17 h Konditionierung befeuchteter Blatter einen schwachen Sporenausstol} bei
Dunkelheit, der sich aber mit zunehmender Dauer der Vorinkubation (bis zu 264 h)
steigerte. Da in der vorliegenden Arbeit keine langeren Inkubationsperioden als 18 h
durchgefuhrt wurden, bleibt zu klaren, ob die Hemmung des Sporenausstol3es mit
der Zeit ebenfalls zuriickgeht. Es handelte sich jedoch bei unseren und den von
Gadoury et al. (1998) beschriebenen Beobachtungen vermutlich um den gleichen
Effekt, also einen Hemmeffekt, der nach einer Befeuchtung auftrat, nach einiger Zeit
wieder abgeschwacht wurde und der unabhangig vom Reifezustand der
Pseudothecien ist. Gadoury et al. (1998) erklarten die Ergebnisse mit
Seneszenzerscheinungen bei weit fortgeschrittener Fruchtkorperreife, die zu einer
Aufhebung der Dunkelhnemmung flhrten und verglichen diesen Effekt mit den unter
Freilandbedingungen beobachteten zunehmenden Sporenfangen bei Nacht gegen
Ende der Primarsaison, wenn die letzten 10-15 % der Ascosporen freigesetzt
wurden. Dabei wurde nicht zwischen sporengefliliten Pseudothecien (Windtunnel)
und grofRtenteils entleerten Pseudothecien (Freiland) unterschieden. Die
Ausschleuderbereitschaft reifer Pseudothecien war im Versuchszeitraum unserer
Studie Uber den gesamten Verlauf der Primarsaison gleichmaRig, das heif’t, dass
keine  Abhangigkeit der Ascosporenemission vom Reifungszustand der
Pseudothecien beobachtet wurde. Es wurden keine Seneszenzerscheinungen
festgestellt, selbst nachdem im Freiland bereits Uber 95 % der Ascosporen
freigesetzt worden waren. Auch zu Beginn der Saison war der zeitliche Verlauf des
Sporenausstol3es nicht anders als zur Zeit der exponentiellen Reifungsphase mit
hohem Sporenpotential.
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Bei den Konditionierungsversuchen von Brook (1969a) wurden die Uberwinterten
Blatter ohne vorherige Befeuchtung bei trockenen und feuchten Bedingungen
inkubiert. Brook beobachtete einen starkeren Sporenausstol} aus Blattern, die unter
Kammersattigung inkubiert wurden als aus trocken inkubierten Blattern. Die hohere
Sporenzahl bei den feucht inkubierten Blattern kann jedoch auf einen
Nachreifungseffekt zurickzufuhren sein, der bei den trocken gelagerten Blattern nicht
auftritt. Die Nachreifung von Ascosporen bendtigt nur 7,5 h (Hirst & Stedman,
1962a). Auch Brooks Beobachtung, dass der Sporenausstoly durch hohe
Temperaturen (27,5°C) wahrend der Konditionierung begunstigt wurde, konnte in
dieser Arbeit nicht verifiziert werden, da alle Blattproben, gleichgliltig ob bei RT, 4°C
oder —20°C inkubiert, eine vergleichbare Sporenemission zeigten.

Bereits in den 20er Jahren des 20. Jahrhunderts wurde durch Freilandstudien
bestatigt, dass die Sporenemission von V. inaequalis unmittelbar an
Regenereignisse geknupft ist (Frey & Keitt, 1925; Keitt & Jones, 1926). Schon ab
Regenhdhen von 0,1 mm wurden im Freiland Ascosporen gefangen (Brook, 1966), in
Windkanalstudien gentgte sogar die Halfte. Dabei wurde der Regen stets als
Befeuchtungsereignis angesehen, das zur Quellung der Asci fuhrt, die Auswirkung
der Regenintensitat auf den Sporenausstol3 wurde kaum berlcksichtigt. In dieser
Arbeit wurden die Regenereignisse verglichen, die zu Ascosporenausstold fuhrten.
Die Niederschlagsdaten sollten durch die Messung der kinetischen Energie erganzt
werden und Aufschluss darlber geben, ob und wie sich die Regenintensitat auf den
Ascosporenausstold auswirkt. Die kinetische Energie des Regens konnte jedoch
durch die o.g. Mangel der Sensoren nur an zwei Sporenflugtagen als zusatzliche
Information  eingesetzt werden, alle Ubrigen Tage mussten mit den
Niederschlagsdaten der Wetterstation ausgewertet werden. In den Versuchsjahren
2001 und 2002 wurden 32 bzw. 34 Sporenflugtage zwischen Mitte Marz und Ende
Mai registriert. 20-30 Sporenflugtage innerhalb einer Primarsaison wurden auch aus
England (Hirst & Stedman, 1961), Neuseeland (Curtis, 1922) und Dossenheim (Kohl
et al., 1994) berichtet. An allen bewerteten Tagen wurde Sporenflug durch Regen
ausgelost. Es wurden keine Ascosporen an Tagen ohne messbaren Regen oder bei
Tauereignissen registriert. Ascosporenemissionen an Schonwettertagen wurden in
mehreren Studien berichtet (Miller & Waggoner, 1958; Hirst & Stedman, 1962a;
Brook, 1966; MacHardy & Gadoury, 1986). Die Pseudothecien blieben laut Gadoury
& MacHardy (1986) in den meisten Fallen nach vorangegangenem Regen am
Vorabend oder in der Nacht bis zum nachsten Morgen ausreichend nass, um bei
Tagesanbruch erneut Sporen zu emittieren. Die Sporenanteile an solchen Tagen
waren in allen Studien vernachlassigbar. Auch Taubenetzung von verschorften
Blattern wurde in zahlreichen Studien als nicht ausschlaggebend fur die
Sporenemission von V. inaequalis bestatigt. In den Aufzeichnungen der letzten zehn
Jahre konnte kein einziges Tauereignis in der Dossenheimer Versuchsanlage mit
Sporenflug in Verbindung gebracht werden (Kohl, 1993; Kohl et al., 1994; Kollar
1996-2000), selbst wenn es zu tropfnassen Blattern fiihrte. Eine vierjahrige Studie
aus den USA (MacHardy & Gadoury, 1986) berichtete von geringflugigen
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Sporenemissionen bei zwei Tauereignissen (von insgesamt 27), die mit 2 h Abstand
auf ein vorangegangenes Regenereignis folgten, bevor die Blatter trocknen konnten.
Auch Hirst und Stedman (1962a) konnten nur unwesentliche Sporenmengen bei Tau
nachweisen, im Gegensatz zu den bei Regen gefangenen. Ahnliche Ergebnisse
wurden aus der Schweiz von Wiesmann (1932) berichtet. Die Taubenetzung wurde
daher als wirkungslos auf die Sporenemission betrachtet, wenn sie nicht kurz nach
einem Regenereignis folgte (Hirst & Stedman, 1962a; MacHardy & Gadoury, 1986).
Stensvand et al. (1998) aus Norwegen berichteten bisher als einzige von gréfReren
Sporenfangen (Uber 10 % des Jahresgesamtwertes) in Tauperioden. Die Ursachen
fur diese Tauausschleuderung sehen die Autoren in Seneszenzeffekten und hohem
Sporenpotential in der Periode der exponentiellen Reifungsphase (Gadoury &
MacHardy, 1982a) und nach langeren Trockenperioden. Wir registrierten funf von
acht Tauperioden zum Ende der Ascosporensaison und die Halfte aller Tauperioden
nach zwei oder mehr regenfreien Tagen und konnten diese Hypothese somit nicht
bestatigen. Als Grund fur den ausbleibenden Sporenflug bei natirlichen
Tauereignissen wurden bislang vor allem folgende Hypothesen diskutiert: (1.) Durch
die taubegleitende Windstille werden die Sporen nicht in hdhere Luftschichten
ausgebreitet (MacHardy, 1996). (2.) Tiefe Lufttemperaturen und Dunkelheit zur Zeit
der Taubildung hemmen den Ascosporenausstoll (Brook, 1969a; MacHardy &
Gadoury, 1986). Tiefe Temperaturen als Hemmfaktor konnten bei Niederschlagen
bereits mehrfach widerlegt werden (Stensvand et al., 1998; Kohl, 1993). Auch in
unseren Aufzeichnungen lagen die Temperaturen in Tauperioden durchschnittlich bei
7°C und bei diesen Temperaturen ist ein Temperatureffekt noch nicht
ausschlaggebend (Stensvand et al., 1997). Die Tauperioden hielten die Blatter bis
Tagesanbruch benetzt, die Dunkelhemmung fiel als Ursache somit aus, wie auch von
Stensvand et al. (1998) beobachtet. (3.) Der dicke Wasserbelag bei Tau verhindert,
dass die Sporen in die Luft gelangen (Moore, 1958). Ausschleuderbereite Asci ragen
circa 40 ym aus dem Ostiolum (Brook, 1969a) und der 300-600 um dicke Taubelag
(Garrat & Segal, 1988) kann nicht durchschleudert werden, da die Ascosporen
schnell an Energie verlieren, wenn sie in Wasser ausgeschleudert werden (Aylor &
Anagnostakis, 1991). Diese Hypothese konnte letztlich weder bestatigt noch
widerlegt werden. Eine genaue Quantifizierung der im Taufiim gefangenen
Ascosporen ware durch eine Hemmstoffbehandlung nach der Betauung moglich.
Moore erwahnte die Madoglichkeit, dass Regen eine gewisse Wirkung auf den
Sporenausstoly ausubt, die bei Tau fehlt (Moore, 1958). Fur den Apfelschorferreger
wlrde die Ausschleuderung in Tauperioden zur sinnlosen Entleerung der
Sporenvorrate fihren, da die Blattndsse bei Tauperioden zur Keimung und
Etablierung einer Infektion nicht ausreicht und die ausgeschleuderten Ascosporen
nicht langer als 24 h bei Trockenheit Uberleben (MacHardy, 1996).

Im Verlauf der Ascosporenflugsaisonen 2001 und 2002 gab es Hinweise, die fur eine
auslosende Wirkung des Regens auf den Sporenausstol3 sprechen. Alle
Sporenflugperioden standen in direktem oder indirektem Zusammenhang mit
Regenereignissen. Auch bei eindeutig positiven Bedingungen (namlich Blattnasse
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und Licht) konnte Sporenemission erst mit dem am Mittag einsetzenden Regen
registriert werden. Knapp die Halfte aller untersuchten Sporenflugperioden waren
auf Niederschlagsereignisse bei Tag zuruckzufuhren, davon begannen mehr als drei
Viertel unmittelbar mit Einsetzen des Regens bzw. bis zu 60 min nach Regenbeginn.
Auch in Freilandstudien von Miller & Waggoner (1958) und Warner & Braun (1992)
wurden innerhalb einer Stunde nach Regenbeginn Ascosporen in der Luft
nachgewiesen. Die Regenintensitat hatte in unserer Studie keine Auswirkung auf den
Beginn des Sporenfluges. Auch der typische zeitliche Verlauf der
Ascosporenemission mit einem Maximum gegen Mittag schien von der Regenstarke
unbeeinflusst und war bei spat einsetzendem Regen zum Abend hin verschoben. Ein
zweiter Anstieg, der in knapp einem Funftel aller Falle beobachtet wurde, war
unabhangig vom Niederschlag und immer wesentlich kleiner als der erste. Er trat
nicht auf, wenn das Hauptmaximum nach 12:00 registriert wurde und kénnte
wahrscheinlich auf einen Nachreifeeffekt zurtickzufuhren sein. Auch Hirst & Stedman
(1962a) und Miller & Waggoner (1958) berichten von einem kleineren Anstieg der
Sporenemission nach 8-10 h. Eindeutig regenabhangige Steigerungen der
Ascosporenemission waren in unseren Aufzeichnungen hoher oder nur wenig
niedriger als das erste Maximum des jeweiligen Tages. Durch erneuten oder
verstarkten Regen am Nachmittag konnte also der Ascosporenausstoll in einem
Ausmal erneut induziert werden, das durch anhaltende Blattndsse nicht erreicht
wurde. FUr die nur 2001 beobachtete Verzogerung des Sporenflugs nach
Niederschlagsbeginn wahrend des Tages gibt es mehrere mdgliche Erklarungen.
Starker Regen koénnte in einem Fall zu einer verstarkten Auswaschung der
Ascosporen aus der Luft gefuhrt haben (Aylor & Sutton, 1992). Die Temperatur zur
Zeit des Regenbeginns lag in allen Fallen nicht oder nur wenig unter 10°C und
konnte daher nicht allein fUr die starke Verzégerung verantwortlich gemacht werden.
Im Jahr 2002 wurde trotz Dunkelheit und Temperaturen von ca. 5°C
Sporenflugbeginn wahrend der Nacht registriert. Der Temperaturfaktor wird demnach
erst ab Temperaturen am Gefrierpunkt limitierend (Stensvand et al., 2000). Die
gefangenen Sporenmengen waren in der Primarsaison 2001 gering und erreichten
selten Uber 200 pro Tag. Dies kann auf die Burkard Sporenfallen bzw. das
vorgestellte Blattdepot zurlickgefliihrt werden. Besonders niedrig waren die Tages-
Gesamtwerte an drei Tagen mit verzogertem Sporenflug, daher ist es mdglich, dass
der Sporenausstol® zwar gleichzeitig mit dem Regen begann, aber unterhalb der
Nachweisgrenze der Burkard Sporenfalle lag. Eine Kombination dieser Faktoren
konnte auch zum Ausbleiben des Sporenflugs trotz Regen an einigen Tagen gefuhrt
haben. Bei exemplarischen Versuchen im Freiland mit dem Biosampler wurde durch
die gleichzeitige Aufzeichnung mit dem Regensensor flr kinetische Energie und
Beobachtung des Niederschlags sowie die hohe zeitliche Auflosung der
Sporenemissionsmessung eine sensible Steuerung der Ascosporenausschleuderung
beobachtet. Der oben beschriebene zeitliche Verlauf des Sporenflugs nach
Einsetzen des Regens sowie die Verzogerung des Beginns der Sporenemission
durch Temperaturen nahe des Gefrierpunktes wurden bestatigt. Auch in diesen
Versuchen konnte jeder Sporenausstold mit einem Regenereignis in Verbindung



Diskussion 97

gebracht werden, die geringen Regenmengen, die zum Auslosen der
Sporenemission notwendig sind, wurden ebenfalls bestatigt (Hirst & Stedman,
1962a).

In der Primarsaison 2001 wurden so gut wie keine Ascosporen wahrend nachtlicher
Ereignisse gefangen. In 2002 wurde auch wahrend der Nacht Sporenflug gemessen.
Es konnte zwischen drei unterschiedlichen Situationen unterschieden werden: (1.)
Regen begann abends kurz nach Sonnenuntergang. (2.) Regenfalle begannen am
Tag und setzten sich bis in die Nacht bzw. zum nachsten Tag fort. (3.) Regen setzte
in der Nacht ein. In allen drei Situationen wurden Ascosporenemissionen festgestellt,
die jedoch zahlenmaRig immer unter dem Wert des folgenden
Tagessporenausstol3es lagen. Die Unterdrickung der Ascosporenemission im
Dunkeln wurde bisher in zahlreichen Arbeiten beschrieben (Keitt & Jones, 1926;
Baumeister, 1954; Hirst & Stedman, 1962a; Brook, 1966; MacHardy & Gadoury,
1986; Aylor & Sutton, 1992; Kohl et al., 1994; Stensvand et al., 1998). Der Einfluss
von Licht auf die Ascosporenemission von V. inaequalis wurde von Brook (1969a) in
seiner Bedeutung nur der Blattndsse nachgeordnet. Eine diurnale Periodizitat des
Sporenausstofles wahrend mehrtagiger Regenphasen wurde durch unsere Daten
bestatigt, aber die Verminderung der Dunkelhemmung (Gadoury et al., 1998) am
Saisonende gegenuber der Hauptsaison wurde nicht beobachtet. Eine Verzégerung
des Sporenflugbeginns auf den nachsten Morgen bei nachts einsetzendem Regen
wurde wahrend der Ascosporenflugsaison 2002 nicht beobachtet. Auch bei den
Freilandstudien von Warner & Braun (1992) wurde die Sporenemission unabhangig
vom Licht bei Beginn der kunstlichen Benetzung registriert. Der Anteil der bei Nacht
ausgestoRenen Ascosporen lag im Jahr 2002 bei knapp 5 % des jahrlichen
Sporenpotentials und bestatigte somit die Angaben mehrerer Studien (Frey & Keitt,
1925; Keitt & Jones, 1926; Miller & Waggoner, 1958; Hirst & Stedman, 1962a; Brook,
1966). Andere Autoren berichteten von Anteilen zwischen 12 und 18 % des
jahrlichen Ascosporenpotentials bei Nacht (Warner & Braun, 1992; Kohl et al., 1994).
Versuche mit regelmaRiger Befeuchtung in der Klimakammer zeigten ebenfalls eine
Lichtabhangigkeit des Ascosporenausstofles. Diurnale Schwankungen der
Sporenzahl wurden verstarkt durch die Erschdpfung des Ascosporenpotentials nach
starken Emissionen in Lichtphasen. Eine lichtunabhangige, endogene circadiane
Rhythmik konnte ausgeschlossen werden. Sollte V. inaequalis eine innere Uhr
besitzen, wie sie bisher nicht nur fur Pflanzen und Tiere (Dunlap, 1999; Somers,
1999), sondern auch fur Pilze beschrieben wurde (Feldman & Dunlap, 1983), so
funktioniert sie nicht ohne externe Taktgeber, also mdglicherweise durch ein
Zusammenspiel der verschiedenen Umweltfaktoren Licht, Temperatur, Luftdruck,
Feuchtigkeit, Wind, die sich im Tagesverlauf verandern. Zur Klarung der
Auswirkungen des Faktors Licht auf den  Sporenausstof, koénnten
Freilandaufzeichnungen mit kinstlicher Beleuchtung bei Nacht hilfreich sein, da ein
Synergismus mit den anderen Umweltfaktoren nicht auszuschlief3en ist. In mehreren
Laborversuchen konnte gezeigt werden, dass eine Benetzung von ,raumluft-
trockenen® Blattern immer starke Sporenemission hervorrief, gleichgultig ob bei Licht
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oder bei Dunkelheit. Im Freiland kommen niedrige Luftfeuchtigkeiten (50-60 %) im
Frihjahr in der Regel selten vor, jedoch herrschte im Marz/April 2002 eine
dreiwochige Trockenperiode und auch im Fruhjahr 2003 war es im Lauf der
Primarsaison mehrere Wochen lang auliergewohnlich trocken. Bei dem ersten
Regenereignis nach dieser Trockenzeit 2003 wurden trotz Dunkelheit sofort grol3e
Sporenmengen in der Luft festgestellt (Kollar, personliche Mitteilung). Auch im Jahr
2002 wurde der nachtliche Sporenausstol bei Regenbeginn nach kurzen
Trockenphasen (ein bzw. zwei Tage) und am ersten Tag der Primarsaison nach einer
langeren Trockenphase festgestellt. Auch hier kann durch eine Benetzung von
trockenen Blattern ein Sporenausstol} trotz Dunkelheit geférdert worden sein. Diese
Beobachtung deckt sich mit den Aussagen von Gadoury et al. (1998), die durch
Zufuhr von trockener Luft (10-15 % rF) bei Windkanalstudien die Dunkelhemmung
umgehen konnten. Unterstutzt wird diese Hypothese auch durch unsere
Beobachtungen der Dunkelhemmung der Sporenemission, die nur in konditionierten
Pseudothecien erreicht wurde.

Die Stimulation der Ascosporenemission von V. inaequalis durch bewegtes Wasser
wurde zur Bestimmung des Ascosporenpotentials in mehreren Arbeiten verwendet.
Pseudothecientragende Blattsticke wurden in durch Luftblasen aufgewlhltem
Wasser behandelt (Hutton & Burchill, 1965; Sutton & Jones, 1976) oder in
Wasserbehaltern geschuttelt (Gadoury & MacHardy, 1982b; Kollar, 1998a,b; 2000).
Bei der von Kollar verwendeten Wasserbadmethode wurden in Wasser flottierende
pseudothecientragende Apfelblatter in eine gleichmalige Kreisbewegung versetzt,
aber da durch Reibung und Wirbelbildung Energie verloren ging, war es schwierig,
von der Geschwindigkeit der Schuttelbewegung auf die tatsachliche
FlieRgeschwindigkeit des Wassers zu schlielen. Die Wasserbadmethode lieferte
dennoch erste Hinweise auf eine geschwindigkeitsabhangige Induktion der
Sporenemission durch kinetische Energien in Form von Stromung. Da eine
Schwenkfrequenz von 100 U/min maximalen Sporenausstol} induzierte, wurde die
Methode als Referenz fur alle weiteren Methoden eingesetzt. Lineare und
oszillierende Wasserstromungen waren ebenfalls sehr effektiv in ihrer Wirkung auf
die Ascosporenemission. Hohe Ausstoliraten selbst in den Negativkontrollen der
Versuche mit Wasserstromungen zeigten die aulerordentlich starke Wirkung
bewegten Wassers auf die Ascosporenemission und stellten gleichzeitig die
Schwache der angewendeten Methoden dar: die regelmaligen Wechsel der
Flussigkeiten  verursachten  zusatzliche Reizungen, die ebenfalls den
Ascosporenausstoly  induzierten. Je kirzer die Abstande zwischen den
Probenwechseln waren, desto mehr glich der Sporenausstold der Negativkontrolle
dem jeweiligen Stromungsversuch. Es war daher nicht moglich, oszillierende
Stromungen zur Aufklarung von minimalen Reizschwellen zu verwenden. Durch den
kontinuierlichen Durchfluss waren Wasserwechsel bei der Methode der linearen
Stromung nicht notwendig, der Nachteil dieser Methode war jedoch die starke
Verdinnung von Ascosporen mit steigender FlieRgeschwindigkeit und
Versuchsdauer, die zu Artefakten flhrte. Ungeachtet der angesprochenen
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Schwachen der Systeme konnte durch die Versuche ein Ubereinstimmendes Bild der
Geschwindigkeitsabhangigkeit der Sporenemissionsrate gezeichnet werden. Dabei
reagierten die Pseudothecien gleich gut auf lineare und oszillierende Stromungen.
Oberhalb eines Schwellenwertes, der mit 3 mm/s bestimmt wurde, konnte der Effekt
nicht mehr gesteigert werden. Hohe Frequenzen komplementierten eine niedrige
Amplitude und umgekehrt, die Frequenz und die Auslenkung hatten daher keine
unterschiedlich starke Auswirkung auf die Sporenemission.

In Beschallungsexperimenten wurde durch Schalldruck Energie auf das Wasser in
der Beschallungskammer Ubertragen, die es in erzwungene Schwingungen
versetzte. Trotz der maximal mdglichen Einschrankung des verwendeten
Wasservolumens war die zu bewegende Masse erheblich, da die Energie nicht direkt
Ubertragen werden konnte, sondern uber das Luftpolster zwischen Lautsprecher und
Wasseroberflache. Folglich waren betrachtliche Schalldricke notwendig, um das
Wasser in Bewegung zu versetzen. Nur die Sinusschwingungen im Infraschallbereich
waren auf diese Weise in der Lage, den Sporenausstol3 zu induzieren, gleichgultig
ob es sich um reine oder Uberlagerte Schwingungen handelte. Die durch die
Wasserbadmethode bewirkten Effekte wurden jedoch nicht erreicht. Entgegen den
Erwartungen konnten Impulse als Imitation von Tropfeneinschlagen auch bei hoher
Taktfrequenz keine Sporenemission induzieren. Moglicherweise ist dies auf die o.g.
Schwache der Energielbertragung zurtuckzufuhren, da die kurzen Ereignisse durch
die Kompression der Luftsdule und die Tragheit des Systems nicht in der Lage
waren, das Wasser in eine reizauslésende Bewegung zu versetzen. Aber auch bei
den Schwingungen, die zu Sporenemission fuhrten, war letztlich nicht klar, welche
Energiemenge effektiv auf das Wasser Ubertragen wurde, da zum einen die
Schalldruckpegelmessung nur den Luftschall bestimmen konnte, bevor er auf die
Wasseroberflache traf. Zum anderen war das Schalldruckpegelmessgerat nicht zur
Messung im Infraschallbereich ausgelegt. Somit stellten die ermittelten Schalldriicke
nur Richtwerte dar, die eine grundsatzliche Einordnung ermdglichten. Durch die
genannten Schwachen des Systems liel3 sich nicht mit Sicherheit ausschliel3en, dass
die Impulse und hochfrequente Schwingungen keine Wirkung auf die
Ascosporenemission ausubten. Eine modifizierte Methode unter Umgehung des
Luftschalls konnte hier die fehlenden Erkenntnisse bringen. Als Beispiel ware eine
Methode denkbar, bei der die Blatter direkt tGber die Schwingspule in Schwingung
versetzt werden. Die Energieubertragung Uber das Medium Luft erwies sich als
ineffektiv zur Induktion der Sporenemission und war ein weiterer Hinweis auf die
Wirkung der Beschallung durch die Wasserstromungen. Die ursprungliche
Uberlegung, Pseudothecien in am Boden Uberwinterten Blattern in der Apfelanlage
durch Beschallung zur Sporenemission zu reizen, war somit eine utopische
Vorstellung.

Die Beschallung mit Infraschall stellte letztlich eine weitere MOoglichkeit zur
Stromungserzeugung dar und ermoglichte durch die einfache Handhabung eine
quantitative Charakterisierung der Reizantwort hinsichtlich zeitlicher Auflésung,
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Reizschwellen und die fir maximalen Sporenausstol} notwendige Quelldauer der
Pseudothecien. Die Wasseraufnahme der Pseudothecien ist die wichtigste
Bedingung fur den Ascosporenausstof’ (Hirst & Stedman, 1962a; Brook, 1969a), der
innerhalb von Minuten nach der Befeuchtung einsetzt (MacHardy & Gadoury, 1986),
aber die fur maximalen Sporenausstol} notwendige Quelldauer wurde bisher nicht
definiert. Eine Korrelation zwischen Reiz und Reizantwort in unseren Experimenten
wurde nach einer Ruhezeit von 30 min erreicht. Erst nach Ablauf dieser Zeit hatte
wahrscheinlich die Mehrzahl der reifen Pseudothecien bzw. der in ihnen befindlichen
Asci ausreichend Wasser aufgenommen, um bei Einsetzen der Reizung reagieren zu
kénnen. Ascosporen wurden auch schon nach einer Minute Quelldauer im Wasser
gefunden. Hierbei kdnnte es sich um die bereits erwahnte unspezifische Freisetzung
von Sporen handeln. Mdglicherweise waren diese Asci wahrend der Lagerung auch
degeneriert und die Ascosporen, die man nach kurzen Quellzeiten findet, wurden
nicht aktiv freigesetzt sondern lediglich ins Wasser gespult. Wie bei den o.g.
Versuchen mit Wasserstromung stellten auch bei den Beschallungsexperimenten die
Probenwechsel eine Reizung dar. Daher waren bei Experimenten mit haufiger
Probennahme die cumulativen Sporenzahlen zwischen behandelten und
unbehandelten Proben kaum unterscheidbar. Eine deutliche Abhangigkeit der
Ascosporenemission von der Reizung war trotzdem zu bestimmen anhand des
unterschiedlichen Musters, das sich bei abwechselnd behandelten und
unbehandelten Intervallen ergab. Grundsatzlich wurde die quantitative Antwort der
Ascosporenemission auf eine Reizeinwirkung durch die Anzahl der
ausschleuderbereiten Asci limitiert, und damit durch die Inkubationsdauer, daher
konnte der Effekt durch langere Reizeinwirkung nicht gesteigert werden. War die
Mehrheit der Pseudothecien innerhalb einer Blattprobe ausschleuderbereit, wurde
eine Reizantwort unmittelbar und ohne Nachwirkungen beobachtet. Einzelreize Uber
eine bestimmte Zeitspanne schienen von den Pseudothecien aufgenommen und
addiert zu werden und flhrten zur gleichen Antwort wie die gleiche Reizsumme am
Stlck. Die Wirkung von so geringen Reizmengen wie 10 oder 20 Sekunden und die
unmittelbare Antwort zeigten einen sensibel gesteuerten Mechanismus der
Reizverarbeitung und bestatigten die Beobachtungen im Freiland, dass schon sehr
kurze und sanfte Regenereignisse die Sporenemission induzieren. In den Versuchen
mit Wasserstromungen wurde bewiesen, dass untergetauchte Pseudothecien ohne
zusatzliche Reizeinwirkung eine deutlich geringere Sporenemission zeigten.
Wasserstromungen koénnen in der Natur entstehen, indem ein Wasserfilm durch
Wind, Ablauf oder Aufprall eines Wassertropfens in Bewegung versetzt wird. Bei
letztgenanntem Ereignis handelt es sich um ein Schwingungsereignis, wie mit den
Tropfenanalysen gezeigt wurde. Die Madglichkeit der Vibrationserzeugung zur
Induktion der Sporenemission wurde bei V. inaequalis bisher nicht verwendet und
wurde in dieser Arbeit durch oszillierende Wasserstromungen imitiert. Zur Frage,
welche Strukturen und Mechanismen an der Reizaufnahme und -weiterleitung
beteiligt sind, gibt es bisher nur Vermutungen. Eine Beteiligung der Setae an der
Reizaufnahme ware auf den ersten Blick durch ihre &uRere Ahnlichkeit zu
Sinnesharchen nicht auszuschlielRen. Diese Borsten werden jedoch nicht an allen
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Fruchtkdrpern gefunden (Aderhold, 1896). Es wurde bisher nicht aufgeklart, ob die
Borsten sekundar abgefallen oder gar nicht erst angelegt worden sind. Sollte
ersteres zutreffen, ware zu klaren, ob solche borstenlosen Pseudothecien noch zur
Sporenausschleuderung befahigt sind. Auch der Ascus selbst kann die notwendigen
Stromungsrezeptoren besitzen. Das Aufreilen der &auferen Hulle ist die
Voraussetzung fur die Ausdehnung des Endoascus durch den osmotischen Druck,
der zum Ausschleudern der Ascosporen flihrt. In diesem Zusammenhang wurde
bereits eine direkte Einwirkung von Licht auf die Ascusspitze vermutet (Brook, 1975),
die zum Zerreilen des Exoascus fuhrt. Da durch Wasserstromungen erzeugte
Sporenemission in der Dunkelheit nicht unterdriickt wurde, kénnte hier eine Art
Kurzschluss vorhanden sein. Die offensichtlich starke Reizeinwirkung kdnnte den
fehlenden Lichtreiz ersetzen. Moglicherweise ist die Stromung auch mechanisch an
dem Aufreilen des Exoascus beteiligt, das wirde bedeuten, dass die Reizung durch
Wasserstromung unter Umstanden zu intensiv und daher in der Lage ist, die
naturlichen Hemm-Mechanismen zu Uberwinden. Die Hemmung durch tiefe
Temperaturen und chemische Hemmstoffe zeigte jedoch, dass der normale
Mechanismus durch die Stromung nicht zerstért wurde. In der Natur kdnnten starke
Reizungen bei Regenfallen hoher Intensitit zu einer Uberwindung der
Dunkelhnemmung flihren, madglicherweise additiv zu einem Effekt, der durch
Benetzung nach langer Trockenheit entsteht.

Die erstmalige Untersuchung der Wasserkompartimente bei nattrlichem Regen und
Labortropfen-Benetzung bestatigte, dass von den Blattern ablaufendes Wasser
immer Ascosporen enthielt. Eine bisher unbekannte Grolde, namlich die Zahl der in
den Boden gewaschenen Sporen, konnte definiert werden. Die Deposition von
Partikeln aus der Luft ist hauptsachlich abhangig von der Regenintensitat
(Chamberlain, 1975; Pruppacher & Klett, 1980; Aylor & Sutton, 1992). Durch die
gleichzeitige = Bestimmung des Ascosporengehaltes in den Luft- und
Wasserkompartimenten wurde in der vorliegenden Arbeit gezeigt, dass bei hoher
Regenintensitat sogar mehr Ascosporen ausgewaschen wurden als in die Luft
gelangten. Die Spritzverbreitung wurde bei Ascosporen von V. inaequalis ebenfalls
bisher noch nie quantitativ bestimmt. Im Spritzwasser bei prasselndem Regen
konnten in unseren Versuchen Ascosporen gefunden werden, jedoch nie mehr als im
Luftkompartiment. Die in Wassertropfchen gefangenen Sporen kdnnten entweder zu
Boden gewaschen werden oder in die Luft gelangen und vom Wind transportiert
werden (Fitt et al., 1989). Hierbei konnte es sich um einen bisher nicht beachteten
Verbreitungsmechanismus von V. inaequalis handeln, der von der Regenintensitat
abhangig ist, aber die epidemiologische Bedeutung der Sporen im Spritzwasser ist
noch zu klaren. Die Regenintensitat war fur die Auslosung der Sporenemission und
den Anteil der in die Luft gelangenden Ascosporen auch in diesen Versuchen nicht
der entscheidende Faktor. Jedoch konnten nur lang anhaltende Regenfalle den
Ascosporengehalt in Luft- und Wasserkompartimenten tUber mehrere Stunden auf
gleichbleibend hohem Niveau halten. Der sich bildende dicke Wasserfilm auf den
Blattern konnte eine Ursache daflr sein, dass viele der ausgeschleuderten Sporen
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nicht in die Luft gelangten, sondern mit dem ablaufenden Wasser abgewaschen oder
durch Tropfeneinschlage weggespritzt wurden. Dass ein dicker Wasserfiim die
Sporen daran hindern kann, in die Luft zu gelangen, wurde bereits von Moore (1958)
untersucht, der daher unbestandigen Regen mit intermediaren Trockenphasen fur
die beste Voraussetzung fur die Ascosporenemission hielt. Bei erneutem Regen oder
Laborbefeuchtung nach einer Pause beobachteten wir eine erneute Sporenemission,
nachdem der Sporenausstol} bei abnehmender Blattnasse zuriickgegangen war. Die
auslosende Wirkung von Blatthasse und Regen zu trennen war in den
Freilandversuchen nur schwer moglich, da die Blatter nach dem Regenende schnell
trockneten. In den entsprechenden Laborversuchen jedoch konnte beobachtet
werden, dass der Sporenausstol’ aus feucht gehaltenen Blattern mit der Zeit abnahm
und erst wieder durch eine erneute Tropfenbefeuchtung induziert wurde. Die
Ergebnisse sprechen flr eine nachhaltigere Wirkung von prasselndem Regen auf die
Dauer des Sporenausstolles. Aylor & Sutton (1992) fanden jedoch bei ihren
Freilandbeobachtungen keine Abhangigkeit zwischen Regenrate und Emissionsrate
der Ascosporen.

Die Ascosporenfreisetzung in die Luft zeigte unabhangig von Luftbewegungen oder
der Benetzungsvariante in der ersten Stunde nach Start der Benetzung den gleichen
zeitlichen Verlauf. Andauernde Blattndsse alleine war fur eine kontinuierliche
Sporenemission nicht ausreichend, nur durch Tropfen konnte Uber mehrere Stunden
ein  kontinuierlicher Ascosporenausstol} induziert werden. In Labor- und
Windkanalstudien oder in Freilandstudien mit klnstlicher Benetzung wurden
verschorfte Blatter immer durch Bespruhen mit fein verteilten Tropfchen (Brook,
1969b; 1975; Warner & Braun, 1992; Gadoury et al., 1996; 1998) bzw. Tauchen
befeuchtet (Brook, 1969a). Die aufgebrachten Wassermengen waren nur in wenigen
Fallen definiert (Gadoury et al., 1996; 1998). Trotzdem wurde mit diesen
Benetzungsmethoden  stets  signifikanter =~ Sporenausstol3  induziert.  Der
Ascosporenausstol’ in stille Luft wurde bisher nicht quantitativ untersucht. In der
einzigen vergleichbaren Studie wurden die Blattproben in einem Winkel von 90° zum
Kammerboden positioniert, um die Schleuderweiten zu bestimmen (Aylor &
Anagnostakis, 1991), die Benetzungsart fur die Blattproben wurde von den Autoren
nicht spezifiziert. Die starke Variation des Ascosporenausstoldes in unseren
Versuchen liel auf einen unspezifischen Effekt der Tauchbenetzung auf trockene
Blatter schliefen, denn er war unabhangig von der Dauer der Tauchphase und
konnte durch einen erneuten Tauchvorgang nicht wiederholt werden. Trotz
vorsichtiger Handhabung war die Tauchbenetzung nicht vollstandig frei von
kinetischen Reizen, so konnten zum Beispiel Wasserstromungen beim
Herausnehmen aus dem Tauchbad entstehen, die eventuell fur die Auslosung der
Sporenemission verantwortlich waren. Durch die Orientierung der Blatter tUber der
Wasseroberflache sollte verhindert werden, dass ausgeschleuderte Ascosporen auf
die Blatter zurtckfielen und nicht quantifiziert werden konnten. Aber nach dem
Tauchen lag zunachst ein dicker Wasserfilm (ca. 200 um) auf den Blattern, den
manche Asci vielleicht nicht durchbrechen konnten. Einige Ascosporen gelangten
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daher nicht an die Oberflache und hafteten bei Rickgang des Wasserfilms eventuell
am Blatt an. Diese Annahme wurde durch zwei Beobachtungen bestatigt: die
vergleichsweise hohere Ascosporenmenge, die im Tauchbad nach der zweiten
Tauchbenetzung gefunden wurde und die Ascosporen, die durch anschlieRendes
Schutteln in Glycerinlésung erhalten wurden. Eine maximale Schichtdicke des
Wasserfilms, den die Ascosporen nicht mehr durchbrechen kdnnen, wurde von Aylor
& Anagnostakis (1991) mit 200-250 um angegeben. Auch bei Tropfenbenetzung und
naturlicher Regenbenetzung entstanden dicke Wasserschichten, die aber die
Freisetzung von Ascosporen in die Luft nie vollstandig unterbanden. Auch in diesem
Fall kénnte eine Hemmstoffbehandlung aufklaren, ob die im Ablaufkompartiment
gefundenen Ascosporen durch die Stromung induziert wurden, oder ob sie lediglich
im Wasserfilm gefangen waren und mit der Stromung abgewaschen wurden.
Ascosporenausstoly war bei Befeuchtung durch Spruhtropfchen im Labor bzw.
Spruhregen im Freiland auch unabhangig von Wasserstromungen induzierbar. Die
Ergebnisse aus den Versuchen mit dem Biosampler lieferten jedoch Hinweise auf
eine stimulierende Wirkung von Wasserstromungen auf den Sporenausstol3, da der
Sporengehalt bei mehrstundiger Beregnung/Betropfung im Wasser kaum zurtickging
(auch wenn die Tropfen ohne kinetische Energie auftrafen), wahrend die
Sporenemission in die Luft fast ganz gegen Null ging. Die mehrtagigen Versuche
unter kontrollierten Bedingungen deuteten ebenso eine unabhangige Steuerung der
Ascosporenemission in Luft- und Wasserkompartimente an. Die Ergebnisse
sprechen fir die Existenz zweier unterschiedlicher Mechanismen, die die
Sporenemission bei kurzer und dauerhafter Reizeinwirkung regulieren. Es ware
denkbar, dass bei einer Benetzung von ausgetrockneten Blattern immer eine
sofortige und starke Reaktion der reifen Asci ausgel6st wird. Asci, die erst im Verlauf
einer langeren Benetzungsdauer nachreifen, bendtigen dagegen eventuell eine
starkere und kontinuierliche Reizung, die nur durch Wasserstromungen geliefert
werden kann. Eine derartige Steuerung der Sporenemission ware auch fur die
Verhaltnisse im Freiland plausibel, denn nur wenn es ausdauernd und stark regnet,
ist auch durch die fortgesetzte Nasse junger Blatter eine erfolgreiche Infektion
gewahrleistet. Hier ware zu klaren, ob die erste Reaktion ohne spezifische
Reizfaktoren ausgeldst wird und energieunabhangig ist, wahrend die zweite Antwort
auf ATP und spezifische Reize angewiesen ist. Die Verwendung von spezifischen
Hemmstoffen der ATP-Bildung (Azid, Kresoxim-methyl) ware hierflir ein mdglicher
Weg, da eine Hemmwirkung auf die Sporenemission durch diese Stoffe bestatigt
wurde. Denkbar ware auch ein ATP-Verbrauch im Zusammenhang mit den
Vorgangen bei der Nachreife von Ascosporen im Zuge einer langer andauernden
Reizung. Bei allen in dieser Arbeit verwendeten Benetzungsarten handelte es sich
um effektive und schnelle Methoden, mit denen rasch eine Durchfeuchtung der
Blatter erzielt wurde. Da selbst durch die Befeuchtung mit kiinstlichem Nebel, also
ohne eine kinetische Reizung, eine signifikante Sporenemission erzielt wurde, spielt
in der Natur bei naturlichen Tauereignissen eventuell auch die lange Zeitdauer eine
Rolle, die bendtigt wird, um das verschorfte Blatt vollkommen zu durchfeuchten. Dies
kann ein entscheidender Unterschied zwischen Regen und Tau sein, der die
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Sporenemission bei Tau eventuell verhindern kann. Diese Fragestellung kénnte
durch Benetzung von Blattern Uber Kapillarkrafte oder durch Kondensation geldst
werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen
kinetischen Auslosern und der Sporenemission von V. inaequalis und sprechen fur
eine auslésende Wirkung des Regens auf den Sporenausstol3, die uUber die rein
benetzende Wirkung des Wassers hinausgeht. Endgultige Beweise konnten in dieser
Arbeit jedoch ohne die Messung der kinetischen Energie nicht geliefert werden. Ein
Zusammenspiel der hier besprochenen Faktoren, die bei der Sporenemission
mitwirken (kénnten), ist in Abb. 54 dargestellt.

.. e Inhibitoren und negative
Ausloser und positive Faktoren
Faktoren ) Konditionierung
~Erst-Befeuchtung langsame Benetzung (Tau)
schnelle Benetzung (Regen) Dunkelheit
Wasserstromung tiefe Temperaturen (0-4°C)
Licht Kresoxim-methyl

Azid

Oligomycin B
Chloramphenicol
Osmoregulatoren

Reizaufnahme und |
—weiterleitung
Ascus; Setae;
Rezeptorprotein;
Signaltransduktion?

ATP-Verbrauch
lonentransport?
Synthese und/oder
Transport von Mannit
(Paraphysen, Ascus)?
Sporennachreife?

Abb. 54: Schematische Darstellung der auslésenden und inhibitorischen Faktoren der
Ascosporenausschleuderung, potentielle Mechanismen der Reizaufnahme und —weiterleitung sowie
der ATP-verbrauchenden Vorgange.

Die Ergebnisse der Untersuchungen zu den kinetischen Auslésern der
Sporenausschleuderung bei V. inaequalis eroffnen die Mdoglichkeit einer
Schorfbekampfung, bei der eine kinstliche Beregnung in Trockenphasen den
Sporenausstoly  induziert, die Sporen im  Anschluss jedoch keine
Infektionsbedingungen vorfinden. Denkbar ware z. B. die Sporenemission durch eine
30- bis 60-minutige intensive Beregnung zu induzieren, wobei der grofte Teil der
Ascosporen mit dem ablaufenden Wasser in den Boden gewaschen wird und daher
keine Infektionsrelevanz besitzt. Die Blattnasse der jungen Blatter am Baum ware
zudem unter diesen Bedingungen fur die Keimung und Etablierung der Infektion
durch die Ascosporen nicht ausreichend und das Sporenpotential in einer folgenden
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naturlichen Regenphase ware reduziert. Die kunstliche Beregnung wurde als
Bekampfungsstrategie von Mondal et al. (2003) fir den Ascomyceten
Mycosphaerella  citri  vorgeschlagen, der in  einigen  Punkten  der
Ascosporenfreisetzung groRe Ahnlichkeiten zu V. inaequalis aufweist. Eine
geeignete Beregnungsstrategie bzw. Ergebnisse aus der Praxis wurden jedoch nicht
beschrieben.
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50.ZUSAMMENFASSUNG

Ein Sensor-Prototyp zur Messung der kinetischen Energie des Regens wurde
entwickelt und exemplarisch eingesetzt. Der Sensor basierte auf einem Lautsprecher
als Schwingungsaufnenmer, der die Energie auftreffender Tropfen in elektrische
Impulse umwandelte und Uber eine Verstarker- und Gleichrichterelektronik auf einen
Schreiber Ubertrug. Unterschiedliche Regenintensitaten waren anhand von Hohe und
Dichte der Ausschlage unterscheidbar und mit den von der Wetterstation
gemessenen Regenhdhen zu verifizieren. Ein kauflich erworbener Sensor fir die
kinetische Energie erwies sich als ungeeignet.

Durch die Aufnahme und digitale Analyse von Schwingungsimpulsen in einem
Audioprogramm mit unterschiedlichen Mikrofonlautsprechern, insbesondere mit
Blattern als naturlichen Schwingungsaufnehmern, konnte ein Tropfeneinschlag als
Sinusimpuls mit hoher Anfangsamplitude und periodischem Ausschwingen definiert
werden, dessen Frequenz etwa 156 Hz (trockenes Blatt) bzw. 91 Hz (nasses Blatt)
betrug. Frequenzveranderungen bei Paraffindl- und Ethanoltropfen wiesen auf die
Dominanz der Flussigkeitsschwingung hin. Die Membranen der Mikrofonlautsprecher
verursachten Artefakte. Hochwertige Mikrofone waren durch ihre indirekte
Aufnahmeweise Uber Luftschall nicht zur Schwingungsanalyse geeignet.

Die besten Bedingungen zur Nachreife von Ascosporen im Fruhjahr wurden durch
abwechselnde Feuchte- und Trockenintervalle erreicht, die Temperatur war zwischen
4°C und 20°C kein limitierender Faktor. Die mehrmonatige trockene Lagerung bei
50% rF und Temperaturwechseln zwischen 5°C und 17°C fuhrte zu Seneszenz-
erscheinungen bei der Sporenemission. Die sicherste Konservierungsmethode reifer
Pseudothecien war die Tiefkihlung getrockneter Blatter bei -20°C. Eine
Konditionierung durch Benetzung der Blatter und Inkubation fur 14-16 h bei RT
verminderte den Sporenausstof3 und war die Voraussetzung fur die hemmende
Wirkung der Dunkelheit auf den Sporenausstol. Durch kinetische Reize mittels
Wasserstromungen  und  kunstlicher  Tropfenbenetzung  wurden  diese
Hemmwirkungen Uberwunden. Ein Einfluss des Entwicklungszustandes der
Pseudothecien im Verlauf einer Primarsaison auf das Sporenausstof3verhalten wurde
nicht festgestellt.

Die Gegenuberstellung der Sporenflugaufzeichnungen im Freiland mit den
Blattnasse-, Niederschlags- und Temperaturdaten zeigte die Abhangigkeit der
Sporenemission von Regenfallen und den Einfluss des Regens auf die Dauer des
Sporenausstoles und die erneute Induktion in Blattndssephasen. Die
Regenintensitat hatte  keine  Auswirkungen auf den  Sporenflugbeginn.
Sporenausschleuderungen in  Tauperioden wurden nicht beobachtet. Die
Lichtabhangigkeit der  Sporenemission wurde im  Freiland und in
Klimakammerversuchen bestatigt, konnte aber in Laborversuchen durch die
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kinetischen Reize Uberwunden werden. Eine endogene circadiane Steuerung der
Sporenemission wurde nicht beobachtet.

Kinetische Reize durch bewegtes Wasser induzierten eine starke und dauerhafte
Sporenemission. Geschwindigkeiten von 3 mm/s bewirkten sowohl bei linearer wie
oszillierender Stromung eine maximale Ausstolirate. Die Beschallung unter Wasser
getauchter Blatter mit Sinusschwingungen im Infraschallbereich (5-15 Hz) versetzte
das Wasser in Abhangigkeit des Schalldruckpegels in erzwungene Schwingungen,
die die Ascosporenausschleuderung induzierten. Keine Induktion wurde durch
Beschallung mit Impulsen, Frequenzen oberhalb von 50 Hz oder durch
Schallliibertragung uber die Luft erreicht. Die Ascosporenemission war nach einer 30-
mindtigen Quelldauer maximal, erfolgte ohne Zeitverzogerung und ohne
Nachwirkung. Reizeinwirkungen von 10 bis 20 Sekunden waren ausreichend, um in
Abhangigkeit der Wiederholungshaufigkeit Sporenausstol’ zu induzieren.

Die  Sporenfreisetzung  war  unabhangig  von Luftbewegungen. Die
Benetzungsvarianten durch Tauchen, kinstlichen Nebel oder Tropfen erwiesen sich
als gleichwertig bei der Induktion der Sporenemission. Blattnasse alleine war im
Gegensatz zu kontinuierlicher Tropfbenetzung als Reiz fir lang anhaltenden
Sporenausstoly nicht ausreichend. Nach einer zwischenzeitlichen Trockenphase
wurde der Sporenausstol3 durch Tropfbenetzung wieder angeregt, wahrend
Tauchbenetzung dazu nicht in der Lage war. Bei Tropfbenetzung und
Regenbenetzung wurden im ablaufenden Wasser immer Ascosporen gefunden,
deren Anteil unter Laborbedingungen bis zu funfmal hoher und bei starkem
naturlichen Regen bis zu zweimal hoéher war als der Anteil der Sporen im
Luftkompartiment. Die Ascosporenmengen im Spritzwasser Uberstiegen nie den
Sporenanteil im Luftkompartiment.

Die lonenzusammensetzung, der pH Wert, wassrige Blattextrakte, Detergenzien,
Proteinase K, Staurosporin, Cytochalasin, Harnstoff, Ammoniumsulfat, Pyrimethanil,
membrankanalbildende Antibiotika, Inhibitoren von Membrantransportproteinen,
Transkription, Replikation und der eukaryontischen Proteintranslation beeinflussten
den Sporenausstol3 in Laborversuchen nicht. Eine spezifische Hemmung der
Ascosporenausschleuderung durch Inhibitoren der Atmungskette (Azid, Kresoxim-
methyl), der F.Fo-ATPase (Oligomycin, Azid) und der Proteinsynthese
(Chloramphenicol) in  Mitochondrien konnte erstmals eine unmittelbare
Energieabhangigkeit der Ascosporenemission belegen. Potente Hemmstoffe der
aktiven Sporenausschleuderung waren auch die osmotisch aktiven Verbindungen
Saccharose, Glycerin, Mannit und Sorbit ab Konzentrationen von 0,15 M.
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7.ANHANG

7.1 Schaltplane und technische Daten der Elektronikbausteine

e DC/DC Wandler (Conrad): NMA 0505 S

e Stabilisiertes Netzteil (Conrad): Ausgangsspannung: 5V; max. Ausgangsstrom
100 mA.

e Stabilisiertes Netzteil (Conrad): Ausgangsspannung: 9V; max. Ausgangsstrom
85 mA.

e Gleichrichter (Conrad): Betriebsspannung: 9 V=; Stromaufnahme: 1,5 mA,
Eingangsspannung: max. 2 V~; Frequenzbereich: 10 Hz-100 kHz (Abb. 7.1).

e Gleichrichter (ELV): Betriebsspannung: +2 bis +12 V (Masse —2,5 V bis -12 V);
Eingangsspannung: max. 200 mV; Frequenzbereich: 1 MHz (Abb. 7.2).

e Mikrofon-Vorverstarker (Conrad): Betriebsspannung: 9-15V=; Stromaufnahme:
2,5 mA; Eingangsempfindlichkeit: ca. 0,2—2 mV; Verstarkung einstellbar: 150 -
1500fach; Frequenzbereich: 50 Hz-20 kHz (Abb. 7.3).

o Elektret-Mikrofon mit Vorverstarker und Spannungsversorgung (Conrad):
Betriebsspannung: 9-12 V=; Stromaufnahme: ca. 700pA; Eingangswiderstand:
selbstanpassend; Ausgangswiderstand: ca. 47 kQ; max. Ausgangsspannung:
ca. 500 mV; Verstarkung: 46 dB (bei 1 kHz); Frequenzbereich: 10 Hz-40 kHz
(Abb. 7.4).

e Universal-Vorverstarker (Conrad): Betriebsspannung: 9-27V=; Strom-
aufnahme: ca. 3-7 mA; Eingangsspannung: 100 mV; Ausgang: 150 mV - 4 V
(regelbar); Frequenzbereich: 20 Hz-20 kHz (Abb. 7.5).
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Abb. 7.1: Gleichrichter (Conrad).
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7.2 Detailanalyse von Regeneffekten. Einzelereignisse I-VI.
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7.3 Ascosporenflugtage 2001 und 2002

Legende: Schwarze Balken: Blatindsse (Schorfwarngerat); gestrichelte Linie: Niederschlag,
cumulativ (Wetterstation); durchgehende Linie: Ascosporenflug/h (Burkard Sporenfalle); graue Balken:
Dunkelphase zwischen Sonnenuntergang und Sonnenaufgang.

12.3.01

30 /= —— 20

25 ] 2
s 1% oS

20 - ; =
g . +12%5§
S 15 » O
3 ts 8=
S 10 | ok

Zz W
< 5] T4 T E
£
0 ‘ 0
0:00 12:00 0:00
Uhrzeit
17.3.01

9  C——— [/ §

8 - - =
< 7 il T4 o=
c 6 Fl o =
o y +355
o 5 i 3 o
o has
o 4 - o .S
Q +2 T E
2 3 2 5
< ! Z

2 - ,;': - - 11 =

14 - E

0 { : 0

0:00 12:00 0:00

Uhrzeit
23.3.01
=
©
= g2
o < 5
o Q o
s
[&] (0]
< z¢
£

12:00
Uhrzeit

Ascosporen/h

15.3.01

0 : 0
0:00 12:00 0:00
Uhrzeit
21.3.01
60 F—— = 14
50 112
£ oo
= ' +8
§ 30
2 16
: 20 - 14
10 - 1o
0 r ‘ 0
0:00 12:00 0:00
Uhrzeit
24.3.01
15 |
e
E 10 1
o
o
[72]
3
@ 9
<
0

Niederschlag
[mm/5 min cumulativ]

Niederschlag
[mm /5 min cumulativ]

Niederschlag
[mMm/5 min cumulativ]



126

Anhang

29.3.01

25.3.01

[aneINWNS ulw G ywwi]
BejyosiapalN

y/uaiodsoosy

[AneInwINo ulw g/wwi]
BejyosiapalN
(o] < AN o

.

——

50 /——=

o O o O o
<t oo N -

y/uaiodsoosy

0:00

12:00
Uhrzeit

0:00

12:00 0:00

Uhrzeit

0:00

7.4.01

4.4.01

[AneINWND ulw g/wwl]
BejyosiapalN
Yo}

(q\] ~ ~
I
T

w©

o o
|
T

JL

y/usiodsoosy

[AneINWND ulw g/wwi]
BejyosiapaiN

35 —=
30 -
25
0
5 |
0
5 |
0

y/uaiodsoosy

12:00 0:00

Uhrzeit

0:00

12:00 0:00

Uhrzeit

0:00

15.4.01

10.4.01

30

[AneINWND ulw g/wwi]
BejyosiapaiN

nu - ® N «— O
y/usiodsoosy

[AneInWNo ulw g/wwi]
BejyosispaiN

o
©

20 A
10
0

T T T
o O O
0 < ™

y/uasodsoosy

0:00

12:00
Uhrzeit

0:00

12:00 0:00

Uhrzeit

0:00

Niederschlagsdaten fehlen teilweise
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Ascosporenflugtage 2002
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