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Abkiirzungen

VERZEICHNIS DER WICHTIGSTEN ABKURZUNGEN

Zikaden:
H. obsoletus Hyalesthes obsoletus
M. fuscula Macropsis fuscula
N. fenestratus Neoaliturus fenestratus
O. alni Oncopsis alni
S. titanus Scaphoideus titanus
Symptomatik :
BN Bois noir
EY Elm yellows
FD Flavescence dorée
FD-Pfalz Flavescence dorée-Pfalz
MLO Mycoplasma-like organisms
PGY Palatinate grapevine yellows (FD-Pfalz)
STOL Stolbur
VK Vergilbungskrankheit (Schwarzholzkrankheit)
Pflanzen :
A. glutinosa Alnus glutinosa (Schwarzerle)
A. retroflexus Amaranthus retroflexus (Zuriickgebogener Fuchsschwanz)
C. arvensis Convolvulus arvensis (Ackerwinde)
C. roseus Catharanthus roseus
C. sepium Calystegia sepium (Zaunwinde)
cv. Rebsorte (cultivar)
H. pilosella Hieracium pilosella (Kleines Habichtskraut)
L. autumnalis Leontodon autumnalis (Herbst-Lattich)
R. repens Ranunculus repens (Kriechender Hahnenfuf3)
S. nigrum Solanum nigrum (Schwarzer Nachtschatten)
T. officinale Taraxacum officinale (Gemeiner Léwenzahn)
U. dioica Urtica dioica (GroB3e Brennessel)
V. faba Vicia faba (Saubohne)
V. vinifera Vitis vinifera (Weinrebe)

Andere Abkiirzungen:

CTAB Cethyltrimetylammoniumbromid (Mazerationspuffer; vgl. Tab. 2.11)
DAPI 4’ 6-Diamidino-2-Phenylindol

EDTA Ethylendiamintetraacetat (vgl. Tab. 2.11)

IR Infection rate

MFIR Minimum field infection rate

PCR Polymerase chain reaction

TE-Puffer Tris (10mM), EDTA (ImM), ph 7,6 (vgl. Tab. 2.11)

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan (vgl. Tab. 2.11)
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1 EINLEITUNG

1.1 ZuM BEGRIFF DER SCHWARZHOLZKRANKHEIT DER WEINREBE

Die Schwarzholzkrankheit ist die in Deutschland bedeutsamste Vergilbungskrankheit der Weinrebe
Vitis vinifera und erhielt ihren Namen aufgrund einer Schwarzfiarbung der Zweige, die nach der
Erkrankung absterben. Wesentlich bekannter ist die Schwarzholzerkrankung allerdings unter dem in
der Vergangenheit und in der Literatur haufig verwendeten Begriff der Vergilbungskrankheit (VK),
da sich bei Weillweinsorten die auffilligsten Symptome oftmals in einer sehr gut zu erkennenden
Blattvergilbung duflern. In dieser Untersuchung werden daher beide Bezeichnungen synonym ver-
wendet. Das die Schwarzholzkrankheit auslosende Pathogen wird von der Glasfliigelzikade

Hyalesthes obsoletus iibertragen.

Alle bisher bekannten Rebphytoplasmosen rufen bei der Weinrebe dhnliche Symptome hervor’. Am
auffilligsten konnen sich die obengenannten Blattvergilbungen? entwickeln, nach denen die Vergil-
bungskrankheit in Deutschland und die Flavescence dorée (FD) in Frankreich benannt ist. Ein wei-
teres Merkmal ist eine mangelhafte bzw. eine ausbleibende Verholzung einjahriger Triebe, die im
Winter absterben und sich dabei schwarz verfirben. Dariliber hinaus kommt es héufig zu einem
Entwicklungsstopp der Beeren, die verdorren und bei Beriihrung abfallen. Wenn sich die Beeren
trotzdem weiterentwickeln sollten, dann bleiben sie hart, sauer und entwickeln zudem einen unan-
genehmen und bitteren Geschmack.

Die Ursache solcher Phytoplasmosen ist ein mikrobieller Befall, bei der das Pathogen von solchen
Insekten {ibertragen werden kann, die das Phloem der Pflanze besaugen (vgl. Abb. 3.1b). Diese Er-
krankung war zunéchst ausschlieBlich bei Angiospermen beobachtet worden (NIENHAUS, 1985).
Spitere Untersuchungen zeigten allerdings, dass auch Gymnospermen von Phytoplasmen infiziert
sein und eine entsprechende Symptomatik aufweisen konnen (SCHNEIDER et al., 2005). Die ers-
ten Pflanzen, bei denen eine Phytoplasmose nachgewiesen werden konnten, waren Maulbeerbdume,
Astern und Kartoffeln (DOI et al., 1976). Mittlerweile konnte diese Gruppe der Pathogene auch in

Wald- und Obstbdumen, krautigen Pflanzen und Grisern gefunden werden. Durch eine Literaturre-

! Vergilbungskrankheiten werden in Deutschland auch als Vergriinung, Verzwergung oder Triebsucht bezeichnet. Diese
unterschiedliche Benennung basiert auf auffilligen Merkmalen in der Symptomauspragung.

% Bei Rotweinsorten dagegen duBert sich die Phytoplasmose nicht in einer Blattvergilbung, sondern in einer Rotfirbung
der Blatter.
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cherche fand MARWITZ bereits 1990 etwa sechshundert Pflanzenarten, deren Symptome auf eine
Phytoplasmose schlie3en lieBen (MARWITZ, 1990). Die Anzahl bekannter, auf Phytoplasmen zu-
riickzufiihrende Erkrankungen wird gegenwirtig auf etwa siebenhundert geschitzt, wobei oftmals

letale Folgen zu beobachten sind (WEINTRAUB & BEANLAND, 2006)

1.2 ZUR ENTDECKUNG UND VERBREITUNG VON PHYTOPLASMOSEN AN WEINREBEN

Flavescence dorée (FD), Schwarzholz- bzw. Vergilbungskrankheit (VK) und Bois noir (BN)
Bereits 1937 beschrieb HERSCHLER die Symptome einer Phytoplasmose an der Weinrebe Vitis
vinifera L. ssp. sativa (Vitaceae, Rhamnales) in den Weinlagen von Bernkastel-Kues an der Mosel,
die er als Erndhrungsstorung interpretierte. Basierend auf Untersuchungen von CAUDWELL
(1957) vermutete GARTEL (1959) dagegen einen Virus als Erreger. Auch in Frankreich waren seit
1947 gleichartige Symptome im Armagnac-Gebiet an der Rebstock-Hybride Baco 22A beobachtet
worden. LEVADOUX (1955) benannte die Krankheit nach dem auffélligsten Leitsymptom dieser
Krankheit und fiihrte damit den Begriff der Flavescence dorée (FD) ein. Erst 1969 riickten dann
alternativ zur Virus-Hypothese auch mikrobielle Erreger der neuentdeckten Mycoplasma-like
organisms-Gruppe (MLOs-Gruppe) in den Mittelpunkt der Vermutungen von CAUDWELL (in:
GIANOTTI et al., 1969).

Der Begriff der Vergilbungskrankheit (VK) wurde im weiteren von MENDGEN (1970) zur Be-
schreibung spezifischer Symptome der mittlerweile auch am Rhein, an der Saar und in Franken sich
verbreitenden Krankheitssymptome verwendet und erreichte damit gleichzeitig eine Abgrenzung
zur FD. In den 1960er Jahren stellten beide Begriffe eher eine sprachenspezifische Formulierung
dar und wurden weitgehend, wie bei GARTEL (1965), synonym verwendet. Auch in Frankreich
wurde mit dem Begriff Bois noir (BN) (CAUDWELL, 1961) schon friihzeitig eine der FD sich &h-
nelnde Reberkrankung anerkannt und gleichzeitig zur FD abgegrenzt. Gemeinsames Kennzeichen
von FD, VK und BN war zunichst einmal die Ubertragbarkeit der Erreger durch Pfropfung, wobei
sich dariiber hinaus ausschlielich die FD durch den bis zu diesem Zeitpunkt einzig bekannten Vek-
tor Scaphoideus titanus Ball iibertragen lieB (CAUDWELL, 1961). Aufgrund der Tatsache, dass
seit den 1990er Jahren auch in Deutschland Erreger bekannt sind,® die der FD zugehérigen Gruppe

zugeordnet werden konnen, bezieht sich die Bezeichnung VK und damit auch der Begriff der

¥ Diese neu entdeckten Pathogene wurden zunichst als Alnus associated yellows of grapevine (AYG) bezeichnet und
erst spéter aufgrund seines hauptsichlichen Vorkommens im Weinanbaugebiet Pfalz in Palatinate grapevine yellows
(PGY) umbenannt (vgl. MAIXNER et al., 1995).
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Schwarzholzkrankheit nur noch auf solche Erreger, die anhand ihrer 16S rDNA-Sequenzen eindeu-
tig der Stolbur-Gruppe (vgl. dazu: SCHNEIDER et al., 1997a) zugeordnet werden kdnnen.
Verbreitung von Phytoplasmosen in weltweiten Weinanbaugebieten

Mittlerweile sind weltweit aus vielen Weinanbaugebieten Phytoplasmosen bekannt: Italien (BELLI
et al., 1973; GRANATA, 1985), Schweiz (CAZELLES & KUSZALA, 1993), Griechenland
(RUMBOS, 1993), Spanien (LAVINA et al., 1995), Ungarn (KOLBER et al., 1997), Slowenien
und Kroatien (SARIC et al., 1997), Ukraine (MILKUS et al., (2005); zitiert in MAIXNER, 2006),
Israel (DAIRE et al., 1993), USA (UYEMOTO, 1976; PEARSON et al., 1985; WOLF et al.,
1994), Hawaii (BORTH et al., 1995), Chile (GARTEL, 1971) und Australien (MAGAREY &
WACHTEL, 1986).

1.3 PHYTOPLASMEN UND PHYTOPLASMOSEN

Durch den Einsatz der Elektronenmikroskopie gelang DOI et al. (1967) erstmalig der Nachweis,
dass im Phloem symptomtragender Pflanzen tatsdchlich polymorphe Partikel festgestellt werden
konnten. Durch den Einsatz von Tetracyclinen gelang derselben Arbeitsgruppe zudem der Nach-
weis, dass es sich bei diesen Strukturen tatséchlich um lebende Zellen handelt (ISHIIE et al., 1967).
Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen zeigten, dass die Zellen eine GroBe zwischen 200-
1000 nm aufweisen konnen, in deren Innerem Ribosomen und elektronendichte Fibrillen entdeckt
wurden (McCOY, 1979).

1.3.1 Klassifizierung von Phytoplasmen

Die Zuordnung der Phytoplasmen zur Klasse der Mollicutes
Der Trivialname Phytoplasmen ersetzt den dlteren Begriff MLOs (Mycoplasma-like organisms) auf
Grundlage des Beschlusses des Subcommittee on the Taxonomy of Mollicutes des International
Committee on Systematic Bacteriology auf dem Interim Meeting in Ames 1992 (lowa, USA)
(ICSB/M, 1993). Dieser Trivialname fasst die nichtkultivierbaren Organismen in der Klasse der
Mollicutes unter folgenden Eigenschaften zusammen:

-Phylogenetische Verwandtschaft zu anderen Mollicutes aufgrund der Sequenzanalyse

ribosomaler DNA

-Pleomorphe, nicht kultivierbare und zellwandlose Zellen

-Resistenz gegen Penicillin bzw. hohe Sensibilitdt gegeniiber Tetracyclinen

-Ubertragung durch phloemsaugende Homopteren
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-Vorkommen in den Siebrohren des pflanzlichen Phloems

-Kleines Genom (600-1200 kbp) mit niedrigen G/C-Gehalten

1995 wurden dann die Minimalstandards fiir Mitglieder der Klasse der Mollicutes festgelegt
(ICSB/M, 1995). Ein wesentlicher Faktor zur Aufnahme ist, dass ihr Genom untereinander eine
mindestens 70%ige Ubereinstimmung aufweisen muss. Fiir die friihe Einteilung der Phytoplasmen
innerhalb dieser Klasse zur Gattung Mycoplasma war zunichst ihre Ahnlichkeit beziiglich der
pleomorphen, zellwandlosen Gestalt verantwortlich. Doch darauf folgende Untersuchungen zeigten
dagegen, dass ihr G+C-Gehalt (KOLLAR & SEEMULLER, 1989, SEARS et al., 1989), die GroBe
ihres Genoms (LIM & SEARS, 1991; NEIMARK & KIRKPATRICK, 1993) und ihre Sequenz der
16S rDNA (KUSKE & KIRKPATRICK, 1992; LIM & SEARS, 1992) lediglich auf eine entferntere
Verwandtschaftsbeziehung schlieBen lieBen, so dass im folgenden der Trivialname MLOs durch
den Phytoplasma-Begriff ersetzt wurde. Gleichwohl bestatigten die Untersuchungen die Einordnung
der Phytoplasmen in die Klasse Mollicutes. Innerhalb dieser Klasse besitzen sie die grofite ver-
wandtschaftliche Beziehung zu Acholeplasma laidlawii (SEEMULLER et al., 1994), Acholeplasma
palmae (DAVIS et al., 1997) und zu Acholeplasma modicum (LEE et al., 1998).

Die 16S rDNA-Sequenzierung als Basis zur Klassifizierung der Phytoplasmen

Mit dem Beschluss, die Phytoplasmen allein auf dem Sequenzvergleich ihrer 16s rDNA kiinftig zu
klassifizieren, reagierte das ,,Subcommitee on the Taxonomy of Mollicutes* (ICSB/M, 1997) auf
die Fortschritte hinsichtlich der erfolgreichen Klassifikationsmoglichkeiten anhand des DNA-ADb-
schnitts, der fiir die RNA der 16S-Untereinheit des bakteriellen Ribosoms codiert. Andere Autoren
verweisen zwar darauf, das der Sequenzvergleich der 16S rDNA als alleiniges Klassifikationskrite-
rium nicht in allen Fillen ausreichend sei (MURRAY et al., 1990; STACKEBRANDT & GOE-
BEL, 1994; STACKEBRANDT, 1997). Der Vorteil des 16S rDNA-Gens allerdings ist unbestritten,
da seine Liange nur etwa 1500 bp grofl und damit einfach zu sequenzieren ist und neben hochkon-
servierten auch weniger hoch konservierte Abschnitte besitzt. Damit kann eine relativ spezifische
Klassifikation durchgefiihrt werden, wobei gleichzeitig die Zuordnung zu héheren taxonomischen
Ebenen {iberpriifbar bleibt (Schneider et al., 1993). In einer umfassenden Untersuchung
sequenzierte GUNDERSON et al. (1994) das gesamte 16S rRNA Gen von 19 MLOs, 46 Vertreter
der Mollicutes und verschiedenen repréasentativen Vertretern von Bakterien mit Zellwand. Er fand
dabei heraus, dass sich alle Vertreter der MLOs tatséchlich als geschlossene Gruppe repréasentieren,
die untereinander eine engere Verwandtschaft aufweisen als zu allen anderen Bakterienstimmen.

Alle MLOs zeigten dabei die engste verwandtschaftliche Beziehung zu den ausgewéhlten Vertre-
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tern der Gattung Acheoplasma, ndmlich zu Acholeplasma sp. str. J-233 bzw. zu Acholeplasma
modicum.

Eine umfangreiche Darstellung der Klassifizierung gelang SEEMULLER et al. (1998) durch Se-
quenzierung von 75 verschiedenen Phytoplasmaisolaten, die in 20, teilweise stark heterogene Grup-
pen eingeteilt werden konnten. Diese Systematik bildet damit grundlegend eine Basis zur Zuord-
nung kiinftiger Phytoplasma-Sequenzierungen. LEE et al. (1998) konnten anhand von 34

sequenzierten Phytoplasmenisolaten diese Ergebnisse weitgehend bestatigen.

Zusitzliche Aspekte zur Bestimmung der Taxonomie werden entweder aufgrund einer weiteren
Differenzierung vorgeschlagen bzw. werden als Erginzung fiir solche Isolate notwendig, deren
16S-rDNA noch nicht vollstindig sequenziert wurde. CHITYKOWSKI & SINHA (1990), aber auch
MARWITZ (1990) forderten daher auch eine Einteilung nach den auftretenden Symptomen an Pri-
mir- bzw. Sekundirwirten unter Einbeziehung der Vektoren. Aufgrund der Unsicherheit in der spe-
zifischen Symptomausprigung ist die Detektion zwar eine gute Moglichkeit zum allgemeinen Er-
kennen einer Phytoplasmose, aber nicht zum Riickschluss auf das iibertragene Pathogen.

Eine alleinige Einteilung aufgrund serologischer Merkmale durch Einsatz geeigneter monoklonaler
Antikorper hat sich ebenfalls bewéhrt, doch ist ihre Herstellung aufwendiger als die Isolierung und
Sequenzierung der Phytoplasmen-DNA. Zur Einordnung von Phytoplasmaisolaten und zur Bestéti-
gung konnte dariiber hinaus auch Plasmid-DNA untersucht werden (KUSKE et al., 1991). Gleich-
zeitig bietet auch die Sequenzanalyse anderer Genabschnitte die Moglichkeit einer Uberpriifung
bzw. einer Revision der durch die Sequenzanalyse der 16S rDNA ermittelten taxonomischen Bezie-
hungen. Eine weitere Moglichkeit bietet die Sequenzanalyse der zwischen der 16S und der 23S
rDNA gelegenen Spacer-Region (SMART et al., 1996), die weniger konserviert ist als die sie flan-
kierenden Abschnitte. Trotz des Fortschritts, mithilfe der Sequenzierung der 16S-rDNA erstmalig
eine solide Basis zur Klassifizierung von Phytoplasmen erreicht zu haben, sei an dieser Stelle auch
auf die Problematik einer noch weitergehenden Klassifizierung hinzuweisen. Diese Methodik kann
allerdings dort an ihre Grenzen sto3en, wo eine noch weitergehende Klassifizierung wiinschenswert
erscheint. Es stellte sich ndmlich heraus, dass Vektoren unterschiedliche Isolate einer spezifischen
Phytoplasma-Gruppe® iibertragen konnen, die nicht mehr unbedingt auf der Grundlage der 16S-
rDNA-Sequenzierung weitergehend differenziert werden konnen. Eine Alternative dazu stellt die
Sequenzanalyse des tuf-Gens dar, dessen Aufgabe die Kodierung des fiir die Eiweilsynthese essen-
tiellen Elongationsfaktors EF-Tu ist. SCHNEIDER et al. (1997b) konnten zeigen, das der Anteil

* Beispielsweise konnen durch RFLP Analyse vom Alnus associated yellows of grapevine (AYG) insgesamt 3 verschie-
dene Typen (AYG1-3) bestimmt werden.
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homologer Gensequenzen bei den tuf-Genen geringer als die der entsprechenden 16S rDNA ist.
Damit ist auch die Mdglichkeit gegeben, Phytoplasmen-Isolate®, die auf der 16S-rDNA Ebene keine

Unterschiede mehr zeigen, spezifischer zu klassifizieren und Subgruppen zu bilden.

Ubersicht der wichtigsten rebpathogenen Phytoplasmosen

Die durch SEEMULLER et al. (1998) erfolgte Kartierung der verwandtschaftlichen Verhiltnisse
offenbarte insgesamt 4 Gruppen, denen Phytoplasmen zugeordnet wurden, die bei der Weinrebe
eine Vergilbungskrankheit auslosen konnen:

- Die Flavescence dorée (FD), iibertragen von Scaphoideus titanus Ball, zeigt eine enge ver-

wandtschaftliche Beziehung zur EIm Yellows Gruppe (EY). Sie konnte bisher nachgewiesen
werden in: Frankreich (DAIRE et al, 1993), Italien (BERTACCINI et al., 1995; BIANCO et
al., 1993) und Spanien (BATTLE et al., 1997). Drei mit der FD engverwandte Isolate sind
aus Deutschland bekannt (MAIXNER et al., 1995) und werden von Oncopsis alni Schrank
iibertragen. Sie wurden zundchst mit der provisorischen Bezeichnung Alnus associated
yellows of grapevine (AYG) versehen und spéter aufgrund seines hauptsiachlichen Vor-
kommens im Weinanbaugebiet Pfalz in Palatinate grapevine yellows (PGY) umbenannt. In
Deutschland sind drei verschiedene Isolate nachgewiesen (PGY-A, PGY-B und PGY-C), die

eine genetische Variabilitdt und keinen monophyletischen Ursprung aufweisen (ARNAUD
et al., 2007). Das AusmaB der Schiden, die auf Erreger dieser Gruppe zuriickzufiihren sind,
ist im Gegensatz zu denen in den franzgsischen Weinanbaugebieten bisher sehr gering.

- Die Schwarzholz- bzw. Vergilbungskrankheit (VK) sowie das Bois noir sind Angehdrige der

Stolbur-Gruppe. Die Phytoplasmen werden von Hyalethes obsoletus Signoret iibertragen.
Nach dem neusten Forschungsstand sind in Deutschland drei verschiedene Isolate der
Schwarzholzkrankheit bekannt, so dass im Rahmen nachfolgender Untersuchungen (LAN-
GER, M & MAIXNER, M.; 2004) eine Umbenennung der bisher bekannten Bezeichnungen
notig wurde. Durch die Verwendung der Primer fSTOL/rSTOL konnten die beiden bisher
bekannten Stolbur-Muster VK-A und VK-B nachgewiesen werden. Eine Differenzierung der
beiden Muster konnte durch Verwendung des Primers fSTOL4/rSTOL4 mit anschlieBendem

> Der Begriff Isolat bezeichnet die kleinste Einheit, die auf Klassifizierung eines Pathogens aus einem Wirt beruht. Die
Zusammenfassung genetisch eng verwandter Isolate zu Gruppen bzw. Untergruppen erfolgt zur Durchfithrung verglei-
chender Studien, die zum Ziel haben, Zusammenschliisse zu erreichen, die nach MURRAY & SCHLEIFER (1994) als
Candidatus spec. erfasst werden konnen und sie damit gemédB den Nomenklaturrege eine Art darstellen konnten. Die
Nomenklaturregeln des International Code of Nomenclature of Bacteria setzen enge Grenzen fiir die taxonomische
Einteilung von Organismen, die nur in Wirtspflanzen und nicht in Reinkultur zu kultivieren sind. Damit werden auch
gleichzeitig die Kochschen Postulate nicht erfiillt, so dass die Verwendung der Begrifflichkeiten wie Infektion, Patho-
gen bzw. Krankheitserreger aus dem Sprachgebrauch her zu erkléren ist und basiert auf der logischen Einsicht, dass die
Phytoplasmen mit den festgestellten Krankheitssymptomen ihrer Wirte assoziiert sind.
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Verdau durch DRA 1 durchgefiihrt werden. Wéhrend das weitverbreitete Isolat VK-B in
Weinreben, Vektoren und in einer der wichtigsten Wirtspflanzen von H. obsoletus, nidmlich
der Ackerwinde Convolvulus arvensis detektiert und mittlerweile in allen zehn deutschen
Weinanbaugebieten nachgewiesen werden konnte, trat das Isolat VK-A ausschlieBlich in Po-
pulationen des Vektors im Weinanbaugebiet Pfalz auf, die auf die Gro3e Brennessel Urtica
dioica als Wirtspflanze spezifiziert sind. Dieses Isolat konnte in Nachfolgeuntersuchungen
auch in den Weinanbaugebieten Baden und Wiirttembergs, der Mosel, des Mittelrheins, der
Nahe und der Bergstralle nachgewiesen werden. Die Entdeckung, dass auch die Zaunwinde
Calystegia sepium als Hauptnéhrpflanze dient, fithrte unter Verwendung des Primers tufAY
mit dem anschlieBenden Verdau durch Hpall zu einer weiteren Differenzierung des Isolats
VK-B in die phylogenetisch eng zusammenhingenden Typen b und c. Wahrend der Typ b
diejenigen Isolate bezeichnet, die bisher dem VK-B Typ entsprachen, reprasentiert der Typ ¢
das neuentdeckte Isolat, das H. obsoletus durch Besaugen von C. sepium aufnimmt und auf
Weinreben tibertragt. Nach LANGER und MAIXNER (2004) ergibt sich nun folgende neue
Differenzierung von lIsolaten der Stolbur-Gruppe, die die Schwarzholzkrankheit der Weinre-
be auslosen:

VK-Typ I

Dieser Typ entspricht der bisherigen Bezeichnung VK-A (Typ a nach tufAY / Hpall-
Analyse).

VK-Typ Il bzw. 1II: Diese beiden Typen entsprechen der bisherigen Bezeichnung VK-B
(weiter differenziert in Typ b bzw. Typ ¢ nach tufAY / Hpall-Analyse).

Stolbur-Isolate wurden bisher fiir Deutschland (MAIXNER et al., 1995a), Frankreich
(DAIRE et al., 1993), Israel (DAIRE et al., 1993), Italien (BIANCO et al., 1993) mit Sizili-
en (GRANATA, 1985), Spanien (LAVINA et al., 1995), Ungarn (KOLBER et al, 1997),
Griechenland (DAVIS et al., 1997a) und fiir Slowenien und Kroatien (SARIC et al., 1997)
nachgewiesen. In Deutschland konnte man auBlerdem eine enge Verwandtschaft des

Pathogens des Australien grapevine yellows (AUSGY) zur Stolburgruppe nachweisen

(PADOVAN et al. 1996). Innerhalb der vergangenen zehn Jahre avancierte die Schwarz-
holzerkrankung zu eine der bedeutsamsten Rebkrankheiten in Europa (JOHANNESEN et
al., 2007).

Die Phytoplasmen der heterogenen Aster Yellows (AY)-Gruppe wurden in Rebstdcken aus
Italien (ALMA et al., 1996) und Nordamerika (DAVIS et al., 1998) detektiert.
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- In Israel, Italien und Virginia (USA) konnten auch Phytoplasmen aus der X-disease-Gruppe
nachgewiesen werden (DAIRE et al., 1993; PRINCE et al., 1993; MARCONE et al., 1996).

1.3.2 Entstehung und Epidemiologie der Phytoplasmosen

Wirtspflanzen konnen auf drei unterschiedlichen und nachgewiesenen Wegen durch Phytoplasmen
infiziert werden. Zum einen kann eine Verbreitung durch eine vegetative Fortpflanzung bzw. durch
Pfropfung geschehen. Eine zweite Moglichkeit besteht in der Transmission durch parasitire Pflan-
zen, wie sie beispielsweise bei Cuscuta spp. Beobachtet werden kann. Diese Pflanzenart wird daher
auch als experimentelle Wirtpflanze in Testverfahren verwendet wird. Der Ubertragungsweg iiber
einen Vektor ist die dritte Moglichkeit einer Infektion (WEINTRAUB & BEANLAND, 2006).

Induktion der Symptome

Phytoplasmen kommen als obligate zellparasitdre Pathogene hauptséchlich in den Siebrohren des
pflanzlichen Phloems vor und sind nur ausnahmsweise wie bei der Schmarotzerpflanze Cuscuta
adorata im Parenchym (COUSIN et al.,, 1970; SILLER et al., 1987) oder in den Geleitzellen
(LOMBARDO et al., 1970) aufzuspiiren. In den Siebréhren sind sie vor allem auf der dem
Assimilatstrom zugewandten Seite anzutreffen (HIRUMI & MARAMOROSCH, 1972; CREDI,
1994; SCHLAG & GAL, 1996). Ein Durchtritt durch die Siebporen, die oftmals durch
Kalloseanlagerungen verkleinert sind, ist nur durch eine Gestaltverdnderung moglich, so dass sich
dort Pathogene anhédufen und den Assimilatstrom behindern bzw. génzlich unterbrechen kénnen
(Carle, 1965). Diesen Stérungen sind fiir die sichtbare Bildung der sogenannten Leitsymptome ver-
antwortlich. Sie duflern sich in Blattvergilbungen, Wuchsanomalien, Stérungen in der Fruchtrei-
fung, Bliitenverkleinerungen bzw. Bliitenvergriinungen und Winterhdrtungen, wie sie beispielswei-
se bei der Schwarzholzkrankheit durch Schwarzfarbung befallener Triebe aufgrund der ausbleiben-
den Verholzung auftreten. Diese Leitsymptome treten nicht in ihrer Gesamtheit auf, sondern in
Kombination, die jeweilig vom Pathogen und der betroffenen Pflanze abhéngig ist (McCOY et al.,
1989; MARWITZ, 1990; KUNZE, 1979). Der Stau der Assimilate bewirkt dariiber hinaus nicht nur
einen Versorgungsriickgang der dariiber liegenden Pflanzenteile, sondern aufgrund der auftretenden
Schiden auch eine Mangelerndhrung auf der Sinkseite (KARATTE, 1989). Die beobachtbaren

Symptome dhneln jenen, die bei einer kiinstlichen Unterbrechung des Leitbiindelsystems von ge-
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sunden Pflanzen auftreten konnen,® so dass die hauptsichliche Auswirkung des Pathogens sich tat-
sdchlich aus seiner Akkumulation an den Siebporen herleitet.

Dariiber hinaus werden von GABRIDGE et al. (1985) auch schiddigende Einfliisse einer
Toxinwirkung vermutet, die direkt auf das Pathogen zuriickzufiihren seien. SAMADDAR et al.
(1996) vermuten dariiber hinaus auch =zusdtzliche Stérungen im Proteinhaushalt und im
Chlorophyligehalt der Blatter.

Ubertragung von Phytoplasmen

Insekten

Fiir die Verbreitung der Phytoplasmosen bilden die Insekten den wichtigsten Faktor. Es handelt sich
dabei phloemsaugende Arten aus der Ordnung der Homoptera (TSAI,1979). Den Schwerpunkt als
Vektor bilden dabei die Zikaden (Auchenorrhyncha). Dabei werden mehr als 75 Prozent der Vekto-
ren der Unterfamilie Deltocephalinae zugeordnet (WEINTRAUB & BEANLAND, 2006). Psylliden
(Stenorrhyncha) nehmen als Vektoren eine nur untergeordnete Rolle ein. Fiir andere Insektengrup-
pen konnten bisher keine gesicherten Nachweise einer Ubertragung erbracht werden. Bei dieser
Ubertragung handelt es sich um einen hochspezifischen Vorgang, der vor allem solche Pflanzen
betrifft, die Vektoren als Hauptnahrungsquelle dienen.” Beim Saugvorgang werden von einer infi-
zierten Pflanze Phytoplasmen aufgenommen, die die Darmwand des Insekts durchdringen und in
die Leibeshohle einwandern konnen, wo sie sich bereits vermehren kénnen (Akquisitionsphase).8
Mit dem Hamolymphstrom werden die Pathogene im gesamten Korper verteilt und gelangen in die
sekretorischen Zellen der Speicheldriisen, in denen sie sich wesentlich starker vermehren kénnen
(Latenzphase). Sobald ein bestimmter Titer erreicht wird, konnen sie mit dem Speichel sezerniert
und durch den Saugakt in die Pflanze iibertragen werden (SINHA, 1984; TSAI, 1979). Damit
gleicht dieser Zyklus jenem, der von THOTTAPPILLY et al. (1990) auch fiir die Ubertragung
pflanzenpathogener Viren beschrieben wurde. Eine transovariole Akquisition vom Muttertier auf

die Nachkommen konnte bisher nicht nachgewiesen werden (PURCELL, 1990).

Pflanzen

®Vom Autor selbst wurden Symptome wie sie der Vergilbungskrankheit (VK) offenbart an gesunden Riesling-Sticken
beobachtet durch ein Abknicken der Zweige iiber die Drahtanlage beobachtet.

" Pflanzen, die den Vektoren nicht als Nahrungsquelle dienen, werden i.d.R. zwar nur gelegentlich durch einen Probe-
saugakt infiziert. Trotzdem konnen, wie der Autor diesen Aspekt fiir die Schwarzholzkrankheit zeigen wird, grofle Ver-
seuchungen in der Gruppe dieser Pflanzen entstehen.

® Nach PURCELL (1990) lisst sich die Transmission in die Akquisitions- Latenz- und Inokulationsphase einteilen. Als
Akquisitionsphase wird der Zeitabschnitt verstanden, in der ein nicht infizierter Vektor infektiés wird.
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Eine vertikale Ubertragung des Pathogens auf den Samen findet nicht statt (ESAU, 1969). In La-
borversuchen wurde allerdings fiir Cuscuta L. (Cuscutaceae) eine Ubertragung auf andere Pflanzen
nachgewiesen. Diese Pflanze wird im Rahmen von Ubertragungsversuchen zur Erhaltung des Erre-
gers verwendet, indem sie eine Briicke zwischen der kranken und einer gesunden Pflanze bildet und
das Pathogen damit auch die gesunde Pflanze erreicht. Die Phytoplasmen kdnnen Wirtspflanzen
schon durch eine einmalige Inokulation dauerhaft und systemisch infizieren (,,One-hit-diseases®;
VAN DER PLANK, 1975). An zwei Wirtspflanzen konnte der Verlauf einer Infektion systematisch
untersucht werden. Es zeigte sich, dass das hauptsdchliche Vermehrungszentrum der Phytoplasmen
nicht der Ort der Inokulation ist, sondern im Bereich der Wurzel liegt (LHERMINIER et al., 1994;
KUSKE & KIRKPATRICK, 1992)

1.3.3 Nachweisverfahren von Phytoplasmen durch Anwendung der PCR

Seitdem erstmalig Bakterien als Ausloser der Krankheit erkannt wurden, wurden verschiedene
Techniken zum Nachweis des Pathogens in Pflanzen- und Tiermaterial angewendet:® Die PCR stellt
dabei das Nachweisverfahren mit der hochsten Sensibilitdt dar (MAIXNER et al., 1997). Diese Me-
thode mit dem grofiten Multiplikationsfaktor entwickelte sich zum wichtigsten Nachweisverfahren
beziiglich der Detektion des Pathogens und seiner Klassifizierung. Dabei liegt die Zielsequenz der
Primerpaare entweder ausschlieBlich im Bereich der 16S rDNA (MAIXNER et al., 1995) oder aber
der Reverse-Primer besitzt seine Zielsequenz in der Spacer-Region zwischen der 16S und 23S
(SMART et al., 1996). MAIXNER et al. (1995) konnten zudem zeigen, dass Primer mit einer Ziel-
sequenz in anderen Regionen der DNA ebenfalls zum Nachweis der Phytoplasmen geeignet sind.
Eine Steigerung erfdhrt diese Nachweismethode durch Anwendung der ,,Nested-PCR*, indem eine
zweite PCR angeschlossen wird, die auf dem Ausgangsprodukt der ersten PCR basiert. Dieser im-
mense Verstiarkungsfaktor kann einen Nachweis in solchen Fiéllen bringen, in denen zunichst kein
Nachweis sichtbar war (ALMA et al., 1996). In einer grundlegenden Untersuchung konnte REI-
NERT (1999) zeigen, dass sowohl breit detektierende Primer (z.B. P1/P7) als auch gruppenspezifi-
scher Primer (z.B. fSTOL/rSTOL (Stolbur-Gruppe), fAY/rEY (EY-Gruppe)) eine hervorragende

Grundlage zum Nachweis des Pathogens bilden konnen. Dariiber hinaus konnen anhand der PCR-

® Andere Nachweisverfahren sind beispielsweise die Transmissionselektronenmikroskopie. Sie bietet die Maglichkeit,
Phytoplasmen in Siebrohren infizierter Reben aufzuspiiren (CREDI, 1994) und visuell darzustellen. Der Nachteil ist die
fehlende Moglichkeit einer Klassifizierung des Pathogens. Das ELISA-Testverfahren auf der Basis monoklonaler Anti-
korper (CAUDWELL & KUSZALA, 1992) ist eine weitere Mdglichkeit, doch besitzt sie mangelnder Zuverldssigkeit
fiir den Nachweis von Phytoplasmen in Material, dass von Rebstdcken stammt (MAIXNER et al., 1997). Auch in Zika-
den war die Detektionsrate gegeniiber der PCR wesentlich geringer: Nur etwa 60% der durch die PCR positiv getesteten
Tierproben konnten mittels der ELISA verifiziert werden (WEBER & MAIXNER, 1998). DAIRE et al. (1992) konnten
zeigen, dass auch eine DNA-DNA-Hybridisierungstechnik die Moglichkeit bietet, Phytoplasmen nachzuweisen.

10
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Ergebnisse gezielte RFLP-Analysen zur genauen Klassifizierung des Pathogens angeschlossen wer-
den. Gerade aufgrund sekunddrer Pflanzeninhaltsstoffe ist die PCR die beste Methode,
Phytoplasmen in Pflanzenmaterialen detektieren zu konnen, obwohl auch sie durch Pflanzeninhalts-
stoffe gehemmt werden kann (DEMEKE & ADAMS, 1992). Allerdings zeigte die PCR bei REI-
NERT (1999) ihre Grenzen auch dort, wo eine nicht geniigende Ausgangsmenge an Phytoplasmen-
DNA gewonnen werden konnte, selbst wenn die Symptomatik eindeutig auf eine Phytoplasmose

hinwies.

1.4 VEKTOREN VON PHYTOPLASMEN

Vektoren, in ihrer Mehrheit Arthropoden, spielen bei der Verbreitung von Pflanzenkrankheiten,
unabhéngig davon, ob es sich um Viren- oder Bakterienerkrankungen handelt, eine herausragende
Rolle, wobei allerdings auch beachtet werden muss, dass der Hauptanteil der Prokaryonten keinen
aktiven Vektor bendtigt. Die grofite Zahl von Vektoren findet man unter den Insekten, wobei die
Ordnung der Homoptera die bedeutsamste und zahlenmédBig stirkste Gruppe darstellt. In einer
Ubersicht stellte HARRIS (1980) fest, dass vor allem Cicadellidae mit bis dahin etwa 130 bekann-
ten Vektorarten den Hauptanteil von Ubertrigern der Auchenorrhyncha bilden, wihrend der Anteil
bei den Delphacidae mit ca. 21 Vektorarten wesentlich geringer ausfiel. Diese Anzahl diirfte sich
angesichts der Tatsache, dass zunehmend Phytoplasmosen in den Blickpunkt der Forschung gelan-

gen, noch wesentlich erhohen.

Vektorspezifitit als zentrales Paradigma

Es handelt sich vor allem um Pathogene aus der Klasse der Mollicutes, fiir die ein Ubertriiger obli-
gatorisch scheint und das Verhéltnis zwischen Pathogen und seinem Vektor ein entscheidendes Kri-
tertum der Virulenz darstellt. Dariiber hinaus ist dieses Verhiltnis oft der einzige Faktor, das Patho-
gen, vor allem solche, die nicht in vitro zu kultivieren sind, zu charakterisieren. Selbst bei kultivier-
baren Mollicutes wie beispielsweise Spiroplasma citri, den Erreger der corn stunt disease, bleibt
der Ubertriger zur Charakterisierung unausweichlich, da kultivierte Pathogene oftmals ihre Vektor-
Ubertragbarkeit verlieren (PURCELL, 1982). Die Spezifitit des Pathogens bedingt, dass nur ein
Vektor, hochstens aber nur einige wenige Ubertriiger fiir ein solches Pathogen geeignet sind. Nach
PURCELL (1990) stellt das Faktum der Vektorspezifitéit ein zentrales Paradigma dar. Eine Folge
dieser Spezifizierung zeigt sich dabei in der Transmissionsrate verschiedener Vektorenarten. Wah-
rend in einem Laborexperiment eine 50%ige Transmission schon 33 Tage nach der Akquisition bei

der Aster Yellows-Erkrankung auftrat, wurde diese Rate bei der X-disease-Krankheit erst nach etwa

11
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51 Tagen erreicht (PURCELL, 1990). Im Gegensatz dazu ist diese Spezifitit nicht unbedingt bei
den Vektoren gegeben. Untersuchungen zeigten, dass ein VVektor sogar unterschiedliche Pathogene
wie Viren und Mycoplasmen gleichzeitig iibertragen kann (SYLVESTER, 1985).

1.4.1 Scaphoideus titanus Ball

Scaphoideus titanus ist als Vektor der Flavescence dorée der gegenwartig erfolgreichste natiirliche
Ubertriger von Phytoplasmosen von Weinreben und wurde erstmalig 1960 in Siidfrankreich
(BONFILS & SCHVESTER, 1960) nachgewiesen. VIDANO (1964) konnte diesen Vektor an-
schlieend auch fiir Italien nachweisen und entdeckte, dass dessen gesamter Lebenszyklus vom Ei
bis zum adulten Tier eng mit der Weinrebe verbunden ist. ALMA et al. (1997) konnte fiir Tiere, die
an infizierten Pflanzen aufgezogen wurden, mittels der PCR-Analyse fiir alle Stadien im Lebens-
zyklus des Insekts Phytoplasmen nachweisen, wobei mit 65 % die hochste Durchseuchungsrate bei
Imagines festgestellt werden konnte, wiahrend der Nachweis von Phytoplasmen in Eiern bei ledig-
lich 9 Prozent lag. Mit fortschreitendem Larvenstadium erhohte sich gleichzeitig auch die Durch-
seuchungsrate. Mit diesem Vektor verbreitete sich die FD als wichtigstem Phytoplasma der EY-
Gruppe vor allem im Siiden Frankreichs, Korsika, Norditalien und Nordspanien, wobei eine Wan-
derungsbewegung in nordlicher Richtung detektiert werden konnte (BOUDON-PADIEU, 1999), so
dass ein erstes Auftreten der Krankheit auch in der Bourgogne und in der Champagne detektiert
werden konnte. Ein Auftreten des Vektors in den elsdssischen und lothringischen Weinanbaugebie-
ten konnte allerdings wider den Erwartungen bisher noch nicht beobachtet werden (ENTAV, 2006),
so dass eine unmittelbare Gefdhrdung angrenzender deutscher Weinanbaugebiete noch nicht be-
steht. Im Jahre 2006 wurde in insgesamt 58 franzdosischen Kommunen eine Bekdmpfung mittels
Insektiziden angeordnet (ENTAV, 2006). Mittlerweile konnte diese Rebzikade, und mit ihr gleich-
falls verbunden auch die FD, in der Schweiz festgestellt werden (AGES, 2006). In Osterreich konn-
ten dagegen zwar die Vektoren, bisher aber noch keine symptomtragenden Rebstocke festgestellt
werden. Die Ausbreitungsbewegung von S. titanus erreichte mittlerweile auch weitere europiische
Léander. Im Jahr 2001 berichtete bereits QUATAU et al. (zitiert in MAIXNER, 2006) vom Auftre-
ten des Vektors in Portugal. LESSIO et al. berichteten 2004 (zitiert in MAIXNER, 2006) von
Nachweisen in Serbien und Kroatien und im Jahr 2006 konnte SELJAK (zitiert in MAIXNER,
2006) den Vektor auch in Slowenien nachweisen. Das bisherige Auftreten der FD bleibt dabei aus-
schlieflich mit dem Vektor S. titanus verbunden (BOUDON-PADIEU, 2003).

12
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1.4.2 Oncopsis alni Schrank

O. alni ist der bisher einzig bekannte Vektor von PGY (Palatinate grapevine yellows)-Phytoplasmen
in Deutschland, die als Erreger mit der, vor allem unter der &lteren Bezeichnung FD-Pfalz bekann-
ten Rebphytoplasmose assoziiert sind. Der auch unter der Bezeichnung alder yellows phytoplasma
bekannte Erreger wurde in Deutschland erstmalig in der Schwarzerle Alnus glutinosa (L.) Gaertn.
nachgewiesen (MAIXNER et al., 1995) und tritt in der Rheinpfalz, in Rheinhessen und an der Mo-
sel auf. Die mit der Krankheit assoziierten Phytoplasmen gehdren wie die in Frankreich vorkom-
mende FD der EIm-Yellows-Gruppe an. Der Vektor O. alni ist eine auf A. glutinosa monophag le-
bende Zikade und tritt nur dann als Ubertriiger der PGY auf Rebstdocke in Erscheinung, wenn
Schwarzerlenbestidnde in der Ndhe zu Rebflachen liegen. In Deutschland tritt die FD-Pfalz in ihrer
Bedeutung fiir den Weinbau aber gegeniiber der Schwarzholzkrankheit weitgehend in den Hinter-
grund und ist von nur geringer wirtschaftlicher Bedeutung. In Deutschland wurde O. alni als bisher
einziger Vektor dieser Erreger identifiziert, in dem nicht nur das Pathogen nachgewiesen werden
konnte, sondern der auch fahig war, diesen zu iibertragen (MAIXNER & REINERT, 1999).

1.4.3 Hyalesthes obsoletus Signoret

In dieser Untersuchung ist diese Zikadenart ein zentraler Bestandteil der Untersuchungen. Im Jahre
1994 konnte MAIXNER anhand von Ubertragungsversuchen™ im Labor zeigen, dass die Glasflii-
gelzikade H. obsoletus, den Erreger der VK und der BN tatsichlich auf Weinreben {ibertragen kann.
Bisher war lediglich eine Ubertragung von Phytoplasmen des Stolburtyps auf Nachtschattenge-
wichse bekannt. BLATTNY et al. (1954) erkannte die Bedeutung dieser Zikade als Vektor der
Stolburerkrankung an Solanaceae wie z. B. Tomaten und Kartoffeln in Siid- und Siidosteuropa,
welche zu betrdchtlichen wirtschaftlichen Einbuflen fiihrte. H. obsoletus ist mittlerweile eine in
deutschen Weinanbaugebieten als auch in denen der europdischen Nachbarldndern weit verbreitete
polyphage und xerotherme Zikadenart, die hauptséchlich die Ackerwinde (Convolvulus arvensis L.)
als Hauptndhrpflanze nutzt (ALMA et al. (1988); MAIXNER et al. (1995); SFORZA et al (1998)).

Im Rahmen dieses Forschungsprojektes konnte erstmalig in Deutschland auch eine sehr grof3e Po-

10 Als Ubertragungs- bzw. Transmissionsversuche werden solche Tests bezeichnet, bei denen experimentell untersucht
wird, ob ein infizierter Organismus den Erreger auf einen gesunden Organismus iibertragen kann. Zur Untersuchung
dieser Vektoreigenschaften werden die zu untersuchenden Tiere entweder im Labor in Aufzuchtgeféfien auf ihren infi-
zierten Nahrungspflanzen gehalten oder direkt von symptomtragenden Nahrungspflanzen im Freiland abgesammelt und
danach auf die gesunde Zielpflanze iibersetzt. Im Anschluss daran kann der Nachweis einer erfolgreichen Ubertragung
entweder visuell erfolgen, indem das Auftreten einer spezifischen Symptomatik beobachtet wird. Eine zusétzliche gesi-
cherte Aussage kann aber vor allem durch den PCR-Nachweis erbracht werden.
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pulation an Urtica dioica detektiert werden. Mittlerweile gilt nicht nur U. dioica, sondern auch
Calystegia sepium als Hauptndhrpflanze (LANGER, M. & MAIXNER, M., 2004).

In Deutschland berichtete schon HAUPT (1935) von Fundstitten in Halle und Freiburg. 1939 be-
richtete WAGNER (zitiert in SERGEL, 1986) von einem Fund dieser Art im Rheinland. In Frank-
reich konnte ein zahlreiches Vorkommen auch an Lavendula angustifolia Mill, Lavendula hybrida
Reverchon und Cardaria draba L. beobachtet werden (SFORZA, 1999). Als natiirliches Reservoir
des Stolbur-Agens gilt dabei vor allem C. arvensis. Da der gesamte univoltine Entwicklungszyklus
an den Nahrungspflanzen beginnt, erfolgt die Infektion der Tiere bereits im Larvenstadium. Die
Imagines erscheinen im Juni, wobei ein Teil der Populationen auch auf andere Néhrpflanzen ab-
wandern und sich gleichzeitig mit dieser Migration auch die Krankheit verbreiten kann. Diese Mig-
rationen der adulten Tiere scheinen dann zu unterbleiben, wenn kiihlere Sommermonate die Was-
serversorgung der Ackerwinde nicht stark einschrinken, so dass ihr Wachstum nicht behindert wird
und ihre Triebe saftfiihrend bleiben (HOCH & REMANE, 1985). SFORZA et al. (1999) untersuch-
ten den Lebenszyklus von H. obsoletus in ausgedehnten Labor- und Feldstudien. Sie stellten wie
auch bei allen untersuchten Cixiidae-Arten fest, dass adulte Weibchen ihre Eier in den Boden in
direkter Ndhe der Basis ihrer Néhrpflanzen ablegen, so dass die geschliipften Larven direkt die
Wurzeln dieser Pflanzen besaugen konnen. Dabei konnten Larvenvorkommen bis zu einer Boden-
tiefe von 20cm beobachtet werden. Die Aufenthaltstiefe scheint sowohl von der Jahreszeit als auch
von den klimatischen Bedingungen abhéngig zu sein. Am tiefsten wurden Larven des zweiten und
dritten Larvenstadiums in der Uberwinterungsphase zwischen November und dem Mirz des darauf-
folgenden Jahres gefunden. Zwischen Mai und Juni traten dann nur noch Larven des vierten und
fiinften Stadiums auf. Die Anzahl der Eier, die von den weiblichen Imagines abgelegt werden, ist
auBerdem stark hohenabhingig. Wiahrend in einer Hohenlage von etwa 300m durchschnittlich 50,6
(+/-17) Eier abgelegt wurden, verringerte sich die Anzahl bei etwa 900m schon auf 22,8 (+/- 6,2)
Eier pro Gelege. In Laborversuchen konnte zudem festgestellt werden, dass die Larven von H.
obsoletus auch Perioden mit niedrigen Temperaturen so gut iiberstehen konnen, dass Tiere im 3.
Larvenstadium sogar einen dreitdgigen Aufenthalt bei 4°C im Kiihlschrank tiberlebten (SFORZA et
al., 1999).

Als H. obsoletus in den deutschen Weinbergen nachgewiesen werden konnte (vgl. MAIXNER,
1994), erkannte man in ihm den herausragenden Vektor der Schwarzholzkrankheit in Deutschland.
Die Hauptverbreitungsgebiete der Schwarzholzkrankheit als bedeutsamste Rebphytoplasmose sind
vor allem in den warmen Steilhdngen des Mittelrheins und der Mittelmosel zu finden. Gleichfalls
wurde auch in Frankreich H. obsoletus als der herausragende Vektor der BN identifiziert (SFORZA
etal., 1995 & 1998).
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Der Name Hyalesthes wurde bereits 1847 von AMYOT fiir ein Cixiiden-Taxon in Artrang (Frank-
reich) vergeben und spater von SIGNORET (1865) zum Gattungsnamen erhoben worden (HOCH &
REMANE, 1985). Die von diesen Autoren im Rahmen von Untersuchungen zur Taxonomie und
Verbreitung erzielten Ergebnisse ergaben, dass gerade H. obsoletus als Kulturfolger ein
Vebreitungsgebiet aufweist, dass sich im Norden von der Mainlinie in Deutschland bis nach Siid-
Marokko im Siiden und von der iberischen Halbinsel im Westen bis nach Kirghistam11 im Osten
erstreckt. Im Iran konnte H. obsoletus sogar bis in eine Hohe von 3000-4000m angetroffen werden,
sofern allerdings die Sichtungen tatséchlich dieses Taxon betreffen. Wahrend dieser Untersuchun-
gen konnte diese Zikade auch auf diversen Laubholzarten und steppenheideartigen Kalkkarstfluren
abgesammelt werden. Es zeigte sich zudem, dass das Gesamtverbreitungsgebiet der Gattung
Hyalesthes zwei Zentren hochster Artendichte aufweist, ndmlich die mittelatlantischen Inseln (Ka-
naren und Madeira) mit 7 Arten und der ostmediterrane Raum (Anatolien (Tiirkei) und Irak) mit
zehn Arten. Das rezente Verbreitungsgebilde der zur H. obsoletus-Gruppe®? gehdrenden sechs Ta-
13 kann allerdings nur gedeutet werden. HOCH und REMANE favorisieren dabei eine Einwande-
rungsbewegung von H. obsoletus aus ostlicher Richtung in das heutige Verbreitungsgebiet, in de-
nen sich die anderen fiinf Taxa bereits zu selbstdndigen Arten differenziert hatten. Ein Kennzeichen
dafir konnte die Feststellung sein, dass die ibrigen fiinf Taxa untereinander weitgehend
allopatrisch verbreitet sind, wihrend sie gemeinsam mit H. obsoletus eine eher sympatrische Ver-
breitung aufweisen (HOCH & REMANE, 1985).
JOHANNESEN et al. (2008) untersuchten Proben des Vektors aus Deutschland, Spanien, Italien,
Slowenien, Osterreich und Ungarn. Sie stellten eine circum-alpine Verbreitung zweier européischer
Hauptgruppen (West-Siideuropa und Ungarn) mit weiteren Aufsplitterungen fest, die sich aber ge-
schlossen von einer dritten, biogeographisch weiter entfernten Gruppe in Israel durch herausgefun-
dene Mutationen am stdrksten unterscheiden. Die genetisch geschlossenste Gruppe zeigten dabei

Vektoren aus Deutschland.

! Unsicherheiten bestehen hinsichtlich des Verlaufs der ostlichen Arealgrenze, da Meldungen aus Afghanistan, Iran
bzw. Kirghistan sich eventuell auch auf andere Taxa beziehen konnten (HOCH & REMANE, 1895).

12 Nach dem aktualisierten taxonomischen Stand der Gattung Hyalesthes Sign., 1865 ergeben sich insgesamt 6 Grup-
pen (HOCH & REMANE, 1985):

Hyalesthes obsoletus Sign.-Gruppe mit 6 Arten

Hyalesthes productus Leth.-Gruppe mit 5 Arten

Hyalesthes mlokosiewiczi Sign.-Gruppe mit 2 Arten

Hyalesthes luteipes Fieb.-Gruppe mit 6 Arten

Hyalesthes angustulus Horv.-Gruppe mit 5 Arten

Differente Gruppe mit 4 nicht eindeutig zuzuordnenden Hyalesthes-Arten

B Zur Hyalesthes obsoletus Sign.-Gruppe gehoren H. obsoletus Signoret, H. flavovarius Kusnezov, H. lacotei Dlabola,
H. thracicus Hoch, H. yozgaticus Hoch und H. hani Hoch.

ocoupwdE
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1.4.4 Andere Zikadenarten

Im Zusammenhang mit dem Auftreten und der Verbreitung von Phytoplasmaerkrankungen der
Weinrebe geraten auch andere Zikadenarten in den Blickpunkt von Untersuchungen als potentielle
Vektoren. Es handelt sich dabei vor allem um solche Arten, die hiufig auf Rebflachen und in den
angrenzenden Flachen angetroffen werden konnen. Die grofite Zahl der in den Weinbergen gefun-
denen Arten stammt dabei aus den beiden Unterordnungen Fulgoromorpha und Cicadomorpha**. So
konnten in Frankreich SFORZA et al. (1995 & 1998) bei einzelnen Individuen von Euscelis
lineolatus (Cicadellidae) das Stolbur-Phytoplasma nachweisen. In Israel konnten TANNE et al.
(2001) nicht nur bei H. obsoletus, sondern auch bei den Zikadenarten Neoaliturus spp., Circulifer
sp., Macrosteles quadripunctatus und Oncopsis orientalis (=O. albicinctus) anhand von PCR-
Analysen eine Infizierung durch Phytoplasmen nachweisen. Nachweise einer Infektion mit dem
Stolbur-Phytoplasma erbrachten GARAU et al. (2004; zitiert in Maixner, 2006) fiir Goniagnathus
guttulinervis auf Sardinien und PALERMO et al. (2004; zitiert in Maixner, 2006) fiir Reptalus
panzeri in Ungarn bzw. BOTTI et al. (2005; zitiert in Maixner, 2006) fiir Italien.

Untersuchungen nach alternativen Vektoren sind vor allem dann erforderlich, wo H. obsoletus nicht
mit dem Auftreten der Schwarzholzkrankheit korreliert erscheint. Dies gilt bisher fiir einige Regio-
nen Spaniens (SABATE et al., 2003; zitiert in MAIXNER, 2006) und Osterreichs (RIEDLE-
BAUER et al., 2006; zitiert in MAIXNER, 2006).

1.5 RUCKSCHAU: CHRONOLOGISCHER UBERBLICK BEDEUTSAMER EREIGNISSE

Seitdem im 19. Jahrhundert Pilze und tierische Schadorganismen durch Verschleppung aus Nord-
amerika die europdischen Weinanbaugebiete befallen haben, ist die Européerrebe Vitis vinifera L.
fortlaufend in ihrem Bestand durch Einwanderung gebietsfremder Arten bedroht. Oftmals erfolgte
diese Einwanderung durch Verschleppung der Schadorganismen aus ihren urspriinglichen Lebens-
rdumen. Die Einschleppung des Echten Mehltaus Uncinula necator hatte enorme Verluste in den
franzdsischen Anbaugebieten zur Folge™. Auch die um 1864 erfolgte Einschleppung der Reblaus
Dactylosphaera vitifolii nach Frankreich zerstorte riesige Anbauareale (STELLWAAG, 1928). In
Deutschland wurden darauthin erstmalig phytosanitdre Regelungen getroffen. Ein weiterer bedeut-

samer Schadling ist der Falsche Mehltau Plasmopara viticola, der 1878 ebenfalls nach Europa ein-

4 Vektoren von Phytoplasmen findet man hauptsichlich bei den Cicadomorpha und Fulgoromorpha (Hemiptera) sowie
bei den Psyllidae (Stenorrhyncha)

> Durch die Verbreitung von U. necator sank die franzésische Weinproduktion von ehemals 45 Mio. hl auf etwa 10000
hl (STELLWAAG, 1928).
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geschleppt wurde (Miiller, 1925) und sich zu einem noch heute bedrohlichen Schiadling entwickelte.
Auch die Schwarzfiule, die durch den Pilz Guignardia bidwellii hervorgerufen wird, hat seinen
Ursprung in Nordamerika und wurde im 19. Jahrhundert nach Europa eingeschleppt. Sein Haupt-
verbreitungsgebiet waren in der Vergangenheit vor allem die franzdsischen, italienischen und
schweizerischen Anbauregionen. Eine grof3flichige Ausbreitung in Deutschland wurde erstmalig in
den feuchtwarmen Jahren 2002 und 2003 beobachtet.

Die Ausbreitung der Favescence dorée in Europa und die Etablierung der Schwarzholzkrankheit in
Deutschland gehoren als gegenwirtig letztes Glied zu diesen bedeutsamen Ereignissen aus

phytosanitérer Sicht und machen daher Bekdmpfungsmafinahmen zwingend erforderlich.

1.6 AUSGANGSPUNKT UND ZIELSETZUNG

Das vorliegende Forschungsvorhaben wurde 1999-2001 durchgefiihrt. Der Schwerpunkt der Unter-
suchungen auf der Schwarzholzkrankheit. Das Ziel der Untersuchungen war:

- Feststellung der Befallssituation in den deutschen Weinanbaugebieten

- Nachweis von Phytoplasmen in Zikaden, Weinreben, Nahrungs- und Wirtspflanzen

- Feststellung des Durchseuchungsgrades verschiedener Populationen von H. obsoletus

- Untersuchungen zur Biologie von H. obsoletus: Flugphase - Populationsentwicklung — Nah-

rungspflanzen - Migration
- Untersuchung anderer Zikadenarten im Hinblick auf mogliche Vektoreigenschaften

- Entwicklung geeigneter Gegenmalinahmen zur Verminderung des Gefahrenpotentials

1.6.1 Feststellung der Befallssituation in den deutschen Weinanbaugebieten

Zur Feststellung der Befallssituation wurden an ausgewdéhlten Untersuchungsstandorten in den
Weinanbaugebieten Mosel Saar Ruwer, Mittelrhein, Pfalz und Nahe, in denen in der Vergangenheit
der Schwerpunkt in der Verbreitung der Schwarzholzkrankheit lag, jdhrliche Bonituren ausgefiihrt.
Aufgrund des sehr geringen Auftretens der Schwarzholzkrankheit in den Weinanbaugebieten Baden
und Hessische Bergstrafse wurden dortige Untersuchungsflichen nur in einem sehr geringen Um-
fang in die jdhrliche Untersuchung miteinbezogen. Die Ergebnisse sollten einerseits dazu dienen,
das AusmaB der Schiaden durch Bildung eines rdumlichen Befallsgradienten zu protokollieren und

andererseits den Krankheitsverlauf liickenlos dokumentieren zu kénnen.
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1.6.2 Nachweis von Phytoplasmen in Zikaden, Weinreben, Nahrungs- und Wirtspflanzen

Als sensibelste Methode zum Nachweis des Erregers wurde die PCR als Standartmittel verwendet.
Sie erlaubt durch eine in vitro-Amplifikation von Pathogen-DNA nicht nur den eigentlichen Nach-
weis eines Erregers, sondern kann auch zur Differenzierung verschiedener Phytoplasmenisolate
eingesetzt werden und diente damit gleichzeitig auch zur weiteren Aufklarung der Epidemiologie
rebpathogener Phytoplasmen in den deutschen Weinanbaugebieten. Besonders solche Zikadenarten
waren Gegenstand der Untersuchungen, die neben den schon bekannten Vektoren H. obsoletus und
O. alni hiufig in befallenen Weinbergsarealen anzutreffen sind und damit auch als mégliche Uber-
trager in Betracht gezogen werden konnen. Die Tiere wurden wéhrend ihres Auftretens entweder
mit dem Streifnetz von ihren jeweiligen Nahrungs- und Wirtspflanzen abgesammelt oder von den
auf den Untersuchungsflachen ausgebrachten Klebefallen entnommen. Aufgrund der Tatsache, dass
man keinen Unterschied im Aussehen und Verhalten zwischen gesunden und infizierten Tieren er-
kennen kann, ist eine optische Beurteilung nicht mdglich. Daher wurde bei Tierproben die PCR als
Standartnachweisverfahren fiir Phytoplasmen verwendet.

Bei infizierten Rebstocken sind im Gegensatz dazu die optisch wahrnehmbaren Verdnderungen wie
Blattverfarbungen und Wuchsstérungen ausreichend genug, um sie als infiziert klassifizieren zu
konnen. Daher kann die PCR zur Uberpriifung einer Infektion in weitaus geringerem Male als beim
Nachweis infizierter Tiere eingesetzt werden. Thr regelmaBiger Einsatz erfolgte vor allem zur Absi-

cherung der Befunde.

Das Hauptaugenmerk der Untersuchungen lag vor allem auf der mit der Schwarzholzkrankheit as-
soziierten Zikade H. obsoletus. Damit lag auch das Spektrum ihrer Nahrungs- und Wirtspflanzen-
pflanzen im Mittelpunkt der Untersuchungen mit dem Ziel, mogliche Infektionsquellen auf den
Flachen ausfindig zu machen und gleichzeitig auch eine Aufkldrung dariiber zu erhalten, ob durch
einen Wechsel im Nahrungsspektrum der Zikaden Auswirkungen auf die Tiere selbst beobachtet
werden konnen und damit eine Wirtsspezifikation der Populationen an den verschiedenen Standor-
ten vorliegt. Der Hauptgrund dieser Tests war die bereits bekannte Tatsache, dass regional entfernte
Populationen von H. obsolteus entweder die Ackerwinde C. arvensis, die GroBe Brennessel U.
diotica oder den Kriechenden Hahnenful3 R. arvensis hauptséchlich als Wirtspflanze nutzen. Dafiir
wurden lebend gefangene Tiere verschiedener Populationen in Haltungsversuchen auf unterschied-
liche Wirts- und Nahrungspflanzen gesetzt um damit mdgliche Auswirkungen trophischer Faktoren
auf die Uberlebensfihigkeit der Tiere zu testen. Die Untersuchungen zum Wirtsspektrum der Tiere

sollten dariiber hinaus einen Beitrag dazu leisten, Risiken bei geplanten Begriinungsversuchen offe-
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ner Flichen als eine mogliche Bekdmpfungsstrategie dadurch auszuschlieBen, dass keine mdglichen

Wirtspflanzen mit ausgebracht werden.

1.6.3 Feststellung des Durchseuchungsgrades verschiedener Populationen von Hyalesthes

obsoletus

Die Feststellung des Durchseuchungsgrades unterschiedlicher Populationen von H. obsoletus wurde
mit dem Ziel einer groBangelegten Ubersicht iiber das Infektionspotential an verschiedenen Stan-
dorten durchgefiihrt und stellte damit einen Schwerpunkt des Forschungsvorhabens dar. Im Rahmen
dieser Untersuchung sollte offenbart werden, an welchen Standorten iiberhaupt infizierte Populatio-
nen vorkommen, in welcher Stirke diese auftreten, wie sich der Infektionsgrad innerhalb des For-
schungszeitraumes entwickelt und ob ein direkter Zusammenhang besteht zwischen stark von der
Schwarzholzkrankheit betroffenen Ertragsrebflichen und dem Durchseuchungsgrad innerhalb der
dort vorkommenden Populationen. Ein weiterer wichtiger Aspekt war, Aufklarung dariiber zu erhal-
ten, ob geschlechtsspezifische Faktoren bei der Weitergabe der Infektion eine Rolle spielen kdnnen.
Zu diesem Zweck wurden alle Ergebnisse der PCR-Tests geschlechtsspezifisch ausgewertet. Fiir
diese Untersuchungen kamen hauptsichlich Populationen mit einer hohen Individuenzahl in Be-
tracht.

Im Rahmen dieser Untersuchungen sollte auch herausgefunden werden, ob Begriinungsversuche
einen Einfluss auf den Infektionsverlauf einer Population und damit auf den Infektionsdruck inner-
halb des Forschungszeitraumes nehmen konnen, indem mit der Reduktion der Anzahl infizierter

Wirtspflanzen als Infektionsquellen auch der Infektionsdruck auf benachbarte Flachen abnimmt.

1.6.4 Untersuchungen zur Biologie von Hyalesthes obsoletus

Der zweite Schwerpunkt dieses Forschungsvorhabens ist die genaue Erfassung der Flugphase von
H. obsoletus, die Stiarke der unterschiedlichen Populationen, das Spektrum seiner Wirts- und Nah-
rungspflanzen und die Erfassung von Migrationsaktivitéten.

Zur genauen Terminierung der Flugphasen von Populationen unterschiedlicher Standorte wurden
auf nahegelegenen Untersuchungsflachen des Mosel Saar Ruwer Gebiets tigliche Beprobungen mit
dem Streifnetz durchgefiihrt und gleichzeitig auch die auf den verschiedenen Untersuchungsflachen
ausgebrachten Gelbfallen (Klebefallen) auf Fangerfolge kontrolliert. Die exakte Terminierung der
Flugphasen ist deshalb wichtig, damit exakte Vorhersagen getroffen und die Fangaktivitdt geplant
werden kann. Von der Fangstirke kann auch indirekt der Erfolg der durchgefiihrten Begriinungs-

versuche abgeleitet werden. Auflerdem war eine exakte Terminierung der Flugphasen auch deshalb
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notwendig, um eine ausreichende Anzahl tierischen Materials fiir die PCR-Tests zu erhalten. Die
Woche, indem die ersten Imagines auftraten, wurde als Beginn der Flugphase definiert. Auf entfern-
ten Untersuchungsflachen, die nicht tdglich kontrolliert werden konnten, wurden einmal wdchent-
lich Streifnetzfinge als auch Gelbfallenkontrollen durchgefiihrt. Das Ende der Flugphase wurde
durch diejenige Woche gekennzeichnet, in der die letzten Individuen gefangen wurden. Das Ziel der
Fange war neben der exakten Terminierung die Aufklédrung dariiber, ob und wie stark sich die Flug-
phasen von Populationen in den verschiedenen Weinanbauregionen unterscheiden. Die Fiange ge-
statteten auBerdem, die Stirke einzelner Populationen anhand der Fangzahlen zu bestimmen und
damit Aussagen {iber einen moglichen Infektionsdruck treffen zu kénnen.

Die im Untersuchungszeitraum gewonnenen Flugdaten wurden auch dazu verwendet, ein
Prognosemodell des wahrscheinlichen Flugbeginns zu entwickeln. Als Basis fiir die Terminierung
des Flugbeginns dienten die vom Institut gewonnenen Fangdaten der Jahre 1993 bis 1996, die mit
Gelbfallen gewonnen wurden. Die Flugdaten wurden mit meteorologischen Messdaten verglichen.
Zwei Parameter, ndmlich der Tagesmittelwert der Lufttemperatur und das tdgliche Minimum der
Erdbodentemperatur dienten dabei als Grundlage zur Berechnung des optimalen Startermins der
Flugphase.

Mit dem Beginn der Flugphase wurden auch solche Pflanzenarten beprobt, die entweder haufig in
den Arealen anzutreffen sind oder bei denen bereits eine Phytoplasmose nachgewiesen werden
konnte. Das Ziel war eine genaue Erfassung des als Wirts- bzw. Nahrungspflanze in Betracht kom-
mende Artenspektrum. Solche Pflanzenarten, auf denen H. obsoletus gefangen werden konnte,
wurden zum Nachweis eventueller Erreger einer PCR-Analyse unterzogen.

Das starke Auftreten der Schwarzholzkrankheit bestimmter Untersuchungsgebiete war der Anlass
zur Fragestellung, ob von individuenreichen Populationen auch eine Gefahr fiir entferntere Areale
besteht, in deren direkter Nachbarschaft zwar keine Vorkommen, dafiir aber infizierte Rebstocke
festgestellt werden konnten. Zur Uberpriifung des Sachverhalts wurden ausgewihlte Standorte um-
fassend mit Gelbfallen ausgestattet, wobei die Gelbfallenanlagen so konstruiert und angeordnet
wurden, dass Migrationsbewegungen sowohl in der Kraut als auch in der Laubzone der Rebstocke
erfasst werden konnten. An einem besonderen Standort wurden Gelbfallen zusétzlich oberhalb die-

ser Laubzone in einer Hohe von etwa 3,80m angebracht.

1.6.5 Untersuchung anderer Zikadenarten im Hinblick auf mogliche Vektoreigenschaften

Bisher sind als Ubertriiger von Vergilbungskrankheiten in Deutschland ausschlieBlich H. obsoletus

als Vektor der Schwarzholzkrankheit und O. alni als Ubertriiger der FD-Pfalz bekannt. Daher war
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ein Ziel festzustellen, ob auch andere Zikadenarten als Vektor in Frage kommen. Aus diesem Grund
wurden auch solche Zikadenarten in die Untersuchung mitaufgenommen, die auf Untersuchungsfla-
chen in den Hauptverbreitungsgebieten der Schwarzholzkrankheit auftreten. Zu ihnen gehorten
auch jene Arten, bei denen aus der Literatur bereits ein Nachweis bekannt war (vgl. Kap. 1.4.4).
Das Probematerial stammte meist aus Beifdngen der ausgebrachten Gelbfallen. Fiir solche
Zikadenarten, die selten auf den Untersuchungsflichen vorkommenden, wurden auch gelegentliche
Streifnetzfange in die Untersuchung miteinbezogen. Im Anschluss daran wurde mittels der PCR
getestet, ob ein Tier tatsdchlich mit dem Erreger der Schwarzholzkrankheit infiziert war. Lebendge-
fangene Zikaden wurden vor dem PCR-Test zunichst fiir Transmissionsversuche eingesetzt, um
eine mogliche Inokulation feststellen zu konnen. Als Standartpflanze fiir die Ubertragungsversuche
diente Vicia faba, eine krautige Pflanze, die in Laborversuchen erfolgreich von H. obsoletus inoku-

liert wurde.

1.6.6 Entwicklung von Gegenmallnahmen zur Verminderung des Gefahrenpotentials

Ein letzter Schwerpunkt lag auf der Entwicklung geeigneter Gegenmalinahmen gegen die Verbrei-
tung bzw. zur Reduzierung der Schwarzholzkrankheit. Dazu wurde in Freilanduntersuchungen
tiberpriift, inwieweit fiir die Steillagen geeignete Begriinungspflanzen, die nicht als Wirts- und Nah-
rungspflanzen fiir H. obsoletus dienen, zur Verdringung seiner Hauptwirtspflanzen angesiedelt
werden konnen und wie erfolgreich sich diese Begriinungsmalinahmen auswirken. Dazu wurden die
ausgewdhlten Untersuchungsflachen kartiert, der Bedeckungsgrad der Wirtspflanze vor und nach
der Begriinung aufgenommen. Gleichzeitig wurden Lebend- und Gelbfallenfinge von H. obsoletus
durchgefiihrt, um den Effekt der Begriinung nicht nur im Riickgang seiner Wirtspflanzen, sondern

auch in einem prognostizierten Riickgang der Populationsstirke zu erkennen.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 VERSUCHSFLACHEN

Die Untersuchungen zu diesem dreijédhrigen Forschungsprojekt wurden zwischen 1999-2002
auf Versuchsflichen in den Weinbaugebieten Mosel Saar Ruwer, Mittelrhein, Nahe und Pfalz
regelméBig durchgefiihrt. Dariiber hinaus wurden in den Weinbaugebieten Hessische Berg-
strasse, Baden (Ortenau) und Franken in unregelméBigen Abstinden phloemsaugende Zika-
den gesammelt. Auf den Versuchsflichen wurde sowohl der bisher bekannte Vektor fiir
Rebphytoplasmosen, die Zikade H. obsoletus als auch andere phloemsaugende Zikaden ge-
fangen, um entweder eine Phytoplasmose bei den Tieren liberhaupt oder die Hohe der Infekti-
onshdufigkeit in der jeweiligen lokalen Population festzustellen (vgl. Kap. 3.4). Weiterhin
diente der Zikadenfang zur Durchfiihrung von Ubertragungsversuchen (vgl. Kap. 3.3). Zur
Bekidmpfung der Schwarzholzkrankheit wurden solche Versuchsflichen eingerichtet, die sich
vor allem in den Befallslagen befanden und sich meist durch eine grofle Populationsdichte
von H. obsoletus und durch einen hohen Bedeckungsgrad seiner Hauptnahrungs- und Wirts-
pflanzen auszeichneten (vgl. Kap. 3.6). Zur Erfassung der durch die Schwarzholzkrankheit
verursachten Schdden wurden Ertragsrebflachen aus allen Regionen, in denen die Schwarz-
holzkrankheit bisher beobachtet wurde, ausgewéhlt und der Durchseuchungsgrad festgestellt
(vgl. Kap. 3.5).

Nach den gewonnenen Erkenntnissen des ersten Versuchsjahres wurden im Anschluss geeig-
nete Versuchsfldchen fiir die Untersuchung besonderer Aspekte wie die Beobachtung der
Migrationsaktivitit von H. obsoletus, dem daraus resultierenden Infektionsdruck auf benach-
barte Ertragsrebflachen (vgl. Kap. 3.5.3) und der Einfluss trophischer Faktoren auf den Zeit-
punkt des Auftretens der Imagines (vgl. Kap.3.2.2) ausgewéhlt und eingerichtet. Die Auswahl
der Versuchsflachen und die auf ihnen durchgefiihrten Untersuchungen ist in den Tabellen

2.1-2.3 aufgelistet.

2.1.1 Versuchsflichen zur Erfassung der Flugaktivitit und der Infektionshaufigkeit in

verschiedenen Populationen von Hyalesthes obsoletus

In allen oben genannten Weinbaugebieten wurden Ertragsrebflachen bzw. Brachflichen aus-
gewihlt, auf denen entweder schon zu Beginn des Forschungsprojektes das Vorkommen von

H. obsoletus bekannt war oder Symptome der Vergilbungskrankheit beobachtet wurden, ohne
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das H. obsoletus oder ein bisher noch unbekannter Ubertriiger nachgewiesen werden konnte.
Diese Flachen zeichneten sich aulerdem durch das Vorhandensein von bisher bekannten Nah-
rungs- und Wirtspflanzen von H. obsoletus aus. Zur Erfassung der Infektionshaufigkeit wur-
den die Tiere wihrend der Flugphase der Imagines mittels Streifnetz lebend und/oder mittels
ausgehingten Gelbfallen gefangen und bis zur Aufbereitung fiir die PCR-Analyse zum Nach-
weis einer Infektion durch Phytoplasmen bei —22°C eingefroren. Zur Erfassung der Flugphase
der Imagines wurden sowohl die Gelbfallen- als auch die Lebendfangzahlen quantitativ auf

allen Versuchsflichen wihrend der gesamten Flugperiode erfasst (vgl. Kap. 3.1)

2.1.2 Versuchsflichen zur Erfassung der Vektoreigenschaften von Hyalesthes

obsoletus und anderer phloemsaugenden Zikaden

Zur Durchfiihrung sogenannter Transmissionsversuche, mit denen die Moglichkeit einer Wei-
tergabe der Infektion und die Ubertragungseftizienz phloemsaugender Zikaden getestet wer-
den sollte, wurden solche Flachen verwendet, die sich einerseits in ausgepragten Befallslagen
befanden und andererseits zahlenméBig starke Populationen von H. obsoletus aufwiesen, die

sich ihrerseits durch eine hohe Infektionshdufigkeit auszeichneten (vgl. Kap. 3.4.1).

2.1.3 Versuchsflichen zur Untersuchung der Migrationsaktivitit von Hyalesthes

obsoletus und dem daraus resultierenden Infektionsdruck auf benachbarte

Ertragsrebflachen

Geeignete Versuchsfldchen, die im ersten Versuchsjahr die hochsten Populationszahlen von
H. obsoletus aufwiesen, wurden ab dem 2. Versuchsjahr zur Erfassung der Migrationsaktivitét
mit Gelbfallen ausgestattet, die dem passiven Fang von H. obsoletus dienten. Die ausgewahl-
ten Versuchsflichen mussten als Voraussetzung folgende Kriterien erfiillen:

Die Versuchsfldche, von der eine Migrationsaktivitat untersucht werden sollte, sollte einer-
seits eine hohe Populationsdichte von H. obsoletus mit einem entsprechend sichtbaren Bede-
ckungsgrad seiner Wirts- und Nahrungspflanzen aufzeigen und andererseits keinem Einfluss
von sich auf die Population negativ auswirkender Faktoren unterliegen, wie sie beispielsweise
regelméBige Bodenbearbeitungsmafinahmen, andauernde Arbeitsaktivitdt im Weinberg oder
Pflanzenschutzmafnahmen darstellen. Angrenzende und umliegende Versuchsfldchen sollten
dagegen keine Wirts- und Nahrungspflanzen von H. obsoletus aufweisen, damit eine Migrati-
on iiberhaupt als eine solche erkannt werden kann. Die Versuchsflaichen mussten sich aufler-
dem in den Befallslagen befinden, um einen durch die Migration hervorgerufenen Infektions-

druck auf die Ertragsrebfldchen erfassen und beurteilen zu konnen. Aus diesem Grund wurden
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auf allen umliegenden Ertragsrebflichen Pflanzenbonituren durchgefiihrt mit dem Ziel, den

Anteil vergilbungskranker Reben festzustellen.

Zur Untersuchung der Migrationsaktivitdt wurden 2 Standorte an der Mittelmosel (Versuchs-
flichen BKS-1, und MEHR-2) und ecin Standort am Mittelrhein (Versuchsflichen BOPP-1 —
BOPP-2) ausgewdhlt. Ein weiterer Standort (Versuchsfliche BKS-3), der als neuangelegte
Junganlage zuvor rigolt und gegrubbert worden und frei von krautigen Pflanzenbewuchs war,
diente der Fragestellung, ob und in welchem Ausmafl Wirts- und Nahrungspflanzen von H.
obsoletus diese Flache besiedeln und damit eine Grundlage zur Ansiedlung einer neuen Popu-
lation bilden kann, die sich durch Einwanderung von Tieren umliegender Flachen entwickeln

konnte.
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Tabelle 2.1: Ubersicht iiber die Versuchsflichen und Versuchsparzellen
Untersuchungsflichen: Aufteilung der Versuchsfliachen in unterschiedliche Versuchsparzellen (Buchstaben)
eingeteilt; Die Versuchsflichen und die dazugehdrenden Untersuchungen sind in den Tabellen 2.2 und 2.3 auf-

gefiihrt;

Gemarkung |Lagenbezeichnung| Nutzungsart | Rebsorte |Untersuchungsflichen

Weinanbaugebiet Mosel Saar Ruwer

Bernkastel Johannisbriinnchen Brache - BKS-1.1A bis BKS-1.1D
Bernkastel Johannisbriinnchen Ertragsanlagen Riesling BKS-1.2A bis BKS-1.2D
Bernkastel Bratenhdfchen Ertragsanlagen Riesling BKS-2.1A bis BKS-2.2F
Bernkastel Bratenhofchen Ertragsanlagen Riesling BKS-2.2A bis BKS2.2F
Bernkastel Graben Junganlage Riesling BKS-3.1
Bernkastel Graben Ertragsanlagen Riesling BKS-3.2A bis BKS-3.2B
Bernkastel Pfalzgraben Ertragsanlage Riesling BKS-4
Kues Kardinalsberg Ertragsanlage Riesling BKS-5
Kues Kardinalsberg Ertragsanlage Riesling BKS-6.1
Kues Kardinalsberg Ertragsanlage Riesling BKS-6.2
Maring Honigberg Brache - MAR-1.1 bis MAR-1.9
Mehring Blattenberg Ertragsanlage Riesling MEHR-1A bis MEHR-1B
Mehring Blattenberg Brache - MEHR-2.1
Mehring Blattenberg Ertragsanlagen Riesling MEHR-2.2A bis MEHR-2.2D
Platten Klosterberg Brache - PLAT-1.1
Platten Klosterberg Ertragsanlage Riesling PLAT-1.2
Platten Klosterberg Ertragsanlage Riesling PLAT-2
Platten Klosterberg Ertragsanlage Riesling PLAT-3
Platten Klosterberg Brache - PLAT-4A bis PLAT-4D
Krov Letterlay Ertragsanlage Riesling KROV-1A bis KROV-1C
Zeltingen Zeltinger Himmelreich Ertragsanlagen Riesling ZELT-1A bis ZELT-1I
Weinanbaugebiet Nahe
Kreuznach Forst Ertragsanlage WeiBburgunder KF-1
Kreuznach Kronenberg Ertragsanlage Riesling KK-1
Norheim Karfels Ertragsanlage WeiBburgunder NK-1A bis NK-1H
Monzingen Friihlingspléatzchen Brache - MONZ-1.1
Monzingen Frithlingsplétzchen Ertragsflichen Riesling MONZ-1.2A bis MONZ-1.2E
Weinanbaugebiet Mittelrhein

Boppard Hamm Junganlage Riesling BOPP-1.1

Spétburg. BOPP-1.2
Boppard Hamm Ertragsanlage Riesling BOPP-2
Boppard Hamm Ertragsanlage Riesling BOPP-3
Boppard Hamm Ertragsanlage Riesling BOPP-4
Boppard Hamm Ertragsanlage Riesling BOPP-5
Boppard Hamm Ertragsanlage Riesling BOPP-6
Boppard Hamm Junganlage Riesling BOPP-H

Weinanbaugebiet Hessische Bergstrasse
Heppenheim Stemmler Ertragsanlage Riesling HEPP-1
Heppenheim Stemmler Ertragsanlage Traminer HEPP-2
Weinanbaugebiet Pfalz

Ungstein Herrenberg Ertragsanlage Riesling UNG-1
Ruppertsberg Hoheburg Ertragsanlage Riesling RUPP-1
Maikammer Heiligenberg Ertragsanlage Scheurebe MAI-1
Bochingen Rosenkranz Ertragsanlage Scheurebe BOCH-1

Dornfelder

Weinanbaugebiet Baden
Neuweier Mauerburg Ertragsanlage Riesling NEU-1A bis NEU-1B
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Tabelle 2.2: Ubersicht iiber die Versuchsflichen und den darauf eingerichteten Versuchspar-

zellen

Die unterschiedlichen Forschungsaspekte fiihrten zur Einrichtung verschiedenartiger Versuchs- und Untersu-
chungsflachen (Ertrags- Jung- oder Brachfldchen). Diese Versuchsflichen wurden entweder als Gesamtflache in
die Untersuchungen miteinbezogen oder aber in unterschiedliche Versuchsparzellen aufgeteilt.

Untersuchungsstandort
Untersuchungszeitraum

Untersuchungsflachen

Flichencharakteristik

Weinanbaugebiet Mosel Saar Ruwer

BKS-1.1: 1999 - 2001
BKS-1.1A - BKS-1.1D

Ehemalige Ertragsrebfliche im Steilhang; Seit 1990 Brachfliche mit geringer
Sukzession; GroBflachige Verbreitung der Ackerwinde Convolvulus arvensis;
GroBe Population von H. obsoletus; Einteilung in die Versuchsparzellen BKS-
1.1A-D;

BKS-1.2: 2000 — 2001
BKS-1.2A - BKS-1.2D

Die Versuchsparzellen BKS-1.2C begrenzen als Ertragsrebflichen im Steilhang-
bereich seitlich bzw. unterhalb die Brachfliche BKS-1.1 und wurden zur Fest-
stellung von Migrationsbewegungen von H. obsoletus ausgewihlt; Ebenso die
oberhalb der Brachfliche angrenzende Waldfliche BKS-1.2D; Bisher: geringe
Durchseuchung bekannt;

BKS-2.1: 1999 — 2001

Ertragsrebfliche im Steilhangbereich; Auf den eingerichteten Parzellen wurden
hauptséchlich Versuche zur Windenbekdmpfung angelegt; Vorkommen von H.
obsoletus bekannt;

BKS-2.2: 1999 — 2001

Ertragsrebflache im Steilhangbereich; Auf den eingerichteten Parzellen wurden
hauptsichlich versuche zur Windenbekdmpfung angelegt;

BKS-3.1: 1999 — 2001

Die 1999 mit Jungreben bepflanzte Anlage im Steilhangbereich wurde bei der
Neubepflanzung durch Rigolen und Grubbern von krautigen Pflanzen befreit; Im
Anschluss daran wurde die Einwanderung von H. obsoletus iiberwacht und die

sich entwickelnde Weinbergsflora beobachtet;

BKS-3.2: 1999 — 2001

Die Versuchsparzellen BKS-3.2A-B begrenzen als Ertragsrebflichen die Jungan-
lage BKS-3.1 und wurden zur Feststellung von Migrationsbewegungen von H.
obsoletus ausgewihlt;

BKS-4: 1999 — 2001

Ertragsrebfliche im Steilhangbereich; Vor allem zur Feststellung des Durchseu-
chungsgrades genutzt;

BKS-5: 1999 — 2001

Ertragsrebfliche mit bekanntem Vorkommen von H. obsoletus; Die gefangenen
Zikaden wurden vor allem fiir Transmissionsversuche eingesetzt;

BKS-6.1: 1999 - 2001

Diese Versuchsfliche wurde bis 20001 als Ertragsrebfldche genutzt; Ab 2001
entstand dann im Anschluss eine Brachfldche; Die gefangenen Zikaden wurden
ebenfalls hauptsichlich fiir Transmissionsversuche eingesetzt;

BKS-6.2: 1999 - 2001

Ertragsrebfliche im Steilhangbereich; Vor allem zur Feststellung des Durchseu-
chungsgrades genutzt;

MAR-1: 2000 — 2001
MAR-1.1 - MAR-1.9

Ab 2000 wurde diese ehemalige Ertragsrebfliche zur Brachflache umgewandelt;
Die einzelnen Versuchsparzellen wurden angelegt, um das Anwachsen verschie-
dener, zur Verdrangung der Ackerwinde dienender Begriinungspflanzen zu tes-
ten;

MEH-1: 1999 — 2001
MEH-1A - MEH-1B

Ertragsrebfliche, die ausgewihlt wurde, um den Herbizideinsatz zur Verdrin-
gung der Ackerwinde zu untersuchen;
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Untersuchungsstandort
Untersuchungszeitraum

Untersuchungsfldchen

Flichencharakteristik

MEH-2.1: 1999 - 2001

Ehemalige Ertragsrebfliche, die ab 1999 zur Brachfliche umgewandelt wurde;
Diese Flache diente vor allem dem Fang phloemsaugender Zikaden und der
Untersuchung der Migration von H. obsoletus;

MEH-2.2: 2000 - 2001

Die um die Brachfliche MEH-2.1 gelegenen Ertrags, Brach- und Waldfldchen
wurden dienten als Versuchsparzellen vor allem der Untersuchung der Mi-
grationshewegung von H. obsoletus;

PLAT-1: 1999 — 2001
PLAT-1A - PLAT-1B

Mehrjahrige, durch natiirliche Sukzession stark verbuschte Brachfliche (PLAT-
1A) mit Vorkommen von .....(Kriechender Hahnenfuss) als Wirts- und Nah-
rungspflanze von H. obsoletus; Die Fliche diente vor allem dem Fang von H.
obsoletus unter dem Aspekt des Einflusses verschiedener Nahrungspflanzen auf
die Infektionshdufigkeit verschiedener Populationen; Die Ertragsfliche PLAT-
1B liegt in direkter Nachbarschaft zur Versuchsparzelle PLAT-1A und diente
ebenfalls dem Zikadenfang;

PLAT-2; PLAT-3: 1999 -
2001

Ertragsflichen, die ebenfalls dem Fang von H. obsoletus dienten;

PLAT-4: 2000 — 2001
PLAT-4A — PLAT-4D

Ehemalige Ertragsrebfliche im Steillagenbereich, die 2000 zur Brachfliche um-
gewandelt wurde; Die einzelnen Versuchsparzellen wurden angelegt, um das
Anwachsen verschiedener, zur Verdringung der Ackerwinde dienender Begrii-
nungspflanzen zu testen;

KROV-1: 1999 — 2001
KROV-1A - KROV-1C

Ertragsrebfliche im Steillagenbereich mit bekanntem Vorkommen von H.
obsoletus, die in 3 Versuchsparzellen unterteilt wurde: Wéhrend auf der ersten
Versuchspartelle nur Bodenbearbeitungsmafinahmen durchgefiihrt wurden, dien-
te die zweite Parzelle der Ausbringung des Kleinen Habichtskrauts (H. pilosella)
zur Bekdmpfung der Ackerwinde; Die dritte Parzelle wurde durch
Herbizideinsatz unkrautfrei gehalten;

ZELT-1: 2000 — 2001
ZELT-1A-ZELT-1U

Ertragsrebflichen im Steillagenbereich; Die einzelnen Versuchsparzellen wurden
eingerichtet, um den Durchseuchungsgrad festzustellen und dariiber hinaus die
Auswirkungen von Herbizideinsatz auf die Ausbreitung der Ackerwinde zu un-
tersuchen;

Weinanbaugebiet Nahe

KF-1; KK-1:1999

Ertragsflichen, auf denen die Schwarzholzkrankheit vereinzelt auftrat; Diese
Flachen dienten dem Nachweis auf H. obsoletus als Vektor der Phytoplasmen;
Aufgrund der geringen Effektivitdt beziiglich des Versuchsaufwands wurden
diese Flachen nach dem 1. Versuchsjahr nur noch gelegentlich zum Zikadenfang
aufgesucht;

NK-1:1999 — 2001
NK-1la - NK-1D

Ertragsfliche im Steillagenbereich, Die einzelnen Parzellen dienten dem Nach-
weis von H. obsoletus als Vektor der dort auftretenden Schwarzholzerkrankung;

MONZ-1: 1999 — 2001

Ehemalige Ertragsrebflache im Steillagenbereich, die 1999 zur Brachflache um-
gewandelt wurde; Diese Versuchsflache diente vor allem dem Zikadenfang und
dem Nachweis von H. obsoletus als dem Vektor der dort detektierten Schwarz-
holzkrankheit;

MONZ-2: 1999 — 2001
MONZ-2A — MONZ-2E

Ertragsflichen, die in angrenzender Nachbarschaft zur Versuchsfliche MONZ-1
lagen und ebenfalls dem Zikadenfang dienten;
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Untersuchungsstandort
Untersuchungszeitraum

Untersuchungsfldchen

Flichencharakteristik

Weinanbaugebiet Mittelrhein

BOPP-1 bis 6; BOPP-H:
1999 — 2001

Ertragsrebflichen im Steillagenbereich, auf denen mit Ausnahme der Versuchs-
flichen BOPP-1 und 6 bzw. BOPP-H schon seit 1993 der Verlauf der Schwarz-
holzkrankheit beobachtet und erfasst wurde; Die einzelnen Versuchsfliachen dien-
ten dariiber hinaus dem Zikadenfang und der Untersuchung der Migrationsaktivi-
tit von H. obsoletus; Die Versuchsfliche BOPP-6 diente zudem der Feststellung
der Infektionshédufigkeit innerhalb der dort vorkommenden Population von H.
obsoletus und dem Fang von Imagines fiir Versuche, die der Untersuchung des
Einflusses verschiedener Wirts- und Nahrungspflanzen auf die Uberlebensrate der
Tiere und den Verlauf ihrer Flugphase ausiiben;

Weinanbaugebiet Pfalz

UNG-1: 1999 — 2001

Im Gegensatz zu allen anderen Weinbauregionen, in denen die Schwarzholz-
krankheit auftritt, wird die Erkrankung in dieser Region von einem zweiten Isolat
(Stolbur A-Typ) hervorgerufen. Die Hauptnahrungs- und Wirtspflanze von H.
obsoletus ist die Brennessel Urtica dioica, wihrend sie in allen anderen Weinbau-
regionen Deutschlands vor allem die Ackerwinde C. arvensis besaugt; Die Leb-
endfdnge dienten ebenfalls der Untersuchung des Einflusses verschiedener Wirts-
und Nahrungspflanzen auf die Uberlebensrate der Tiere und den Verlauf ihrer
Flugphase;

RUPP-1; MAI-1:
1999 — 2001

Ein zweiter auftretender Typus der in Deutschland auftretenden Vergilbungs-
krankheiten der Weinrebe ist die als FD-Pfalz (Palatinate grapevine yellows
(PGY)) bezeichnete Phytoplasmose und wird von der Zikade Oncopsis alni tiber-
tragen; Die als Versuchsflichen betreuten Ertragsflichen dienten neben dem Fang
der Imagines auch der Feststellung des Durchseuchungsgrades; um diesen mit
solchen Flachen zu vergleichen, auf denen die Schwarzholzkrankheit auftritt;

BOCH-1: 1999 — 2001
BOCH-1A - BOCH-1E

Ertragsflichen, auf denen Die FD-Pfalz detektiert wurde; Neben dem Fang von
0. alni wurden auch speziell nach Imagines von H. obsoletus gesucht;

Weinanbaugebiet Baden

NEU-1: 1999 — 2001
NEU-1A - NEU-1B

Die Ertragsflichen dienten der Suche des Vektors des dort vorkommenden
Schwarzholzphytoplasmas;

Weinanbaugebiet Hessische Bergstrafle

HEPP-1 bis 2:
1999 - 2001

Die Ertragsflichen dienten der Suche des Vektors des dort vorkommenden
Schwarzholzphytoplasmas; Nachdem auf den Versuchsflichen im ersten Ver-
suchsjahr regelméBig Zikaden zur Untersuchung des Vektors gefangen wurden,
erfolgte danach nur noch ein gelegentlicher Zikadenfang;
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Tabelle 2.3: Ubersicht iiber die auf den Untersuchungsflichen durchgefiihrten Untersuchun-

gen
Zu den durchgefiihrten Untersuchungen zéhlten der Fang von H. obsoletus und anderer Zikaden (Zikadenfang)
zur Erfassung der Populationsstéirke, der Nachweis infizierter Tiere und die Feststellung des Durchseuchungs-
grades von Rebfldchen (Phytoplasmen), die Erstellung eines Prognoseverfahrens zur VVorhersage der Flugphase
von H. obsoletus (Flugprognose), die Durchfithrung von Tests beziiglich seiner Vektoreigenschaften, moglicher
Wirtspflanzen (Tests) und die Feststellungen geeigneter BekdmpfungsmaBnahmen zur Einddmmung der
Schwarzholzkrankheit (BekdmpfungsmafBinahmen). Fldchencharakteristik: B: Brachfldche; E: Ertragsrebflache;
W: Wald; Thematik: C: Test auf mogliche Vektoreigenschaften von phloemsaugenden Zikaden; D: Test auf
mégliche Wirtspflanzen fiir Phytoplasmen; 1: Abdeckung mittels Olleinstroh;

Durchgefiihrte Untersuchungen

Standort - - :
Zikadenfang Phyto-  Flug-  Tests:

Fliche plasmen prognose C: D Bekimpfungsmafnahmen
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Weinanbaugebiet Mosel Saar Ruwer
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4 - | x -
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4 X | - -
1.1B
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BKS- 4 ER )
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1.1D
BKS-1.2
BKS-
E - 18 - | X
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1.28 1 X 1 X X X
BKS-1 g | . 20 - | x
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Fortsetzung Tab. 2.3

Durchgefiihrte Untersuchungen
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Fortsetzung Tab. 2.3

Durchgefiihrte Untersuchungen

S (swneniozsyonsio A uoSUye(-¢ sap puaIyem)
e usweugeWSIUNIIOqIBIqUIpPOYg ' '
<
<
& Z1esuIapizigaH ' ' x ' x —
< 1 x 1 /vnA\ > 1 1
m SununiSoquejuodg ' x x x ' x
o0 < < < < < ' <
= uoFejuesdununidog | X ' ' < X < !
p 1 1
.m sISuaAle "D UOA pelBsbunyospag <
2 < < < <
mm rlojJsbiaquiapn Jop Bunsselg | x < <
< < < < < ' <
SNJ9|0Sq0 "H UOA _ _ _ < _ <
%A uazuedsbuniyeN Jajjanusiod Bunyansiaiun ' < < < < ' <
4
8
= BUINSIBASUOISSIWISURL |
A
>
355 ualope Jayasiydouy uabunyansiaiun ' '
w e
o
& m uoyoB[JqoIsIenty Jop Jmuog < ' < < ' ' ' <
—
>
s $1591-40d x x = =
o
uoneibIN Jnz usbunyonsiaiun ' x <
{UBYIOAN Z =2 ‘9YIOAN dUld =T N - - - -
> (uayaopn) us|esgleo Jaujazuld uolsodx3
c
8 Bueysny oud us|eiqleo Jep |yezuy N < < 1§ 9 RIS © ¥
c
[<5]
m Buejus|esqreo < < x < < x
N Bunqoudag ayorjpuaba|ab :un - — = T = ' —
YOO T apaf :7 ‘yoIpuayoom |
X X X X x 1 x
Bueypuaga] =
w n |w | o (= m (W
£ o BunzinN m - . .
S 5 S T DO DO P DO PO PO L o = T T [ - I I < N R
S r | | | | |z |z | |IT | |T|T HAHBHCHDMMM
g & IofndsdndoinlalodUqipdUadaladQlald]qdn
wn MlMlMlMlMlMlMlMlMMlMlMMZMZMZMZMZPPlPl

31



Material und Methoden

Fortsetzung Tab. 2.3

Durchgefiihrte Untersuchungen

S (swnenrozsyonsio A uaSLyel-¢ sap puaiyem)
= uswyeugeWsIuoqIedquapoyg | ! !
<
<
m ZyesuIapIZIqIaH _ _
£ Sununi3oquejuodg
&0 ' =
rm uoFejues3ununidog _ _
2.
£ SISuaAJe "D UOA pelfsBundospag
._m ] ]
mm elojJsbiaquiapn Jap Bunssepig
SN18J0Sqo ‘H UOA
“0 uazuelydsbuniyenN Jejjanualod Bunyonsiaun | ¢
S
= ayonsiansuolssiwsUelL | _
A
>
2D uaiopfe Jayasiydosy usbunyonsisiun | | _
“g
..nw m UoyoR[JqaIsSenIy Jop Imruog | | <
2 a
Tz 1891 -
a2 1591-40d | x <
uoneiBI Inz usbunyonsiaun | , ,
‘USYIOAA ¢ = ‘BUIOAA BUIB =T
(uayoopn) uajeyqeo Jaujdzule uomisodxy (< |
(@]
,m Bueysny oid us|lesqleo Jop |uezuy | |G
c
m Bueyus)eyqeo | > | %
X
N Bungoidag syorpusfseb :un | -
QUYIOM "7 opaf iz ‘yorpuayoom : |
<
Bueypuaga
W |w
£ o
h 1 1
23 < <
S = J |d
n o o

XS

X

B

E

PLAT-4
PLAT-
4A

PLAT-
4B

PLAT-
4C

PLAT-
4D

KROV-

KROV-
1A

KROV-
1B

KROV-
1C

ZELT-1

(A-1)

Weinanbaugebiet Nahe

! X
1 o X
! X
X X o X
X X
o [ X X v | X[
X | X | X
o [ X Xl v v |
o [ X Xl v | v |
x XX v
o [ X > 1
x XX v |
| 1 1
(oo ! 1
X[ X| X ! !
5|59 | :
SIS —
x| x| x x| x| 1| x|, ,
wiww| |ojw|wwly |
— g [®)]
0 N[N N
|75 ST |
SINININININING [N
< TTZ|ZIZIZ|1Z2|1Z alZ W
L|¥|¥|OlO|0O|0|0|0 &0 &
¥I¥ZIZ2ZZZZZ2 &2«

32



Material und Methoden

Fortsetzung Tab. 2.3

Durchgefiihrte Untersuchungen

, (swnenrozsyonsio A uaSLyel-¢ sap puaiyem)
m uswyRUgeWSSUNIDqIRIqUIpOy | | x allal kel el B ot I _ _
mm ZiesuIspIziguaH | x x ol _ _
Mam SununiSoqueuods | x =< _; _; _7 _7 x| % X7 _7 _7 . '
S
cml uddejuesgununidog | ' ' ' '
=
g sISUaAJe D UOA peiBsBunyospag x T ' '
QD
A eioysbiaquispn Jap Bunssepig = _ _
%A SN19]0SCO ‘H UOA x xi ' i ' ix x K
w . uazuedsbuniyeN Jojianusiod jne Bunyansiaiun bred
O 1 1 1 wn
= 3UoNSIaASUOISSILISURI | m
wn
b = o
o2 @ N S o
S d 6 = =
2o uaJopfe Jayasiydon usbunyansisiun T | x| x| x| x Vx| 8 x| ]| o | m
w = © o nqm <)
+— - <
= o B 2
= S S 2 2
o UayOR[JqaIsSenty Iop Imruog ren) o 7]
g W ’ b < B EIRAEIES %J < D | x|
e = > T
L o 3
&3 $191-40d o x S x| ] ]x B x| g|x|x
c —
uoneiBi Inz usBunyonsiaun 2 x S ]| S| S AK
o] = 4] c
¢ _ ¢ - n ~| | —~| —| | ( N ) mv
‘UBYIOM 2 =Z ‘BYDOMN 8UId =T 3 |SEEE T2 [Salaw D FAINIEN
o (Uaya0AN) U|[elqeD Jaujazuld uonisodx3 S b g e g et - W _ Qo
= Bueysny oid us|[eqIeo Jap |yezuy ©lo|o|o| || S{o|o|~ _ c 2
) — =
~| | —~ [¢b]
m Buesua|[esq1e9 x| x| x| x| |x|: MR ' =2 | x|
N Bungoidag ayoijuabalab :un AN NNESS SEE c cle
QYOOAN "7 Opal 17 yoIpIUOYOOM ] | SI~5IS = 2=
Bueypusge | ' ] ] x| < X | % < x| <
w o |w w w w w mm
N
1
2 & < | [
g = R Sl sele|F  |alTlolE < |
S ~ NN alo|a|o|a|a|a Nl Y ala
c ZNnZuw ala|ala|a|a|a Ola|=|Q -] Qo
s oxlod 0|0|0|0|0|0|0 zD|I<e | T4 |uju
45) PR O|D|0|D|o|n|m Dlx|=2a W Zm IT

33



Material und Methoden

2.2 ZIKADENFANG

Die Zikade H. obsoletus war als Vektor der Schwarzholzkrankheit das vorrangige Hauptziel
der mittels Gelbfallen bzw. Streifnetz durchgefiihrten Zikadenfinge. Zur gezielten Beprobung
einzelner Pflanzen wurde auch ein motorisierter Laubsauger eingesetzt, der im Gegensatz
zum Streifnetz auch den Vorteil bot, an unzuginglichen Stellen der Versuchsflachen Proben-
ahmen durchfiihren zu konnen.

Der Fang von H. obsoletus diente einerseits der Feststellung der Infektionshaufigkeit in den
lokalen Populationen dieser Zikade und andererseits dem Nachweis des Vektors an von der
Schwarzholzkrankheit befallenen Standorten in den verschiedenen Weinbaugebieten. Gleich-
zeitig wurden durch gezielte Beprobung die bevorzugten Nahrungs- und Wirtspflanzen identi-
fiziert. Wahrend die mit den Gelbfallen gefangenen Tiere vor allem zur Erfassung der Flug- u.
Migrationsaktivitit dienten, wurden die Lebendfinge hauptsichlich fiir PCR-Tests, Ubertra-
gungsversuche und die Untersuchungen trophischer Faktoren verwendet. Auch fiir die Wei-
terentwicklung und Evaluierung des Batch-Testverfahrens zum Monitoring des Infektionsdru-

ckes wurden lebend gefangene Tiere benétigt.

Zusitzlich wurden auch andere in den Weinanbaugebieten vorkommende phloemsaugende
Zikaden in die Arbeit mit eingeschlossen (vgl. Kap. 3.4.2). Die Untersuchung weiterer Arten
sollte Hinweise geben, ob neben H. obsoletus auch weitere Zikaden als Vektoren der
Schwarzholzkrankheit in Betracht zu ziehen sind. Von besonderer Bedeutung war dabei der
Fang von Oncopsis alni, nachdem schon in einem bereits abgeschlossenen Forschungsvorha-
ben die Erreger der FD-Pfalz Krankheit in der Schwarzerle (Alnus glutinosa) gefunden und
als Ubertriiger O. alni als Vektor dieses Phytoplasmas auf Erlen identifiziert wurde. Neben
dem Fang der Tiere konzentrierten sich die Versuche auf Ubertragungsversuche zum Nach-
weis der Ubertragung des Erregers durch die gleiche Zikade auf Weinreben. Diese Tiere wuf-
den gezielt an solchen Standorten gesucht, an denen diese Krankheit nachgewiesen werden

konnte.

2.2.1  Lebend- und Gelbfallenfang von Hyalesthes obsoletus

Die Kontrolle der Versuchsflichen mittels Streifnetz und Gelbfallen wurde begonnen, bevor
die Flugphase der Imagines einsetzte. Die lebend gefangenen Tiere wurden, sofern sie unmit-
telbar fiir PCR-Tests verwendet werden sollten, bei -22°C eingefroren. Dagegen wurden die

fiir Ubertragungs- und andere Laborversuche vorgesehenen Tiere in einem Kiihlbehilter
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transportiert, im Labor sortiert, gruppiert und auf die Wirtspflanzen tiberfiihrt. Im Anschluss
an diese Versuche wurden sie ebenfalls fiir nachfolgende PCR-Tests bei —22°C aufbewahrt.

Der Aushang der Gelbfallen (ca. 12cm x 25cm) erfolgte vor dem erwarteten und prognosti-
zierten Flugbeginn von H. obsoletus. In einer Untersuchung zeigte TIEFENBRUNNER
(2006), dass zwar die Attraktivitdt der Fallenfarbe auf Zikaden auch von der Art der Expositi-
on abhédngig war, die Fallenfarbe gelb aber immer attraktiv war. Auf den fiir den Gelbfallen-
fang vorgesehenen Versuchsflichen wurden in Abhédngigkeit der Versuche eine unterschiedli-
che Anzahl von Gelbfallenstandorten eingerichtet, die in der Regel mit jeweils 2 Gelbfallen
ausgehingt versehen wurden. Jeweils eine Gelbfalle wurde dabei in der Krautschicht (Hohe
bis etwa 30 cm) und in der Laubwand der Reben (Hohe zwischen 100-120cm) angebracht.
Auf den Versuchsflichen BKS-3.2, BKS-6.1, BKS-6.2, PLAT-2 und BOPP-3 wurden Gelb-
fallenstandorte eingerichtet, deren Gelbfallen sich ausschlieBlich in der Krautschicht befan-
den, da diese Fallen ausschlieSlich zum Nachweis der Vektoren verwendet wurden. Die Kon-
trolle der Gelbfallen erfolgte wochentlich bzw. zweiwochentlich. Dabei wurden die Tiere auf
der gesamten Fangfliche gezdhlt, mit Reinigungsbenzin sorgsam von den Fallen gelost, in
destilliertem Wasser gewaschen, auf Filterpapier getrocknet und fiir nachfolgende PCR-Tests

bei —22°C eingefroren.

2.2.2  Untersuchungen zur Flugaktivitit von Hyalesthes obsoletus

Zur Untersuchung der Flugaktivitit der Imagines wurden die Gelbfallen- und Lebendfiange
ausgewertet. Wihrend die Lebendfinge unmittelbar an den Standorten der Populationen
durchgefiihrt wurden und die Fangzahlen die Grof3e der jeweiligen Population wiederspiegeln,
lasst ein Vergleich der Fangzahlen mit den Gelbfallen, die sich in unmittelbarer Nachbar-
schaft der Population befanden, eine Aussage iiber die Flugaktivitat der Imagines zu: Grofe
Gelbfallenfangzahlen belegen eine grof3e, niedrige Fangzahlen eine geringe Flugaktivitit. Ein
zweiter Aspekt der Untersuchung ist, Aufkldrung dariiber zu erhalten, ob weibliche und
ménnliche Imagines gleichrangig an der Verbreitung der Phytoplasmose beteiligt sind. Bei
den Lebendfingen wurden nur solche Fiinge ausgewertet, die nicht fiir Ubertragungsversuche
und Versuche zum Einfluss trophischer Faktoren verwendet wurden, da diese Tiere so schnell
wie moglich nach dem Fang ohne vorhergehende Geschlechtsunterscheidung auf die Ver-
suchspflanzen gesetzt wurden. Da einige Tiere sich wéhrend des Versuchs in der Topferde

eingegraben hatten, konnten nach Versuchende nicht alle Tiere wiedergefunden und bestimmt
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werden. Daher wurden vor allem die fiir die PCR-Analyse vorgesehenen Fiange diesbeziiglich

untersucht, da vor jedem PCR-Test eine Geschlechtsbestimmung durchgefiihrt wurde.

Zur Uberpriifung der Thesen, ob die Fangmethode einen Einfluss auf das Geschlechterver-
héltnis ausiibt und ob die Fangergebnisse auf eine bevorzugte Bewegungszone der Tiere
schliefen lassen (vgl. Tab. 3.2), wird die Pearsons Test-Statistik angewendet. Sie dient der
Uberpriifung des Unterschieds zwischen erwarteten und beobachteten Werten. Das Chi>-Maf
driickt dabei das Ausmal} der Abweichung zwischen der beobachteten und der erwarteten

Haufigkeitsverteilung aus.

2 = i (Oi — Ei) 2 X2 Chi2-PriifgroBe; Oi: beobachtete Haufigkeit

i=1 El Ei: erwartete Haufigkeit; n: Anzahl aller beobachtbaren Ereignisse

2.2.3  Untersuchung der Migrationsaktivitit von Hyalesthes obsoletus

Zur Untersuchung der Migrationsaktivitdit von H. obsoletus wurden schon im ersten Ver-
suchsjahr zwei Standorte in den Befallslagen am Mittelrhein (Versuchsstandorte BOPP-1 und
BOPP-2) und an der Mittelmosel (Versuchsfliche BKS-3) eingerichtet. Ab dem 2. Versuchs-
jahr wurden an der Mittelmosel noch zwei weitere Standorte (Versuchsflichen BKS-1 und
MEHR-2) in die Untersuchung miteinbezogen. Als Voraussetzung zur Feststellung einer
moglichen Migrationbewegung wurden hauptséchlich solche Flachen ausgewihlt, auf denen
im ersten Versuchsjahr durch Gelbfallen- und/oder Lebendfang eine sehr hohe Populations-
dichte von H. obsoletus nachgewiesen werden konnte. Als weitere unabdingbare
Vorraussetzung sollten dagegen in den angrenzenden Brach- und Ertragsrebflichen keine
Populationen und moglichst auch keine Wirts- und Nahrungspflanzen von H. obsoletus auf-
treten, um zu gewdhrleisten, dass die in diesen Fliachen gefangenen Tiere tatsdchlich auch
durch Migrationsaktivitit eingewandert sind. Eine Ausnahme stellt die Versuchsfliche BKS-
3.1 dar. Da diese Flache 1999 als Junganlage neu angelegt und durch Grubbern und Rigolen
von krautigen Pflanzen befreit wurde, diente dieser Standort der Beobachtung, welche Pflan-
zenarten sich im Hinblick auf mogliche Nahrungspflanzen von H. obsoletus auf solch intensiv
bewirtschafteten Flachen primér ansiedeln kdnnen und ob eine Migration von Tieren aus um-

liegenden Bereichen stattfindet.
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Methode zur Feststellung der Migrationsaktivitat

Zur Feststellung der Migration von H. obsoletus wurden die unten aufgefiihrten Versuchsfla-
chen, auf denen Populationen festgestellt wurden sowie die in direkter Nachbarschaft liegen-
den Flachen mit Gelbfallenstandorten ausgeriistet. Die Absicht war, eine Migration der Tiere
dadurch nachweisen zu konnen, indem mit zunehmender Distanz des Gelbfallenstandortes
von der Versuchsfliche die Anzahl der gefangenen Individuen abnimmt. Ein weiteres Ziel
war die Erprobung der Moglichkeit, mit dieser Methode eine bevorzugte Migrationsrichtung,

beispielsweise durch Windverdriftung anhand erhéhter Fangzahlen nachweisen zu konnen.

Aufbau der Versuchsflichen zur Feststellung der Migrationsaktivitit

Versuchsanlage BKS-1 (vgl. Abb. 3.2.2, 3.2.3 und Anhang: Abb. 3.27; ):

Auf der langjdhrigen Brachfldche (BKS-1.1) wurde im ersten Versuchsjahr eine starke Popu-
lation von H. obsoletus festgestellt. Begrenzt wird diese Fliache seitlich bzw. unterhalb von
Ertragsrebflichen (BKS-1.2A - BKS-1.2C) und oberhalb von einer Mischzone, bestehend aus
einer Ertragsrebflache und Wald (BKS-1.2D). Die Brachfliche BKS-1.1 war ihrerseits in vier
unterschiedliche Versuchsparzellen aufgeteilt, um die Auswirkung von Maflnahmen zur Be-
kampfung der Wirts- und Nahrungspflanzen von H. obsoletus zu untersuchen (Parzelle A:
natiirliche Sukzession durch Spontanbegriinung mit hoher Populationsdichte der Tiere
(.....m%; Parzelle B: Begriinungsversuch mit Hieracium pilosella; Parzelle C: Fliche aus-
schlieBlich einmal zu Beginn des Forschungsprojektes gegrubbert und im Anschluss der na-
tiirlichen Sukzession iiberlassen; Parzelle 4: Abdeckung mittels Olleinstroh). Jede Parzelle
wurde mit jeweils zwei Gelbfallenstandorten ausgeriistet. In den beiden seitlich angrenzenden
Ertragsflachen wurden jeweils entlang dreier Hohenlinien jeweils drei Fallenstandorte im Ab-
stand von ca. 2m eingerichtet. In den oberhalb bzw. unterhalb gelegenen Versuchsflachen, die
durch einen Wirtschaftsweg von der Versuchsfliche getrennt waren, wurden sieben bzw. 10

Fallenstandorte eingerichtet.

Versuchsanlage BKS-3:

Auf der ca. 1 ha groBlen, 1999 eingerichteten Junganlage BKS-3.1 wurden fiinf Fallenstandor-
te auf unterschiedlichen Hohenlinien aufgebaut. An jedem Standort wurde jeweils eine Falle
in Bodennihe (ca. 30cm) sowie in 180 cm und 380cm Hohe aufgestellt. In den beiden flankie-
renden Ertragsflichen BKS-3.2A/B wurden auf denselben Hohenlinien fiinf Fallen in Boden-

nihe montiert.
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Versuchsanlage MEHR-2 (vgl. Abb. 3.2.4):

Auf der 1999 entstandenen Brachfliche wurden auf zwei unterschiedlichen Hohenlinien zwei
Gelbfallenstandorte eingerichtet. In den beiden seitlich angrenzenden, teilweise stark
verbuschten Ertragsflichen (MEHR-2.2A-B) wurden auf denselben Hohenlinien beiderseits
jeweils drei Fallenstandorte angebracht. In einer unterhalb angrenzenden Brach- bzw. ober-
halb gelegenen Waldflaiche (MEH-2.2C-D), die jeweils durch einen Wirtschaftsweg getrennt
waren, wurden 10 bzw. 7 Gelbfallenstandorte angebracht.

Versuchsflachen BOPP-1.1 (vgl. 3.2.1):

Die Versuchsflichen BOPP-1.1. bis 1.4 befinden sich in den stirksten Befallslagen des Mit-
telrheins und stehen mit Ausnahme der Versuchsfliche BKS-2 schon unter langjdhriger Be-
obachtung, um die Entwicklung des Durchseuchungsgrades feststellen und den Vektor mittels
Gelbfallen nachweisen zu konnen. Wihrend diese Ertragsflichen durch phytosanitire Mal3-
nahmen vollig unkrautfrei gehalten wurden, konnte im ersten Versuchsjahr auf der oberhalb
gelegenen Ertragsfliche BOPP-2 sowohl eine grofle Population von H. obsoletus als auch ein
hoher Bedeckungsgrad von C. arvensis festgestellt werden. Zur Beurteilung einer von dieser
Flache ausgehenden Migrationsaktivitit wurden die langjahrige Versuchsanordnung (3 Gelb-

fallenstandorte auf unterschiedlichen Hohenlinien pro Versuchsflache) beibehalten.

2.2.4 Lebend- und Gelbfallenfang anderer phloemsaugender Zikadenarten

Der Fang weiterer, in den untersuchten Weinanbaugebieten vorkommender phloemsaugender
Zikadenarten hatte zum Ziel, die Frage zu beantworten, ob neben den bereits bekannten Vek-
toren H. obsoletus und O. alni auch noch andere Zikadenarten sich infizieren kénnen und als
Vektor fiir Phytoplasmen in Frage kommen. Dazu wurden die als Beifange auf den Gelbfallen
vorgefundenen Zikadenarten, sofern es sich um Phloemsauger handelte, fiir darauffolgende
PCR-Tests bei —22°C eingefroren. Die lebend gefangenen Tiere wurden zunichst fiir Ubertra-

gungstests verwendet und nach Abschluss des Versuchs ebenfalls bei —22°C eingefroren.

2.3 UNTERSUCHUNGEN ZUR BIOLOGIE VON HYALESTHES OBSOLETUS

Die Untersuchungen zur Biologie von H. obsoletus hatte zwei Schwerpunkte. Zum einen soll-
te der Einfluss der Temperatur auf die Entwicklung und damit den Beginn der Flugaktivitat
der Imagines untersucht werden. Ziel war es, daraus ein Prognosemodell zur Bestimmung des

Flugbeginns der adulten Zikaden zu entwickeln, das fiir die bessere Terminierung eventueller
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Monitoring- und BekdmpfungsmaBnahmen eingesetzt werden sollte. Der zweite Schwerpunkt
lag auf den Untersuchungen zum Einfluss trophischer Faktoren auf die adulten VVektoren. Hin-
tergrund dieser Arbeiten war die im Verlauf der Untersuchungen gemachte Beobachtung, dass
bei Imagines aus der Pfalz im Vergleich zu anderen Weinbaugebieten nicht nur ein deutlicher

Unterschied auf die Wirtspréferenz, sondern auch in Hinblick auf den Flugbeginn existierte.

2.3.1 Prognose des Flugbeginns adulter Hyalesthes obsoletus

Als Basis fiir eine genaue Terminierung des Flugbeginns dienten sowohl die Fangdaten des
Forschungsprojektes fiir den Untersuchungszeitraum 1999-2001 an der Mittelmosel und der
Pfalz als auch die Fangdaten des Instituts aus den Jahren 1993 bis 1996 und 1998, die mit
Gelbfallen gewonnen wurden (ebenfalls Mittelmosel). Da diese Fallen jeweils fiir eine Woche
exponiert worden waren, konnte die Terminierung des Flugbeginns eine Unschérfe von bis zu
einer Woche aufweisen. Als geschitztes Datum des Flugbeginns wurde daher jeweils die Mit-
te der Expositionswoche gewihlt, in denen die Imagines erstmals gefangen wurden. Das jahr-
liche Auftreten der Imagines wurde mit der mittleren tdglichen Lufttemperatur und mit der
minimalen gemessenen Bodentemperatur in Beziehung gesetzt, die fiir jedes Jahr ab dem 1.
Januar von der meteorologischen Station des Instituts aufgezeichnet wurde. Fiir die Jahre
2000 und 2001 wurden auflerdem von der SLFA Neustadt (Staatliche Lehr- und Versuchsan-
stalt Neustadt) Temperaturwerte der Station Dackenheim zur Verfiigung gestellt, die zur Be-
rechnung des Flugbeginns fiir die Population von H. obsoletus in Ungstein (Pfalz) verwendet
wurden, da an diesem Standort fiir diesen Zeitraum eine erhebliche Verzdgerung des Flugbe-

ginns festgestellt worden war.

2.3.2 Einfluss trophischer Faktoren auf die Uberlebensdauer von Hyalesthes

obsoletus

Zur Untersuchung des Einflusses trophischer Faktoren wurden im Gewéachshaus Samlinge der
Wirtspflanzen C. arvensis (Ackerwinde) und A. dioica (Brennessel) aus Samen gezogen.
Adulte Tiere wurden im Freiland entweder von der Ackerwinde (,,Ackerwindegruppe; Mittel-
rhein und Mosel) oder von Brennnessel (,,Brennesselgruppe®; Pfalz) gefangen und in einer
Klimakammer bei 28 °C auf jeweils eine der beiden Pflanzenarten gesetzt (vgl. Abb. 2.1). Um
einen moglicherweise schiddigenden Einfluss des Transports auszuschlieen, wurden Tiere,
die am folgenden Morgen gestorben waren, aus dem Versuch entfernt und nicht beriicksich-
tigt. Im Anschluss daran wurden téglich die toten Tiere aus den Kéfigen entfernt und ihre

Uberlebenszeit in Tagen protokolliert. Fiir nachfolgende PCR-Tests wurden sie bei -22°C
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eingefroren. Nach Abschluss des Versuches wurde fiir jede Pflanzenart die mittlere Lebens-
dauer der Tiere errechnet und durch Vergleich dieser Werte der Einfluss trophischer Faktoren

auf die Uberlebenswahrscheinlichkeit abgeschiitzt.

Versuchstiere der ,,Ackerwinde*-Gruppe* Versuchstiere der ,,Brennesselgruppe*

Versuchspflanze: Ackerwinde Versuchspflanze: Brennessel

Tagliche Kontrolle

PCR-Analyse

Abb. 2.1: Versuchsschema der Untersuchungen zum Einfluss trophischer Faktoren auf die
Uberlebensdauer von H. obsoletus

2.3.3 Uberlebenszeitanalyse

Zur Uberlebenszeitanalyse von H. obsoletus wurde der Log-Rang-Test durchgefiihrt (ZIEG-
LER et al., 2004). Der Log-Rang-Test ist als chi?-Test das Standardverfahren in der Uberle-
benszeitanalyse fiir Gruppenvergleiche. Die Grundidee des Tests liegt darin, dass sich die
Nullhypothese dann als richtig erweist, falls die Todesfdlle der Tiere in zufélliger Reihenfolge
auftreten, unabhangig ihrer Gruppenzugehorigkeit. Wenn eine der beiden Gruppen in ihrer
Uberlebenszeit allerdings der anderen iiberlegen ist, so wird zwischen den tatsichlich beo-

bachteten und den erwarteten Todesféllen eine Abweichung entstehen.

Zunichst wird die erwartete Anzahl gestorbener Tiere (Eaj) zum Zeitpunkt t; (Uberlebenszeit)
berechnet:

(1) Eai=di*rai/r; d; = Anzahl der toten Tiere beider Gruppen A und B
am Zeitpunkt ti;
(Gruppe A: gleiche Pflanze als Original- und Expe-
rimentalwirt;
Gruppe B: unterschiedliche Pflanzen als Original-
und Experimentalwirt;)
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rai = Anzahl noch lebender Tiere der Gruppe A un-
mittelbar vor dem Zeitpunkt ti;
ri = Anzahl der noch lebenden Tiere aus beiden
Gruppen zum Zeitpunkt ti;
Zum Abschluss wird dann der Unterschied zwischen den beobachteten und der erwarteten
Anzahl entsprechend der unten aufgefiihrten Log-Rang-Statistik (LR) verglichen:
(2) LR=((Oa—Ea)"™2)/Ea+ ((Og—Eg)"2)/ Eg

Ea = Summe EA;;

Oa = Todesfille in Gruppe A (Gesamtanzahl der
Testtiere der Gruppe A);

Op = Todesfille in Gruppe B (Gesamtanzahl der
Testtiere der Gruppe B);

EB = OA + OB - EA

Der errechnete Wert der Log-Rang-Statistik erlaubt nun durch den Vergleich mit den Priif-
groBen der chi’-Verteilung (mit einem Freiheitsgrad) die Uberpriifung auf Signifikanz. Die
Uberlebenszeit der Testtiere verkiirzt sich bei unterschiedlichen Original- und Experimental-

wirten dann signifikant, wenn: LR > chi®-Priifgrofe.

2.4 UNTERSUCHUNGEN ZU UBERTRAGUNGSEIGENSCHAFTEN VON

HYALESTHES OBSOLETUS UND ANDERER ZIKADENARTEN

Transmissionsversuche dienen hauptsichlich dazu, die Ubertragungsfihigkeit des untersuch-
ten Tieres und damit seine Qualitdt als Vektor fiir mikrobielle Erreger festzustellen. Durch
sensitive Detektionsverfahren wie die PCR-Technik kénnen beispielsweise auch im Darm von
Zikaden Phytoplasmen nachgewiesen werden, obwohl erst eine erfolgreiche Darm-
Héamolymphpassage mit anschlieBender Besiedlung der Speicheldriise ein infiziertes Tier zu
einem potentiellen Vektor qualifizieren. Gleichzeitig lassen sich Pflanzen, die zur Begriinung
bzw. zur Bekdmpfung von Nahrungspflanzen der Vektoren eingesetzt werden, auf die Mo6g-
lichkeit, selbst als Reservoirpflanze fiir die Erreger dienen zu konnen, iiberpriifen, indem be-
kannte Vektoren in Zuchtgefdalen auf die Pflanzen gesetzt werden. Durch Auspriagung von
typischen Krankheitssymptomen bzw. durch Anwendung der PCR-Technik kann im An-
schluss daran bei den untersuchten Pflanzen eine mogliche Phytoplasmose detektiert werden.
Fiir den Fall, dass bei den untersuchten Pflanzen keine Infektion nachgewiesen werden konn-
te, ist eine Uberpriifung der im Versuch eingesetzten Vektoren unerlisslich, um die Infekti-
onshéufigkeit in der Gesamtheit der untersuchten Versuchstierart festzustellen. Eine Pflan-

zenart kann dann als Reservoirpflanze fiir die untersuchten Erreger ausgeschlossen werden,
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wenn trotz positiv getesteter Versuchstiere keine der Versuchspflanzen nachweislich infiziert
wurde. Dariiber hinaus kdnnen auf diese Weise auch Versuchspflanzen mit ausgewahlten
Phytoplasmen  durch infizierte  Vektoren infiziert werden um  Dbeispielsweise

Symptomauspragungen bestimmter Pflanzenarten beurteilen zu konnen.

Ubertragungsversuche wurden mit den in Tabelle 2.4 aufgefiihrten Pflanzen- u. Zikadenarten
durchgefiihrt. Der Schwerpunkt lag dabei auf der experimentellen Inokulation (Ubertragung
der Infektion durch Besaugen) von potentiellen Begriinungspflanzen durch H. obsoletus und
auf Versuchen zur ldentifikation von O. alni als Vektor der FD-Pfalz. Zusitzlich wurden 20
weitere, hdiufig in Weinbergen anzutreffende, phloemsaugende Zikadenarten in Ubertra-
gungsversuchen als mdgliche Ubertriiger der Vergilbungskrankheit getestet. Als Standardver-
suchspflanzen wurden Vicia faba, die bei einer Phytoplasmose schnell Symptome entwickelt
als Vertreter krautiger Pflanzen und Rebstecklinge verwendet. Die Stecklinge wurden aus
Schnittholz gewonnen, das zuvor einer Heil3wasserbehandlung zur Eliminierung eventueller
Phytoplasmainfektionen unterzogen worden war. Alle krautigen Pflanzen und die im Versuch
verwendeten Erlen wurden aus Samen gezogen. Bei den Ubertragungsversuchen wurden die
Versuchstiere in der Regel fiir sieben Tage, sofern sie nicht vorher gestorben waren, auf Ein-
zelpflanzen gehalten. Alle Versuchstiere wurden danach eingefroren und in PCR-Tests auf
eine Phytoplasmainfektion tiberpriift. Alle krautigen Versuchspflanzen wurden nach Beendi-
gung des Versuchs mit Insektizid behandelt, unter kontrollierten Bedingungen gehalten und
beim Auftreten von Krankheitssymptomen, spétestens jedoch nach sechs Monaten fiir nach-
folgende PCR-Tests bei —22°C eingefroren. Die Versuchsreben wurden dagegen zunichst in
einem Kalthaus zur Uberwinterung gehalten, da sie die Symptome einer Phytoplasmose erst
im darauffolgenden Jahr ausprigen. Nach dem Neuaustrieb wurde frisches Blattmaterial
durch PCR- Tests auf eine Infektion iiberpriift. In den Ubertragungsversuchen mit H.
obsoletus wurden neben den Standartiibertragungspflanzen auch solche getestet, die als natiir-
liche Wirtspflanzen des Vektors bekannt sind oder zur Begriinung von Weinbergsarealen vor-
gesehen wurden bzw. hiufig dort anzutreffen sind. Fiir die Pflanzenarten, die erfolgreich in-
okuliert werden konnten, wurde die Ubertragungswahrscheinlichkeit und die Ubertragungsef-
fizienz von H. obsoletus im Versuch ermittelt (IRWIN & RUESINK, 1986). Aus der Zahl N
der Vektoren pro Pflanze und dem Anteil RIO infizierter Versuchspflanzen ldsst sich eine
Ubertragungswahrscheinlichkeit P10 nach (1) abschitzen:

Pio = 1-(1-Ri0)*N (1)
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Durch Einbeziehung der Infektionshaufigkeit PFL der jeweiligen Vektorpopulation ergibt sich
die Ubertragungseffizienz PEFF (2):

PEFF = PIO/PFL 2

Wihrend die Ubertragungswahrscheinlichkeit ein MaB fiir die Wahrscheinlichkeit der Inoku-
lation einer Pflanze durch Besaugung eines Vektors darstellt, stellt die Ubertragungseffizienz,
bezogen auf die infizierten Vektoren, den Anteil erfolgreicher Inokulationen pro infiziertem
Vektor dar.
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Tab. 2.4: Zusammenfassung der Ubertragungsversuche von 1999 bis 2001

Material und Methoden

Mit Ausnahme von I. stigmaticus und O. alni, die im Anschluss an die Ubertragungsversuche mittels der PCR-Analyse auf den Erreger der FD-Pfalz getestet wurden, wurden alle
anderen Zikadenarten auf den Erreger der Schwarzholzkrankheit getestet; P: Anzahl der Pflanzen; T: Anzahl der Tiere; V(E): Vertreter der Gattung bzw. Art als Vektor in Europa
(E) bzw. Israel (1) bekannt (WEINTRAUB & BEANLAND, 2006)

§2 Versuchstier (Zikadenart)
)
<z
s<i» | »|2|>|0|l0o|lo|m|m|T|5 |3 z|lo|lo|m|3|o|4d]|<
3161212218128\ 8|25/8 E|5/8/8|5/5/2/2\¢28|2
zs|=le e |3 |le|s &2 |8 |z|8|2|s5|s|&|2|8S|3|8|5|2 |8
e |15 |6 |2 |2|w|5|7|2(2|2]8|3|8|8|l2|2a|3|2|g|S|=2
stlg|zlg (8|2 |88 |2 |2|F|2 (5|2 %|8|8|2|5|5 (7|28
Versuchspflanze 35 |- =P le|g <|8|°|5|8|g |8 |ald|G |3 |2|5|« S|
2 = © - Gl < | » o | & SR c = | N 3| & ° pis 2
581 |5 < N | ®|8|3|8| <|8|5|=| 3|53 S |c
3 = S| 25| 5|2 2 =1 3
g8 g ~ 2 3
e | F &
% s
Alnus glutinosa (Schwarze Erle; Betulaceae) P 6 1
T 24 23
Artemisia vulgaris (Gemeiner Beiful}; Asteraceae) | P 12
T 48
Cirsium arvense (Ackerkratzdistel; Asteraceae) P 11
T 44
Clematis vitalba (Gem. Waldrebe; Ranuncu- P 6
laceae)
T 24
Daucus carota (Wilde Mohre; Apiaceae) P 27
T 108 |
Dianthus deltoides (Heide-Nelke; Caryophyllaceae) | P 12
T 60
Trifolium campestre (Gelber Acker-Klee; Fabaceae) |P 17
T 80
Hieracium pilosella (KI. Habichtskraut; Asteraceae) | P 1 1 |42 1 |1
T 6 3 188 | 12 |2
Létus corniculatus (Hornklee; Fabaceae) P 3
T 12
Lamium purpureum (Rote Taubnessel; Lamiaceae) |P 5
T 20
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§2 Versuchstier (Zikadenart)
)
<=
ZE| = = |18|glg|glglg&|8|a|8 |8 |s|B2|8|=z|la =24
25 1=z |€|lc|g&|G|lzle|2|a|8|alo|8|=lcSs|s|2|e | |<|S
|2l | |2 | =|lels|F|laldlzlelg|lg|g|l2lal3|l2|le|s|=
s€ig|3|g|8 BB |2 22|52 |5(%|8|2|8|2|5|5|° |28
Versuchspflanze 38| || P le|lg| <|B|CP|6|8|a|lS|al|ld|&|3|2|5 | c |2
R z PlTI BT | <|lgle|lé|s|®|5 || |2|&|C o | 3
3 @ < 2| 8|28 <|g|32|=]| g|s |3 S|
3 e S |B || 85|83 3 2 2
- @ | 5| @ =+ 2 = <
g | 8 N @ o
“ | & &
a s
Leontodon autumnalis (Herbst-Léwenzahn; Astera- | P 23
ceae) T 102 |
Malva neclecta (Weg-Malve; Malvaceae) P 6
T 24
Ranunculus bulbosus ( Knolliger Hahnenfuf3; P 32
Ranunculaceae) T 125 |
Silene vulgaris (Taubenkropf-Leimkraut ; Caryo- P 12
phyllaceae) T 60
Taraxacum officinale (Gem. Lowenzahn; Astera- P 24
ceae) T 110 |
Urtica dioica (GroB3e Brennessel; Urticaceae) P 16
T 64
Vicia faba (Saubohne; Fabaceae) P |29 |1 |3 |34 (1 |6 |1 4 196 |5 |2 (4 |1 |14 |6 |34 |16 1 |1 (2
T 56 4 |6 17 1 |14 |3 11 20 19 |10 (19 |1 é4 22106 |102 20 (2 |20
Vicia villosa (Zottige Wicke; Fabaceae) P 10 31
T 40 167 |
Vitis vinifera ,,Scheurebe® (Weinrebe; Vitaceae) P |4 5 2 1 2 3 1 |95 | 1
T |40 43 5 9 3 10 16 [803 | 4
Vitis vinifera ,,Riesling™ (Weinrebe; Vitaceae) P 10 3
T 100 | 13

45



Material und Methode

2.5 NACHWEIS UND DIFFERENZIERUNG REBPATHOGENER PHYTOPLASMEN

Wihrend bei den untersuchten Tieren die PCR-Technik als Nachweisverfahren fiir eine
Phytoplasmose eingesetzt wurde, konnte bei Weinreben im Freiland bzw. im Gewéchshaus
eine sichere Detektion der Krankheit auch mittels der visuellen Bonitur erfolgen, da infizierte
Rebstocke, sofern es sich nicht um neuangepflanzte Jungpflanzen handelt, eine fiir eine Ver-
gilbungskrankheit typische und oftmals leicht erkennbare Symtomauspragung (vgl. Abb.
3.2.A ff) aufweisen. Obwohl regionale und jahreszeitliche Stirken in der Auspridgung der
Symtome variieren konnen, ist die visuelle Beurteilung bei Rebstdcken ein sehr geeigneter
Parameter, den Durchseuchungsgrad von Ertragsflichen und damit die Bedeutung der Sché-

den insgesamt festzustellen.

2.5.1 Nachweis der Phytoplasmose bei Rebstocken mittels visueller Erfassung der

typischen Krankheitssymptome

Zur visuellen Erfassung der Phytoplasmose eines Rebstockes, wie sie beispielsweise bei der
Feststellung des Durchseuchungsgrades von Ertragsrebflichen angewendet werden konnte,
wurde auf die Auspridgung von mindestens einem, meist aber mehrerer sogenannter Leit-

symptome geachtet.

Differenzierung von Krankheitssymptomen der Schwarzholzkrankheit
Die Anzahl und die Stirke Symptomausprigungen eines Rebstockes kdnnen in verschiede-
nen Jahren stark variieren. Zusammenfassend wurden folgende Symptome zum Nachweis

einer Infektion erfasst:

Blatter: - Blattrollen: An den Trieben vergilbungskranker Weinreben kann es zu einem

starken Einrollen der Blitter kommen, indem sich die seitlichen Blattrdnder zur

Unterseite wolben. Da dieses Merkmal auch mit anderen, sich &dhnlich auspra-

genden Rebkrankheiten verwechselt werden kann, ist ein alleiniges Auftreten

dieses Merkmals kein Kriterium zur abschlieBenden Beurteilung einer
Phytoplasmose.

- Blattverfirbungen: Anhand von Blattverfarbungen ist eine Infektion am besten

zuerkennen. Dabei ist die Auspragung in Farbton und Stirke sortenabhingig.

Wihrend rote Rebsorten eine Rotfarbung zeigen, treten bei weilen Sorten zit-

ronen- bis goldgelbe Verfarbungen auf. Ebenso treten Unterschiede in der Art
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der Verfirbung auf: Bei weillen Rebsorten tritt die Vergilbung zunichst an den
Blatthauptadern auf, die sich anschlieBend iiber die gesamte Blattfliche aus-
breiten kann. Rotweinsorten zeigen dagegen sektoriell scharf abgegrenzte Be-
reiche einer Rotverfarbung, die sich allerdings ebenfalls {iber die gesamte Blatt-

fliche ausbreiten kann.

Trauben: - Traubenverlust: Bei einer starken Auspriagung der Krankheit ist die Mehrzahl
der Trauben verdorrt bzw. abgefallen. Ein méBigerer Befallsgrad eines Rebsto-
ckes duBert sich in der Verrieselung einer variablen Anzahl von Trauben. Dabei
weisen die am Stock verbleibenden Trauben oftmals nur ein geringes Mostge-
wicht mit einem gleichzeitig hohen Sduregehalt auf, wobei bei der geschmack-

lichen Beurteilung ein dominanter Bittergeschmack registriert werden kann.

Triebe: - Pusteln: An den Trieben befallener Rebstocke kdnnen sich ab dem Spatsommer
auf den Internodien leicht erhabene Pusteln bilden, die sich schnell schwarz
verfiarben und oftmals in parallel zueinander liegenden Reihen angeordnet sind.

- Stauchung: Seitentriebe konnen oftmals gestauchte Internodien aufweisen.
- Andere Symtome: An den Trieben, an denen die Symtome einer Phytoplasmose
auftritt, kann man im Herbst eine ausbleibende Verholzung feststellen. Dabei

erscheinen solche Triebe wie von einem lilafarbenen Raureif tiberzogen.

Auf den in die Erfassung des Durchseuchungsgrades einbezogenen Ertragsflichen wurden die
Rebsorten Riesling, Scheurebe, Spatburgunder und Weillburgunder angebaut. Diese Rebsor-
ten weisen im Gegensatz zu anderen Rebsorten wie z.B. Miiller-Thurgau ein spezifisches

Symtombild auf, was eine sichere Ansprache infizierter Stocke im Freiland ermdoglichte.

Visuelle Erfassung des Durchseuchungsgrades von Ertragsrebflichen

Der Durchseuchungsgrad wurde im Rahmen von Befallsbonituren ermittelt. Der Schwerpunkt
der Untersuchungen lag in den stark befallenen Steilhdngen der Mosel und des Mittelrheins.
Die Ertragsflichen des Mittelrheins (Versuchsflichen: BOPP-1-4) sind vor allem aufgrund
der seit mehreren Jahren durchgefiihrten Beobachtungen iiber den Verlauf des Durchseu-
chungsgrades und der damit verbundenen Frage, liber welchen Zeitraum eine Pflanze
Symtome auspréigen kann, interessant. Zusétzlich wurden solche Ertragsflachen in die Unter-
suchung miteinbezogen, die an Versuchsflichen grenzten. Im letzten Versuchsjahr wurden

abschlieBend Standorte, an denen Populationen von H. obsoletus nachgewiesen wurden, in die
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Bonitur mit einbezogen und der Durchseuchungsgrad dokumentiert. Dabei handelte es sich

um Versuchsflichen an der Nahe (Monzingen, Norheim) und in der Ortenau (Neuweier).

Tabelle 2.5: Auftreten typischer Symptome einer Pytoplasmainfektion und die Stirke ihrer
Ausprigung

Rebsorte Symptome
Blattrollen Verfarbung Pusteln | Trauben
Riesling ja gs:g;nﬁsrs]d;Blatt; von Hauptblattadern stark betroffen
Scheurebe (Stol-Typ) ja gﬁ:;;“;:;d;ma“; von  Hauptblattadern | o betroffen
Scheurebe (FD-Typ) ja gszggfgrsld;matt; von Hauptblattadern | o betroffen
Spétburgunder selten [rloetre:gessealg(zgig{ztt?lgtct}tl\grfarbung; selte- betroffen

Grundsatzlich wurden alle Reben der Untersuchungsflachen auf Symtome der Vergilbungs-
krankheit bonitiert, ohne das nach der Symptomstirke oder dem Anteil symptomatischer
Triebe differenziert wurde. Alle Bonituren wurden aufgrund der in diesem Zeitraum am
starksten ausgebildeten Symtome zwischen Anfang September und Mitte Oktober durchge-
fiihrt und vor Beginn der Traubenlese zum Abschluss gebracht. Die Erfassung einer gro3en
Anzahl von Rebstocken diente auch dazu, anhand von Befallsgradienten auf eine Migrations-
aktivitdt von H. obsoletus riickschlieBen zu konnen und zusétzlich wurde bei solchen Flachen,
die schon unter mehrjahriger Beobachtung standen, die Anzahl der Jahre erfasst, in denen sich

aufeinanderfolgend eine Symptomausprigung einstellte.

2.5.2 PCR-Nachweis von Phytoplasmen in Zikaden und Versuchspflanzen

Die PCR ist unter der Voraussetzung, das die entsprechenden Primer fiir den Beginn und dem
Ende der Zielsequenz zur Verfligung stehen, die sensibelste Nachweismethode fiir
Phytoplasmen. Durch den Einsatz thermostabiler, aus thermophilen Bakterien gewonnenen
Polymerasen kann durch eine in vitro-Amplifikation beliebige DNA vermehrt und nachge-
wiesen werden.

Zur Detektion von Phytoplasmen in Reben, krautigen Wirtspflanzen und Zikaden wurde die
Gesamt-DNA nach vorhergehender Phytoplasmaanreicherung isoliert. Zur Aufkldrung der
Stérke der Infektionshdufigkeit und zu ihrem Verlauf wurde wéhrend der Flugzeit der Imagi-
nes bei einer geniigendenden Anzahl gefangener Individuen eine Anzahl von mindestens 50
Tiere pro Flugwoche und Feld als aussagekriftige Mindestanzahl betrachtet und einzeln ge-

testet. Dariiber hinaus wurden bei einer geniigend grolen Probenmenge Gruppentests (Batch-
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Tests) durchgefiihrt, um ein vereinfachtes Verfahren zur Aufkldrung von Infektions-
héaufigkeiten zu entwickeln. Pflanzenproben wurden vor allem von Standorten, an denen die
Krankheit erstmals detektiert werden konnte getestet.

Um Fehlinterpretationen aufgrund eventueller Kontaminationen durch Phytoplasma-DNA
auszuschlieBen, wurde sowohl der wihrend der Aufarbeitung der Proben verwendete
Homogenisationspuffer als auch nicht infizierte Zikaden (Fiebriella flori, Deltocephalinae)*

aus eigener Laborzucht als Kontrolle getestet.

Materialien, Reagenzien und Bezugsquellen zur Durchfiithrung der PCR-Analyse

Der Hauptanteil der fiir die PCR verwendeten Chemikalien wurden (wenn mdoglich in pro
analysis-Qualitdt) von den Firmen Carl Roth (Karlsruhe), Sigma-Aldrich-Fluka
(Deisenhofen) und Merck (Darmstadt) bezogen. Andere Bezugsquellen werden entsprechend
aufgefiihrt.

DNA-Polymerase: Die PCR wurde mit der Tfl-Polymerase (Hersteller: Biozym Diagnostic
GmbH; Hess. Oldendorf) durchgefiihrt. Als Reaktionspuffer wurden die jeweils mitgeliefer-
ten Puffer verwendet.

Restriktionsenzyme: Die Restriktionsenzyme wurden von folgenden Herstellern bezogen:
MBI Fermentas (Vilnus, Litauen):  Alul; Trull

BRL life technologies, Eggenstein:  Dra |

Die Anwendung erfolgte nach den von den Herstellern empfohlenen Richtlinien und unter
Verwendung der mitgelieferten Reaktionspuffer.

DNA-Polymerisationsmix: Hersteller: Eppendorf (Hamburg);

Primer:
Primer zum unspezifischen, universellen Nachweis von Phytoplasmen
Primerpaar | Bezeichnung Literatur | Hersteller
P1/P7: P1 DENG and HIRUKI (1991) . _
P7 Schneider et al. (1995) MWG-Biotech AG; Ebersberg
U5/U3: | MWG-Biotech AG; Ebersherg
Primer zum spezifischen Nachweis fiir Phytoplasmen der Stolbur-Gruppe (Schwarzholz-
krankheit)
ver_vvendetes Bezeichnung Literatur Hersteller
Primerpaar

TUF AY fTUF AY . .

TUE AY MWG-Biotech AG; Ebersberg
STOL gIgt AHRENS (1994) MWG-Biotech AG; Ebersberg
STOL 4 STOL 4f . _

STOL ar DAIRE et al. (1994) MWG-Biotech AG; Ebersberg

! Die systematische Einteilung der Zikaden richtete sich nach HAUPT (1935).
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Primer zum spezifischen Nachweis fiir Phytoplasmen der Elm yellows-Gruppe (FD-Pfalz-

Krankheit)
Ver_wendetes Bezeichnung Literatur Hersteller
Primerpaar
FD9 FD9 f1 bzw.f2 . _
FD9 11 bzw.r2 DAIRE et al. (1997) MWG-Biotech AG; Ebersberg
FAYIEY :@J AHRENS (1994) MWG-Biotech AG; Ebersberg

Sonstige Reagenzien:

Acrylamid (40%): Roth (Karlsruhe);

Agarose: Biozym DNA-Agarose (Biozym Diagnostic GmbH; Hess. Oldendorf);

Deionisiertes Wasser:  hergestellt iiber Ionenaustauschsdulen Seradest (Seradest
Reinstwassersysteme; E. Althduser (Ransbach-Baumbach);

Ethidiumbromid: Roth (Karlsruhe);

HPLC-Wasser Roth (Karlsruhe);

Verbrauchsmaterial:

Dichtfilm: Nescofilm (Nippon Shoji Kaishu (Osaka, Japan);

Pipettenspitzen von Biozym Diagnostic GmbH (Hess. Oldendorf) und Eppendorf (Hamburg);
Rasierklingen: handesliibliche Klingen von Gilette;

Reaktionsgefdfle von Eppendorf (Hamburg);

Sofortbildkassetten ISO 3.000/36° DIN von Polaroid (St. Alban, GB);

Geriite:

Gelkammer (horizontal): DNA Sub Cell von BioRad Laboratories (Hercules, USA);
Gelkammer (vertikal): Protean I1 xi Cell von BioRad Laboratories (Hercules, USA);
Kiihlzentrifuge: Centrifugeb5415 C (Eppendorf, Hamburg);

Photoeinrichtung: Polaroid MP 4" von Polaroid mit UV-Schutzfilter Wratten von Eastman
Kodak Company (Rochester, USA);

Pipetten: Eppendorf (Hamburg), Lab-systems (Helsinki, Finnland);

Thermocycler: OmniGene TR 3 CM 220 von Hybaid (Teddington, GB);
Thermocycler: Master Cycler Gradient von Eppendorf (Hamburg);

Tischzentrifuge: Biofuge 13 von Heraeus Sepatech (Osterode);

Tischzentrifuge: Centrifuge 5403 von Eppendorf (Hamburg);

Transilluminator TFX-20 M von MWG-Biotech (Miinchenstein, Schweiz);
Ultrazentrifuge: Spinco L 50 von Beckman Instruments (Miinchen);
Vakuumkonzentrator: Speed Vac SC 110 von Savant Instruments (Holbrook, USA);
Vakuumpumpe: Vacumat 100 von Bachhofer Laboratoriumsgerate (Reutlingen);

Auswahl von pflanzlichem und tierischem Untersuchungsmaterial
Zum Nachweis einer Phytoplasmose in Wirts- und Nahrungspflanzen, Rebstocken, Versuchs-
pflanzen (von den im Gewichshaus durchgefiihrten Transmissions- und Erndhrungsversu-
chen) und von kiinstlich infizierten Catharanthus roseus wurden hauptséchlich Blattproben
der Pflanzen verwendet (Proben des Sprosses konnen zwar ebenfalls fiir die PCR aufgearbei-
tet werden, aber aufgrund des immer in ausreichender Menge vorhandenen Blattmaterials
wurde das mit wesentlich geringerem Aufwand aufzuarbeitende Blattphloem verwendet). Die
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grof3en, bei Rebstocken meist deutlich hervorgehobene Blattadern wurden mit einer Rasier-
klinge moglichst ohne umgebendes Blattgewebe von der Blattspreite getrennt. Es wurden vor
allem solche Blitter fiir die Aufarbeitung bevorzugt, an denen sich der vergilbte Blattanteil
noch nicht iiber das ganze Blatt ausgebreitet hat und die Blétter daher noch nicht abgestorben
waren. Nekrotische Blattbereiche wurden ausgespart.

Fiir den Nachweis von Phytoplasmen in tierischem Untersuchungsmaterial wurden, wenn
geniigend Individuen gefangen werden konnten, lebendgefangene und anschlieBend bei —
22°C eingefrorene Zikaden bevorzugt, da Tiere, die den Gelbfallen entnommen wurden, teil-
weise schon bis zu einer Woche sich auf diesen befinden konnten, was zu einer Schadigung
des Tiermaterials fithren konnte. Fiir die PCR wurden die Tiere einzeln oder in Gruppen auf-
gearbeitet. Da von den Zikadenarten, die auf ihre Vektoreigenschaften fiir Phytoplasmen in
die Untersuchung miteinbezogen wurden, keine zweifelsfrei phytoplasmenfreie Laborzuchten
existierten, wurde als Negativkontrolle die Zikadenart Fibriella flori (Deltocephalinae) aus

eigener Laborzucht verwendet.

Erhalt von Phytoplasma-Isolaten zur Kontrolle der PCR- und RFLP -Testergebnisse

Zur Uberpriifung positiver PCR-Testergebnisse und zum systematischen Vergleich des
RFLP-Musters eines Phytoplasmaisolates mit bekannten Erregertypen werden taxonomisch
bedeutsame Phytoplasmaisolate in Kultur gehalten. Da die Phytoplasmen sich nicht auflerhalb
lebender Wirtszellen kultivieren lassen, wurde eine Alternativwirtspflanze gesucht, in der die
Mikroorganismen iiberleben und sich vermehren konnen. Ein solcher Alternativwirt ist die im
Gewichshaus leicht zu kultivierende Pflanze Catharanthus roseus. Die Technik einer kiinstli-
chen Phytoplasmaiibertragung wurde von KUNKEL (1952) fiir die Ubertragung und Speiche-
rung von Phytoplasmen mittels der ,,Cuscuta-Briicke* entwickelt. Im ersten Schritt wird dafiir
ein gesunder Samling von C. roseus in direkter Nachbarschaft zu einer parasitiren Pflanze
(Cuscuta campestris Yunk.) platziert. Nach dem Anwachsen von C. campestris wurde im
zweiten Schritt eine mit dem zu {ibertragenden Phytoplasmaisolat infizierte Rebe so angeord-
net, dass die auswachsenden Triebe der Cuscuta zur Rebe gefiihrt werden konnten. Nach
Ausbildung der Haustorien am Rebstock wurden diese Triebe abermals zuriick zu C. roseus
geflihrt, um durch abermalige Parasitierung die Phytoplasmen der Rebe nun tibertragen zu
kénnen. Im Falle einer gelungenen Ubertragung auf C roseus kénnen die ersten Symtome
nach etwa 3-6 Monaten beobachtet werden, die sich zunehmend iiber die ganze Pflanze aus-
breiten. Eine Vermehrung der Phytoplasma-Isolate kann im Anschluss durch Pfropfung auf

andere Catharanthus roseus-Pflanzen durchgefiihrt werden.
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Von Vorteil fiir die molekularbiologische Arbeit ist die hemmstoffarme Phloemfliissigkeit der
Pflanzen und die Beobachtung, dass der Titergehalt des Erregers oftmals in wesentlich hohe-
ren Konzentrationen als im Originalwirt vorkommt. Bei einer Infektion zeigen diese Pflanzen
leicht zu erkennende Blattvergilbungen, Bliitenvergriinungen und Wachstumsstorungen. Von
den Bléttern werden nach Erscheinen der sichtbaren Infektionsmerkmale Blattproben fiir die
PCR aufgearbeitet und die DNA nach einem positiven Nachweis des gewiinschten
Phytoplasmaisolats in einem Vorratsgefdl bei —22°C als positive Vergleichsprobe aufbe-
wahrt. Mit jedem PCR-Ansatz wurde auch mindestens eine aus C. roseus hergestellte Ver-
gleichsprobe als ,,positiv- Kontrolle* mitgetestet. Im Falle einer nicht sichtbaren Bande dieser
,»positiv-Kontrolle* wurde das PCR-Ergebnis verworfen und der PCR-Test wiederholt.

Tabelle 2.6: Phytoplasmaisolate als positiv-Kontrolle bei der PCR

Zum Vergleich mit Phytoplasmen der Schwarzholzkrankheit (VK; Phytoplasmengruppe: STOL) und der FD-

Pfalz (Phytoplasmengruppe: EY)

+: International verwendete Abkiirzung;

++: Die deutsche Bezeichnung ,,Vergilbungskrankheit® fiir die in Deutschland vorkommenden Phytoplasmosen der
Rebe wurde nach der Detektion eines zweiten Typs einer Vergilbungskrankheit in Deutschland vom ,,Favescence
dorée-Typ* differenziert. Die in den deutschen Weinbaugebieten wichtigste Vergilbungskrankheit wird daher als
Schwarzholzkrankheit der Rebe bezeichnet, wihrend die zweite, in Deutschland nur in der Pfalz auftretende Ver-
gilbungskrankheit als FD-Pfalz (neuerdings auch als Palatinate grapevine yellows) bezeichnet wird.

+++: Bestimmung der Gruppenzugehérigkeit nach SEEMULLER et al. (1998)

1: R. Credi, Universita degli Studi, Bologna Italien; CREDI (1994)
2: M. Maixner, BBA Bernkastel-Kues; MAIXNER (1995)
3: E. Seemiiller, BBA Dossenheim,;
4: E. Boudon Padieu, INRA Dijon, Frankreich; BOUDON-PADIEU (1996)
Phytoplasma- . . . Phytoplasma-
isolat * Originalwirt Land Name der Krankheit gruppe *** Quelle
CA-1 Vitis vinifera L., cv. ltalien | Giallume della vite sTOL
Cavecchia 1
CH-1 Vitis vinifera L., cv. ltalien | Giallume della vite sTOL
Chardonnay
GGY Vitis vinifera L Deutschland German grapevine yellows STOL 2
' (Vergilbungskrankheit der Rebe++)
SA-1 Vitis _vm|fera L. cv. Italien Giallume della vite STOL
Sangiovese 1
SA-2 Vitis _vmlfera L., cv. Italien Giallume della vite STOL
Sangiovese
ALY Alnus glutinosa Gaertn. Italien Alder yellows EY 3
FD 70 Vitis vinifera L. Frankreich | Flavescence dorée EY 4

Untersuchte Tier- und Pflanzenarten

Die PCR-Tests zum Phytoplasmennachweis in Pflanzen und Insekten und RFLP-Analysen
zur Charakterisierung der Isolate wurden nach bereits beschriebenen Methoden durchgefiihrt.
Um Phytoplasmen unterschiedlicher Gruppen zu detektieren, wurden die unspezifischen

Primerpaare fP1/rP7 und fU5/rU3 verwendet. Zum Nachweis der Schwarzholzkrankheit wur-
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den standardméBig die Primer fStol/rStol und zur Detektion der FD-Pfalz wurden die Primer
fAY/rEY eingesetzt.

Fiir die Differenzierung verschiedener Isolate der einzelnen Erreger sind nicht-ribosomale
DNA-Sequenzen hoher Variabilitdt besonders geeignet. Ein Teil der Amplifikate wurde da-
nach durch RFLP-Analysen charakterisiert. Zur Uberpriifung eventueller falsch-positiver
Nachweise des Stolbur-Phytoplasmas wurde das Primerpaar f/r-tufAY verwendet, das die
Aster-Yellows/Stolbur- gruppenspezifische Amplifikation eines nicht-ribosomalen DNA-
Sequenz ermoglicht.

Fiir die Auswahl der neben den bekannten Vektorarten in die Untersuchung miteinbezogenen
Zikadenarten war ihr Vorkommen in den von der Vergilbungskrankheit betroffenen Wein-
baugebieten und ihre Zugehorigkeit zu der Gruppe der phloemsaugenden Zikaden ausschlag-
gebend.

Die Auswahl der getesteten Pflanzenarten erfolgte, um das Testvolumen sinnvoll zu begren-
zen, aufgrund ihrer Bedeutung im Nahrungsspektrum von H. obsoletus: Nur solche Pflanzen,
auf denen diese Tiere gefangen wurden und damit zumindest als Nahrungspflanzen in Be-
tracht zu ziehen sind, wurden gezielt getestet. Dartiber hinaus wurden zusétzlich Pflanzen, die
in Weinbergsarealen hiufig anzutreffen sind und die gleichzeitig aufgrund ihres duBleren Er-
scheinungsbildes wie Blattverfairbungen, Zwergwuchs Symtome einer Phytoplasmose aufwie-
sen, getestet.

In Weinbaugebieten, in denen die Symtome der Vergilbungskrankheit erstmalig oder in nur

geringem Ausmal auftrat, wurden symptomatisch erscheinende Rebstocke ebenfalls getestet.

Aufarbeitung von tierischem und pflanzlichen Untersuchungsmaterial
1. Detektion von Phytoplasmen der Schwarzholzkrankheit (vgl. REINERT, 1999)

Zum Nachweis der Schwarzholzkrankheit wurde fiir die gro3te Anzahl der Proben der grup-
penspezifische Primer fSTOL/rSTOL verwendet, wahrend zum Nachweis der FD-Pfalz der
gruppenspezifische Primer fAY/rEY zum Einsatz kam (vgl. Tab. 2.7). Von den in Weinreben
bekannten Phytoplasmen der Stolburgruppe existierten bisher zwei bekannte Isolate in
Deutschland, die die Schwarzholzerkrankung der Weinrebe verursachen. Wahrend das am
meisten verbreitete Isolat in den deutschen Weinbaugebieten als Stolbur Muster VK-B be-
zeichnet wurde, wurde das bisher nur in der Pfalz detektierte zweite Isolat als Stolbur Muster
VK-A bezeichnet. Neuere Untersuchungen hatten eine Umbenennung zur Folge (LANGER, M
& MAIXNER, M.; 2004). Wihrend die Primer fSTOL / rSTOL fiir den Nachweis beider
Isolattypen verwendet wurden, konnten mit den Primern fSTOL4 / rSTOL4 speziell
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Phytoplasmen des seltenen Stolburisolats Muster A nachgewiesen werden. Durch nachfol-
gende RFLP-Analysen, bei denen die PCR-Produkte mit DRA | verdaut wurden, konnten bei-
de Muster voneinander unterschieden werden (vgl. Abb. 3.17). Durch die Verwendung des
gruppenspezifischen Primers tufAY und dem anschlieBenden Verdau mit Hpall gelang es, das
Stolbur Muster VK-B weiter zu differenzieren in die Gruppen b und c. Diese neue Gruppe ¢
konnte aus H. obsoletus, aus V. vinfera und C. sepium isoliert werden. Es ergibt sich nun fol-
gende neue Differenzierung:

VK-Typ I: Dieser Typ entspricht der VK-A (Typ a nach tufAY / Hpall-Analyse)

VK-Typ Il bzw. I11: Dieser Typ entspricht der VK-B (weiter differenziert in Typ b bzw. Typ ¢
nach tufAY / Hpall-Analyse)

2. Detektion von Phytoplasmen der FD-Pfalz (vgl. REINERT, 1999)
Von den in Weinreben bekannten Phytoplasmen der FD- Pfalz-Krankheit sind bisher drei

unterschiedliche RFLP-Muster unter den Bezeichnungen FD-Pfalz Muster A — C bekannt.
Die Detektion dieser Phytoplasmen erfolgte mit den gruppenspezifischen Primern fAY / rEY.
Im Falle einer RFLP-Analyse zur Unterscheidung der unterschiedlichen Muster wurde mit
ausgewdhlten Proben eine zweite PCR mit den Primern fFD9 / rFD9 durchgefiihrt, da die
Amplifikationsprodukte der fAY / rEY-Primer fiir einen Restriktionsverdau zu klein waren.
Zur Verbesserung der Ergebnisse wurde von dem Amplifikationsprodukt zusétzlich noch eine
,hestet-PCR* mit dem Primern FD9 F2 / FD9 R1 angeschlossen und anschlieBend mit dem
Restriktionsenzym Tru | die RFLP-Analyse durchgefiihrt. Das Restrikitionsenzym Alu I wur-
de zur Unterscheidung zwischen Phytoplasmen der FD-Pfalz und Phytoplasmen der Rubus

Stunt — Erkrankung der Brombeere verwendet.
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Tabelle 2.7: Ubersicht iiber die getesteten Zikadenarten und die dafiir verwendeten Primer
und Restriktionsenzyme

£ | Zikadenart
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PCR
Verwendung unspezifischer, breit detektierender Primer zur Detektion einer Phytoplasmainfektion
fP1/rP7 -+ |+ ]+ - S I T I I I i A I A -+ | - - |-
fus/ruU3 T e e e R I N N A N B I I N e
Verwendung gruppenspezifischer Primer zum Nachweis von Phytoplasmen der Schwarzholzkrankheit *
fSTOL /rSTOL e e e R T T I S S (N N (O U A (S AU IS RS (S
ftuf AY / rtuf AY + - - -] -1-1-1-1+|-|-1-"1-1-/+|-1-/1-/1-/-
fSTOL4 / rSTOL4 e I S I N B e A AT AT A N I A S I S N
Verwendung gruppenspezifischer Primer zum Nachweis von Phytoplasmen der FD-Pfalz-Krankheit ®
fAY /TEY - e S S e O e e e e U T e e e T S e
FD9F2 / FD9R1 T T e e e e e e e T e T T I R

RFLP — Analyse

Restriktionsenzym zur Unterscheidung der beiden Stolburtypen VK-A und VK-B von Phytoplasmen der

Schwarzholzkrankheit

Dral

- - - + -

Restriktionsenzym zur Unterscheidung der vier FD-Pfalztypen Muster A — D von Phytoplasmen der FD-Pfalz

Tru Il (MSE 1)

+

Alul
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Tabelle 2.8: Ubersicht iiber die getesteten Pflanzenarten

Herkunft der Versuchspflanzen: A: Franken; B: Nahe: Versuchsfliche MONZ-1.2; C: Mosel Saar Ruwer: Ver-
suchsfliche BKS-6.1; D: Mosel Saar Ruwer: Versuchsfliche BKS-3.1; E: Versuchsfliche Pfalz: UNG-1; F:
Spanien;

Pri merpaare Untersuchte Pflanzenarten
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FD9F2 / FD9R1 +
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fAY / TEY + + |+ N

Aufarbeitung von Phytoplasmen - DNA aus tierischem Gewebe:

Die Gewinnung von Phytoplasmen — DNA aus tierischem Material erfolgte nach der von
Doyle & Doyle (1990) entwickelten und benannten CTAB — Methode. Die Benennung dieser
Methode erfolgte aufgrund des Cethyltrimethylammoniumbromids (CTAB) als charakteristi-
scher Bestandteil des Mazerationspuffers (CTAB — Puffer; vgl. Tab. 2.11), der in der Unter-
suchung fiir die Aufarbeitung des Pflanzenmaterials verwendet wurde. Fiir die Homogeni-
sation der Zikaden wurde dagegen der von Daire (1994) modifizierte Homogenisationspuffer
verwendet. Im Gegensatz zu pflanzlichem Homogenisat fallt der pH — Wert bei tierischem
Ausgangsmaterial nicht stark ab, so dass die Tris-HCI — Konzentration reduziert werden
konnte. Ebenso konnte aufgrund der in tierischen Geweben niedrigen Calciumgehalte der
EDTA — Gehalt verringert werden. Die Inkubationszeit des Homogenisats im Thermomixer

konnte von 30 min (vgl. Daire, 1994) bei gleichen Ergebnissen auf 12 min verkiirzt werden.

1. Einzeltiertests

Die Einzeltiertests wurden mit dem Ziel durchgefiihrt, die in den verschiedenen Populationen
vorkommenden Infektionshaufigkeiten zu testen um diese in Bezug mit den Durchseuchungs-
graden der angrenzenden Ertragsrebflichen setzen zu konnen. Die der Untersuchung zu
Grunde liegende Frage war, ob sich die InfektionsgroBe in einer Population direkt auf den
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Durchseuchungsgrad angrenzender Weinfelder auswirkt. Durch die Zusammenfassung der
einzelnen Infektionshdufigkeiten konnte zudem erstmalig fiir die verschiedenen, von der
Schwarzholz-Krankheit betroffenen Weinanbauregionen ein Uberblick iiber die aktuelle

Durchseuchung der Vektorpopulationen und der Ertragsrebflichen erreicht werden.

Jeweils eine Zikade wurde in einem 2,0 ml Reaktionsgefal mit 300 pul Homogenisationspuffer
iiberfiihrt und mit einem Kunststoffhomogenisator zerrieben. Im Anschluss daran wurde das
Homogenisat zur Lyse der Membranen und zur Freisetzung der DNA 12 min im Thermomi-
xer bei 65° C geschiittelt. Danach wurde zur Reinigung von Proteinen 300 ul Chloroform /
Isoamylalkohol (24:1 v/v) zugegeben und geschiittelt. Nach 5 min Zentrifugation bei 3200 g
wurde die obere, wissrige und DNA-haltige Phase (etwa 250 - 300 pl) in ein Reaktionsgefal3
tiberfiihrt und ein zweiter Reinigungsschritt durch abermalige Zugabe von 300 ul Chloroform
/ 1soamylalkohol (24:1 v/v) angeschlossen. Das Gemisch wurde ebenfalls geschiittelt und 5
min bei 3200 g zentrifugiert. Danach wurde die obere, wissrige Phase in ein neues Reakti-
onsgefal tiberfiihrt und zur Féllung der DNA mit 300 pl eiskaltem Isopropanol versetzt, so-
fort geschiittelt und tiber Nacht (Mindesteinwirkzeit: 20 min) bei —22° C inkubiert. Zur Wei-
terverarbeitung wurde die Probe 6 min bei 10° C in einer Kiihlzentrifuge zentrifugiert
(15000g). Der Uberstand wurde entfernt und das DNA-haltige Pellet mit 300 pl Ethanol (70%
v/v) gewaschen. Die Probe wurde danach noch mal 6 min bei 10° C und 15000g zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in einem Vakuumkonzentrator getrocknet. Im
letzten Schritt wurde das getrocknete Pellet mit 50 ul TE — Puffer (vgl. Tab. 2.11) versetzt
und mittels einer Pipette durch mehrfaches, vorsichtiges Ansaugen und Ausdriicken der Fliis-
sigkeit, gelost. Bis zur weiteren Verwendung wurden die einzelnen Proben bei —22° C einge-
froren. Nach Abschluss der PCR — Tests erfolgte eine langfristige Konservierung bei —80° C.
Fiir die Aufarbeitung groBerer Zikadenarten der Gattungen Aphrodes, Cixius, Macropsis,
Oliarus und Penthimia wurden jeweils 500 pul Homogenisationspuffer, Isopropanol und Etha-
nol verwendet. Die Aufbewahrung der isolierten DNA erfolgte anschlieBend in 80 ul TE-
Puffer.

2. Gruppentests (Batch-Tests)

Die Untersuchung einer gro3en Anzahl einzelner Tiere mittels der PCR ist sehr aufwendig.
Zu diesem Zweck wurden, soweit die gefangene Tieranzahl dies erlaubte, Gruppentests mit
dem Ziel der Entwicklung einer einfach durchfiihrbaren Methodik zur Feststellung der Infek-

tionshéufigkeit in die Untersuchung miteinbezogen. Im Vergleich zu den Einzeltier-Tests tritt
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allerdings bei Gruppentests aufgrund der beiden Entscheidungsmdglichkeiten ,keines der
Tiere war infiziert“ oder ,ein oder mehrere Tiere der Gruppe waren infiziert” eine
Unprézision auf. Da sowohl die Haufigkeit infizierter Tiere in einer Population als auch der
Anteil positiver PCR-Tests binomial verteilte GroBen darstellen, entwickelten
BHATTACHARYYA et al. (1979) mit dem ,,infinite population model“ eine Berechnungs-
grundlage zur Abschitzung des Werts fiir die Infektionshaufigkeit (,,population infection ra-
te“(IR)) in Populationen, die wesentlich gréBer sind als die Anzahl der getesteten Tiere. Aus-
gangspunkt ihrer Berechnung war die vom Department of Statistics and Department of
Entomology der Universitit von Wisconsin entwickelte ,,minimum field infection rate®-
Schitzmethode (MFIR). Diese Methode ist nur fiir sehr geringe Infektionshdufigkeiten geeig-
net, wihrend fiir hohere Infektionshaufigkeiten, bei der mehr als ein Tier in einer Testgruppe

positiv sein kann, eine Unterschiatzung der wirklichen Hohe auftreten kann

MEIR = 1-R/n) * 100 MFIR; IR: Prozentualer Anteil infizierter Tiere;
- m n: Anzahl der Testgruppen;

- (1. Umy % m: Anzahl der Insekten pro Gruppe (Gruppengrofe);
IR = (1-(R/n)™") * 100 R: Anzahl negativ getesteter Gruppen;

Voruntersuchungen zur Sensibilitit der PCR-Technik bei Batch-Tests

Vorangegangene, institutsinterne Voruntersuchungen zur Sensibilitit der PCR beziiglich
Gruppentests von H. obsoletus zeigten die Tendenz, dass ein positives Tier in einer Gruppe
von 25 Tieren detektiert werden konnte. Diese Testergebnisse wurden anhand halbierter Tiere
gewonnen, indem die erste Korperhilfte durch Einzeltests iiberpriift wurde. Im Anschluss
wurden Gruppen mit der jeweiligen zweiten Korperhilfte so zusammengestellt, dass genau
ein infiziertes Exemplare in einer Gruppe vorhanden sein sollte. Zur Uberpriifung dieser Ge-
nauigkeit und zur Kldrung der Frage, ob die jeweils als ,,nicht infiziert” eingestuften zweiten
Korperhilften tatsdchlich ebenfalls ein negatives Ergebnis zeigten, wurden daher beide Kor-
perhélften jeweils einzeln getestet und das Gesamtergebnis miteinander verglichen. Mit die-
sem Verfahren sollte gleichzeitig die in den Voruntersuchungen ermittelte Sensibilitit tiber-
priift werden. Insgesamt wurden 489 Tiere entlang der Korperlédngsachse auf einer gefrorenen
Platte mit Parafilm fixiert, mit einer Rasierklinge halbiert und gemif3 der Anleitung von Ein-

zeltier-Tests aufgearbeitet.
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Durchfiihrung der Batch-Tests

Die Gruppentests wurden anhand ungeschnittener und lebendgefangener Tiere durchgefiihrt.
Insgesamt wurden 668 H. obsoletus von den Versuchsflaichen BOPP-2 (Mittelrhein), MONZ-
1.1 (Nahe) und UNG-1 (Pfalz) fiir die Gruppentests verwendet (vgl. Tab. 2.9). Anhand der
Einzeltier-Tests wurden zur Vermeidung unnétiger Gruppentests die Gruppengré3en so aus-
gewdhlt, dass moglichst positive und negative Ergebnisse gleichzeitig auftreten konnten, da
eine hohe Infektionshiufigkeit in einer Population bei groflen Testgruppen zu fast ausschlief3-
lich positiven Ergebnissen, niedrige Infektionshiufigkeiten bei kleinen Testgruppen zu fast

ausschlieBlich negativen Testergebnissen gefiihrt hétte.

Tabelle 2.9: Zusammenstellung der Gruppengrofien (m) fiir die Batch-Tests von H. obsoletus
N: Gesamtanzahl der Versuchstiere pro Beprobungsfldche; ny,: Anzahl der Testgruppen; m: Anzahl der Tiere pro
Testgruppe;

Beprobungsfliche | Jahr Fangwoche Nm m N
(Jahreswoche)
24 2
BOPP-2 1999 24 10 5 138
4 10
25 2
MONZ-1.1 1999 26 10 5 150
5 10
27 4 20
UNG-1 2000 28 10 20 380
31 5 20

Neben H. obsoletus wurden auch andere phloemsaugende Zikadenarten einzeln oder in Grup-
pen getestet (vgl. Tab 2.10). Diese Testserien dienten dazu, durch Nachweis der Pathogene
einen weiteren moglichen Vektor zu identifizieren.

Die Homogenisierung der Tiere, die fiir die Gruppentests vorgesehen waren, erfolgte bis zu
einer Gruppengro3e von 3 Tieren in ReaktionsgefdBen (2,0 ml Gefdllvolumen). Tiere, die fiir
groflere Gruppentests vorgesehen waren, wurden entsprechend ihrer Gruppengrof3e (zwischen
4 und 20 Tieren) in einer zuvor mit kochender 0,1 mol HCL-L&sung und sterilisiertem Was-
ser ausgewaschenen Reibeschale homogenisiert. Die Menge des verwendeten Zikadenpuffers
wurde bei allen Gruppentests entsprechend der Gruppengrof3e angepasst, so dass fiir jedes
Tier einer Gruppe dieselbe Menge Zikadenpuffer eingesetzt wurde, wie sie auch bei den Ein-
zeltier-Tests zur Verfiigung stand. Aus dem in den Reibeschalen vorliegenden Homogenisat

wurden dann 300 pl in ein Reaktionsgefaf tiberfiihrt und fiir 12 min bei 65° C im Thermomi-
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xer inkubiert. AnschlieBend wurde die Aufarbeitung nach der oben beschriebenen Anleitung
fortgefiihrt.

Die Proben, die bis zu einer Gruppengréfle von 3 Tieren im Reaktionsgefdl homogenisiert
wurden, verblieben dort bis zur ersten Entnahme von 300 pl aus der oberen, wiassrigen und
DNA-haltigen Schicht. Im Anschluss daran erfolgte die weitere Aufarbeitung ebenfalls nach
der oben beschriebenen Anleitung.

Tabelle 2.10: Einzeltier- und Gruppentests zum PCR-Nachweis von Phytoplasmen in

phloemsaugenden Zikadenarten
N: Gesamtzahl getesteter Tiere einer Zikadenart; n.,,: Anzahl der Testgruppen; m: Anzahl der Tiere pro Test-
gruppe;

Gelbfallenfange
Zikadenart Primerpaare Einzeltiertests Gruppentests
Anzahl m N
3 4 5

Agallia sp. f/r Stol 27 3 6 3 54
Aphrodes sp. f/rSTOL; U3/ U5 1
Cixius sp. f/r Stol 48
Fiberiella sp. fAY / TEY 2
Idiocerus sp. fAY / rEY U3/ U5 24
Jassus sp. fAY /rEY; U3/ U5 1
Macropsis sp. fAY / TEY 143
Macrosteles sp. U3/ Us; P1/P7 16
Neoalit. fenestratus f/r Stol 2 4 14 101 583
Oliarus panzeri f/rSTOL; 55
Ophiola sp. U3/ Us; 2
Penthimia nigra f/r Stol 98

Streifnetzfange

Zikadenart Primerpaare Einzeltiertests Gruppentests
Anzahl m N
3 4 5

Agallia sp. f/r Stol 21 2 3 4 50
Allygus sp. AY /EY 2
Aphrodes sp. f/rSTOL; U3/ U5 28
Cixius sp. f/r Stol 15
Evacanthus P1/P/ 1
Idiocerus sp. fAY / rEY U3/ U5 1
Macropsis sp. fAY I TEY 1
Neoalit. fenestratus f/r Stol 29 4 1 2 44
Oliarus panzeri f/r Stol 7
Oncopsis alni fAY / TEY 35

Aufarbeitung von Phytoplasmen-DNA aus pflanzlichem Gewebe

Die Aufarbeitung des Pflanzenmaterials erfolgte unter Verwendung des CTAB — Puffers ent-
sprechend der von Doyle & Doyle publizierten Methode.

Jeweils 0,12 g Pflanzenmaterial wurden in 1,6 ml CTAB — Puffer (vgl. Tab. 2.11) in der Rei-

beschale homogenisiert und in ein Reaktionsgefdl (2,0 ml Gefdlvolumen) iiberfiihrt. Das
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Homogenisat wurde anschlieBend 30 min bei 60° C im Thermomixer inkubiert und geschiit-
telt. Nach der Zentrifugation bei 2200 g (1 min) wurden 800 pl vom wissrigen und DNA-
haltigen Uberstand in ein neues ReaktionsgefiB iiberfiihrt und nach Zusatz von 800 ul Chloro-
form / Isoamylalkohol (24:1 v/v) ausgeschiittelt und 5 min bei 3200 g zentrifugiert. Aus dem
Uberstand wurden im Anschluss daran etwa 750 ul in ein neues Reaktionsgefil iiberfiihrt.
Dabei wurde darauf geachtet, dass die Zwischenschicht zur Vermeidung einer Kontamination
nicht mitiiberfithrt wurde. Nach der Zugabe von 800 pl Chloroform / Isopropanol (24:1 v/v)
wurden die Proben abermals geschiittelt, 5 min bei 3200 g zentrifugiert und der Uberstand
(500 — 600 pl ) in ein neues Reaktionsgefal tiberfiihrt. Im Anschluss daran wurden 800 pl
eiskaltes Isopropanol hinzugegeben und {iber Nacht (Mindestinkubationszeit 20 min) bei —22°
C aufbewahrt. Zur Weiterverarbeitung wurde die Probe 5 min bei 10° C in einer Kiihlzentri-
fuge zentrifugiert (15000g). Der Uberstand wurde entfernt und das DNA-haltige Pellet mit
500 wl Ethanol (70% v/v) gewaschen. Nachdem die Proben noch einmal fiir 5 min bei 10° C
und 15000g zentrifugiert wurden, konnte der Uberstand verworfen und das Pellet in einem
Vakuumkonzentrator getrocknet werden. Im Anschluss daran erfolgte die Losung des Pellests
durch Zugabe von 80 ul TE — Puffer und die anschlieBende Aufbewahrung der Proben bis
zum Gebrach erfolgte ebenfalls bei —22° C.

Tabelle 2.11: Zusammenstellung der fiir PCR und Gelelektrophoresen verwendeten Puffer
1: Pufferzusammensetzung nach Doyle & Doyle (Doyle -Puffer); 2: Pufferzusammensetzung nach Daire;

- PUFFER
Chemikalien
CTAB' ZikadenaufschluBpuffer > TE  Beladungspuffer TAE TBE
Tris-Acetat 40 mM
Tris-Borat 90 mM
Tris - HCI 05M 0,1M 10 mM
NaCl 14M 14 M
EDTA 20mM 10 mM 1mM 1mM 2 mM
CTAB 2% (w/v) 2% (Wiv)
2 - Mercaptoethanol 0,2%
H,O bidest. 10 ml
Sucrose 49
Bromphenolblau 25 mg
pH 8,0 8,0 8,0
Sterilisation
. + + +
(Autoklavierung)

Durchfiihrung der PCR-Tests
Jeder PCR-Test tierischen Materials bestand in der Regel aus 25 Proben: Eine Reinstwasser-
probe zum Nachweis eventueller Kontaminationen von Gerdten und Chemikalien wéhrend

der Vorbereitung der PCR - Proben durch Fremd-DNA, einer Positiv — Kontrolle aus Pflan-
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zenproben, die aus Pflanzen hergestellt wurden, die zur Kultivierung verschiedener
Phytoplasmenisolate oder durch Ubertragungsversuche im Labor kiinstlich infiziert wurden
und den zu testenden Tierproben. Um eine eventuelle Kontamination durch Phytoplasma-
DNA wihrend der Aufarbeitungsprozedur ausschlieBen zu kénnen, wurden in regelméfBigen
Abstianden sowohl der Zikadenaufschlusspuffer als auch phytoplasmafreie Zikaden aus eige-
ner Laborzucht (Fibriella flori, Deltocephalinae) gleichzeitig mit den anderen Proben aufge-
arbeitet und getestet. Zur Absicherung der PCR — Ergebnisse wurde in unregelméBigen Ab-
stinden aulerdem die Anzahl der Reinstwasserproben erhoht und vormals positiv getestete
Proben zur Reproduzierbarkeit des Testergebnisses wiederholt getestet.

Zunichst wurde das Reaktionsgemisch mit einem Gesamtvolumen von 250 pl hergestellt (vgl.
Tab. 2.12). Zur Vereinfachung der Konzentrationsberechnungen wurde das Volumen der
Polymerase vernachlédssigt). Der Inhalt des Reaktionsgemisches bestand aus 50 ul der 4
dNTPs (2mM), je 50 ul der beiden Primer (je 5 uM), 100 ul ,,polymerase reaction buffer< mit
einer 2,5 mM Mg?" - Konzentration und 5 pl Polymerase (1U/ul). Bei einem 25er-Ansatz
wurde in jedes der 25 PCR - Reaktionsgefile 10 pl des Reaktionsgemisches, 8 pl
Reinstwasser und 2 ul Template der zu testenden Proben bzw. der Kontrollproben pippetiert.
Die Endkonzentration an Mg?*-lonen im PCR-Ansatz war bei ribosomalen Primern fiir die
DNA — Isolation aus Pflanzen mit 2,0 mM hdher gegeniiber des Ansatzes fiir tierisches Mate-
rial. Dieselbe Mg**-Konzentration wurde, unabhingig vom Ausgangsmaterial bei den nicht—
ribosomalen Primerpaaren FD9 und STOL4 eingesetzt. Das Reaktionsvolumen wurde dabei
auf 25 pl bzw. auf 30 ul pro Probe erhoht (vgl. Tab. 2.12). Hohere Reaktionsvolumina einer
Probe waren vor allem dann notwendig, wenn die PCR — Produkte fiir eine sich anschlieBende
RFLP — Analyse bendtigt wurden. Damit die Konzentrationsverhéltnisse bei den unterschied-
lichen Ansitzen gewahrt wurden, wurde immer auf ein gleiches Volumenverhiltnis des Reak-

tionsgemisches einerseits und des Wassers und Templates andererseits geachtet.

In Vorversuchen wurden die Reaktionsbedingungen der PCR, wie sie von der Arbeitsgruppe
des Instituts etabliert waren (REINERT, 1999) tiberpriift und die Idealbedingungen fiir die
beiden verwendeten Thermocycler getestet. Dabei ergaben sich keine Anderungen der ange-
wendeten Standards. Lediglich die Anzahl der Zyklen wurde beim fSTOL / rSTOL — Primer
von 35 Zyklen auf 30 begrenzt, um der Gefahr von Fehlamplifikationen vorzubeugen (vgl.
Tab. 2.13). Bei der Verwendung des Thermocyclers ,,OmniGene TR 3 CM 20 (Hybaid)
wurden die Reaktionsansidtze mit 2 Tropfen (ca. 5 pul) Mineraldl beschichtet, wihrend beim

Thermocycler ,,Master Cycler Gradient” (Eppendorf) aufgrund der Deckelheizung fiir das
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Reaktionsgefa3 (105°C) darauf verzichtet werden konnte. Im Anschluss an die PCR wurden

die Proben zur Visualisierung des Testergebnisses auf Agarosegele aufgetragen.

Tabelle 2.12: Zusammenstellung der Mengen- und Konzentrationsverhéltnisse fiir die PCR
1: Volumen der Polymerase wurde fiir die Berechnung der einzelnen Stoffkonzentrationen vernachldssigt; a:
ribosomale Primer; b: nicht ribosomale Primerpaare: FD9 und STOL4;

Konzentrationsverhiltnisse des Reaktionsgemisches (250 ul)l

Reaktionsgemisch H,O | Template
dNTP | je Primer rezgli)get;ﬁ:fee ; Polymerase1
tsi;o:;g]eﬂ?si?l i(r;sgeprl%estellten Reak- Soul | 2*50 pl 100 i 5 pl _
S oamw| L | EESTMME | St
Konzentrationsverhiltnisse des Gesamtansatzes (500 ul)
Reaktionsgemisch H,O | Template
itr?;;genge” Im gesamten PCR = 55 1 | 250 ul 100 pl 5l 2310 25%2 pl
sumorewaiowrn oz | osan | mpEm [subas [
Mengenverhiiltnisse pro PCR - Probe
S | R ] o | vemwie
el sne smars g
e | @ 2sw | wsw | 2w
et e A 1o sow | mow | 2w
Verhiltnis im Reaktionsgemisch: 1 1
H,0 u. Template

Tabelle 2.13: PCR — Bedingungen in Abhéngigkeit der verwendeten Primerpaare
Stage: Nr. des PCR — Zyklusses (Programmschritt); Step: PCR — Status, bestehend aus Schmelzen der DNA (m = melting:),
Primeranlagerung (a = annealing), DNA — Synthese (e = elongation) und Abkiihlphase (¢ = cooling down);

Primer Stage | Step | Temperatur Dauer Anzahl der
°O) (min :s) Zyklen
Unspezifische Primer

fP1/rP7 1 m 94 1:00 1
m 94 1:00

2 a 55 1:00 35
e 72 1:30

3 c 25 1:00 1

fFU3/ rus 1 m 94 1:00 1
m 9 1:00

2 a 55 1:00 30

63




Fortsetzung Tab. 2.13

Material und Methode

Primer Stage | Step | Temperatur Dauer Anzahl der
(°O) (min : s) Zyklen
e 72 0:45
3 c 25 1:00 1

Gruppenspezifische Primer zum Nachweis von Phytoplasmen der Stolbur —Gruppe

fSTOL /rSTOL 1 m 94 1:00 1
m 94 1:00

2 a 59 0:45 30
e 72 0:30

3 c 25 1:00 1

fTuf AY / rTuf AY 1 m 95 1:00 1
m 95 0:30

2 a 53 0:30 35
e 72 1:00
3 c 25 1:00

fSTOL 4/rSTOL 4 1 m 94 1:15 1
m 94 1:00

2 a 48 1:00 35
e 72 1:00

3 c 25 2:00 1

Gruppenspezifische Primer zum Nachweis von Phytoplasmen der EY -Gruppe

fAY /rEY 1 m 94 1:00 1
2 m 94 1:00 3
2 a 65 1:00

e 72 0:30
m 94 1:00

3 a 64 1:00 3
e 72 0:30

4 m 94 1:00 1
a 63 1:00
e 72 0:30
m 94 1:00

5 a 62 1:00 1
e 72 0:30
m 94 1:00

6 a 61 1:00 1
e 72 0:30
m 94 1:00

7 a 60 1:00 1
e 72 0:30
m 94 1:00

8 a 59 1:00 1
e 72 0:30
m 94 1:00

9 a 58 1:00 23
e 72 0:30

10 c 25 1:00 1

FD9F2 / FD9R1 1 m 94 1:30 1
m 94 0:45

2 a 48 0:30 40
e 72 1:00

3 c 25 2:00 1

64




Material und Methode

Restriktionsanalyse nicht-ribosomaler DNA (RFLP-Analysen)

Die RFLP-Analyse wurde zur Detektion verschiedener Isolate (Muster) von rebpathogenen
Phytoplasmen der Stolbur- und der FD-Pfalz-Gruppe angewendet. Dazu wurde im Anschluss
an die PCR meist eine zusitzliche nested-PCR angeschlossen, um die Menge der amplifizier-
ten DNA-Fragmente zu erhohen. Dieses Verfahren erlaubte auch bei einer im Agarosegel
schwachbandig erscheinenden Probe eine genligende Menge von Amplifikationsprodukten
zum Restriktionsverdau zur Verfligung zu stellen. Die Auswertung der Restriktionspolymor-
phismen erfogte durch die Polyacrylamid-Geleletrophorese, die im Gegensatz zur Agarose-

Gelelektrophorese eine hohere Trennschirfe zwischen 10 bp und 2000 bp erlaubt.

1. Restriktionsanalyse von Phytoplasmen der Schwarzholzkrankheit (vgl. Abb. 3.17-A)

Zunichst erfolgte der Nachweis von Phytoplasmen der Schwarzholzkrankheit (Stolbur-
Gruppe) mittels des Primerpaars STOL. Mit diesem Primerpaar lassen sich zwar beide Isolate
(VK-A und VK-B) der Schwarzholzkrankheit nachweisen, aber aufgrund der dhnlichen Grof3e
beider Fragmente konnen im grobauflosenden Agarosegel keine Unterschiede festgestellt
werden. Zum gesicherten Nachweis des wesentlich seltener, bisher nur in der Pfalz auftreten-
den Stolbur VK-A-Musters wurden PCR-Tests mit den Primerpaar STOL4 durchgefiihrt. Die
Absicherung des Ergebnisses erfolgte durch eine anschlieBende RFLP-Analyse mit dem Rest-
riktionsenzym DRA | (vgl. Bilder Tafel 5 und 6). Der Inhalt einer Probe bestand aus 20 ul
PCR-Produkt und 6 pl angesetztem Reaktionsgemisch. Der Ansatz des Reaktionsgemisches
bestand aus 0,7 ul Restriktionsenzym DRAI (10 U/ul), 2,6 ul mitgeliefertem BSA-Puffer und
2,7ul Reinstwasser und wurde, mit Mineraldl beschichtet, fiir mindestens 2 Std. im Thermo-

mixer inkubiert.

2. Restriktionsanalyse von Phytoplasmen der FD-Pfalz-Krankheit (vgl. Abb. 3.17-B)

Zur Restriktionsanalyse von Phytoplasmen der FD-Pfalz wurden solche Proben verwendet,
die beim Primerpaar fAY/rEY ein positives PCR-Ergebnis zeigten. Da fiir die Restriktions-
analyse grofere DNA-Sequenzen zum Verdau notwendig sind, als sie durch das Primerpaar
fAY/rEY (ca.300bp) amplifiziert werden, wurde zundchst eine zweite PCR mit dem
Primerpaar fFD9/rFD9 angeschlossen, das ein mit ca. 1300bp wesentlich groBeres Fragment
amplifiziert. Zur Verbesserung der, aufgrund der geringeren Sensibilitdt dieses Primerpaares
meist schwachbandig erscheinenden Agarosegelmuster, wurde noch eine ,,nested PCR* ange-
schlossen, um die Menge verfiigbaren DNA-Materials zur Restriktionsanalyse zu erhohen.

Dazu wurde das PCR-Produkt mittels TE-Puffer im Verhiltnis 1:100 verdiinnt und eine wei-
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tere PCR mit dem Primerpaar FD9F2/FD9R1 durchgefiihrt. Der anschlieBende Restriktions-
verdau wurde unter den obengenannten Bedingungen mit dem Restriktionsenzym Tru 1l
durchgefiihrt.

Gelelektrophorese
Die fertigen Produkte der PCR-Tests und Restriktionsanalysen wurden mittels der Gel-
elektrophoresetechnik visualisiert, die eine Auftrennung geladener Molekiile erlaubt, wie sie

in diesem Falle die DNA darstellt.

1. Agarose-Gelelektrophorese

Die unverdaute DNA der PCR-Produkte wurde auf Agarosegele aufgetragen. Die Agarose-
konzentration betrug 1,5% im TAE-Puffer, der gleichzeitig auch als Eletrodenpuffer wihrend
der Elektrophorese bei diente. Vor der Polymerisation des Gels wurde der Losung (60 ml) zur
Sichtbarmachung der DNA im Fluoreszenzlicht 2 pl Ethidiumbromid (1%ige wissrige Lo-
sung) hinzugefiigt. 6 pl Probe wurden mit 1,5 ul Beladungspuffer gemischt und auf die ferti-
gen Agarosegele aufgetragen. Die anschlieBende Elektrophorese erfolgte fiir etwa 30 min bei
110 V ohne Kiihlung.

2. Polyacrylamid-Geleletrophorese

Die Auftrennung der einzelnen Restriktionsfragmente erfolgte durch die vertikal ausgerichtete
Polyacrylamid-Gelelektrophorese. Die Konzentration des eingesetzten Acrylamids (40%) im
TBE-Puffer, der auch als Elektrodenpuffer diente, war fiir Amplifikationsprodukte des
Primerpaars STOL4 10 %, wéhrend fiir die Amplifikationsprodukte des Primerpaars FD9 5%
verwendet wurden. Wahrend der etwa 1-stiindigen Polymerisationszeit wurde die Gelkammer
zur gleichméBigen Polymerisation mit einem feuchten Tuch umwickelt. Nach dem Einsetzen
der Gelkammer in die Eletrophoreseapperatur und dem Auftragen der Proben (10 ul DNA-
Losung und 2 pl Beladungspuffer) wurde bis zum Einwandern der Proben ins Gel eine 90 V
Spannung angelegt und danach auf 140 V erhoht, wobei das Gesamtsystem auf 12°C gekiihlt
wurde. Nach einer von der Gelkonzentration und der Fragmentgrofe abhingigen Laufzeit von
4-6 h wurde die FElektrophorese beendet und das Gel in einem Férbebad (10 pl
Ethidiumbromid-Losung auf 100 pul Wasser) etwa 30 min geférbt.
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Geldokumentation

Die mittels Ethidiumbromidbindung im UV-Licht sichtbaren DNA-Fragmente im Gel wurden
auf dem Transilluminator als typische Bandenmuster bei einer Wellenldnge von 312 nm
sichtbar gemacht und mit dem Sofortbildkamerasystem von Polaroid (MP 4") und der Instant-
kassette 667 aufgenommen. Aufgrund der UV-Empfindlichkeit wurden den Aufnahmen

Wratten 2A und 22 Gelatinefilter vorgeschaltet.

2.6 UNTERSUCHUNGEN ZUM DURCHSEUCHUNGSGRAD VON REBFLACHEN

Seit der Erstbeschreibung einer Rebphytoplasmose durch HERSCHLER (1937) hat sich diese
Art der Erkrankung sowohl in den nationalen als auch in den Weinanbaugebieten anderer
Lénder ausgebreitet. Daher war ein Ziel der Untersuchung, den Durchseuchungsgrad ausge-
suchter Ertragsflachen festzustellen, den Verlauf einer Durchseuchung im Verlauf mehrerer
Jahre zu dokumentieren und festzustellen, ob die Zikade H. obsoletus als bereits bekannter
Vektor der Schwarzholzkrankheit als alleiniger Ubertréiger fiir die Ubertragung und Verbrei-
tung der Krankheit verantwortlich ist, oder ob auch andere Vektoren eine aktive Rolle bei der
Verbreitung einnehmen koénnen. Dazu wurde auf allen Flachen, auf denen der Anteil erkrank-
ter Reben bonitiert bzw. eine Rebphytoplasmose erstmalig festgestellt wurde, gezielt nach
dem Vektor H. obsoletus und anderen phloemsaugenden Zikaden gesucht. Gleichzeitig wurde
der Einfluss bekannter lokaler Populationen von H. obsoletus auf den Durchseuchungsgrad
untersucht, um Aussagen iiber einen von den Vektoren ausgehenden Infektionsdruck treffen
und somit die Gefdhrdung angrenzender Ertragsflachen beurteilen zu kénnen.

Zur Feststellung des Durchseuchungsgrades war es daher notwendig, jeden einzelnen Reb-
stock beziiglich der bekannten Symptome einer Phytoplasmose zu begutachten. Die Eintei-
lung der Diagnose in ,,kranke* und ,,gesunde* Pflanzen wurde dabei unabhingig anderer
moglicher Erkrankungen der Rebe getroffen. Allerdings konnten Schiadigungen am Rebstock,
die als Folge anderer Ursachen auftraten, die Begutachtung beeintrdchtigen und in seltenen

Fallen unmdglich machen.

2.7 VERBREITUNG UND BEKAMPFUNG ALTERNATIVER WIRTSPFLANZEN VON

HYALESTHES OBSOLETUS

Die Lebensbedingungen fiir H. obsoletus in Weinbergsarealen werden hauptséchlich durch
das Angebot an Wirtspflanzen, an denen sich die Larven der Zikaden entwickeln, und Nah-
rungspflanzen fiir die Imagines bestimmt. Aufgrund der polyphagen Lebensweise mit dem

darausfolgend groBeren Nahrungsspektrum ist die Moglichkeit zur Etablierung lokaler Popu-
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lationen von H. obsoletus wesentlich groBer als bei dem sich monophag erndhrenden Vektor
O. alni. Aufgrund der gegeniiber der FD-Pfalz wesentlich stirker in Erscheinung tretenden
Schwarzholzkrankheit gelten vor allem diesem Typ einer Vergilbungskrankheit die Untersu-
chung zur Verminderung des Infektionsdrucks.

Aus den bisher bekannten Verbreitungsgebieten wie beispielsweise in Italien (BERTACCINI
et al., 1995) ist bekannt, dass vor allem die Brennessel U. dioica im Lebenszyklus von H.
obsoletus als Wirtspflanze dient. Daher wurden alle anderen Pflanzenarten, an denen sich
diese Zikade in Deutschland entwickelt, als Alternativwirt angesehen. Fiir die Epidemiologie
der Schwarzholzkrankheit spielen diese krautigen Pflanzen als Alternativwirt — in Hinblick
auf den natiirlichen Zyklus des Pathogens sind sie eher als Hauptwirte zu bezeichnen — eine
herausragende Rolle. Daher wurden auf einigen Untersuchungsfldchen die wichtigsten Pflan-
zenarten der Begleitflora bestimmt. VVor allem zwei- oder mehrjéhrige Arten waren von be-
sonderem Interesse, da nur sie das Uberwintern der Erreger ermdglichen und den

Zikadenlarven als Infektionsquelle zur Verfiigung stehen konnen.

68



Material und Methode

Tabelle 2.14: Zusammenfassende Ubersicht der Untersuchungen zum Durchseuchungsgrad
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Material und Methode

Im Hinblick auf ihre Beziehung zu H. obsoletus wurden diese Pflanzenarten gezielt auf den
Aufenthalt des Vektors mittels Streifnetz untersucht und in vier Kategorien unterteilt Pflan-
zenarten, an denen niemals die Vektoren gefangen werden konnten, werden als Nicht-
Wirtspflanzen angesehen. Als Zufallswirte werden solche Pflanzenarten bezeichnet, bei denen
gelegentliche Fange von H. obsoletus beobachtet werden konnten, wie dies beispielsweise bei
der Weinrebe der Fall ist. Als Nahrungspflanzen gelten solche Arten, an denen adulte Vekto-
ren regelmafig gefangen wurden, wihrend zum Nachweis echter Wirtspflanzen Nester der
Larvalstadien an den Wurzeln erforderlich sind

Bisher bekannte, zum Nahrungsspektrum der Larven und Imagines gehorende Pflanzenarten
wie z.B. die Ackerwinde Convolvulus arvensis, der knollige bzw. kriechende Hahnenfuf3 Ra-
nunculus bulbosus bzw. Ranunculus repens und die Brennessel Urtica dioica gehdren zu den
in Weinbergsarealen hiufig anzutreffenden Pflanzenarten. Ein Ziel des Forschungsprojektes
war daher, weitere Wirts- und Nahrungspflanzen von H. obsoletus zu identifizieren und diese

auf Symptome einer Phytoplasmainfektion hin zu untersuchen bzw. zu testen.

Ein weiteres Ziel dieser Forschungsarbeit ist die Entwicklung eines Verfahrens zur Minde-
rung des Infektionsdruckes der Schwarzholzkrankheit auf die Reben. Dabei spielt die Be-
kampfung der Ackerwinde C. arvensis eine besondere Rolle, da sie vor allem in den von der
Schwarzholzkrankheit stark betroffenen Steillagen der Mosel, des Mittelrheins und der Nahe
als wichtigste Wirts- und Nahrungspflanze fiir H. obsoletus dient und damit als
Reservoirpflanze fiir das Phytoplasma der Schwarzholzkrankheit den wichtigsten Angriffs-
punkt fiir BekdmpfungsmalBnahmen darstellt.

2.7.1 Ildentifikation weiterer Wirts- und Nahrungspflanzen von Hyalesthes obsoletus

Wihrend der Flugzeit der Imagines wurden neben den bekannten Nahrungspflanzen auch
andere Weinbergskrauter gezielt besammelt, wobei besonders solche Pflanzenarten beriick-
sichtigt wurden, auf denen in der Vergangenheit vereinzelt Imagines gefangen werden konn-
ten. Dazu gehorte auch die Bestimmung von in Weinbergen hédufig vorkommenden Pflanzen-
arten. Von besonderem Interesse war dabei unter dem Aspekt ihrer Bedeutung als Wirts- und
Nahrungspflanze fiir H. obsoletus die Auflistung solcher Pflanzenarten, die sich bevorzugt auf

neuentstandenen Brachflichen ansiedeln.
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2.7.2 MaBnahmen zur Bekidmpfung von Wirts- und Nahrungspflanzen von

Hyalesthes obsoletus am Beispiel der Ackerwinde Convolvulus arvensis

Aufgrund der hohen Anzahl von Individuen von H. obsoletus, die an der Ackerwinde gefan-
gen werden konnten, ist diese Wirts- und Nahrungspflanze pradestiniert dafiir, Strategien zur
Minderung des Infektionsdruckes zu entwickeln. Folgende Aspekte waren dabei von Bedeu-
tung:

- der Verlauf der Ansiedlung von C. arvensis auf neuentstandenen Brachflachen,
Jung- und Ertragsanlagen;

- Verdringungseffekte aufgrund der natiirlichen Sukzession von neu entstande-
nen Brachfldchen infolge der staatlich geforderten Reduktion der Weinanbau-
flache aufgrund 6konomischer Aspekte einerseits bzw. der Flachenstillegung
des Winzers durch Aufgabe;

- Die Entwicklung der Populationsdichte von H. obsoletus auf Flachen, in denen
sich die Ackerwinde etablieren konnte;

- Der Einfluss des Bedeckungsgrades der Ackerwinde auf die GroBe lokaler Po-
pulationen von H. obsoletus;

- Der Einfluss von BodenbewirtschaftungsmaBBnahmen auf den Bedeckungsgrad

der Ackerwinde und den Vektorpopulationen;

Der Bedeckungsgrad gibt den Flachenanteil an, den eine Pflanzenart prozentual auf einer Fla-
che bestimmter Grofe einnimmt. Sie dient als Grundlage zur Beurteilung von Maflnahmen
zur Verdrangung der unerwiinschten Pflanzenart. Zur Bestimmung des Bedeckungsgrades der
Ackerwinde wurde ein Messrahmen verwendet, der eine Fliche von 1 m® umspannt und zur
besseren Abschatzung des Bedeckungsgrades ein Gitternetzwerk aus 16 gleich groen, quad-
ratischen Feldern besitzt. Der Bedeckungsgrad ergibt sich aus dem Mittelwert aus 24 bzw. 25
Einzelmessungen. Zum Festlegen der Messpunkte wurden Lange und Breite der entsprechen-
den Flédche erfasst und die Messpunkte wurden, unabhéngig von beobachteten Standorten der
Wirtspflanze, so angelegt, dass zwischen jedem der Messpunkte ein gleicher Abstand einge-
halten wurde. Diese Ausgestaltung dieses Gitternetzes wurde fiir jede Fldche in den darauf
folgenden Jahren beibehalten. Die Erfassung des Bedeckungsgrads erfolgte daher fiir jede
Flache unabhédngig vom Vorkommen bzw. von Agglomerationen von C. arvensis. An jedem

Messpunkt wurde der Rahmen abgelegt und der Bedeckungsgrad dieser Teilfliche geschitzt.
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2.7.3 Verdringung der Ackerwinde Convolvulus arvensis durch Bodenbewirtschaf-

tungsmaBnahmen (vgl. Tab. 2.1.6)

Traditionell wird die Bekdmpfung von krautigen Pflanzen, darunter auch die Ackerwinde,
durch den Einsatz von Herbiziden durchgefiihrt. Neben der Feststellung der Effektivitit von
Herbizidanwendungen wurden spezielle Versuchsflichen eingerichtet, auf denen eine Be-
kdampfung mittels Verdrangungseffekte durch konkurrenzstarke, fiir Steillagen geeignete Be-
grilnungspflanzen (vgl. Tab. 2.1.6) durchgefiihrt wurde. Dazu wurden auf den Versuchsfla-
chen verschiedene Saatmischungen ausgebracht oder im Gewichshaus vorgezogene Jung-
pflanzen (z.B. das Kleine Habichtskraut H. pilosella) ausgepflanzt. Auch Bodenbearbei-
tungsmaBnahmen (Grubbern), wie sie hdufig zur Auflockerung des Bodens angewendet wer-
den, wurden in die Beobachtungen miteinbezogen. Als eine weitere Versuchsvariante wurden
im 2. Versuchsjahr AbdeckungsmafBnahmen durch die Ausbringung von Olleinstroh auf ver-
schiedenen Versuchsparzellen untersucht. Folgende Versuche wurden zur Verdrangung der

Ackerwinde im Einzelnen durchgefiihrt:

1. Anpflanzung verschiedener Krauter: Aufgrund der Ergebnisse fritherer Transmissi-
onsversuche konnte beim Kleinen Habichtskraut H. pilosella bisher keine erfolgreiche
Ubertragung von Phytoplasmen nachgewiesen werden, so dass vor allem diese Pflan-
zenart zur Bekdmpfung der Ackerwinde eingesetzt wurde. Aber auch andere Pflanzen-
arten wie z.B. Silene vulgaris, Dianthus deltoides, Sedum album wurden erstmalig,
vorzugsweise im Rebunterstockbereich zur Verdringung der Nahrungs- u. Wirtspflan-
zen von H. obsoletus eingesetzt. Um eine ausreichende Wasserversorgung der Jung-
pflanzen sicher zu stellen, erfolgte die Auspflanzung der im Gewichshaus vorgezoge-
nen Jungpflanzen im Friithjahr zwischen Mirz und April. Auf Ertragsflachen, auf de-
nen eine Begriinung der Gesamtfliche aufgrund von zu erwartenden Schéden durch
den intensiven Einsatz landwirtschaftlicher Nutzfahrzeuge durch Befahren der Génge
zwischen den einzelnen Rebzeilen ausgeschlossen werden musste, wurden Anpflan-
zungen vor allem im Rebunterstockbereich vorgenommen.? Beobachtungen zeigten,
dass auf solchen Flachen der Ackerwinde vor allem zwischen den Rebstocken und

dort vor allem im Bereich des Stammes ein Refugium zum Ansiedeln erhalten bleibt.

? Dazu gehérten auch die in Zusammenarbeit von Herrn Dr. H. Mohr (Biologische Bundesanstalt fiir Land- u.
Forstwirtschaft - Institut fiir Pflanzenschutz im Weinbau in Bernkastel-Kues) in den Jahren 1997 und 1998 ange-
legten Versuchsfldchen, auf denen vor allem im Rebunterstockbereich verschiedene Krauter ausgesédt wurden
(vgl. Tab. 2.15).
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2. Abdeckung mittels Olleinstroh (vgl. Tab. 2.1.6): Die Ausbringung von Stroh in die
Ginge zwischen den Rebzeilen wird im Weinbau gelegentlich zur Bodenverbesse-
rung eingesetzt. Zur Bekdmpfung der Ackerwinde wurde Olleinstroh verwendet, dass
durch Ausrollen von anfangs etwa 20cm starken, parallel zueinander liegender Schich-
ten auf die Versuchsflichen ausgebracht wurde. Im ersten Versuchsjahr wurde auch
eine Abdeckung einer Flidche mittels lichtundurchldssiger, UV-bestdndiger Folie
durchgefiihrt.

3. Anpflanzung einer Grasbedeckung: Wiahrend des Untersuchungszeitraumes wurden
verschiedene, im Weinbau oft verwendete Mulchmischungen (vgl. Tab. 2.1.5)mit dem
Ziel ausgesit, geschlossene Grasareale zur Verdrangung der Ackerwinde und zur Ver-
hinderung ihrer Wiederansiedlung zu erhalten. Die zur Aussaat vorgesehenen Ver-
suchsflachen wurden, sofern es sich um stillgelegte Ertragsflaichen handelte, zunéchst
von Rebstocken, Pflocken und Drahtseilen befreit (Versuchsflichen MAR-1 und
PLAT-4). Im Anschluss erfolgte die Auflockerung des Bodens durch Grubbern. Nach
der Aussaat der jeweiligen Mulchmischung wurde der Boden durch Walzen geglittet
und der Samen gleichzeitig am Boden angedriickt. Die Aussaat erfolgte jeweils im
Mairz, damit eine ausreichende Wasserversorgung zur Keimung und Wachstum der

Pflanzen sichergestellt wurde.

Tabelle 2.15: Zusammensetzung der zur Verdriangung der Ackerwinde C. arvensis verwende-

ten Pflanzenarten
a: Um Auswascheffekte durch hohe Niederschlagsmengen in Steilhanglagen nach der Aussaat auszugleichen,
wurde eine dreifach hhere Samenmenge, als sie iiblicherweise im Flachlagenbereich ausgesit wird, berechnet;

Bezeichnung Zusammensetzung

10 % deutsches Weidelgras
Mulchmischung 3: 50 % Rotschwingel a und h
40 % Wiesenrispe

50 % Hartischer Schwingel

15 % Rotschwingel (8horsth. ALDA)

10 % Rotschwingel (kurzauslfr. SMIRNA)
10 % Feinschwingel

Mulchmischung 5:

Berechnung der Mengenverhiltnisse fiir eine Fliche von 1000 m*:
0,9 kg Senf (9,68%)

Variation 1% 4,2 kg Luzerne (45,16%)

2,4 kg Bokharaklee (25,81%)

1,8 kg Mulchmischung 3 (19,35 %)
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Bezeichnung Zusammensetzung

Variation 2%

Berechnung der Mulchmenge fiir eine Fliche von 1000 m?:
12 kg Mulchmischung 3

Berechnung der Mengenverhiltnisse fiir eine Fliche von 1000 m?:

. a
Variation 3 3,3 kg Mulchmischung 3 (33%)

6,7 kg Mulchmischung 5 (67%)

Berechnung der Mengenverhéltnisse fiir eine Fliche von 1000 m%
Variation 4% 2,5 kg Mulchmischung 3 (29,41%)

6 kg Mulchmischung 5 (70,59%

Tabelle 2.16: Ubersicht der durchgefiihrten Begriinungsversuche zur Bekdmpfung der Wirts-
und Nahrungspflanzen von H. obsoletus

Untersuchungs-

Untersuchungs- | Grofie Versuchs-

standort fliche (m?) Nutzungsart zeitraum Versuche
BKS-1 1A 145 1999- Kontrollflache: Spontanbegrii-
2001 nung
Anpflanzung des Kleinen Ha-
Brache 1999- . . .
BKS-1.1 BKS-1.1B 140 (seit etwa 1990) | 2001 b!chtskrauts Hieracium
pilosella
Abdeckung mittels  lichtun-
BKS-1.1C 145 1999 durchlissiger Folie (ca. 10m?)
2000- Abdeckung mittels Olleinstroh
2001 (etwa 20m?)
1999- Kontrollfliche: Spontanbegrii-
BKS-1.1D 140 2001 nung nach einmaliger Bodenbe-
arbeitung (Grubbern)
1999- Kontrollfliche:  Spontanbegrii-
BKS-2.1% BKS-2.1A 305 | Ertragsrebfliche o001 | Nung nach einmaliger Bodenbe-
arbeitung
Anpflanzung des Kleinen Ha-
BKS-2.1B 305 bichtskrauts Hieracium pilosella
im Rebunterstockbereich
Unkrautbekdmpfung mittels
BKS-2.1C 375 jihrlichem Herbizideinsatz
BKS-2.1D 270 Jéhrliche Bodenbearbeitungs-
mafnahmen
Anpflanzung einer Grasbede-
BKS-2.1E 325 ckung (Mulchmischung 3)
BKS-2.1F 450 Anpflanzung von Gelbklee

* Die Versuchsanlage wurde geplant und angelegt in Zusammenarbeit mit Herrn Dr. H. Mohr (Biologische Bun-
desanstalt fiir Land- u. Forstwirtschaft - Institut fiir Pflanzenschutz im Weinbau in Bernkastel-Kues).
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Untersuchungs- | Untersuchungs- | Grofie Versuchs- Versuche
standort fliiche (m?) Nutzungsart zeitraum
BKS-2.2" BKS-22A | 120 | Ertragsrebfliche | ap1997 |AnPflanzung einer Grasbede-
ckung (Mulchmischung 3)
Kontrollfliche:  Spontanbegrii-
BKS-2.2B 120 nung nach einmaliger Bodenbe-
arbeitung
Anpflanzung verschiedener
50 Reben Krauter (Silene
BKS-2.2C pro vulgaris;Hieracium  pilosella,
Kréuterart ab 1998 ,Dianthus deltoides) im
Rebunterstockbereich
i 50 Anpflanzung von Sedum album
BKS-2.2D Reben im Rebunterstockbereich
) 50 Anpflanzung einer Grasbede-
BKS-2.2E Reben ckung (Mulchmischung 3)
) 50 Anpflanzung von Gelbklee im
BKS-2.2F Reben Rebunterstockbereich
) Anpflanzung einer Gras- und Krau-
MAR-1.1 220 termischung (Variation 1)
Anpflanzung einer Gras- und Kréu-
MAR-1.2 285 Brachilich 2000 termischung (Variation 3)
- rachtlache " | Abdeckung mittels Olleinstroh (ca.
MAR-1 MAR-1.3 180 (seit 2000) 2001 | 25m?) s (
MAR-1.4 100 Spon_tapbffgrﬁnung nach einmaligem
Herbizideinsatz
MAR-1.5 400 Kontrollfldche: Spontanbegriinung
Anpflanzung einer Gras- und Kréu-
MAR-1.6 %0 termischung (Variation 1)
) Anpflanzung einer Gras- und Kréu-
MAR-1.7 170 Brachflache 2001 termischung (Variation 4)
(seit 2001) Anpflanzung einer Gras- und Krau-
MAR-1.8 135 . -
termischung (Variation 2)
MAR-1.9 30 Kontrqllﬂéic_he: Spontanbegr_iinung
nach einmaliger Bodenbearbeitung
Abdeckung mittels Olleinstroh (ca.
PLAT-4A 30 Brachfliche 2000- | 10m?) s
PLAT-4 PLAT-4B 100 (seit 2000) 2001 Kontrollfliche: Spontanbegriinung
PLAT-AC 290 Anpflanzung einer (_Sras— und Krau-
termischung (Variation 1)
Brachflédche 2000- | Anpflanzung einer Gras- und Krau-
PLAT-AD [ 285 | it 2000) 2001 | termischung (Variation 2)
KROV-1 KROV-1A 350 | Ertragsrebflache 12%?1 Anpflanzung von H. pilosella
KROV-1B 350 Kontrgllﬂac_he: Spontanbeg?unung
nach einmaliger Bodenbearbeitung
Unkrautbekdmpfung mittels regel-
KROV-1C 350 méBigem, jahrlichem
Herbizideinsatzes durch den Winzer
3 . _ | Unkrautbekdmpfung mittels unre-
ZELT-1 ZELT-IADIS 19050 | Ertragsrebfiiche | 2000 | gelméiBigem Herbizideinsatzes des
ZELT-1I 2001 Winzers
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3 ERGEBNISSE

3.1 FANG PHLOEMSAUGENDER ZIKADEN

3.1.1 Der Fang von Hyalesthes obsoletus und seine geographische Verbreitung in den deut-

schen Weinanbaugebieten

H. obsoletus (vgl. Abb. 3.1a) wurde in allen von der Schwarzholzkrankheit betroffenen
Untersuchungsflachen festgestellt. Im Rahmen dieses Forschungsvorhabens wurden neue
Nachweise fiir Standorte an der Nahe (Bad Kreuznach, Norheim), in der Pfalz (Bochingen)
und in Baden (Neuweier) erbracht. Im Weinanbaugebiet Franken (Randersacker) wurden
wihrend der Untersuchungen erstmalig vergilbungskranke Reben gefunden und der Vektor
mit wenigen Exemplaren nachgewiesen. Im Rheingau konnten sowohl schwarzholzkranke
Reben als auch der Vektor H. obsoletus festgestellt werden. Bisher blieb die Schwarzholz-
krankheit allerdings auf die Steillagen der Gemarkung Lorch beschrinkt. Damit umfassen die
Nachweise sowohl fiir das Auftreten der Schwarzholzkrankheit als auch fiir den Vektor H.
obsoletus die Weinanbaugebiete Baden (Ortenau und Kaiserstuhl), Franken, Hessische Berg-
strafle, Mittelrhein, Mosel Saar Ruwer, Nahe, Pfalz, Rheingau und Rheinhessen.

Die Fangergebnisse der Lebend- und Gelbfallenfinge von 1999 - 2001 sind fiir H. obsoletus in
den Tabellen 3.1a — 3.1b zusammengefasst. Insgesamt wurden von diesem Vektor in 7 Wein-
anbaugebieten (vgl. Abb. 3.4a) mehr als 11400 Imagines gefangen, der liberwiegende Anteil
(9982 Individuen) davon mit Streifnetz oder Motorsauger. Die hohen Fangzahlen belegten
schon zu Beginn der Untersuchungen, dass die Hauptverbreitungsgebiete von H. obsoletus in
den deutschen Weinanbaugebieten vor allem die Steillagen an der Mittelmosel und am Mittel-
rhein betreffen (vgl. Abb. 3.2C: Bilder 9-10). Obwohl die in der Abbildung 3.4a dargestellten
Fangergebnisse durch unterschiedlich intensive Fangaktivititen gekennzeichnet sind (vgl.
Tab.3.4a), belegen sie doch die Beobachtung, dass diese Regionen bisher die stirksten Ver-
breitungsgebiete des Vektors H. obsoletus darstellen. Wéhrend in den anderen Weinanbauge-
bieten geeignete Flachen zum Fang des Vektors meist nur in Verbindung mit symtomatischen
Reben gefunden werden konnten (vgl. Abb. 3.2: Bilder 1-16), fiihrte an der Mittelmosel vor
allem die Beprobung bekannter Wirts- und Nahrungspflanzen zum Fangerfolg (vgl. Abb. 3.2d:
Bilder 15-16), so dass dort die Bedingungen zur Einrichtung von Versuchsflachen (Abb. 3.2c,
3.3a-b) beziiglich der Datenerhebung iliber Migrationsaktivitit, Flugverlauf und Bekamp-

fungserfolg ideal waren.
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Abb. 3.1a: Der Vektor der Schwarzholzkrankheit Hyalesthes obsoletus (Cixiidae)
(Foto: Dr. M. Maixner)

Abb. 3.1b: DAPI-Aufnahme von Phytoplasmen im Phloemgewebe einer Wirtspflanze

(Foto: Dr. M. Maixner)
P: Gefirbte Phytoplasmen-DNA im Leitbiindel einer Pflanze; K: Zellkerne des Phloems; S: Siebplatten;
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Symptome der Schwarzholzkrankheit - 1

Abb. 3.2a: Symptome der Schwarzholzkrankheit

Bilder 1-2: Blattvergilbungen, von der Blattader ausgehend; Bilder 3-5: Verrieselndes Gescheine; Bild 4:
Pustelbildung auf einem unverholztem Trieb;

Wihrend bei Weillweinsorten eine Blattvergilbung auftritt, zeigen Rotweinsorten dagegen eine auffillige
Rotfarbung (Bild 5). Die Vergilbung beginnt zunéchst im Bereich der Blattadern (Bild 1: Ba) und breitet sich
zunehmend tiber die gesamte Blattflache aus (Bild 1: Bf).
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Symptome der Schwarzholzkrankheit - 2

Abb. 3.2b: Symptome der Schwarzholzkrankheit

Bilder 6-7: Blattrollen; Bild 8: GroBfldchige Blattvergilbung mit leichter Blattrollsymptomatik

Die Symptomatik der Schwarzholzkrankheit kann sich in einem Blattrollen duflern. Dabei neigen sich die
Blattrander der Blattriickseite zu (Pfeile). Da das Blattrollen jedoch kein spezifisches Symptom der
Schwarzholzkrankheit ist, reicht dieses Krankheitsbild nicht als alleiniges Kriterium zur Beurteilung auf
Vorliegen einer Phytoplasmose aus.
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Symptome der Schwarzholzkrankheit - 3

.

2

BKS-1.2B

Abb. 3.2¢: Erscheinungsbild der Schwarzholzkrankheit im Feld

Bild 9: Panoramaansicht von der Untersuchungsfliche BKS-1.2B (Gemarkung Bernkastel) ausgehend auf
umliegende Weinfelder und der Untersuchungsfliche BKS-2.1, auf der eine groflere Ansammlung
symptomatischer Rebstocke erkennbar ist; Bild 10: Symptomtragender Rebstock in der Gemarkung Bernkastel;
Bild 11: Vereinzelt auftretender symptomatischer Rebstock auf der Untersuchungsfliche BKS-1.2B;
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Symptome der Schwarzholzkrankheit - 4

Abb.3.2d: Symptome der Schwarzholzkrankheit

Bilder 12—14: Schwach ausgeprigte Blattsymptomatik (Pfeilmarkierungen): Bilder 15-16: Symptomatische Wirt:
bzw. Nahrungspflanzen; Bild 15: Dunkle Blattfirbung als Kennzeichen einer Phytoplasmose bei S. nigrum am
Untersuchungsstandort BKS-3.1; Bild 16: Symptomatische (links) und gesunde (rechts) Ackerwinde am
Untersuchungsstandort BKS-1.1 (Gemarkung Bernkastel);
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Untersuchungsflichen-1

Abb. 3.3a: Untersuchungsflichen
Auf der Untersuchungsfliche BKS-1.1 (Bilder 1-2) war die Vektorpopulation auf die Ackerwinde spezifiziert,
wihrend sie auf der Untersuchungsfliche PLAT-1.1 auf den Kriechenden Hahnenfuf3 spezifiziert war (Bild-3).
Unterhalb der Untersuchungsfliche BKS-3.1 konnte sich infolge von Herbizideinsatz S. nigrum ausbreiten, der
teilweise schon durch Phytoplasmen infiziert worden war (Bild-4).
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Untersuchungsflichen-2

¥

untere Begrenzung
"

obere Begrenzung (Felsen)
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Abb. 3.3b: Anlage zur Untersuchung der Migrationsaktivitit von H. obsolytus

Zur Feststellung der Migrationsaktivitit von H. obsoletus wurden um den Populationsstandort (Unter-
suchungsfliche BKS-1.1A: roter Pfeil) Gelbfallenanlagen aufgebaut. Die integrierte Abbildung zeigt die
Anordnung der Gelbfallenanlage um den Populationsstandort (rotes Kistchen) im Uberblick.
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Tab. 3.1a: Zusammenfassung der Lebendfinge von H. obsoletus 1999-2001

A: wochentliche Fangkontrollen; B: vierzehntétgige Fangkontrollen; C: Kontrolle zusatzlicher Ertrags- u. Brachflachen; D: unregelméRig durchgefiihrte Fangkontrollen;

Versuchsflachen  Untersuchungsjahr Kalenderwochen 1999, 2000 und 2001
1999 | 2000 2001 [ 21 | 22 | 23 | 24 | 25 | 26 | 27 28 29 30 31

Gesamtanzahl pro

32 Versuchsflache
Mosel Saar Ruwer 1999 2000 2001
BKS-1 A A A o 0o o o o of o 2 1] 48 61 3254 188 6/ 209 68 40156 12 52| 67 4 14/ 15 o 3 o o o o o oOof o o0 O 749 335 119
BKS-2 A A A 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 10 0 0 21 7 0 84 6 0 B 2 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 4 118 13
Bernk. Doctor 1 A A 0 0 0 0 0o 0 0 0 0 0 72 25 1 2.0 0 0 0 0 0 0 0 0
Bernkastel allgemein C © © 75 11 64 31 7 48 0 57 0 14 0 0 0 12 0 4 0 0
BKS-3 A A A 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 71 0 0 15 50 0 1 58 0 0 3 0 0 8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 87 119
BKS-5 A A 0 0 0 0 0 1 0 0 39 43 100 67 15 60 20 11 2 8 0o 3 0o 0 0 0 0 139 178
BKS-6 A A A 159 96 184 132 225 116| 43 166 186 22 22 79| 5 3 22/ o 9 1f 12 o O o O O O O O 310 75 265
Graach allgemein D D D 11 40 25 5 2
MAR-1 A A 0 0 0 0 0 0 10 10 0 0 0o 0 10 0 0 0o 0 0 0 0 0 2 0
MEHR-1.1 A A A 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
MEHR-2.1 A A A o o o o o o o 17 0] 97 265 0/310 120 2/ 66 60 O] 8 20 6/ 30 4 14 o 2 11 o o 2( o o O O o0 O 342 8
PLAT-1 A A A 0 0 0 0 0 0 0 0 0| 17 0 0o 43 0 8| 48 1 6| 46 0 2 3 0 1| 33 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 209 1 16
PLAT-3 A A A o 0 o o o o 14 o o0 23 33 o 3 1 o w0 5 o 26 1 1 o 1 o o 1 o o o o o o o o o0 0 109 35 1
PLAT-4 A A 0 0 0 0 0o 0 10 0 6 0 6 7 2 4 0 1 0 0 0 0 0o 0 0 0 / 10 12
KROV-1 A A A 0 0 0 0 0 0 0 8 0] 135 64 0] 99 60 3] 16 37 9] 48 12 3| 14 1 4 5 2 0 5 0 0 0 0 0 0 0 0 322 170 15
Gesamtanzahl 0 0 0o 0 0 of 25 186 2|457 719 3| 889 785 209| 392 493 427|381 196 329|119 39 73| 53 16 21| 18 2 17/ 0 o0 4] 0 0 0| 1704 1995 746
Nahe
KK-1 B B B 0 3 0 0 0 0 3 0 0 2 0 0 0 5 8 0
KF-1 B B B 0 2 0 5 0 0 3 0 0 1 o 0 0 9 2 0
NK-1 B A A ol o 1 0 15 0of 5 6 11 18| o 1 3 o0 0 O 0 0o o o O 0 5 34 45
MONZz-1 B A A 22 0 223 66 117 91] 150 23 66 0 0 15 3 0 16 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 153 363 278
Gesamtanzahl 0 0 o o o of o o0 220/ o 239 66 0132 91/160 29 77| 0 1 46 9 1 19 3 o 21 o o of o o o o o of 172 402 323
Mittelrhein
BOPP-1 bis BOPP-3 | B B A 0 0 0 59| 231 259 253 232| 54 95 77 23 1 17 0 0 0 0 0 0 0 285 371 644
Senheim allgemein D 66
Gesamtanzahl 0 0 0 59 231 259 253 232|120 95 77 23] 1 17 0 of o 0 o 0f] 0 0 0 28 371 644
Hessische Bergstrasse
HEPP-1 [D b b 0 20 9 0 10 0 0 / I
Gesamtanzahl 0 20 9 0 10 0 0 I 30 9 0
Baden (Ortenau)
NEU-1 | D D D 20 61 2 6 47 20 67 49
Gesamtanzahl 20 61 2 6 47 I 20 67 49
m
UNG-1 B B/A A 0 0 0 0 0 1 0 0 0 164 200 271 201 1 88 151 10 115 0 214 30 46 10 0 15 23 8 2 1 812 732
BOCH-1 (nur 1999) B B/A A 0 0 0 of o o o 51 0 6 1271 0 4 6 0 3 0 0 0 0 0o o0 0 0 0 0 0 11 87
Gesamtanzahl 0 0 0 of o o o ol o 0 1 823 819
Gesamtanzahl 0 0 0|0 o0 ©0]25 186 83688 1217 322|929 987 534|672 623 581|391 197 445 57 92|56 16 23|18 1 17|/ 0o o 4]0 0 0 2212 3667 2581
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Zusammenfassung der Gelbfallenfange von H. obsoletus 1999-2001

Tab. 3.1b

A: wochentliche Kontrolle der Gelbfallen; B: vierzehntatgige Kontrolle der Gelbfallen;
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Abb. 3.4a: Ubersicht iiber die Gelb- und Lebendfangzahlen von H. obsoletus in den in die
Untersuchung einbezogenen Weinanbaugebiete zwischen 1999 bis 2001
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Abb. 3.4b: Einfluss der Fangmethode auf die Fangzahlen von H. obsoletus

Der groBBe Unterschied zwischen beiden Fangmethoden offenbart eine geringe Flugaktivitit der Imagines. Ob-
wohl die Gelbfallenstandorte im Zentrum von stark besetzten Nahrungsarealen installiert wurden, zeigten vor
allem die direkt dort ausgefiihrten Lebendfinge hohe Fangzahlen und sind somit ein Spiegel der Populationsgro-
BBe.

Ab dem 2. Versuchsjahr konnten auch auf den Versuchsflichen in den Weinanbaugebieten
Nahe und Pfalz groB3e Fangzahlen von H. obsoletus erreicht werden. Im Gegensatz zu den

obengenannten Hauptverbreitungsgebieten allerdings beschrinkt sich dort die Verbreitung der
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Vektoren bisher auf lokal eingegrenzte Vorkommen. Besondere Beachtung verdient vor allem
die Versuchsfliche UNG-1 (Pfalz), auf der im 2. Versuchsjahr eine sehr starke, auf nur weni-
ge Quadratmeter eingegrenzte Population festgestellt wurde (vgl. Abb. 3.4b). Dieser Standort
ist vor allem deshalb interessant, weil die Population trotz des Vorkommens der Ackerwinde
fast ausschlieBlich auf der Brennessel Urtica dioica lebte. Im Gegensatz zu allen Populatio-
nen, die auf der Ackerwinde bzw. auf dem Kriechenden Hahnenfuf3 lebten, zeigten diese Po-
pulationen eine zu einem spiteren Zeitpunkt einsetzende Flugphase (vgl. Abb. 3.6a-c). Auch
im 3. Versuchsjahr entwickelte sich in diesem eng eingegrenzten Bereich eine starke Popula-
tion, ohne Abwanderungsbewegungen in direkt benachbarte Bereiche mit Brennessel zu zei-
gen. Diese Beobachtung wurde sowohl durch Lebend- als auch durch Gelbfallenfinge besta-
tigt. Die Beprobung entfernter, nicht in direkter Nachbarschaft liegender Standorte mit Bren-
nessel zeigt auBBerdem, dass das Vorkommen von H. obsoletus auf der Versuchsfliche UNG-1
keine Ausnahme darstellt. Aufgrund desselben, von zwei aufeinander folgenden Generationen
genutzten Standortes kann die Schlussfolgerung gezogen werden, dass die Brennessel U.
dioica nicht nur als eine bereits bekannte Nahrungspflanze fiir die Imagines, sondern auch als
Wirtspflanze fiir die Larval- und Imaginalentwicklung von H. obsoletus dient.

Im Gegensatz dazu waren die Fangzahlen in den Weinanbaugebieten Hessische Bergstralie,
Franken und in Baden wéhrend des gesamten Untersuchungszeitraumes sehr gering (vgl.
Abb. 3.4a). Die Beprobung dieser Weinanbaugebiete diente aufgrund der in diesen Gebieten

erstmaligen Feststellung der Schwarzholzkrankheit vor allem dem Nachweis des Vektors.

Die Lebendfangrate ging auf vielen Untersuchungsflichen kontinuierlich zuriick. Allerdings
zeigten sich auf solchen Flichen, auf denen sich wihrend des Untersuchungszeitraumes ein
hoher Bedeckungsgrad der Wirts- und Nahrungspflanzen erhalten konnte, weiterhin hohe
bzw. steigende Populationszahlen (vgl. Tab. 3.19: Flache (Klasse 5): BOPP-6). Der Riickgang
der Lebendfangzahlen wurde entsprechend durch die Gelbfallenfangzahlen bestétigt.

Der Verlauf der Gelbfallen- und Lebendfdnge bestitigt damit auch frithere Beobachtungen,
dass sich die Flugphase der Imagines, die auf C. arvensis als Wirts- und Nahrungspflanze
spezifiziert waren, von Anfang Juni bis Ende Juli erstreckt (vgl. Abb. 3.5a und 3.5b). Die ho-
hen Fangzahlen belegen zudem, dass H. obsoletus nicht mehr selten ist, sondern in geeigneten
Habitaten in hohen Populationen vorkommen kann (vgl. Abb. 3.4a).
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3.1.1 Untersuchungen zur Flugaktivitit von Hyalesthes obsoletus

Allgemeine Beobachtungen

Die mittels den Gelbfallen erzielten Fangzahlen sind wesentlich geringer als die mittels
Streifnetz bzw. Motorsauger durchgefiihrten Lebendfange (vgl. Abb. 3.4a). Zum Teil erklart
sich der groBe Unterschied dadurch, dass die Tiere bei Lebendfangen direkt von ihren Nah-
rungspflanzen abgesammelt werden konnten, wéhrend sie beim Gelbfallenfang aufgrund ihrer
Flugaktivitdt zufdllig auf die Fallenoberfliche gelangen miissen, um daran haften zu bleiben.
Dies betrifft vor allem solche Gelbfallenstandorte, die nicht in unmittelbarer Nachbarschaft
der Population, sondern beispielsweise in angrenzenden Ertragsflichen installiert wurden. Es
konnte jedoch beobachtet werden, dass sogar Fallenstandorte, die direkt in unmittelbarer
Nachbarschaft bzw. mitten im Zentrum von stark besetzten Nahrungspflanzenarealen sehr
starke Unterschiede im Vergleich zu den an demselben Standpunkt durchgefiihrten Lebend-
fangen aufwiesen. Dieses Ergebnis deckt sich auch mit Beobachtungen, die bei Versuchstie-
ren gemacht wurden, die zur Untersuchung des Einflusses trophischer Faktoren auf die Ent-
wicklung und die Uberlebenszeit im Gewichshaus gehalten wurden: Tiere, die in kleinen
Gruppen auf eine Pflanze gesetzt wurden, wanderten nur in geringem Mafe auf die sich im
demselben Topf befindliche Nachbarpflanze. Die meisten Tiere wanderten auf dem Stingel
nur soweit, bis sie einen geeigneten Platz (meistens die Hauptblattader auf der Blattunterseite)
zum Besaugen gefunden hatten. Daraus lésst sich schlieBen, dass die Flugaktivitit der Imagi-
nes gering ist und die Tiere den nichstbesten Standort mit geeigneten Nahrungspflanzen auf-

suchen.

Eine weitere interessante Feststellung ergab sich aus der Auswertung derjenigen Gelbfallen-
standorte, bei denen die Gelbfallen sowohl in der Krautschicht (Hohe etwa 30 cm) als auch in
der Laubzone der Weinreben (Hohe etwa 100-120 cm) montiert waren (vgl. Abb. 3.7). Der
tiberwiegende Anteil der Gelbfallenfinge von H. obsoletus wurde im Vergleich zu einer theo-
retisch erwarteten Gleichverteilung mit einer hohen Signifikanz von p<<<0,001 auf den in
Bodenndhe montierten Gelbfallen erzielt (vgl. Tab. 3.2), wihrend auf den Gelbfallen der
Laubschicht lediglich 12,1 % der Imagines gefangen werden konnten. Daraus ergibt sich, dass
sich die Bewegungszone der Tiere vor allem in der Krautschicht befindet und eine aktive
Migration daher in den meisten Féllen wahrscheinlicher auftritt als eine passive

Windverdriftung.
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Abb. 3.5a: Flugphasen von H. obsoletus im Weinanbaugebiet Mosel-Saar-Ruwer wahrend
des Untersuchungszeitraums 1999-2001: Erfassung durch Gelbfallenfinge

Wihrend des Untersuchungszeitraums konnten anhand von Gelbfallenfingen die Flugphasen von H. obsoletus
zwischen der 21.-32. Kalenderwoche festgestellt werden. Ein Hauptmerkmal der dort vorkommenden Populatio-
nen ist die Spezifikation auf C. arvensis als Hauptwirts- und Nahrungspflanze.
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Abb. 3.5b: Flugphasen von H. obsoletus im Weinanbaugebiet Mosel-Saar-Ruwer wiahrend
des Untersuchungszeitraums 1999-2001: Erfassung durch Lebendfinge
Die mittels Streifnetz durchgefiihrten Lebendfinge bestitigten die mittels Gelbfallenfinge ermittelten Flugpha-

sen von H. obsoletus. Geringe Unterschiede bestehen hauptséchlich in den unterschiedlichen Hohepunkten der
Flugphasen 1999 und 2001, die bis zu einer Woche differieren.
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Abb. 3.6a: Ubersicht iiber den durch Lebendfinge ermittelten zeitlichen Verlauf der Flugpha-
sen von H. obsoletus in verschiedenen Weinanbaugebieten im Untersuchungsjahr 1999

Im 1. Untersuchungsjahr lagen die Flugphasen von H. obsoletus von Standorten der Weinanbaugebiete Nahe und

Mittelrhein innerhalb der wochentlich dokumentierten Flugphase von Populationen aus dem Weinanbaugebiet
Mosel-Saar-Ruwer.

lOOw

0O Nahe N=403

0O Pfalz (Brennessel-Gruppe) N=813
0O Mittelrhein N=371

B Mosel-Saar-Ruwer N=2436

Anzahl gefangener Tiere (%)

32
2000 Kalenderwoche B a4

Abb. 3.6b: Ubersicht iiber den durch Lebendfinge ermittelten zeitlichen Verlauf der Flug-
phasen von H. obsoletus in verschiedenen Weinanbaugebieten im Untersuchungsjahr 2000

Im 2. Untersuchungsjahr lagen die Flugphasen von H. obsoletus von Standorten der Weinanbaugebiete Nahe und
Mittelrhein innerhalb der wochentlich dokumentierten Flugphase von Populationen aus dem Weinanbaugebiet
Mosel-Saar-Ruwer. Im Weinanbaugebiet Pfalz zeigte dagegen eine neuentdeckte Population mit einer Spezifika-
tion auf die Brennessel als Wirts- und Nahrungspflanze eine spiter einsetzende Flugphase.
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Abb. 3.6¢: Ubersicht iiber den durch Lebendfinge ermittelten zeitlichen Verlauf der Flugpha-

sen von H. obsoletus in verschiedenen Weinanbaugebieten im Untersuchungsjahr 2001

Das 3. Untersuchungsjahr bestitigte die Ergebnisse der vorangegangenen Untersuchungen. Bei allen beprobten
Populationen, deren gemeinsames Hauptmerkmal in der Spezifizierung auf die Ackerwinde bzw. in verminder-
tem Mafle auf den Kriechenden Hahnenfuss als Wirts- und Nahrungspflanze lag, konnte die Flugphasen im glei-
chen Zeitraum detektiert werden. Im Weinanbaugebiet Pfalz wurde erneut die in dem Untersuchungsjahr 2000
gemachte Beobachtung einer verspitet einsetzenden Flugphase von der Population, die auf die Brennessel als
Wirts- und Nahrungspflanze spezifiziert war, bestatigt.

600

495 B Fallenstandort in der Krautzone (ca. 30 cm)

O Fallenstandort in der Laubzone (ca. 100-120cm)

229 245

Anzahl gefangener Tiere
w
o
o

11,6%

65

1999 2000

Untersuchungsjahr

Abb. 3.7: Fangzahlen von H. obsoletus 1999-2001 fiir die in der Kraut- bzw. Laubzone mon-
tierten Gelbfallen im Weinanbaugebiet Mosel-Saar-Ruwer

Der iiberwiegende Anteil der mittels Gelbfallen gefangenen Tiere wurde mit einer hohen Signifikanz von
p<<<0,001 mit den in der Krautschicht montierten Gelbfallen erzielt. Daraus ergibt sich, dass sich der Schwer-
punkt der Flugaktivitit von H. obsoletus in Bodenndhe befindet und somit eine Windverdriftung in angrenzende
Areale wahrscheinlich eine geringere Rolle einnimmt als eine aktive Migration.
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Geschlechtsbezogene Unterschiede in der Flugaktivitit von Hyalesthes obsoletus

Der Vergleich der verschiedenen Fangmethoden ldsst nicht nur eine allgemeine Beurteilung
iber die Flugaktivitéit der Imagines zu, sondern zeigt auch einen geschlechtsbezogenen Unter-
schied (vgl. Abb. 3.8a-c bzw. Tab. 3.2). Zu diesem Zweck wurden Lebend- und Gelbfallen-
fange der populationsstarken Untersuchungsflichen des Mittelrheins geschlechtsspezifisch
ausgezdhlt. Wihrend bei den Lebendfingen beide Geschlechter in etwa derselben, nur von
den Voraussetzungen des Versuchsfeld abhidngigen Grofenordnung gefangen wurden, zeigten
sich bei den durch Gelbfallen erzielten Fangzahlen erhebliche Unterschiede. Der Anteil
minnlicher Vektoren {iberstieg mit durchschnittlich 77,9% (vgl. Abb. 3.8a) deutlich die An-
zahl weiblicher Tiere, was auf eine wesentlich groBere Flugaktivitidt der méannlichen Tiere
hinweist. Der hochste Anteil médnnlicher Imagines stieg bei einzelnen Versuchsflichen sogar
auf tiber 88%, was vor allem bei den hohen Fangzahlen des ersten Untersuchungszeitraumes

deutlich wird (vgl. Abb. 3.8c).

Tabelle 3.2: Einfluss der Fangmethode auf das Geschlechterverhiltnis von H. obsoletus und

die Darstellung seiner Bewegungszone

Die Gelbfallenfangzahlen belegen mit einer hohen Signifikanz eine hohere Flugaktivitit der Mannchen. Wéh-
rend beim passiven Gelbfallenfang ein wesentlich héherer Anteil ménnlicher Imagines gefangen werden konnte,
zeigten die mittels Streifnetz durchgefiihrten Lebendfinge, bei denen aktiv die Populationsstandorte beprobt
werden, ein ausgeglichenes Geschlechterverhiltnis. Die Fangzahlen belegen zudem mit einer sehr hohen Signi-
fikanz die Krautzone als bevorzugter Aufenthaltsort. N: Gesamtzahl gefangener Individuen;

Geschlechterverhiltnis
Weinanbaugebiet
Lebendfang Gelbfallenfang
Weibchen Maénnchen Weibchen Maénnchen
Mosel-Saar-Ruwer 884 888 219 776
Nahe 163 157 1 3
Hessische Bergstralie 12 19 0 0
Pfalz 58 85 8 25
Baden 52 99 2 2
Summe
Beobachtetes Geschlechterverhiltnis (Oi) 1169 Tiere 1248 Tiere 230 Tiere 806 Tiere
Prozent 48,4 51,6 22,2 77,8

Erwartetes Geschlechterverhiltnis (Ei) 1209 Tiere 1209 Tiere 518 Tiere 518 Tiere
X* (Chi*-Wert mit f=1) 1,291 160,124
Chi*-Priifgrife fiir: | nicht signifikant (1,291 < 3,841) hoch signifikant mit p<<0,001

Weinanbaugebiet Bewegungszone

Mosel-Saar-Ruwer Krautzone Laubzone
Summe 1999-2001
Beobachtete Verteilung (Oi) 969 Tiere 134 Tiere

Prozent 87,9 12,1

Erwartete Verteilung (Ei) 551,5 Tiere 551,5
XZ (Chi>-Wert mit f=1) 316,059
Chi*-Priifgrofe fiir: hoch signifikant mit p <<0,001

92




Ergebnisse

100%
[<B]
S
2 R .
= O mannliche Tiere
1
c 51,6 B weibliche Tiere
o
S
S N: 1248 Tiere 778
D~
= S 50%
= ~ N: 806 Tiere
©
S
[<5]
)
<
3 48,4
<
[&]
5
O N: 230 Tiere
0% -
Lebendfang Gelbfallenfang
Fangmethode

Abb. 3.8a: Unterschied im Geschlechteranteil gefangener H. obsoletus in Abhingigkeit der
Fangmethode

Die Graphik verdeutlicht eine groBere Flugaktivitit der Ménnchen gegeniiber den weiblichen Tieren. Bei den
aktiv angeflogenen Gelbfallen ist der Anteil der gefangenen Weibchen wesentlich geringer als die der ménnli-
chen Imagines, wihrend bei den Lebendfingen ein ausgewogenes Verhiltnis auftritt.
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Abb. 3.8b: Geschlechterverhiltnisses beim Lebendfang (1999) von H. obsoletus

Aufgrund der hohen Anzahl lebendgefangener Tiere im ersten Untersuchungsjahr eignete sich die Versuchsfla-
che MEHR-2.1 besonders gut zur Untersuchung des Geschlechteranteils am Gesamtfang auf dieser Fliche. Im
Gegensatz zum Gelbfallenfang zeigte sich dabei mit 52% gefangener weiblicher Imagines ein ausgeglichenes
Geschlechterverhiltnis.
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Abb. 3.8c: Geschlechterverhaltnis beim Gelbfallenfang 1999 von H. obsoletus

Im ersten Versuchsjahr wurden auf der Versuchsflache BKS-1.1 die hochsten Gelbfallenfangzahlen erreicht. Aus
diesem Grund wurde eine umfassende Geschlechterbestimmung durchgefiihrt. Mit nur 11,6% weiblicher Tiere
am Gesamtfang auf dieser Flache ldsst sich beispiclhaft zeigen, dass die Flugaktivitit der Weibchen gegeniiber
den Ménnchen sehr gering ist.

3.1.3 Untersuchung der Migrationsaktivitdt von Hyalesthes obsoletus

Die Versuchsanlagen BKS-1 (vgl. Abb. 3.3b), BKS-3, MEHR-2 an der Mittelmosel und
BOPP-1 am Mittelrhein dienten der Untersuchung der Frage, ob und in welchem Umfang H.
obsoletus von stark besiedelten Flachen in angrenzende Areale einwandert bzw. passiv durch
den Wind verdriftet wird. Zu diesem Zweck wurden auf den umliegenden Flichen Gelbfal-

lenstandorte eingerichtet und die Anzahl der gefangenen Tiere gezahlt.

Auf der Versuchsanlage BKS-1 konnte im zweiten Versuchsjahr eine grole Anzahl von Ima-
gines in den angrenzenden Flachen gefangen werden, wihrend im darauffolgenden Jahr die
Fangzahl (BKS-1.1A) stark gesunken ist (vgl. Tab. 3.3). Dieselbe Entwicklung konnte eben-
falls auch auf der Versuchsanlage MEHR-2 beobachtet werden. Die Anzahl der gefangenen
Tiere auf der Ausgangsflache ist im Vergleich zu den Fangzahlen benachbarter Flachen we-
sentlich abgesunken. Die Untersuchungsfliche BOPP-6 am Mittelrhein zeigten im Gegensatz
dazu auch im dritten Untersuchungsjahr eine zahlenmiaBig sehr starke Population. In allen drei
Untersuchungsjahren konnten in den Gelbfallenanlagen der benachbarten Rebflachen regel-

méBig Imagines von H. obsoletus gefangen werden. Bemerkenswert ist dabei die Beobach-
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tung, dass trotz der relativ geringen Anzahl einwandernder Vektoren gerade diese Ertragsfla-
chen eine starke Durchseuchung aufwiesen.

Tab. 3.3: Gelbfallenfangzahlen zur Feststellung der Migrationsaktivitit von H. obsoletus

Der Versuchsstandort BKS-1 zeigte anhand von Gelbfallenfangen im Jahr 2000 eine geringe Migrationsaktivitét
in die Nachbarareale. Zum Vergleich wurden die Lebendfangzahlen aufgelistet, die einen Spiegel der Populati-
onsstirke wiedergeben. Die anderen Ergebnisse sind aufgrund der geringen Fangzahlen nicht fiir eine Beurtei-
lung der Migrationsaktivitéit geeignet.

Versuchsstandort Jahr Ausgangsfliche Angrenzende Flichen
Lebendfang | Gelbfallenfang | Lebendfang | Gelbfallenfang
BKS-1 BKS-1.1A BKS-1.1B-D; BKS-1.2A-D
2000 331 94 4 59
2001 117 14 2 36
MEHR-2 MEHR-2.1 MEHR-2.2A-D
2000 482 5 6 32
2001 12 4 0 19
BOPP-1 BOPP-6 BOPP-1-4
1999 160* / 0 8
2000 350 / 0 16
2001 585 / 0 10

Auf der Neuanlage BKS-3.1 konnte dagegen die Einwanderung von H. obsoletus anhand der
Gelbfallen und die Ansiedlung einer neuen Population durch Lebendfinge beobachtet werden
(vgl. Tab. 3.4b). Diese Fliache kennzeichnete sich dadurch, dass sie vor der Neuanpflanzung
1999 rigolt, gegrubbert und somit vollkommen unkrautfrei angelegt wurde. Die sowohl in den
angrenzenden Fldchen als auch in der Neuanlage montierten Gelbfallen zeigten ebenfalls nur
geringe Individuenzahlen, aber die gleichzeitig durchgefiihrten Lebendféinge bewiesen, dass
sich schon ab dem Jahr 2000 auf den von den Randbezirken eingewanderten Nahrungspflan-
zen eine neue Population angesiedelt hatte. Sogar auf den Hochfallen in 335-350 cm Hohe
konnten einzelne Individuen gefangen werden (vgl. Tab. 3.4). Im dritten Versuchsjahr wurde
vom Eigentiimer eine Unkrautbekdmpfung wihrend der Flugphase der Imagines durchge-
fiihrt, so dass nach dem Absterben eines Grofteils der Nahrungspflanzen die wochentlichen
Lebendfangzahlen stark abgesunken sind. Es zeigte sich aber, dass an solchen Standpunkten,
an denen sich die Ackerwinde und der Schwarze Nachtschatten (vgl. Abb. 3.2d: Bilder 15-16
und Abb. 3.3a: Bild 4) etablieren konnten, sowohl der Vektor als auch symptomtragende
Pflanzen auftraten (vgl. Tab. 3.19: Klasse 5).
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Tab. 3.4: Anzahl eingewanderter Imagines von H. obsoletus am Versuchsstandort BKS-3

(Gemarkung Bernkastel)

Die zunehmende Anzahl der lebendgefangenen Imagines von H. obsoletus belegen die Entstehung einer neuen
Population durch eingewanderte Tiere. Eine kontinuierliche Einwanderung der Vektoren konnte durch Gelbfal-
len, die in drei verschiedenen Hohenstufen montiert waren, nachgewiesen werden. Auch die bodennahen Gelb-
fallen der seitlichen Flichen belegen durch ihre relativ hohe Fangzahl die Migration von H. obsoletus in die neue
Besiedlungsfliche. a: Herbizidanwendung des Eigentiimers fiihrte wihrend der Flugphase von H. obsoletus
vermutlich zu einer Reduzierung der Fangzahlen. .

Jahr Einwanderungsfliche (BKS-3.1) Seitliche Ertragsflichen
Gelbfallenfang Lebendfang | Gelbfallenfang

Lebendfang | Hohe 350 cm | Hohe 120 cm | Hohe 30 cm Hohe 30 cm
1999 0 1 2 17 4 23
2000 87 2 6 18 34 12
2001* 123 2 1 11 3 18
Summe 210 5 9 46 37 53

3.1.4 Der Fang anderer phloemsaugender Zikadenarten

Der Fang anderer Zikadenarten hatte zum Ziel, weitere mdgliche Vektoren der Schwarzholz-
krankheit zu identifizieren. Die grofite Anzahl der Tiere wurden als Beifdnge gesammelt. Da-
gegen wurden Oncopsis alni, der Ubertriger der FD-Pfalz, Neoaliturus fenestratus und
Macropsis fuscula gezielt gefangen (vgl. Tab. 2.7) und mittels der PCR getestet (vgl. Kap.
3.4.2). Es stellte sich heraus, dass gerade N. fenestratus sowohl bei den Streifnetz- als auch
bei den Gelbfallenfingen sehr zahlreich gefangen werden konnte. Die groBle Anzahl von
Gelbfallenfangen beweist gleichzeitig eine sehr starke Flugaktivitit. Auch O. alni konnte re-
gelméBig mittels Streifnetz gefangen werden. Die Fangzahlen waren dabei von der Fangme-
thode abhingig. Als erfolgreichste Methode erwies sich ein Abschiitteln der Zweige im Fang-

netz.

3.2 Untersuchungen zur Biologie von Hyalesthes obsoletus
Der Beginn der Flugphase der Imagines variiert von Jahr zu Jahr. Als mégliche Einflussfakto-

ren wurden Witterungsverhiltnisse (Luft- und Bodentemperatur) und trophische Faktoren
untersucht. Wéhrend durch die Untersuchung der Witterungsverhéltnisse der frithest mogliche
Zeitpunkt der Flugphase berechnet und ein Prognoseverfahren entwickelt werden sollte, hatte
die Untersuchung trophischer Faktoren Aufschluss dariiber zu geben, ob durch die Spezifizie-
rung von H. obsoletus auf verschiedene, von der Region abhingige Nahrungspflanzen einen

Einfluss auf die Flugphase und die Uberlebensdauer der Imagines besitzt.
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3.2.1 Prognose des Flugbeqginns adulter Hyalesthes obsoletus

Zur Prognose des Flugbeginns adulter Tiere wurde ein Verfahren entwickelt, dass das frithes-

te Auftreten der Imagines mit den erfassten Boden- und Lufttemperaturdaten koordiniert.

Entwicklung eines Prognosemodells zum Flugbeginn von Hyalesthes obsoletus

Die meteorologische Datenerhebung wurde nach der allgemeinen Methodik meteorologischer
Datenerfassung am Boden durchgefiihrt und fiir jedes Untersuchungsjahr ab dem 1. Januar
protokolliert. Die Messung der minimalen Bodentemperatur wurde morgens (8:30 Uhr) in 2
cm Bodenhohe erfasst. Die Messung der Lufttemperatur wurde dreimal tdglich durchgefiihrt
(Trockenthermometermessung; Uhrzeiten: 8:30; 14:30; 22:30). Das Ziel war die Erstellung
eines Prognoseverfahrens, bei dem ausgehend von einem optimalen Termin (Startdatum) alle
Temperaturdaten ab einer bestimmten Grofle (Schwellentemperatur) bis zum Flugbeginn des
jeweiligen Jahres aufsummiert werden (Temperaturendsumme). Zur Berechnung und Opti-
mierung dieser beiden Parameter wurden fiir die obengenannten Jahre alle moglichen Kombi-
nationen (Schwellentemperaturen zwischen 0°C bis 12°C in 0,1°C-Schritten mit dem Startda-
tum vom 1. Januar bis 30. April in 1-Tages Schritten) kombiniert. Die Kombination mit dem
geringsten Variationskoeffizient aller Temperatursummen stellt die Grundlage des
Prognosemodells dar.

Fiir die Jahre 2000 und 2001 wurden von der Staatlichen Lehr- und Versuchsanstalt Neustadt
(SLFA Neustadt) Temperaturwerte der Station Dackenheim zur Verfligung gestellt, die zur
Berechnung des Flugbeginns fiir die Population von H. obsoletus am Versuchsstandort UNG-
1 (Ungstein, Pfalz) verwendet wurden. Zur Feststellung des Flugbeginns an beiden Standorten
wurden schon vor diesem Zeitpunkt die beiden Untersuchungsstandorte beprobt: Auf den
Versuchsflachen des Versuchsstandorts BKS-1 fanden tdgliche Kontrollen statt, wiahrend an
dem Versuchsstandort UNG-1 wochentliche Kontrollen mittels Streifnetz und Gelbfallen
durchgefiihrt wurden. Zusétzlich fanden auch wochentliche Fangaktivititen an den Versuchs-

standorten des Mittelrheins statt.

Der fritheste Zeitpunkt des Einsetzens der Flugphase von H. obsoletus wurde fiir die Jahre
1993-2001 im Jahr 2000 (1. Juni), der spateste Start der Flugaktivitat wurde im Jahr 1994 (20.
Juni) registriert’, wobei 1997 keine und 1998 eine nur unvollstindige Datenerhebung statt-
fand. Im gesamten Untersuchungszeitraum 1999 — 2001 konnte sowohl an der Mittelmosel als

auch am Mittelrhein der Flugbeginn jeweils in derselben Kalenderwoche festgestellt werden,

! Datenerhebung Biologische Bundesanstalt fiir Land- und Forstwirtschaft (Dr. Maixner)
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wihrend in der Pfalz der Flugbeginn etwa drei Wochen spéter einsetzte (vgl. Tab. 3.5 und
Abb. 3.7 — 3.8). Ein wesentlicher Unterschied der dort vorkommenden Populationen besteht
auBerdem in der Nahrungspriferenz (vgl. Abb. 3.11, 3.12 und Tab. 3.6, 3.9 und 3.10) da diese
Populationen hauptséchlich die Brennessel U. dioica als Wirts- und Nahrungspflanze bevor-
zugen. Diese unterschiedliche Praferenz von H. obsoletus konnte auch der Grund dafiir sein,
dass im Gegensatz zur exakten Vorhersage des Flugbeginns in den beiden anderen Weinan-
baugebieten, die Prognose des Flugbeginns in der Pfalz doch sehr ungenau terminiert werden
konnte. Die optimalen Parameter zur Berechnung einer mittleren Gesamt-Temperatursumme
fiir die Entwicklung von H. obsoletus sind in der Tabelle 3.5 zusammengefasst.

Als optimales Startdatum wurde fiir die Bodentemperatur der 1. April, fiir die mittlere Luft-
temperatur der 16. Mirz errechnet. Fiir diese beiden Startdaten wurden aufgrund des gerings-
ten Variationskoeffizienten beziiglich der Temperaturendsumme die optimale Start- bzw.
Schwellentemperatur, ab der die mittleren Temperaturdaten eines Tages zur Temperatursum-
me addiert werden, mit 4,2°C (Boden) bzw. 6,8°C (Luft) errechnet. Als mittlere Gesamt-
Temperatursumme fiir die Boden- bzw. Lufttemperaturmessung wurde 487,4°C bzw.
1029,9°C errechnet. Sobald einer der beiden Temperaturendsummen erreicht worden ist,
muss mit dem Flugbeginn von H. obsoletus in den Gebieten des Mittelrheins und der Mosel-
Saar-Ruwer Region gerechnet werden. Die durchschnittliche Differenz zwischen errechnetem
und mittels Gelbfallen beobachtetem Flugbeginn lag bei 1,9 bzw. 2,1 Tagen (Boden- bzw.
mittlere Lufttemperatur), wobei als beobachteter Flugbeginn die Wochenmitte gewahlt wurde,
da die zur Flugbeobachtung dienenden Gelbfallen fiir eine Woche im Feld exponiert waren.
Der tatsdchliche Flugbeginn kann daher im ungiinstigsten Fall eine maximale Unschirfe von
einer halben Woche aufweisen, wenn die ersten gefangenen Tiere schon zu Beginn bzw. am
letzten Tag der Aushangwoche auf die Gelbfalle geflogen sind. Aus diesem Grund wurden im
letzten Untersuchungsjahr neben den téglich durchgefiihrten Streifnetzkontrollen auch solche
Gelbfallen téglich tberpriift, die sich in der Umgebung der Wetterstation des Instituts in
Bernkastel befanden.

Diese Uberpriifung ergab eine sehr gute Ubereinstimmung zwischen dem entwickelten
Prognoseverfahren und dem tatsdchlichen Beginn der Flugphase. Auf den Versuchsflichen
BKS-1.1, BKS-5 (Standort Bernkastel; Mittelmosel) und BOPP-1.5 (Mittelrhein) konnten
mittels Streifnetz die ersten Lebendfénge am 7. Juni protokolliert werden, wéhrend die tagli-
che Kontrolle der Gelbfallen am 8. Juni auf der Flaiche BKS-6.1 einen Erstnachweis fiir den

Beginn der Flugphase erbrachten. Die Flugprognose ergab durch die Berechnung der Tempe-
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raturendsumme, dass ab dem 9. Juni mit dem Beginn der Flugphase zu rechnen war (vgl.
Abb. 3.10). Der fritheste Flugbeginn iiberhaupt wurde an der Nahe am 5. Juni (Versuchsfla-
che MONZ-1) registriert. Auf den Versuchsflichen der Pfalz dagegen wurde bei Populationen
mit der Brennessel als Wirts- und Nahrungspflanze in den letzten beiden Versuchsjahren der
Flugbeginn erst am 22. bzw. 27. Juni nachgewiesen, wéihrend die Flugberechnung anhand der
Bodentemperatur den 1. bzw. 7. Juni und mittels der Lufttemperatur den 6. bzw. 12. Juni als
Erstflugtag ergab. Die mittlere jahrliche Temperatursumme {iberstieg dabei mit 723°C (Bo-
den) bzw. 1311,2°C (Luft) erheblich die fiir Populationen mit der Ackerwinde als Wirts- und

Nahrungspflanze errechnete Gesamt-Temperatursumme.
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Tab. 3.5: Vergleich der berechneten Flugprognose (Datum des Flugbeginns) mit dem
tatséchlich festgestellten Flugbeginn von H. obsoletus

Die Flugprognose fiir Populationen mit einer Spezifizierung auf C. arvensis am Standort Bernkastel konnte im
Vergleich zum tatséchlichen Flugbeginn mit einer Unschédrfe von durchschnittlich 1,9 bzw. 2,1 Tagen sehr genau
bestimmt werden.

Startdatum: Beginn der jéhrlichen Temperaturmessung; Der geringste Variationskoeffizient ergab als Startdatum
den 16. Mérz bzw. 1. April fiir die Luft- bzw. Bodentemperaturmessung;

Schwellentemperatur: Mindesttemperatur zur jéhrlichen Berechnung der Temperatursumme;

Temperatursumme: Die Erstellung der jahrlichen Temperatursummen fiir die Boden bzw. mittlere Lufttempera-
tur erfolgte durch Addition der einzelnen Tageswerte, sofern die Temperaturschwelle von mindestens 4,2°C
(Boden) bzw. 6,8°C (mittlere Lufttemperatur) erreicht wurde. Aus den Temperatursummen, die zum Beginn
bzw. zum Ende der ersten Flugwoche (WA bzw. WE) erreicht wurden, wurde fiir jedes Untersuchungsjahr die
mittlere jdhrliche Temperatursumme ermittelt. Im Anschluss wurde daraus die mittlere Gesamt-
Temperatursumme aller Untersuchungsjahre gebildet. Der geringste Variationskoeffizient (Quotient aus der
Standartabweichung der mittleren Gesamt-Temperatursumme und ihrem Mittelwert *100) bestimmte dabei die
optimalen Parameter (Startdatum und Schwellentemperatur) zur Erstellung der Flugprognose anhand der Boden
bzw. mittleren Lufttemperatur.

Flugbeginn: Der Nachweis des Flugbeginns der Imagines erfolgte anhand von wochentlich kontrollierten Gelb-
fallen, so dass als Datum des Flugbeginns der mittlere Wochentag der Aushangwoche (Expositionswoche) ge-
wihlt wurde

Standardabweichung (SD)

1 1 171 0 . . . . .
Variationskoeffizient (%): Variationskoeffizient (%) . 100
mittlere Temperatursumme
Standort Jahr Experimentelle Messdaten fir Boden- und Lufttemperaturmessung
Startdatum der Schwellentemperatur Woche des beobachteten Flugbeginns
Temperaturmessung Datum Anzahl der Tage von Startdatum bis Flugbeginn
Boden Luft Boden (°C)| Luft (°C) WA WE Boden Luft
Bernkastel 1993 1. Juni 7. Juni 62 68 78 84
1994 16. Juni 22. Juni 7 83 93 99
1995 12. Juni 18. Juni 73 79 89 95
1996 11. Juni 17. Juni 72 78 88 94
1999( 1. April | 16. Marz 4,2 6,8 8. Juni 14. Juni 69 75 85 91
2000 29. Mai 4. Juni 59 65 75 81
2001 6. Juni 12. Juni 67 73 83 89
Ungstein 2000 19. Juni 25. Juni 80 96 96 102
2001 24. Juni 30. Juni 85 91 101 107
Standort Jahr Experimentelle Messdaten fir Bodentemperaturmessung Flug- beobachteter | Differenz Mittlere
Erreichte Temperatursumme - Boden (°C) prognose Flugbeginn jahrlich Gesamt-
Jahrliche Mittlere Gesamt- SD anhand der | Wochenmitte differenz
WA WE Mittelwerte Temperatursumme (Var. (%)) | Bodentemp.
Bernkastel 1993|  454,5 507,9| 481,2 6. Juni 4. Juni 2 Tage
1994 458 519,3 488,7 16. Juni 19. Juni 3 Tage
1995 480,3 545,5 512,9 25,3 14. Juni 15. Juni 1 Tag
1996 424.4 481,7| 4531 487,4 (5,2) 17. Juni 14. Juni 3 Tage| 1.9 Tage
1999 466,7 528,4 497,6 7. Juni 11. Juni 4 Tage
2000 477,4 561,9 519,7 1. Juni 1. Juni 0 Tage
2001 415,1 502,2 458,7 9. Juni 9. Juni 0 Tage
Ungstein i i
2000 712,6 798,1 755,4 723 57,9 1. Juni 22. Juni 21 Tage 20,5 Tage
2001 657,3 723,8 690,6 7. Juni 27. Juni 20 Tage
Standort Jahr Experimentelle Messdaten fiir Lufttemperaturmessung Flug- beobachteter | Differenz Mittlere
Erreichte Temperatursumme - Luft (°C) prognose Flugbeginn jahrlich Gesamt-
Jahrliche Mittlere Gesamt- SD anhand der | Wochenmitte differenz
WA WE Mittelwerte Temperatursumme (Var. (%)) Lufttemp.
Bernkastel 1993  958,3| 10732 10158 5. Juni 4. Juni 1 Tag
1994 1041,5 1162,9( 1102,2 15. Juni 19. Juni 4 Tage
1995 958,9 1044,1( 1001,5 44,4 17. Juni 15. Juni 2 Tage
1996 979,8 1088,8| 1034,3 1029,9 (4,3) 13. Juni 14. Juni 1Tag| 21Tage
1999 1023 1124,2( 1073,6 8. Juni 11. Juni 3 Tage
2000 919,7 1026,4 973,1 4. Juni 1. Juni 3 Tage
2001 966,2 1051,3( 1008,8 10. Juni 9. Juni 1 Tag
Ungstein A i
2000 1277,2 1395,7( 1346,5 13112 778 6. Juni 22. Juni 16 Tage 15,5 Tage
2001 1220,5 1351,5 1286 12. Juni 27. Juni 15 Tage
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Abb. 3.9: Streuung der jéhrlichen Temperatursummen-Mittelwerte (Boden bzw. mittlere

Lufttemperatur) fiir die Standorte BKS-1 (Bernkastel-Kues) und UNG-1 (Dackenheim)

Der Standort Bernkastel-Kues diente als Beispiel fiir den weitverbreiteten Typus von Hyalesthes obsoletus, der
Convolvulus arvensis (Ackerwinde) als Wirts- u. Nahrungspflanze bevorzugt. Diese Populationen erreichen
frither die Flugphase als beispielsweise Populationen in Ungstein, die ihre Entwicklung an der Brennessel Urtica
dioica durchlaufen. Zur Erfassung der Wetterdaten in Ungstein wurden Aufzeichnungen der Wetterstation
Dackenheim verwendet. Die mittlere Gesamt-Temperatursumme fiir den Standort Bernkastel-Kues ist als
Hauptintervallslinie eingezeichnet. Das Startdatum fiir die Temperaturmessung war der 1. April (Boden) bzw.
16. Mérz (Luft) des jeweiligen Untersuchungsjahres.
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Abb. 3.10: Flugprognosemodell fiir H. obsoletus am Standort Bernkastel fiir das Untersuchungsjahr 2001

Im Untersuchungsjahr 2001 wurde der Beginn der Flugphase am 7. Juni durch Streifnetzfang, am 8. Juni durch tigliche Gelbfallenkontrolle und am 9. Juni durch die Berechnung
der Wochenmitte (Gelbfallenaushangzeit wahrend der ersten Flugwoche: 6.-12. Juni) festgestellt. Die jahrliche Temperatursumme erreichte zwischen dem 9./10. Juni (Boden)
bzw. 10./11:Juni (Luft) jeweils die mittlere Gesamt-Temperatursumme. Diese errechneten Daten stellen den prognostizierten Termin fiir den Flugbeginn des Vektors dar. Der
errechnete Termin stimmt sehr gut mit dem tatsdchlich festgestellten Beginn der Flugphase iiberein.
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3.2.2 Einfluss trophischer Faktoren auf die Uberlebensdauer von H. obsoletus

Obwohl im ersten Versuchsjahr nur sehr wenige Individuen gefangen wurden, die auf die
Brennessel als Wirts- und Nahrungspflanze spezifiziert waren, zeigte sich schon anhand der
Gelbfallenfinge die Tendenz unterschiedlicher Flugphasen. In den beiden folgenden Untersu-
chungsjahren wurde diese Tendenz eindrucksvoll anhand groB3er Lebendfangzahlen auf Ver-
suchsfldachen in Ungstein (UNG-1) bestitigt. Im zweiten Versuchsjahr wurde in Vorversuchen
auBerdem erstmalig deutlich, dass Tiere aus der Brennessel- Gruppe einen lingeren Uberle-
benszeitraum als Tiere aus der Ackerwinde- Gruppe aufwiesen. Aus diesem Grund wurden
Haltungsversuche mit dem Ziel durchgefiihrt, den Einfluss trophischer Faktoren auf die Uber-
lebensdauer zu untersuchen. Insgesamt wurden 591 lebendgefangene Tiere fiir die Untersu-
chung bereitgestellt, wobei sich die Anzahl von Versuchstieren aufgrund der in Kap 2.3.1

beschriebenen Versuchsmafinahmen auf 482 reduzierte.

In Haltungsversuchen, in denen die Anzahl tdglich gestorbener Tiere protokolliert wurde,
zeigte sich vor allem in Bezug auf ihre wichtigsten Wirts- und Nahrungspflanzen U. dioica
und C. arvensis eine Adaptation der Tiere an ihre Wirtspflanzen. Ein Wirtswechsel vom Ori-
ginalwirt U. dioica auf den Versuchswirt C. arvensis ergab eine hoch signifikante Verkiirzung
(p>>0,001) der Uberlebenszeit (vgl. Abb. 3.11a). Die mittlere Uberlebenszeit sank von 8,7
auf 2,6 Tage. Umgekehrt wurde ein nur schwach signifikanter Unterschied beim von Tieren
der Ackerwinde-Gruppe auf den Versuchwirt U. dioica festgestellt (vgl. Tab. 3.11b). In dieser
Gruppe sank die mittlere Uberlebenszeit von 3,8 auf 3 Tage. Eine ebenfalls hochsignifikante
Verkiirzung der Uberlebenszeit zeigten Tiere der Brennessel-Gruppe bei den Versuchwirten
V. vinifera (p<<0,001), R. repens (p<<0,001) und H. pilosella (p<<0,001). Dagegen wurden
bei T. officinale und L. autumnalis keine signifikanten Unterschiede detektiert.

Beim Vergleich der Uberlebenszeit von Individuen, die auf ihrem Originalwirt verblieben,
konnte fiir die Tiere der Brennessel-Gruppe eine hochsignifikant lingere Uberlebenszeit
(P<<0,001) festgestellt werden (vgl. Abb. 3.11a/b). Alle Versuchstiere der Ackerwinde-
Gruppe waren auf ihrem Originalwirt bereits nach 9 Tagen gestorben, wéhrend zu diesem

Zeitpunkt noch 31% der Versuchstiere der Brennessel-Gruppe lebten.
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Abb. 3.11b: Anteil iiberlebender Tiere der ,,Ackerwinde*“- Gruppe in Abhéngigkeit ihres Versuchswirts

Abb. 3.11: Einfluss trophischer Faktoren auf den Uberlebenszeitraum von H. obsoletus

In Haltungsversuchen zeigten Tiere aus Populationen, die auf die GroBe Brennessel U. dioica als Originalwirt
spezifiziert sind, beim Wirtswechsel auf die Ackerwinde C. arvensis eine hochsignifikant kiirzere Uberlebenszeit
(vgl. Abb. 3.11a). Dagegen zeigten Tiere aus Populationen mit einer Spezifikation auf die Ackerwinde lediglich
eine schwach signifikante Verkiirzung im Uberlebenszeitraum beim Wechsel auf den Versuchwirt U. dioica
(vgl. Abb. 3.11b). Gleichzeitig konnte festgestellt werden, dass Tiere der Brennessel-Gruppe, die auf ihrem Ori-
ginalwirt verblieben, einen hochsignifikant (p<<0,001) lingeren Uberlebenszeitraum gegeniiber Tieren der
Ackerwinde-Gruppe zeigten, die ebenfalls auf ihrem Originalwirt gehalten wurden.
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Tabelle 3.6a: Ergebnisse der Log-Rang-Teststatistik zur Priifung auf signifikante Unterschie-
de in der Uberlebenszeit von H. obsoletus beim Wechsel des Originalwirts U. dioica auf ver-
schiedene Versuchswirte

Die Tests zeigten beim Wechsel der urspriinglichen Wirtspflanze U. dioica auf die Versuchswirte C. arvensis, V.
vinifera, R. arvensis und H. pilosella einen hochsignifikanten Unterschied (p<<0,001) in der Uberlebenszeit von
H. obsoletus. Dagegen zeigte ein Umsetzen der Tiere auf T. officinale bzw. L. autumnalis bei p=0,05 keinen
signifikanten Unterschied in der Uberlebenszeit.

Versuchswirt Originalwirt: U. dioica Ergebnis
N ges. N (Originalwirt) ges. P
. hoch signifikanter Unterschied mit
C. arvensis 68 117 p<<0,001
T. officinale 8 117 | nicht signifikant
L. autumnalis 15 117 | nicht signifikant
- hoch  signifikanter ~ Unterschied  mit
V. vinifera 117 0<<0,001
. hoch  signifikanter ~ Unterschied  mit
R. arvensis 17 117 p<<0,001
. hoch  signifikanter ~ Unterschied  mit
H. pilosella 22 117 0<<0,001

Tabelle 3.6b: Ergebnisse der Log-Rang-Teststatistik zur Priifung auf signifikante Unterschie-
de in der Uberlebenszeit von H. obsoletus beim Wechsel des Originalwirts C. arvensis auf
verschiedene Versuchswirte

Der Test zeigte beim Wechsel der urspriinglichen Wirtspflanze C. arvensis auf den Versuchswirt U. dioica ledig-
lich einen schwach signifikanten Unterschied in der Uberlebenszeit von H. obsoletus.

Versuchswirt Originalwirt: C. arvensis Ergebnis
N ges. N (originatwirty §€S- P
U dioica 95 126 schwach signifikanter Unterschied mit
p<0,05

3.3 UNTERSUCHUNGEN zZU UBERTRAGUNGSEIGENSCHAFTEN VON VEKTOREN

Von allen Zikadenarten, deren Vektoreigenschaften beziiglich der beiden in Deutschland bis-
her vorkommenden Vergilbungskrankheiten der Weinrebe anhand von Ubertagungsversuchen
tiberpriift wurden, waren ausschlieBlich H. obsoletus und O. alni in der Lage, Testpflanzen zu
infizieren (vgl. Tab. 3.7 — 3.9). Auch die in Rebanlagen héufig vorkommende,
phloemsaugende Zikade N. fenestratus war nicht in der Lage, Versuchspflanzen zu inokulie-
ren (Ubertragung der Infektion durch Besaugen), obwohl mittels der PCR-Analyse
Phytoplasmen bei einigen Individuen von N. fenestratus nachgewiesen werden konnten
(TANNE et al., 2001) und dieses Tier in Israel als wahrscheinlicher Ubertriger des Schwarz-
holz-Phytoplasmas angesehen wird.?

2 Personliche Mitteilung Dr. Maixner (Biologische Bundesanstalt, Bernkastel-Kues)
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3.3.1 Untersuchungen zu den Ubertragungseigenschaften von Hyalesthes obsoletus

Die Untersuchungen der Ubertragungseigenschaften von H. obsoletus dienten hauptsichlich
dem Ziel, potentielle Begriinungspflanzen auf die Moglichkeit einer Infektion durch Vektoren
hin zu iiberpriifen. Befiirchtungen, wonach potentielle Begriinungspflanzen selbst durch
H. obsoletus infiziert werden koénnten, wurden bestétigt. Der Vergleich der Werte fiir die
Ubertragungseffizienz des Vektors zeigt, dass die Zikade das Schwarzholz-Phytoplasma meist
mit einer hoheren Effizienz auf inokulierbare krautige Pflanzen iibertrigt als auf Weinreben
(vgl. Tab. 3.8). Insgesamt wurden 1425 Individuen in den Ubertragungsversuchen getestet.
Von den fiinf Arten potentieller Begriinungspflanzen fiir den Steilhang wurden vier Pflanzen-
arten infiziert, ohne dass diese Pflanzen abstarben. Lediglich H. pilosella wurde in keinem der
durchgefiihrten Ubertragungsversuche infiziert, obwohl H. obsoletus sich gut von dieser
Pflanzenart erndhren konnte, was durch die geringe Anzahl von im Versuch gestorbener Tiere
deutlich wurde. Von den im Test untersuchten natiirlichen Wirtspflanzen von H. obsoletus
wurde nur der Kriechende Hahnenfuf3 R. repens infiziert. Im Freiland konnten dagegen nie-
mals infizierte Pflanzen dieser Art beobachtet werden. Infizierte Pflanzen reagierten im Test
extrem sensibel auf eine Phytoplasmainfektion, indem sie schnell vergilbten und innerhalb
weniger Wochen abstarben. Dem entsprechend war die Infektionshaufigkeit von H. obsoletus
in Bestdnden dieser Pflanzenart im Vergleich zu Populationen der ,,Ackerwinde*“-Gruppe sehr
gering.

Die oft fiir Ubertragungstests verwendete V. faba zeigte erwartungsgemif sehr schnell (ca. 4-
6 Wochen) deutliche Symptome der Vergilbungskrankheit und bewies damit ihre Eignung als
sehr gute Zeigerpflanze fiir eine Infektion durch Phytoplasmen der Schwarzholzkrankheit. Im
Gegensatz zu allen anderen Pflanzenarten konnte bei dieser Pflanzenart auch sehr gut die In-
fektion bei einzelnen Zikaden durch Einzeltier-Tests tiberpriift werden. Im Vergleich zur
Weinrebe zeigten sich die Unterschiede in der Ubertragungswahrscheinlichkeit (P10) und in
der Ubertragungseffizienz (PEFF) am deutlichsten und sind daher in der Tabelle 3.8 durch
Fettdruck hervorgehoben.

Die in den Ubertragungsversuchen getesteten natiirlichen Weinbergskriuter stellten nur die
wichtigste Auswahl der vor allem in den Steillagen des Mittelrheins und der Mittelmosel vor-
kommenden Begleitflora dar. Eine Tendenz zur starken Anfélligkeit gegeniiber einer Inokula-
tion zeigte der nur mit wenigen Exemplaren getestete Hornklee (Lotus corniculatus). In der
Natur konnte auBlerdem beim Schwarzen Nachtschatten (Solanum nigrum) eine
Phytoplasmose beobachtet und mittels PCR-Analyse auch positiv getestet werden (vgl. Tab.
3.18).
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Tabelle 3.7: Ergebnisse der Ubertragungsversuche mit H. obsoletus

Ergebnisse

Die PCR-Testergebnisse ergaben, dass lediglich bei R. repens aus der Testgruppe der natiirlichen Nahrungs-
pflanzen von H. obsoletus eine Ubertragung von Phytoplasmen nachgewiesen werden konnte. In der Gruppe der
natiirlichen Weinbergsflora konnte fiir L. corniculatus und T. campestre eine erfolgreiche Ubertragung des Erre-
gers nachgewiesen werden. Die Untersuchung potentieller Begriinungspflanzen zeigte, dass alle Pflanzenarten
mit Ausnahme von H. pilosella infiziert werden kénnen. Die Kontrollgruppe der experimentellen Ubertragungs-

pflanzen zeigte erwartungsgeméif bei beiden Pflanzenarten eine erfolgreiche Ubertragung des Vektors.

. =8l ze|s8,8 |8, |8 _
S |EE|82|225 (28288 8:8
£ |s5|SE|25| g |88 |E88
Versuchspflanze 2 |ES|EZ|=s2|58| 88| 8¢
S 22|25 S2S|E2|EeS? | SEYR
> |65|6>| 253 | g7 | gV B =
> < 2 8 o <
Natiirliche Nahrungspflanzen von H. obsoletus
Artemisia vulgaris Gemeiner Beifull 2000 12 48 4 37 18 0
Cirsium arvense Acker-Kratzdistel 2000 11 44 4 31 13 0
Leontodon autumnalis Herbst-Lowenzahn 2000 13 52 4 47 21 0
2001 10 50 5 40 23 0
Ranunculus repens Kriechender Hahnenfufl | 2000 11 44 4 29 14| 7 (63,6)
6 6] 1 6 2| 1(16,7)
2001 15| 75| 5 54 24110 (66,7)
Taraxacum officinale Gemeiner Lowenzahn 2000 10 40 4 31 19 0
2001 14 70 5 59 26 0
Urtica dioica Grof3e Brennessel 2000 16 64 4 54 29 0
Potentielle Begriinungspflanzen
Dianthus deltoides Heide-Nelke 1999 12 60 5 42 15| 6(50)
Hieracium pilosella Habichtskraut 1999 12 60 5 47 8 0
2000 19 76 4 64 27 0
2001 11 55 4 38 21 0
Lotus corniculatus Hornklee 2000 3 12 4 9 81| 2(66,7)
Silene vulgaris Taubenkopf-Leimkraut | 2000 12 60 5 42 16| 5(41,7)
Vicia villosa Zottige Wicke 2000 10 40 4 29 12| 4 (40,0)
Natiirliche Weinbergspflanzen
Clematis vitalba Gemeine Waldrebe 2000 6 24 4 23 14 0
Daucus carota Wilde Mohre 2000 27| 108 4 84 34 0
Lamium purpureum Rote Taubnessel 2000 5 20 4 12 6 0
Lotus corniculatus Hornklee 2000 3 12 4 9 8| 2(66,7)
Malva neglecta Weg-Malve 2000 6 24 4 13 7 0
Trifolium campestre Gelber Ackerklee 2000 5 20 4 8 4 0
2001 12 60 5 42 20| 1(8,3)
Experimentelle Ubertragungspflanzen
Vicia faba Saubohne 1999 5] 30] 6 15 3] 5(100,0)
2000 7] 28] 4 11 0] o0
2001 68| 68 1 68 35] 18 (26,5)
15 75 5 71 42|13 86,7)
Vitis vinifera ,,Riesling“ Weinrebe 2001 10| 100 10 75 28| 4 (40,0)
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Tabelle 3.8: Berechnung der Ubertragungswahrscheinlichkeit- und der Ubertragungseffizienz

von H. obsoletus auf ausgewéhlte Testpflanzen

Der Vergleich der berechneten Werte fiir infizierbare Pflanzenarten offenbart im Gegensatz zu den meisten an-
deren getesteten Pflanzenarten eine geringere Préferenz von H. obsoletus fiir die Weinrebe V. faba, was sich in
einer deutlich niedrigeren Ubertragungswahrscheinlichkeit (PI10) und Ubertragungseffizienz (PEFF) ausdriickt.
Der groBte Unterschied zeigte mit einem mehr als fiinffach héheren Pio-Wert und einem mindestens vierfach
hoheren PEFF-Wert die Versuchspflanze V. faba.

Ubertragungswahrscheinlichkeit: Pio: 1-(1-Ri0) “™: Rio: Anteil infizierter Pflanzen; N: Anzahl der Testtiere
pro Testpflanze; Ubertragungseffizienz: PEFF: Pio / PFL; PFL: Anteil infizierter Testtiere pro Pflanzenart;

Versuchspflanze Ve;;lrjl(;hs Rio N 1/N PlOo (%) | PFL (%) | PEFF (%)
Ranunculus arvensis 2000 0,64 4 0,25 22,5 48,3 46,7
2001 0,48 5 0,20 12,3 43,3 28,3

Dianthus deltoides 1999 0,50 5 0,20 13,0 41,4 36,3
Silene vulgaris 2000 0,42 5 0,20 10,3 38,1 27,1
Vicia villosa 2000 0,40 4 0,25 12,0 41,4 29,0
Trifolium campestre 2001 0,10 5 0,20 2,1 47,6 4.4
Vicia faba 2001 0,27 1 1,0 27,0 51,5 52,5
2001 0,87 5 0,20 33,5 59,2 56,6

Vitis vinifera ,,Riesling* 2001 0,40 10 0,10 50 37,3 13,3

3.3.2 Untersuchungen zu den Ubertragungseigenschaften von O. alni als Vektor der

Phytoplasmose vom FD- Pfalz-Typ

Nachdem schon in einem vom Forschungsring des Deutschen Weinbaus geforderten Projekts
die Erreger der FD-Pfalz auf der Schwarzen Erle (A. glutinosa) gefunden wurden und O. alni
als Vektor dieses Phytoplasmas auf Erlen identifiziert wurde, konzentrierten sich die Versu-
che auf Ubertragungsversuche (vgl. Tab. 3.9) zum Nachweis der Ubertragung des Erregers
durch die gleiche Zikade auf die Weinrebe. Insgesamt wurden 1033 Tiere, davon 234 Tiere
von der Mittelmosel (Graach, Wehlen und Veldenz) und 799 Tiere aus der Pfalz (Bochingen
und Maikammer) getestet. Wihrend an der Mittelmosel nur sehr selten Weinstocke mit dem
Erreger der FD-Pfalz infiziert waren, konnte auf den Versuchsfliachen der Pfalz dagegen eine
hohere Anzahl vereinzelt auftretender symptomatischer Weinreben beobachtet werden. Wih-
rend die Versuchstiere im Labor problemlos fiir mindestens eine Woche auf der Schwarzerle
iiberlebten, starben sie auf der Weinrebe nach spitestens 48 Stunden. In den Ubertragungsver-
suchen wurden nur 3 von insgesamt 99 Rebstocken infiziert. Alle Rebstocke wurden mittels
der PCR-Analyse untersucht, wobei ausschlieSlich die symptomatischen Pflanzen infiziert
waren. Durch RFLP-Analyse des FD9- Fragments (vgl. Abb. 3.2.11) wurden die Erreger der
EIm-Yellows-Gruppe verifiziert und damit gleichzeitig gezeigt, dass es sich dabei um den FD-
Pfalz-Erreger handelte. Auch die Infektionshdufigkeit der Gesamtanzahl aller mittels der
PCR-Analyse getesteten Individuen (832 Tiere) war mit 5,7% sehr gering und entspricht da-
mit der Beobachtung einer geringen Verbreitung der FD-Pfalz im Freiland. Aber die Tatsache
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einer erfolgreichen Ubertragung iiberhaupt und der qualitative Nachweis des FD-Pfalz-
Erregers identifiziert O. alni als Vektor dieser bisher in Deutschland unbedeutenden
Phytoplasmose.

Tabelle 3.9: Ergebnisse der Ubertragungsversuche mit Oncopsis alni

Die Ergebnisse der Ubertragungsversuche bestitigen die Feldbeobachtungen, dass von diesem Vektor nur ein
geringes Gefahrdungspotential ausgeht, was an der geringen Anzahl infizierter Pflanzen deutlich wird. Lediglich
bei 4 der 138 getesteten Pflanzen konnte der Erreger nachgewiesen werden.

c @ |
g8 £ T | T5% | T8 @
N © N -5 N = N & N A n
c = c c c ', o c ﬁ
Versuchspflanze s 2 S5 S5 Sshk S50
£S5 € > E o Et ELNK
g9 g e g7 g20 | g2 O
L D L D o 3 o NA o N o
O E 0> 0g OE™~ OE
Versuchstiere der Mittelmosel
Alnus glutinosa 5 23 10 5 1
Vicia faba 1 3 1 0 0
Vitis vinifera “Riesling” 9 83 71 5 (7,1%) 0
Vitis vinifera “Scheurebe” 13 125 72| 11 (15,4%) 2
Versuchstiere der Pfalz
Vicia faba 33 165 152 11 (7,2%) 0
Vitis vinivera ,,Scheurebe 77 634 526 15 (2,9%) 1
Gesamtzahl 138 1033 832| 47 (5,7%) 4 (2,9%)

3.4 NACHWEIS UND DIFFERENZIERUNG REBPATHOGENER
PHYTOPLASMEN DURCH DIE PCR

Bevor der Nachweis rebpathogener Phytoplasmen im grolen Umfang begonnen wurde, war
es zundchst zweckmifig, die bisher angewendeten PCR-Bedingungen zu tiberpriifen, zumal
mit dem ,,Master Cycler Gradient™ (Eppendorf) ein neuer Thermocycler in Betrieb genommen
wurde. Dabei wurden die im vorangegangenen Forschungsprojekt (vgl. REINERT, 1999)
etablierten PCR-Bedingungen durch Erstellung eines Temperaturgradienten bestitigt. Ledig-
lich fiir die Verwendung des STOL-Primerpaars zum spezifischen Nachweis des Schwarz-
holz-Phytoplasmas wurde zur Verringerung unspezifischer Bandenmuster die Anzahl der

Reaktionszyklen auf dreilig (vormals 35) reduziert (vgl. Tab. 2.13).
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3.4.1 Detektion des Schwarzholz-Phytoplasmas in Hyalesthes obsoletus

Regionale Unterschiede in der Ausprigung der Infektionshiufigkeit von H. obsoletus
Die Daten zur Infektionshaufigkeit des Schwarzholz-Phytoplasmas in den Vektorpopulatio-
nen der verschiedenen Weinbauregionen basieren auf PCR-Tests mit einzelnen Tieren. So-
weit moglich, wurden mindestens 100 Tiere pro Beprobungsfldche getestet, wobei die Fang-
zahlen nicht immer fiir diesen Probenumfang ausreichten, zumal ein Grofteil der Lebendfén-
ge fiir Ubertragungsversuche und Tests zur Feststellung des Einflusses trophischer Faktoren
verwendet wurde. Wéhrend an der Mittelmosel in den ersten beiden Versuchsjahren auch ho-
he Fangzahlen anhand der Gelbfallen erreicht werden konnten, basieren die Testergebnisse
der anderen Weinanbaugebiete ausschlieBlich auf lebendgefangene Testtiere. Es konnte aller-
dings festgestellt werden, dass zur genauen Feststellung einer Phytoplasmose lebendgefange-
ne Tiere besser geeignete waren als die von den Gelbfallen entnommenen Tierproben (vgl.
Abb. 3.12). In den ersten beiden Untersuchungsjahren wurden zu Vergleichszwecken die Er-
gebnisse von 3486 lebendgefangenen Tieren und 955 mittels Gelbfallen gefangenen Tieren
verglichen. Die Nachweisgrenze lag bei den Gelbfallen-Proben dabei um mindestens zehn
Prozentpunkte niedriger. Die im dritten Untersuchungsjahr mittels Gelbfallen erreichten
Fangzahlen waren fiir einen Vergleich der Testergebnisse nicht mehr ausreichend.

Die hochsten Infektionshdufigkeiten konnten bei Tieren der Ackerwinde-Gruppe in den
Weinanbaugebieten Mosel-Saar-Ruwer, Mittelrhein, Nahe und bei Tieren der Brennessel-
Gruppe im Weinanbaugebiet Pfalz festgestellt werden (vgl. Abb. 3.13 bzw. Tab. 3.10). Die
mit 81,4% hochste Infektionshdufigkeit wurde im ersten Versuchsjahr bei einer Population
der Ackerwinde-Gruppe festgestellt (vgl. Tab. 3.10.: FlacheBKS-1.1). Dagegen zeigten Tiere
gleicher Regionen, die auf dem Kriechenden Hahnenful} als Wirts- und Nahrungspflanze spe-
zifiziert waren, mit maximal 5,9% eine sehr geringe Infektionshiufigkeit (vgl. Tab. 3.10:
Weinanbaugebiet Mosel-Saar-Ruwer bzw. Tab. 3.11: Beprobungsflichen PLAT-1 und
PLAT-3 bzw. Tab. 3.13: PLAT-1/3). Wie im bereits vorangegangenen Kapitel beschrieben,
reagiert diese Pflanzenart extrem sensibel auf eine Phytoplasmose, so dass ein frithzeitiges
Absterben der betroffenen Pflanzen beobachtet werden konnte.

Die Ergebnisse von Tieren der Brennessel-Gruppe, die in der Pfalz gefangen wurden, sind
allerdings differenziert zu betrachten. Wéhrend auf einigen Beprobungsflichen (Versuchsflé-
che UNG-1 und Standorte in der Umgebung) Infektionshiufigkeiten bis maximal 7,8% regis-
triert wurden, zeigten Tiere anderer Beprobungsflichen (BOCH-1 und Umgebung) Infekti-
onshdufigkeiten zwischen 25,5- 48,4 Prozent (vgl. Tab. 3.10 und Tab. 3.11).
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Abb. 3.12: Unterschiede der PCR-Testergebnisse bei lebendgefangenen bzw. mittels passiven
Gelbfallen gefangenen Tiere.
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ADbb. 3.13: Zusammenfassung der im Untersuchungszeitraum festgestellten Infektionshaufig-
keiten (%) fiir die Gesamtheit der getesteten Lebendfiange von Hyalesthes obsoletus

Fiir die Weinanbaugebiete Mosel Saar Ruwer, Mittelrhein, Nahe und Baden sind die Infektionshaufigkeiten von
Tieren der ,,Ackerwinde“-Gruppe dargestellt, wihrend die fiir das Weinanbaugebiet Pfalz ermittelten Infektions-
hiaufigkeiten aus Populationen der ,,Brennessel“-Gruppe stammen. Die rot markierten Zahlen gegen dabei die
Gesamtanzahl der getesteten Tiere an.
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Im Rahmen dieses Forschungsvorhabens wurden gleichzeitig mit dem erstmaligen Nachweis
des Vektors fiir die Standorte an der Nahe, in der Pfalz (Bochingen), in Franken
(Randersacker) im Rheingau (Gemarkung Lorch) und in Baden sowohl eine Infektion der
Vektoren als auch der Weinreben (vgl. Tab. 3.15 und 3.16) mit dem Schwarzholz-
Phytoplasma nachgewiesen.

Untersuchungen zur Infektionshiufigkeit bei weiblichen und minnlichen Imagines von
Hyalesthes obsoletus

Das Ziel dieser Untersuchungen war die Kldrung einer eventuellen geschlechtsspezifisch un-
terschiedlichen Sensibilitdt gegeniiber dem Erreger. Die Untersuchung sollte damit eine Beur-
teilung tiber eine vom Geschlecht des Tieres abhingige Ausbreitung der Schwarzholzkrank-
heit ermdglichen.

Insgesamt wurden 2515 Weibchen und 2972 Ménnchen im Untersuchungszeitraum mittels
der PCR einzeln getestet. Es zeigte sich, dass die Weibchen im gesamten Untersuchungszeit-
raum eine zwischen 0,1 Prozent (Tiere der ,,Brennessel-Gruppe®) und 8,4 Prozent (Tiere der
»Ackerwinde-Gruppe®) hohere durchschnittliche Infektionshdufigkeit aufwiesen (vgl. Tab.
3.10). Beide Geschlechter zeigten auf der Untersuchungsfliche BKS-1.1 mit 83,7 Prozent
(Weibchen) bzw. 78,7 Prozent (Ménnchen) die hochsten Infektionshdufigkeiten, die innerhalb
einer Population festgestellt werden konnten (vgl. Tab. 3.11). Starke geschlechtsspezifische
Schwankungen sind dabei hiufig detektiert worden, wobei der grofite Unterschied mit 17,2
Prozent auf der Untersuchungsfliche MEHR-2.1 festgestellt werden konnte (vgl. Tab. 3.11
und Abb. 3.15). Die Untersuchungsergebnisse belegen einerseits, dass beide Geschlechter in
unterschiedlichem Mafe von einer Infektion betroffen sein konnen, andererseits weisen sie
gleichfalls dieselbe Tendenz in der Auspragungsstirke auf. Unterschiede in der Infektions-
héiufigkeit tiber 10 Prozent wurden bei nur 6 verschiedenen Populationen (vgl. Tab. 3.11: Ver-
suchsfeldschliissel A4, A7, A10-12, A16 und A21) festgestellt. Sowohl bei Populationen mit
einem stirker infizierten weiblichen bzw. ménnlichen Anteil konnten in benachbarte Flachen

unterschiedliche Durchseuchungsgrade auftreten (vgl. Abb. 3.14).
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Tabelle 3.10: Zusammenfassung der mittels PCR-Analysen festgestellten Infektionshaufig-
keiten von H. obsoletus;

5 N g = ) et -é g
@ c c& ® = o -2 - 5 - .2 -2 e
k= 855 o5l =3 | E2 | 2| SF |52 |2
S S o E = S S - N g = N N N
Q< < ccg N c C c o c o c
3 &a T o S23 | 2% 3 o < 9 S22 |82S| g 2¢
S €s5| D |2Eg5| EL | g2 | 25| 22 |2E2 |22
c S8 &% c =g c EC E .2 Es ESGC| ETOC
[ Qo £ = © g’ D 8 @ C = @ = c O c O C o
c © 27 L s95 | o8| 82 | &= ST | 3L o 2
g S L L 3 |1 02| 0O ‘g ox |0 O
@ <= o Q O
<
1999 1059 518 541 703 347 356
2000 L 935 441 494 477 235 242
2001 513 247 266 369 205 164
A Durchschnittliche Infektionshaufigkeit: 65,3 % 58,6 %
1999 352 62 290 154 29 125
2000 G 294 73 221 127 33 94
Mosel Saar Ruwer 2001 15 2 13 0 0 0
(Mittelmosel) Durchschnittliche Infektionshaufigkeit: 459%  429%
1999 251 124 127 9 5 4
2000 L 51 26 25 0 0 0
H 2001 18 3 15 0 0 0
1999 G 16 11 15 0 0 0
2001 20 8 12 1 0 1
Summe A |1999-2001 |L+G |3168 |[1343 |1825 |1830 849 981
Summe H |1999-2001 |L+G |356 172 194 10 5 5
1999 90 39 51 34 13 21
A 2000 L 169 87 82 76 39 37
Mittelrhein 2001 176 88 88 57 32 25
H 2001 L 52 19 33 5 2 3
Summe 435 214 221 167 84 83
A | 1999-2001 L (39.3%) | (37,6%)
Summe H | 1999-2001 L 52 19 33 5 2 3
1999 92 43 49 49 24 25
A 2000 L 163 81 82 117 62 55
Nahe 2001 237 92 145 100 41 59
Summe 492 216 276 166 127 139
A | 1999-2001 L (58,896) | (50,4%6)
1999 2 1 1 0 0 0
Pfalz B 2000 L 292 207 85 6 4 2
2001 498 276 218 58 36 22
1999 G 6 1 5 3 1 2
Summe 798 485 309 67 41 26
- +
B 1999-2001 L+G (8,5%) (8,4%)
1999 40 16 24 11 5 6
2000 L 60 22 38 12 6 6
Baden (Ortenau) A 2001 =] n 37 4 1 3
1999 G 4 2 2 0 0 0
Summe 155 54 101 27 12 15
- +
A 1999-2001 L+G (22,2%) (14’9%)
A 1999 L 22 7 15 0 4
Hessische Bergstrafie 2000 9 5 4 3 2 1
Summe | A [1999-2001 |L 31 12 19 7 2 5
Testumfang L + G 1999-2001 5487 | 2515| 2972 2379 1122 1257
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Tab. 3.11: Zusammenfassung der PCR-Testergebnisse (Einzeltiertests) von Hyalesthes obsoletus 1999 bis 2001

Ergebnisse

In Abhédngigkeit der Fangmethode wurden anhand der PCR-Testergebnisse fiir alle Beprobungsflachen der Untersuchungsjahre 1999 — 2001 die geschlechtsbezogenen Infekti-
onshédufigkeiten der einzelnen Populationen aufgelistet. Die stérkste Infektionshdufigkeiten traten bei den Populationen auf, die gezielt auf Flachen von der Ackerwinde der
Weinanbaugebiete am Mittelrhein und an der Mittelmosel gefangen wurde. Jeder Beprobungsflache wurde in Abhingigkeit des Untersuchungsjahres und der beprobten Pflanzen-
art eine jeweilige Identifikationsnummer zugeordnet (Versuchsflichenschliissel), die ein Vergleich mit den in der Abbildung ... abgebildeten geschlechtsbezogenen Infektions-
héaufigkeiten ermoglicht.
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Al 1999 274 147 127 223 (81,4) 123 (83,7) 100 (78,7)
A2 2000 L 145 73 72 80 (55,2) 42 (57,5) 38 (52,8)
BKS-1.1 A A3 | 2001 117 66 51 61 (52,1) 35 (53,0) 26 (51,0)
(B:S) Ad 1999 193 21 172 109 (56,5) 14 (66,7) 95 (55,2)
A5 2000 G 122 48 74 54 (43,6) 23 (47,9) 31 (41,9)
2001 0 - - - - -
1999 18 9 9 13 8 5
A6 2000 L 86 32 54 42 (48,8) 15 (46,9) 27 (50,0)
BKS-2.1 A 2001 15 6 9 8 4 4
(E;S) 1999 10 4 6 5 2 3
2000 G 11 5 6 4 3 1
2001 2 2 0 0 0 0
1999 0 - - - - -
BKS.3.1 A7 | 2000 L 67 31 36 18 (26,9) 10 (32,3) 8 (22,2)
(E_S)' : A A8 | 2001 116 55 61 77 (66,4) 34 (61,9) 43 (70,5)
' 1999 G 39 13 26 6 2 4
2000 32 4 28 13 1 12
BKS-4 A 1999 G 42 14 28 14 6 8
(E;S) 2000 11 2 9 2 0 2
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Fortsetzung Tab. 3.11
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Abb. 3.14: Infektionshdufigkeiten der weiblichen und ménnlichen Imagines verschiedener Populationen von H. obsoletus in den Jahren 1999-
2001

Der Versuchsflachenschliissel ist in Tab. 3.11 aufgefiihrt: Der Anfangsbuchstabe steht fiir die jeweilige Beprobungspflanze. Die Ziffer bezieht sich auf das jeweilige Ver-
suchsfeld und das jeweilige Jahr. Die integrierte Abbildung zeigt die im Untersuchungszeitraum festgestellte Infektionshaufigkeit bei weiblichen (W) und ménnlichen (M)
Imagines von H. obsoletus.
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Untersuchungen zum Verlauf der Infektionshiufigkeit wihrend der Flugphase von
Hyalesthes obsoletus

Die Untersuchungen zum Verlauf der Infektionshaufigkeit innerhalb einer Population wurde mit
dem Ziel durchgefiihrt, Anhaltspunkte iiber den moglichen Zeitpunkt der Akquisition des
Schwarzholz-Phytoplasma zu erhalten. Aus diesem Grund wurden solche Beprobungsfliachen
ausgesucht, die mit stark durchseuchten Populationen und gleichzeitig hoher Zikadendichte ge-
kennzeichnet waren. Die Mindesttestzahl betrug, soweit moglich, 50 wochentlich getestete Tiere.
Die Ergebnisse zeigen eindeutig (vgl. Tab. 3.12), dass schon mit dem Beginn der Flugphase oft-
mals ein hoher Prozentsatz der Imagines infiziert war (vgl. Abb. 3.15 und Tab. 3.14). Auf eini-

gen Flachen wurde sogar der hochste Prozentsatz an Infektionshdufigkeit schon zum Beginn der
Flugphase ermittelt.

100

—0—BKS-1.1 (1999)
—0—BKS-1.1 (2000)

Infektionshéufigkeit (%)

NN

—o—MEHR-2.1 (1999)
—0—-MEHR-2.1 (2000)
——BKS-6.1 (2000)
—0—BKS-6.1 (2001)
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Kalenderwoche

Abb. 3.15: Verlauf der Infektionshaufigkeit von H. obsoletus wihrend der Flugphase der Imagi-
nes
Verlauf der Infektionshdufigkeit von Populationen der Ackerwinde-Gruppe an ausgewihlten Untersuchungsflachen.

Die Infektionshdufigkeit ist schon zu Beginn der Flugphase der Imagines sehr hoch. Der weitere Verlauf der Flug-

phase der Imagines zeichnet sich zwar durch Schwankungen in der Infektionshiufigkeit aus, ihre Stirke bleibt aber
weitgehend erhalten.
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Nachweis des Schwarzholz-Phytoplasmas mittels Gruppentests (Batch-Tests)

1. Voruntersuchungen zur Sensibilitit der PCR-Technik bei Batch-Tests

Fiir die durchzufiihrenden Gruppentests musste zunéachst die Frage geklart werden, bis zu wel-
cher Gruppengrofle sich gerade ein infiziertes Tier nachweisen ldsst. Zundchst wurde anhand
entlang der Korperldngsachse geschnittener Tierpraparate die Bestimmung der Nachweisbarkeit
eines geringen Pathogen-Titer tiberpriift. Die zur Verfiigung stehenden Tierproben stammten von

schwach- bzw. hochinfizierten Beprobungsflachen.

Tabelle 3.12: Anteil infizierter Tiere (Einzeltier-Tests) wahrend der Flugphase der Imagines von

H. obsoletus auf ausgewihlten Beprobungsfliachen
NT: Anzahl getesteter Tiere; N+: Anzahl infizierter Tiere;

Versuchsflache Jahr Fangwoche
1 2 3 4 5 6 7
NT | N+ [ NT [ N+ | NT [ N+ [ NT | N+ | NT [ N+ [ NT | N+ | NT [ N+

BKS-1.1 1999 50( 47| 90| 70( 59| 41| 50| 37| 18| 18| 12 7| 3| 1

2000 2| 0 29| 15| 58| 31| 52 33| 4| 1

2001 1 0 3 1 6 0| 40| 21| 52| 26| 14 5 3 2
BKS-3.1 2000 51 11| 15| 6

2001 50( 32| 55| 36| 3] 1| 8| 8
KROV-1.1 1999 50( 23| 50| 24| 16| 5| 48| 23| 14| 7| 5/ 3| 5 2

2000 8 3| 50| 38 60| 38
2001 3[ 3] 9 5[ 2 2| 4] 4
MONZ-1.1 1999 72| 46 O] O] 3| O
2000 50| 34| 52| 30| 23| 20
2001 21| 12| 66| 32| 35| 13| 54| 28| 15| 8 6| 2
MEHR-2.1 1999 50| 35 55 36| 28] 19 30 19
2000 17 7| 55| 30| 51 30| 55| 42| 20f 11| 4| 2 2 1
2001 3f 2| O] O 6f 2 1 1 1 1l 3| 3
BKS-6.1 1999 50| 35| 50| 38| 43| 35| 22| 18| 7| S5
2000 51| 29| 184 71| 65| 41| 136| 89| 21| 12
2001 82| 52| 131 64| 71| 37| 25| 12 1
BOPP-1.5 1999 50| 18 Of O] 37| 16/ Of O
2000 81| 29| O O] 69| 38| 27 9| 2| 2
2001 6 1] 54| 21| 71| 28] 50| 7

ol
N

12 9 1 1 2 0

[N
o o

Es konnte zunichst festgestellt werden, dass die Probenherkunft und die Fangmethode entschei-
dend fiir die Beurteilung einer Infektion sein kann (vgl. Tab. 3.13): Wéhrend bei lebendgefange-
nen Tieren von schwach durchseuchten Populationen (PLAT-1.1 bzw. PLAT-1.2) ein unter-
schiedliches Ergebnis (jeweils nur eine Korperhélfte zeigt ein positives Ergebnis) bei 2,9 % der
einzeln getesteten Korperhilften auftrat, zeigten 15,6-24,4% der lebendgefangenen Tiere aus
stark infizierten Populationen (BKS-1.1 bzw. MONZ-1.1) ein unterschiedliches Testergebnis.
Den mit 25,5% grofiten Unterschied zeigten Tierproben, die mittels Gelbfallen aus einer stark
durchseuchten Population gefangen wurden (BKS-1.1). Damit ist die in den VVoruntersuchungen
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ermittelte PCR-Sensibilitit — Detektion des Pathogens aus einem infizierten und 24 nicht infi-
zierten Tieren — einerseits mit Unsicherheit belastet, da ein bestimmter Anteil der als ,,nicht infi-
ziert™ eingestuften Korperhilften tatsachlich infiziert sein konnte und sich damit die festgestellte
Sensibilitdt vermindern wiirde. Andererseits sind aus der Literatur (BATTACHARYYA, 1979)
sogar noch grofere Testgruppen bekannt. Fiir die im Anschluss vorgenommenen Batch-Tests

wurde die maximale Gruppengrofle daher auf 20 Tiere begrenzt.

Tabelle 3.13: Untersuchungen zur Ubereinstimmung der PCR-Ergebnisse bei der Detektion des

Schwarzholz-Phytoplasma in sagital geschnittenen Korperhélften von H. obsoletus

In Abhéngigkeit der Fangflidche und der Fangmethode zeigte der Vergleich der Kérperlangsschnitte Unterschiede in
dem PCR-Ergebnis von bis zu 25,5%. Ih.: Anhand von Einzeltiertests festgestellte Infektionshdufigkeit (%) einzel-
ner Populationen; G bzw. L: Gelb- bzw. Lebendfang; A+ = B+ bzw. A- = B-: Positives bzw. negatives PCR-
Ergebnis bei beiden Korperhélften; A # B: Unterschiedliches PCR-Ergebnis bei beiden Korperhalften;

Fliche Ih. (%) | Fangmethode | N Ergebnis
A bzw. B: Linke bzw. rechte Korperhélfte
A+=B+ A-=B- A#B Abweichung (%0)

PLAT-1.1/2 59 L 136 3 129 4 2,9
BKS-1.1 81,4 L 257 173 44 40 15,6
MONZ-1.1 61,3 L 41 23 8 10 24,4
BKS-1.1 56,5 G 55 16 25 14 255

2. Gruppentests (Batch-Tests)

Die Gruppentests wurden anhand ganzer, ungeschnittener Tiere durchgefiihrt. Im Vergleich zu
den Einzeltiertests ergab bei den Gruppentests die Berechnung der ,,Infection Rate eine wesent-
lich geringere Infektionshaufigkeit. Das Ergebnis zeigt allerdings unter Beachtung des Testan-
satzes, die eine gewisse Unscharfe aufgrund der Alternative einkalkuliert, dass namlich kein Tier
oder ein oder mehrere Tiere infiziert sein konnen, immerhin eine den Ergebnissen der Einzeltier-
tests entsprechende Tendenz: Die Berechnung des IR-Wertes ergibt fiir stark infizierte Populati-
onen hohere Werte fiir die Infektionshéufigkeit als fiir schwach infizierte Populationen. Die Er-
gebnisse fiir die einzelnen Gruppengrofien zeigen aullerdem, dass zum sinnvollen Einsatz der
Batch-Tests Vorinformationen iiber die Groenordnung der Infektionshaufigkeit, die aufgrund
der Einzeltiertests ermittelt wurden, vorliegen sollten. So fiihrten Gruppengréf8en mit mindestens
10 Tieren aus stark infizierten Feldern (BOPP-2, MONZ-1) zu nicht mehr auswertbaren Ergeb-
nissen, da der Anteil positiv getesteter Testgruppen bei 100% lag. Als geeignet erwiesen sich

hierfiir Testgruppengrofien zwischen 2 bis 5 Tieren, was zu berechenbaren IR-Werten fiihrte. Bei
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gering infizierten Populationen (UNG-1) dagegen waren Gruppengroflen von 20 Tieren zur Be-
rechnung des IR-Wertes durchaus geeignet. Im Gegensatz zum IR-Wert bestétigte die Berech-
nung des MFIR-Wertes fiir stark infizierte Populationen die von Bhattacharyya et al. (1979) auf-
gefiihrte These, dass der MFIR-Wert die tatsdchliche Infektionshaufigkeit fiir hochinfizierte Po-
pulationen noch stérker als der IR-Wert unterschétzt, wiahrend fiir schwach infizierte Populatio-
nen die IR- und MFIR-Werte tibereinstimmen. Trotz der Unterschiatzung konnte die Berechnung
des IR-Wertes zumindest zur ungefdhren Einschédtzung der Infektionslage und zur Entscheidung

von in groferer Anzahl durchzufiihrender Einzeltests genutzt werden.

Tabelle 3.14: Vergleich der Ergebnisse von Einzeltier- und Gruppentests von Hyalesthes

obsoletus

F: Fangmethode; GF: Gelbfalle; LF: Lebendfang; N: Anzahl

Die Berechnung der Infektionshiufigkeit einzelner Populationen anhand von Gruppentests unterschétzt zwar die in
Einzeltiertests festgestellte Infektionshaufigkeit, aber tendenziell gibt sie einen Hinweis auf gering bzw. stark infi-
zierte Populationen. Ih.: Anhand von Einzeltiertests festgestellte Infektionshaufigkeit (%) einzelner Populationen;
KW: Kalenderwoche; np,: Anzahl der Testgruppen mit der Gruppengréfle m; m: Anzahl der Tiere pro Gruppe; N:
Gesamtanzahl der getesteten Tiere; n*: Anzahl PCR-positiver Gruppen; n*/n: Verhiltnis PCR-positiver Gruppen im
Vergleich zur Gruppenanzahl; MFIR: Berechnungsgrundlage der Infektionshdufigkeit anhand von Batch-Tests fiir
gering infizierte Populationen (,,Minimum Field Infection Rate* (MFIR =((1-R/n)*100)/m) wobei R = Anzahl nega-
tiv getesteter Gruppen); IR: Berechnungsgrundlage der Infektionshdufigkeit anhand von Batch-Tests (,,Infection
rate* (IR = (1-(R/n)Y™*100); SD: Standartabweichung);

Hyalesthes obsoletus

Einzeltiertest Gruppentest
Fliche | Inf.hiuf. | Fangwoche| np m N Ergebnis |[MFIR| IR  SD
(%) (KwW) n" %) | (%) (%)
w50 24 2| 48 7 29,2 146] 158 55
51
BOPP-6 24 10 5/ 50 5 50 10 13 55
(N=81)
4 10| 40 4 100 10 100
o5 25 2] 50 7 28 14| 152 53
MONZ-1.1 24 10 5/ 50 9 90 18| 369 120
(N=50)
5 10| 50 5 100 10 100
0,6
UNG-1.1 27,28,31 19 20| 380 1 5,3 0,3 03 03
(N=179)

Die Ergebnisse der Gruppentests zeigen auBerdem, dass diese Methode zur Uberpriifung einer
etwaigen Infektion eine giinstige Alternative im Hinblick auf den finanziellen und zeitlichen
Aufwand darstellt. Zur genauen Bestimmung der Infektionshdufigkeit sind dagegen Einzeltier-
tests unumgénglich (vgl. Abb. 3.16 und Tab. 3.14).
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Abb. 3.16: Vergleich der durch Einzeltier- bzw. Gruppentests ermittelten Infektionshaufigkeiten

bei schwach bzw. stark infizierten Populationen von H. obsoletus

Die berechneten IR-Werte entsprechen tendenziell der durch Einzeltiertests ermittelten Infektionshédufigkeit ver-
schiedener Populationen.

m: Gruppengrofle (wobei m=1 die Einzeltiertests darstellen);

3.4.2 Detektion von Phytoplasmen in anderen Zikadenarten

Die Ergebnisse der PCR-Tests zum Nachweis des Erregers der FD-Pfalz in O. alni wurden be-
reits im Kapitel 3.3.2 dargestellt. Dariiber hinaus wurden 14 weitere phloemsaugende
Zikadenarten untersucht, die entweder als Beifinge auf Gelbfallen oder gezielt mit dem Streif-
netz gefangen wurden (vgl. Tab. 2.7). Von besonderem Interesse waren dabei N. fenestratus, als
Vektor flir Phytoplasmen in Israel unter besonderer Beobachtung stehend und die als Vektor des
Rubus-Stunt-Phytoplasma an Brom- und Himbeeren bekannte Macropside M. fuscula. Bei N.
fenestratus lieB sich das Schwarzholz-Phytoplasma lediglich bei 4 Tieren (N=287 Tiere) erfolg-
reich nachweisen. In keiner der zusétzlich untersuchten Zikadenarten gelang der Nachweis des
Schwarzholz-Phytoplasmas. Damit wird die herausragende Bedeutung von H. obsoletus fiir die
Epidemiologie der Schwarzholzkrankheit in Deutschland unterstrichen. M. fuscula wurde héufig
auf den in den Weinbergen exponierten Gelbfallen gefangen. Dabei konnte bei 25 von 141 getes-
teten Tieren (18%) das Rubus-Stunt-Phytoplasma nachgewiesen werden. Da nur wenige Indivi-

duen dieser Zikadenart lebend gefangen werden konnten, wurden nur wenige, nicht erfolgreiche
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Ubertragungsversuche durchgefiihrt. Daher konnte keine Aufklirung dariiber gewonnen werden,
ob M. fuscula Weinreben mit dem Rubus-Stunt-Phytoplasma infizieren kann, oder ob infizierte
Weinreben im Feld deswegen nicht erkannt werden konnen, weil sich Rebphytoplasmosen an-

hand der Krankheitssymptome nicht unterscheiden lassen.

3.4.3 Charakterisierung und Differenzierung der in deutschen Weinanbaugebieten vor-

kommenden Phytoplasmaisolate

Zur Charakterisierung der detektierten Phytoplasmen und ihre anschlieBende Differenzierung
innerhalb der Stolbur- (Schwarzholzkrankheit) bzw. der EIm-Yellows- (FD-Pfalz) Gruppe stan-
den infizierte Zikaden (H. obsoletus bzw. O. alni), Weinreben und Wirts- und Nahrungspflanzen
von H. obsoletus zur Verfiigung. Das Ziel war die Aufklarung tiber die geographische Verbrei-
tung der verschiedenen Isolate in den deutschen Weinanbaugebieten (vgl. Tab. 3.1.5 bzw. Abb.
3.17A-B). Das Schwarzholz-Isolat Typ B wurde in fast allen von der Schwarzholzkrankheit be-
troffenen deutschen Weinanbaugebieten gesichert nachgewiesen (vgl. Abb. 3.17A;). Lediglich
fiir das Weinanbaugebiet Franken konnte bis zum Abschluss des Projektes noch keine gesicherte
Unterscheidung zwischen den beiden Typen A und B getroffen werden. Das Schwarzholz-Isolat
Typ A ist schon seit lingerer Zeit nur aus der Pfalz (Versuchsflichen UNG-1 und BOCH-1) be-
kannt und konnte wéhrend des Untersuchungszeitraums auch nur dort nachgewiesen werden. In
einem einzigen Exemplar von H. obsoletus aus der Pfalz konnte auch der Typ B nachgewiesen
werden (vgl. Abb. 3.17A,). Dieses Ergebnis ist ein Hinweis darauf, dass in diesem Weinanbau-
gebiet beide Isolate zusammen vorkommen.

Im Weinanbaugebiet Franken konnte die FD-Pfalz bislang nur in einer einzigen Weinrebe nach-
gewiesen werden. Dabei handelt es sich um ein Isolat, das sich von den bisher bekannten Typen
unterscheidet und daher als Typ D bezeichnet wird. Sowohl in der Pfalz als auch an der Mosel
wurden die FD-Pfalz-Typen A, B und C in Reben oder in O. alni detektiert (vgl. Abb. 3.17B;
bzw- B,). In der natiirlichen Wirtspflanze von O. alni, der Schwarzerle, sind haufig Mischinfek-
tionen der drei Typen festzustellen.

Die Ergebnisse bedeuten fiir das Befallsmonitoring in Deutschland, dass mit zwei gruppenspezi-
fischen Primern alle rebpathogenen Phytoplasmen detektiert werden kdnnen. Solange keine Un-
terschiede zwischen den einzelnen Isolaten der beiden Phytoplasmengruppen in Bezug auf die
Epidemiologie festgestellt werden, reicht dieses Verfahren fiir eine Uberwachung des Befalls

aus.
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Tabelle 3.15: Verbreitung der Isolate rebpathogener Phytoplasmen in den deutschen Weinan-

baugebieten

a: Zum Abschluss des Forschungsprojektes war die Untersuchung noch nicht abgeschlossen;

Weinanbaugebiet

Stolburgruppe

Elm-Yellows-Gruppe

Schwarzholzkrankheit

FD-Pfalz

Nachweis | Typ A Typ B | Nachweis | Typ A Typ B TypC Typ D
Ahr
Baden + + +
Franken® + 2 T
Hess. Bergstralle + +
Mittelrhein + +
Mosel Saar Ruwer + + + + + +
Nahe + +
Pfalz + + (+) + + + +
Rheingau + +
Rheinhessen” + + ¥ 2
Saale Unstrut
Sachsen
Wiirttemberg

3.5 UNTERSUCHUNGEN ZUR BEFALLSSTARKE VON REBFLACHEN

Die regelméBig durchgefiihrten Befallsbonituren ergaben, dass in all den in die Untersuchung

einbezogenen Weinanbaugebieten die Schwarzholzkrankheit detektiert bzw. bestétigt werden

konnte. Durch die Erfassung der Starke der Durchseuchung kann die Bedeutung der Schwarz-

holzkrankheit beschrieben und die zeitliche Dynamik analysiert werden. Der zweite, in weitaus

geringerem MaBe vorkommende und als FD-Pfalz bezeichnete Erregertypus wurde in der Pfalz

bestatigt und an der Mittelmosel sowie in Franken erstmalig nachgewiesen. Die Gesamtergebnis-

se der Befallsbonituren sind in der Tabelle 3.16 zusammenfassend aufgefiihrt.
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Abb. 3.17 A-1: Schwarzholzkrankheit: Amplifikation von Phytoplasma-DNA vom VK-Typ
Amplifikation von Phytoplasma-DNA mit dem Primerpaar f/r STOL: Die beiden Stolbur-Muster VK-A und
VK-B sind mit diesem Primerpaar allerdings nicht zu unterscheiden

1-23: Isoliert aus Hyalesthes obsoletus (Fundorte Deutschland: 1-2=BKS-1, 3-5=BKS-3; 6-8=NK-1;
9-10=BOPP-6; 11-16=UNG-1; 17-23=BKS-2; 24=Wasserprobe )

el e e I i e J NP R SR e

el T - - i it - I RS U S
[ O—

Stolbur-Typ: VK-B Stolbur-Typ: VK-A

Abb. 3.17 A-2: Schwarzholzkrankheit: Muster der beiden Stolbur-Isolate VK-A und VK-B
RFLP-Analyse von PCR-Produkten, die mit dem Primerpaar STOL 4 amplifiziert und mit Dra | verdaut wurden.
S= 1kb ladder

1: Standard;

2-12: Stolbur-Typ B Phytoplasma: Isoliert aus Hyalesthes obsoletus (Fundorte Deutschland: 2=PLAT-1,;
3=BKS-1; 4=KROV-1; 5=BKS-6; 7=MEH-1; 8=NEU-1; 9=BOPP-6; 10=MONZ-1); Isoliert aus Vitis vinifera:
11=Fundort Italien (SA 1); 12=Fundort Spanien;

13-16: Stolbur-Typ A Phytoplasma: Isoliert aus Hyalesthes obsoletus (Fundort Deutschland: 13=BOCH-1; 14-
16=Ungstein);
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Abb. 3.17 B-1: FD-Pfalz: Muster der FD-Pfalz Isolate A, Bund C

RFLP-Analyse von PCR-Produkten, die mit dem Primerpaar f/r FD 9 amplifiziert und mit Tru I verdaut wurden.
Standart= 1kb ladder

1-3: FD-A Phytoplasma: Isoliert aus Oncopsis alni (Fundorte Deutschland: 1-2=BOCH-1; 3=Graach (Mosel)
4: FD-B Phytoplasma: Isoliert aus Oncopsis alni (Fundort Deutschland: 4=Graach (Mosel)

5: FD-C Phytoplasma: Isoliert aus Oncopsis alni (Fundort Deutschland: 5=BOCH-1)

6-7: FD-A Phytoplasma: Isoliert aus Oncopsis alni (Larve=7) (Fundort Deutschland: 6=MAIK-1; 7-=BOCH-1)
8, 11: Standart (S) 1kb ladder; 9, 10: Neutralprobe (Wasser)

12: FD-A Phytoplasma: Isoliert aus Oncopsis alni (Fundort Deutschland: BOCH-C)

13: FD-B Phytoplasma: Isoliert aus Oncopsis alni (Fundort Deutschland: Graach (Mosel)

14: FD-C Phytoplasma: Isoliert aus Oncopsis alni (Fundort Deutschland: BOCH-A)

Abb. 3.17 B-2: FD-Pfalz: Muster der FD-Pfalz Isolate A, B und C

12: FD-A Phytoplasma: Isoliert aus Oncopsis alni (Fundort Deutschland: BOCH-C)

13: FD-B Phytoplasma: Isoliert aus Oncopsis alni (Fundort Deutschland: Graach (Mosel)
14: FD-C Phytoplasma: Isoliert aus Oncopsis alni (Fundort Deutschland: BOCH-A)
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Tabelle 3.16: Durchseuchungsgrad der wichtigsten Untersuchungsflachen
A: Sonderflache, die zusitzlich in die Begutachtung miteingezogen wurde; B: Kontinuierlicher Herbizideinsatz; FD:
FD-Pfalz-Phytoplasma festgestellt; H. ob.: Populationsstandort in der Boniturflache; VK Typ-A: VK-Phytoplasma

Typ A;
Gemarkung Versuchs- Rebsorte Anzahl der Rebstiocke Befallsstiirke
fliiche 1999 | 2000 | 2001
Mosel-Saar-Ruwer
Bernkastel BKS-1.2a Riesling 613 2,0 11 0,7
BKS-1.2b Riesling 233 / 1,7 3,0
BKS-1.2¢c Riesling 587 1,6 0,8 0,2
BKS-2.1 Riesling 1384 8,2 12,1 7,4
BKS-2.2 Riesling 683 7,8 13,5 9,4
BKS* Riesling 307 / 11,7 6,4
BKS-3.1 Riesling 2815 / 13 0,2
BKS-4.1 Riesling 885 13,6 15,8 14,7
BKS-5 Riesling 993 2,5
BKS-6.1-6.2 | Riesling: Rebstocke in einem zu schlechten Zustand und wurden 2001 entfernt
Zeltingen ZEL-1a Riesling 136 / 7,2 8,8
ZEL-1b,e,h | Riesling 352 / 20,2 13,6
ZEL-1c Riesling 98 / 7,9 14,3
ZEL-1d, g Riesling 210 / 16,7 17,6
ZEL-1e, i Riesling 210 / 14,7 16,2
Krov KRO-1° Riesling 571 4,3 4,4 5,4
KRO-1b ® Riesling 280 / 4,3 8,2
Mehring MEH-1.1 Riesling 640 / / 14
MEH-2.1a Riesling 410 / / 2,2
MEH-2.1b Riesling 330 / / 2,1
Enkirch STEF” Riesling 708 / / 11,6
Senheim GOE-1" Riesling 672 38,1 34,8 47,5
GOE-2 " Riesling 189 / 4,8 10,5
Miiden MUD-1 Riesling 416 / / 34,9
Mittelrhein
Boppard BOPP-1.1 Riesling 616 38,2 37,8 43,0
BOPP-1.1.2 Spétburgunder | 824 7,2 42 5,7
BOPP-2 Riesling 584 53,4 61,3 67,1
BOPP-3 Riesling 437 35,3 38,7 42,6
BOPP-4 Riesling 944 64,0 53,1 60,3
BOPP-5 Riesling 589 36,9 30,4 38,5
BOPP-6 Riesling ™ [1161 / / 41,4
Nahe
Monzingen MONZ.1.1 Riesling 1222 / / 7,6
MONZ-1.2 Riesling 280 / / 35,4
MONZ-1.3 Riesling 932 / / 28,8
MONZ-1.4 Riesling 200 / / 9,0
1999 2000 2001
MONZ-1.5 Riesling 304 / / 21,4
Norheim NK-1 Riesling 1282 / / 3,8
Pfalz
Bochingen BOCH-1.1 Scheurebe ™°  [1708 0,5 0,6 0,4
BOCH-1.2 Scheurebe ™° | 1919 0,1 0,1 0,1
BOCH-1.3 Dornfelder 1636 0,0 0,0 0,1
BOCH-1.4 Dornfelder 925 0,0 0,0 0,0
Maikammer | MAI-1 Scheurebe ©° ] 1912 0,3 0,4 0,6
Ungstein UNG-1 Riesling "< ™" [517 3,1 1,4 3,1
UNG * Riesling | 2275 / / 0,4
Baden
Neuweier NEU-1.1 Riesling 680 / / 7,9
NEU-1.2 Riesling 756 / / 2,1
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Gemarkung Versuchs- Rebsorte Anzahl der Rebstécke Befallsstiirke
fliiche 1999 | 2000 | 2001
Hessische Bergstrafie
Heppenheim HEPP-1.1 Riesling 279 2,2 4,4 8,6
HEPP-1.2 Traminer 359 <0,5 <,05 <0,5
HEPP-1.3 Dornfelder 236 / <0,5 <0,5
Franken
Thiingersheim | THUNG-1 Scheurebe Schwarzholzkrankheit festgestellt (ca. 15 %)
Randersacker | RAND-1 Rivaner Schwarzholzkrankheit festgestellt (<0,5)
Iphofen IPHOF-1 Scheurebe ™° | Schwarzholzkrankheit festgestellt (<0,5)

3.5.1 Zur Verbreitung der Schwarzholzkrankheit in den deutschen Weinanbaugebieten

Die am stérksten von der Schwarzholzkrankheit betroffenen Gebiete befinden sich in den Steil-
lagen des Mittelrheins, wo mit teilweise iiber 60% die stirksten Durchseuchungsgrade tiberhaupt
festgestellt werden konnten und an der Mittelmosel. Die Befunde bestétigen damit die bisherigen
Beobachtungen. An der Nahe konnten im Untersuchungszeitraum erstmalig starke Durchseu-
chungsgrade festgestellt werden (vgl. Tab. 3.16). In der Pfalz gelang es, den Phytoplasmatypus
A zu detektieren. In den anderen untersuchten Weinanbaugebieten ist dagegen die Verbreitung

der Schwarzholzkrankheit bisher als gering anzusehen.

3.5.2 Analyse der zeitlichen Dynamik der Schwarzholzkrankheit

Am Mittelrhein wurde die Schwarzholzkrankheit auf langjahrigen Untersuchungsflichen schon
seit 1991 bonitiert. Die Untersuchung dieser Flichen wurde weitergefiihrt, so dass es moglich
war, Daten anhand einer langjéhrigen Beobachtung zu gewinnen. Es zeigte sich, dass die
Befallsstirke kontinuierlich zunahm und im Jahr 1997 einen Hohepunkt erreichte (vgl. Abb.
3.18).

Bis zum Jahr 2000 nahm die Befallsstirke wieder ab. Danach wurde wiederum ein Anstieg auf-
gezeichnet. Der Populationsstandort konnte auf der sehr nahen Untersuchungsfliche BOPP-6
ausgemacht werden. Die Vektoren dieser zahlenstarken Population waren zudem noch stark infi-
ziert. Obwohl die Untersuchungen zur aktiven Migrationsaktivitit von H. obsoletus kein eindeu-
tiges Ergebnis lieferten, zeigen diese Untersuchungen, dass die Befallsstarken der angrenzenden
Rebflachen den sehr hohen Infektionsdruck dieser Population wiederspiegeln. Die Gelbfallen-
fange bestdtigen, dass der Vektor tatsdchlich in diese Rebflachen eindringt, wobei trotz intensi-

ver Suche kein anderer Populationenstandort gefunden werden konnte.
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Abb. 3.18: Verlauf der Befallsstirke verschiedener Untersuchungsflichen am Mittelrhein.

Eine weitere bemerkenswerte Beobachtung war der stark unterschiedliche Befallsgrad zwischen
der Riesling- und der Spitburgunderrebe. Obwohl alle Untersuchungsflichen einen gleichen
korrespondierenden Infektionsverlauf zeigten, konnte bei den Spatburgunder-Reben im Gegen-
satz zu den Rieslingreben ein wesentlich geringerer Durchseuchungsgrad festgestellt werden. Ein
Grund fiir diese Unterschiede kdnnte in einer unterschiedlichen Persistenz der Symptome beider
Rebsorten liegen.

Im Gegensatz zur Rieslingrebe zeigen die Spétburgunderreben auch wesentlich kiirzere Zeiten,
in denen eine kontinuierliche Symptomauspragung detektiert werden konnte (vgl. Abb. 3.19). Im
dritten Jahr zeigten nur noch 5 Prozent der Spétburgunderreben eine Symptomauspragung, wah-

rend die Rieslingstdcke eine Infektionshaufigkeit zwischen 24 und 36 Prozent aufwiesen.

3.5.3 Zum Infektionsdruck durch H. obsoletus

Vor allem die Untersuchungsflichen am Mittelrhein und an der Nahe (MONZ-1) weisen hohe
Befallswerte auf (vgl. Abb. 3.21). Dagegen konnten aber auch Untersuchungsflichen (BKS-1;
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MEH-1) mit einem nur geringen Durchseuchungsgrad der Rebfldchen festgestellt werden, ob-
wohl sich in deren Nachbarschaft hochinfizierte Populationen befanden (vgl. Abb. 3.23a und
Tab. 3.17). Ein unterschiedlich ausgerichteter Infektionsdruck konnte auf der Untersuchungsfla-
che NEU-1A beobachtet werden (vgl. Abb. 3.22b). Im Gegensatz zur Nachbarfliche NEU-1B

zeigte sie einen wesentlich stiarkeren Durchseuchungsgrad.
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Abb. 3.19: Anzahl der Jahre mit kontinuierlicher Symptomauspriagung

Im Gegensatz zum Riesling (orange, gelb und hellgelb) zeigt der Spatburgunder (rot) eine wesentlich geringere
Kontinuitét in der Symptomauspragung

3.5.4 Riumliche Verteilungsmuster symptomatischer Rebstocke

Der Vergleich der rdumlichen Verteilungsmuster ergab kein einheitliches Bild. Aggregationen
kranker Reben variierten zwischen den einzelnen Flachen und in ihrer Grof3e, die zudem keinen
deutlichen Befallsgradienten zeigten. Ein Befallsgradient wére theoretisch dann zu erwarten ge-
wesen, wenn der Befall mit zunehmender Entfernung vom Infektionsstandort abnehmen wiirde.
Auf Rebflichen mit einem hohen Durchseuchungsgrad der Rebstocke wurde ein solcher
Befallsgradient nicht festgestellt (vgl. Abb. 3.21 und 3.22). Lediglich auf der Untersuchungsfla-

che UNG-1 konnte eine anfingliche Aggregation von sieben symptomtragenden Pflanzen festge-
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stellt werden (vgl. Abb. 3.20). Im ersten Untersuchungsjahr war der Populationsstandort nicht
bekannt, die symptomatischen Reben traten dort nur in einem Radius von ca. 5-6m auf. Im zwei-
ten Untersuchungsjahr konnte dann der Populationsstandort in einer Entfernung von ca. 1-7m zu
diesen erkrankten Pflanzen festgestellt werden. Im letzten Untersuchungsjahr begann sich diese
anfangliche Aggregation hin zur einer flichigen Ausbreitung zu erweitern. In einem Abstand von
etwa 12-14m konnten zu diesem Zeitpunkt schon 16 symptomtragende Rebstocke detektiert
werden.

Tabelle 3.17: Auswirkung des Infektionsdrucks von Populationen der Cixiide H. obsoletus auf
angrenzende Rebflachen

Die ausgewdhlten Untersuchungsflichen in den Gemarkungen Bernkastel, Krév und Monzingen zeigten trotz hoher
Infektionshdufigkeiten in den Zikadenpopulationen oftmals einen vergleichsweise niedrigen Durchseuchungsgrad,
wihrend sich in der Gemarkung Boppard die hohe Infektionshaufigkeit innerhalb der Zikadenpopulation auch im
Durchseuchungsgrad der Ertragsrebflichen wiederspiegelt.

a: Die Werte benachbarter Rebflichen wurden so zusammengefasst, dass der nur jeweils niedrigste bzw. hochste
Prozentwert aufgelistet wurde; b: Die Anzahl gefangener bzw. getesteter Tiere war zu gering zur Angabe einer pro-
zentualen Infektionshaufigkeit; c: Der Durchseuchungsgrad wurde nur im Rahmen einer abschliefenden Untersu-
chung im Jahr 2001 festgestellt; d bzw. e: Durchseuchungsgrade von Riesling- bzw. Spétburgunderreben;

Gemarkung Infektionshiufigkeit der Durchseuchungsgrad benachbarter
Population von H. obsoletus (%) Rebflichen? (%)
1999 | 2000 | 2001 1999 | 2000 | 2001
Bernkastel Untersuchungsfliche BKS-1.1A (Brache) Untersuchungsflichen BKS-1.2A; B; C
81,4 55,2 52,1 16/2,0 0,8/1,7 0,2/3,0
Untersuchungsfliche BKS-6.1 Untersuchungsflichen BKS-6.1; BKS-6.2
73,5 59,9 56,7 0/0 0/0 0/0
Krov Untersuchungsfliche KROV-1A Untersuchungsfldchen KROV-1A: B; C
41,7 55,8 -b 4,3 43144 54182
Monzingen Untersuchungsflidchen Untersuchungsflichen
MONZ-1.1; MONZ-1.2A MONZ-1.2A; B; C; D
61,3 75,2 48,2 - -| 70/354°
Boppard Untersuchungsfliche BOPP-6 Untersuchungsflichen
BOPP-1.1;, BOPP-1.2; BOPP-2; BOPP-3
378 45,0 32,4/36,9/64,0° |30,4/61,3" |28,3/67,1°
7,2° 42°¢ 57°¢
Neuweier Untersuchungsfliche NEU-1 Untersuchungsflichen NEU-1A; NEU-1B
27,5 20 79 79/21
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1999 2000 2001

Gesunde Rebstocke

Brennessel Urtica dioica

. Symptomatische Rebstocke

Standort der Population
(erst ab dem Jahr 2000 ent-
deckt)

"

Abb. 3.20: Entwicklung der Schwarzholzkrankheit 1999 — 2001 auf der Ertragsrebfliche UNG-1 (Darstellung nicht maf3stabsgetreu abgebildet)
In den ersten beiden Untersuchungsjahren zeigte sich ein Befallsgradient direkt in Angrenzung am Populationsstandort von H. obsoltus. Dieser Gradient erweiterte sich im dritten Unter-
suchungsjahr zu einer zunehmend einer flachig verteilten Symptomauspragung, bei der auch zunehmend entfernte Pflanzen infiziert wurden. 133
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Abb. 3.21: Darstellung des Befallsgrads von Ertragsrebflichen am Mittelrhein 1997 SRS

Durch die Migration infizierter Imagines von H. obsoletus wurden angrenzende Ertragsrebflachen stark
durchseucht. Vor allem die Ertragsrebflichen, auf denen der Riesling wéchst, zeigen extrem hohe Durch-
seuchungswerte. Im Gegensatz zum Riesling zeigte der Spatburgunder eine wesentlich geringere Sensibilitéit
gegeniiber dem Phytoplasma. 134
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Abb. 3.22: Unterschiedliche Auspriagung des Infektionsdrucks von Hyalesthes obsoletus

Auf den Untersuchungsfldchen BKS-1.2A/B konnte trotz einer hohen Populationsdichte und einer hohen Infek-
tionshdufigkeit weder eine starke Durchseuchung noch ein Befallsgradient festgestellt werden. Dagegen zeigte
eine kleinere Population von H. obsoletus mit einer gleichzeitig wesentlich geringeren Infektionshaufigkeit

einen wesentlich stirkeren und dabei gerichteten Infektionsdruck auf benachbarte Rebflédchen.
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Abb. 3.23: Migrationsaktivitidt von Hyalesthes obsoletus im Jahr 2000 auf der Versuchsanlage
BKS-1.1 (Gemarkung Bernkastel)

In den angrenzenden Ertragsrebflichen erbrachten die Fangzahlen der Gelbfallen den Nachweis
einer kontinuierlichen Migrationsaktivitit der Imagines von H. obsoletus. Trotz der Gegenwart
infizierter Vektoren zeigte sich nur ein sehr geringer Durchseuchungsgrad.

3.6 BEDEUTUNG DER WIRTSPFLANZEN VON H. OBSOLETUS UND
METHODEN ZUR BEKAMPFUNG IHRER VERBREITUNG

3.6.1 Erfassung des pflanzlichen Artenspektrums der Weinbergsflora und ihre Bedeu-

tung fur Hyalesthes obsoletus

H. obsoletus nutzt offensichtlich ein deutlich hoheres Artenspektrum an Nahrungs- als an Wirts-
pflanzen. Als Hauptwirtspflanzen, an denen regelméBig Eigelege zu finden sind, nutzt der Vek-
tor Convolvulus arvensis (Ackerwinde), Ranunculus repens (Kriechender Hahnenfuf}) und
Urtica dioica (GroBBe Brennessel). Auch die Gemeine Zaunwinde (Calystegia sepium) kann als
Wirtspflanze von H. obsoletus genutzt werden. Im Untersuchungszeitraum konnten vor allem an
R. repens, C. arvensis und U. dioica mittels Streifnetz groBe Fangzahlen erreicht werden (vgl.

Tab. 3.3 und 3.4). Im Vergleich dazu wurden bei den in vorangegangenen Jahren als Wirtspflan-
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zen identifizierten Pflanzenarten Cirsium arvense (Acker-Kratzdistel), Sencio erucifolius (Rau-
kenblattriges Geiskraut) und Taraxacum spec (Lowenzahn) insgesamt nur wenige Individuen
gefangen, so dass diese Arten eher als Alternativ-Wirte angesehen werden konnen (vgl. Tab.
3.18). Dariiber hinaus aber zeigten Gewiachshausversuche (vgl. Kap. 3.2.2 und 3.3.1), dass so-
wohl Cirsium arvense, Taraxacum spec., als auch Hieracium pilosella (Kleines Habichtskraut)
und Solanum nigrum (Schwarzer Nachtschatten) als Nahrungspflanzen fiir die Imagines nutzbar
sind. Auf den beiden letztgenannten Pflanzenarten wurden ebenfalls, wenngleich auch in sehr
geringer Anzahl, Imagines gefangen. Auf der im ersten Versuchsjahr angelegten
Ertragsrebfliche BKS-3.1 konnte neben der Ackerwinde eine grole Verbreitung des Schwarzen
Nachtschattens festgestellt werden. Ein grofer Anteil dieser Pflanzen zeigte anhand typischer
Dunkelverfarbungen Symptome einer Phytoplasmose, die durch anschlieBende PCR-Tests dem
Stolbur-Typ, zu denen auch die Schwarzholzkrankheit zahlt, zugeordnet werden konnte. Als eine
weitere, gelegentlich genutzte Nahrungspflanzenart kann Amaranthus retroflexus (Zurtickgebo-
gener Fuchsschwanz) angesehen werden. An der Nahe (MONZ-1) wurde im zweiten Untersu-
chungsjahr auf A. retroflexus eine grole Anzahl Imagines gefangen. Auf Calystegia sepium hin-
gegen wurden zwar im gesamten Untersuchungszeitraum einzelne Individuen gefangen, doch ist
die Fangzahl insgesamt bisher aullerordentlich gering gewesen. Interessant ist hierbei allerdings
die Beobachtung, dass die einzige groBere Fangzahl im Untersuchungszeitraum (etwa 15 Tiere)
auf der Versuchsfliche NEU-1 in direkter Nachbarschaft zur Ackerwinde erreicht wurde. Die
Weinrebe kann dagegen als tatsdchlicher Zufallwirt bezeichnet werden. Gelegentliche Fénge
mittels Streifnetz bzw. Motorsauger konnten trotz regelmiBiger und intensiver Uberpriifung nur
dann erfolgreich sein, wenn beispielsweise durch Herbizideinsatz des Winzers wéhrend der
Flugzeit die natiirlichen Wirts- und Nahrungspflanzen im betroffenen Weinfeld vernichtet wur-
den und ein Ausweichen der Vektoren auf die Weinreben somit als direkte Folge der Spritzung
zu interpretieren war. Auf vielen der in die Untersuchung miteinbezogenen Versuchs- und Beo-
bachtungsflachen, die zuvor durch eine groBangelegte, flichendeckende und mehrmalige
Herbizidanwendung ihrer Pflanzengesellschaft beraubt wurden, gehdren die Wirts- und Nah-
rungspflanzen zu den Erstbesiedlern und konnten sich aufgrund mangelnder Konkurrenz stark
ausbreiten. Dieser Umstand konnte sehr gut auf der Einrichtung der Neuanlage BKS-3.1 beo-
bachtet werden, auf der sich im ersten Untersuchungsjahr vor allem C. arvensis und S. nigrum
stark ausbreiten konnten.

Im folgenden sind in der Tabelle 3.18 die wichtigsten in den Weinanbaugebieten vorkommenden
Pflanzenarten sowie ihre Bedeutung fiir H. obsoletus aufgefiihrt. Von allen festgestellten Wirts-

pflanzen, die H. obsoletus zur Entwicklung nutzt, ist die Ackerwinde aufgrund der hohen Fang-
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zahlen, die an dieser Pflanze erzielt wurden und der Feststellung, dass Populationen, die diese
Pflanze als Wirts- und Nahrungspflanze verwenden, oftmals eine sehr hohe Infektionshaufigkeit
zeigten, der herausragende Ansatzpunkt, die Schwarzholzerkrankung der Weinrebe zu bekamp-

fen.

3.6.2 Die Verbreitung der Ackerwinde Convolvulus arvensis als Wirts- und Nahrungs-

pflanze fur Hyalesthes obsoletus und Methoden zur Begrenzung ihrer VVerbreitung

Die im Forschungsvorhaben untersuchten Bekdmpfungsmaflnahmen der Ackerwinde zielten
darauf ab, den Verbreitungsgrad dieser wichtigsten Wirtspflanze in den Untersuchungsfldchen
reduzieren und gleichzeitig die Auswirkungen auf die Populationsgrof3e hin untersuchen zu kon-
nen. Die Verbreitung der Pflanzen wurde auf den Untersuchungsflachen als Bedeckungsgrad

erfasst.

Erfassung des Bedeckungsgrades der Ackerwinde C. arvensis

Der Bedeckungsgrad der Ackerwinde wurde auf den in Tabelle 3.19 aufgefiihrten und in sechs
verschiedene Klassen eingeteilten Versuchsflichen im Anschluss an die Flugphase von H.
obsoletus erfasst. Die Ergebnisse zeigen, dass vor allem die Untersuchungsflichen der Klassen 1
und 5 (offene Brachfldchen, die jahrelang in einem niedrig bewachsenen Zustand verharren und
unregelmiBig vom Winzer mit Herbizid behandelte Ertragsrebflichen) von der Ackerwinde stark
besiedelt werden konnen, wihrend der Windenanteil auf Flichen der Klassen 2 und 3, die
schnell durch eine natiirliche Sukzession bzw. durch gezielte Begriinung eine geschlossene
Pflanzendecke bilden konnten, deutlich geringer war. Einen ebenfalls geringen Bedeckungsgrad
zeigten auch Flachen der Klasse 4, auf denen ein regelmifBiger Herbizideinsatz erfolgte. Obwohl
dort zwar mit der Verringerung des Vorkommens der Ackerwinde gleichzeitig eine Abnahme
der Populationsstarken registriert wurde (vgl. Tab. 3.19), konnten allerdings regelmifig an ein-
zelnen, weit liber die Parzellen verstreuten Standorten der Ackerwinde, die trotz des
Herbizideinsatzes weiter existierten, VVektoren gefangen werden (NOR-1). Die Flache BKS-3.1
(Klasse 6) kann als Idealbeispiel dafiir angesehen werden, wie sich die Ackerwinde in einer von
Konkurrenzpflanzen befreiten Fliche ansiedeln kann. Innerhalb eines Jahres nach Errichtung
einer neuen Junganlage war der Anteil der Ackerwinde auf 29,1% angestiegen. Obwohl im
drauffolgenden Jahr vom Bewirtschafter eine flichendeckende Herbizidspritzung durchgefiihrt
wurde, erreichte der Bedeckungsgrad immerhin noch 12,4%.
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Tabelle 3.18: Zusammenfassung der am hédufigsten auftretenden Pflanzenarten und ihre Bedeutung fiir Hyalesthes obsoletus
X: zutreffendes Merkmal bzw. Vorkommen festgestellt; X*: Institutseigene Untersuchungen und Beobachtungen vor Beginn des Forschungsprojektes; X?: In Nachfolgeuntersu-
chungen ergab sich, das diese Pflanzenart auch eine Wirtspflanze des Vektors darstellt (MAIXNER, M. & LANGER, M. (2008); (X): als Zufallswirt erkannte Gattung ohne wei-
tergehende Artbestimmung;

Pflanzen Phyto- Hyalesthes obsoletus Untersuchungsstandorte
plasma
(@]
Art Familie Deutscher g g 5 g N A R R ~lel &
Pflanzenname 5 5 |R3 s T =
R N P = '

Achillea millefolium Asteraceae Scharfgarbe X X
Amaranthus retroflexus |Amaranthaceae Zuriickgeb. Fuchsschwanz X X | X X X
Anagallis arvensis Primulaceae Roter Gauchheil X X X
Artemisia absinthum Asreraceae Wermut X X
Artemisia vulgaris Asteraceae Gemeiner Beifull X2 X X
Atriplex patula Chenopodiaceae Langblittrige Melde X[ X]|X X X
Calystegia sepium Convolvulaceae Zaunwinde NG X X X X
Cardaria draba Brassicaceae Pfeilkresse x? Xt X
Carduus nutans Asteraceae Nickende Distel X
Centaurea cyanus L. Asteraceae Kornblume X X X
Chenepodium album Chenopodiaceae Weiller Géansrfufl X X X
Chrysanthemum vulgare |Asteraceae Rainfarn Xt X
Cirsium arvense Asteraceae Acker-Kratzdistel Xt X X| X
Cirsium vulgare Asteraceae Gemeine Kratzdistel X | X X
Clematis vitalba Ranunculaceae Gemeine Waldrebe x? X
Convolvulus arvensis Convolvulaceae Ackerwinde X X X X | X[ X XIX[X]|X]|X X
Daucus carota Apiaceae Wilde Mohre Xt X X X
Digitalis purpurea Scrophulariaceae Roter Fingerhut X
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Fortsetzung Tab. 3.18

Pflanzen Elgz:r?é Hyalesthes obsoletus Untersuchungsstandorte
s | £ | z| ~ 2222877555535z 53¢
- Deutscher ; & -% > gh 2 g 3 g -% ol 2 E ;-—IE-J E »;E -:L>| - é
Art Familie Pflanzenname E = > g 2 ” = e T3
8 Q N s =
§ CED (9] L% 5_ &
Echium vulgaris Boraginaceae Natternkopf X | X X[ X|X X| X
Epilobium adenecaulon |Onagraceae Driisiges Weidenroschen X X
Epilobium angustifolium |Onagraceae Schmalblittr. Weidenréschen (X)l X X X X | X X
Epilobium hirsutum Onagraceae Zottiges Weidenroschen X X X X
Erigeron strigosus var. |Asteraceae Gemeiner Feinstrahl X
Septentionalis
Euphorbia helioscopia  |Euphorbiaceae Sonnen-Wolfsmich X X X
Galeopsis angustifolia  |Euphorbiaceae Schmalblttr. Hohlzahn X X X! X
Galeopsis tétrahit Lamiaceae Gemeiner Hohlzahn X
Gallium mollugo Rubiaceae Gemeines Labkraut Xt X
Geum allepicum Rosaceae Steife Nelkenwurz X
Hieracium cf. pilosélla | Asteraceae Kleines Habichtskraut X X X
Hypericum perforatum  |Hypericaceae Tiipfel-Johanniskraut X X | X X
Hypericum tetrapterum |Hypericaceae Fligel-Johanniskraut (X)l X
Hypochoeris maculata  |Asteraceae Geflecktes Ferkelkraut X
Lactuca saligna Asteraceae Weiden-Lattich X
Lactuca serriola Asteraceae Stachel-Lattich X | XX X
Lapsana communis Asteraceae Rainkohl X
Leontodon autumnalis | Asteraceae Herbst-Lowenzahn X X
Linaria vulgaris Scrophulariaceae Gemeines Leinkraut Xt X X | X Xl X
Malva neglecta Malvaceae Weg-Malve X | X X X | X X X
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Pflanzen Phyto- Hyalesthes obsoletus Untersuchungsstandorte
plasma
W W W W w Z| Ol ow
Art Familie Deutscher g g ) 'c_T = SRee 3 .f = .;'E E - : |
Pflanzenname 5 = =] 2 ul
N > @ % — 0]
(4] ('ND 1 —
Matricaria inodora Asteraceae Duftlose Kamille X
Medicago sativa Fabaceae Luzerne X! X
Plantago major ssp major|Plantaginaceae GroBer Wegerich X
Potentilla reptans Rosaceae Kriechendes Fingerkraut Xt X
Prunus spinosa Rosaceae Schlehdorn NG Xt X
Ranunculus repens Ranunculaceae Kriechender Hahnenfuf} X X X X X X| X
Ranunculus bulbosus Ranunculaceae Knolliger Hahnenfuf3 X X
Rubus spec Rosaceae Brombeere X
Salix caprea Saliaceae Sal-Weide X! X
Sanguisorba minor Rosaceae kleiner Wiesenknopf X
Senecio erucifolius Asteraceae Raukenblittriges Kreutzkraut X! X X
Senecio vulgaris Asteraceae Gemeines Kreutzkraut X X | XX X| X
Solanum nigrum Solanaceae Schwarzer Nachtschatten X X X|IX|[X[|X X[ X X
Sonchus arvensis Asteraceae Acker-Génsedistel X X X
Sonchus asper Asteraceae Dornige Génsedistel X[ X X | X X | X
Sonchus oleraceus Asteraceae Kohl-Giénsedistel X | X
Taraxacum laevigatum | Asteraceae Rotfriichtiger Lowenzahn X
Taraxacum officinale Asteraceae Gemeiner Lowenzahn x? X X X
Thlapsi arvense Brassicaceae Acker-Hellerkraut X X X
Urtica dioica Urticaceae Grof3e Brennessel X X X | X X X | X X
Urtica urens Urticaceae Kleine Brennessel X X
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Bekimpfung der Ackerwinde durch BodenbewirtschaftungsmaSinahmen

Die natiirliche Sukzession brachliegender Flichen zuzulassen kann, sofern sie schnell zu ge-
schlossenen Pflanzendecken fiihrt, eine erfolgreiche Strategie zur Verhinderung der Ansiedlung
der Ackerwinde sein (vgl. Tab. 3.19: Klasse 2). Fiir solche Flachen, die sich dagegen durch eine
langsame Verbuschung auszeichneten, konnen Begriinungsmaflnahmen die Ansiedlung der
Ackerwinde behindern bzw. verdriangen. Nicht alle Areale, vor allem solche im Steilhangbe-
reich, an denen die Ackerwinde sich schon angesiedelt hatte, wurden iiberwuchert. Eine nachhal-
tige Reduzierung solcher Stellen konnte aber beispielsweise erfolgreich durch das Habichtskraut
H. pilosella erreicht werden (vgl. Tab. 3.19: Klasse 3 - Untersuchungsfliche BKS-1.1B). Ihre
Triebe tiberwucherten die Ackerwinde, wobei das Blattwerk infolge einer dichten Anpflanzung
dicht beieinander steht und daher nur wenig Tageslicht zu der darunter wachsenden Ackerwinde
durchlésst. Dieses anschauliches Beispiel biologischer BekdmpfungsmaBBnahmen zeigt sich vor
allem im Unterschied zur Kontrollfliche BKS-1A, auf der der Windenanteil innerhalb der drei
Untersuchungsjahre durch natiirliche Sukzession von 28,9 % lediglich auf 13,8 % zuriickging,
wihrend der Windenanteil auf der Versuchsparzelle BKS-1.1B im gleichen im gleichen Zeit-
raum auf unter 4 Prozent gesenkt werden konnte.

Mit der Reduzierung war gleichzeitig auch ein Riickgang der Fangzahlen von H. obsoletus zu
verzeichnen: Wihrend auf den beiden Untersuchungsflichen BKS-1A bzw. 1C 1199 Tiere ge-
fangen wurden, war die Gesamtzahl der gefangenen Tiere auf der Fliche BKS-1.1B mit 4 Tieren
erstaunlich gering. Allerdings kann eine Reduzierung der Tierpopulation nur dann erfolgen,
wenn diese keine Alternativgrundlage zur Erndhrung bzw. zur Eiablage finden kann, wie dies auf
der Fliche PLAT-1A beobachtet werden konnte: Obwohl eine fast geschlossene, natiirlich ent-
standene Pflanzendecke die mogliche Ansiedlung der Ackerwinde verhinderte, fand H. obsoletus

in R. repens eine alternative Wirts- und Nahrungspflanze, was durch die Fangzahlen belegt wird.

Auch der Bedeckungsgrad angepflanzter Begriinungspflanzen bzw. der durch eine natiirliche
Sukzession entstandenen Pflanzendecke wurde erfasst. H. pilosella zeigte sowohl auf der Flache
als auch im Rebunterstockbereich, sofern die vorgezogenen Jungpflanzen anwuchsen und dicht
zusammengesetzt wurden (Pflanzenabstand 20-25 cm), einen starken Verdringungseffekt und
eine sich schnell schlieBende Pflanzendecke (vgl. Tab. 3.20: BKS-1.1B und BKS-2.1B). Die
schon vor Projektbeginn ausgebrachten Mulchmischungen zeigten dagegen ein differentes Er-
gebnis. Obwohl sie teilweise sehr geschlossene Pflanzendecken bilden konnten, ist eine ab-
schlieBende Bewertung nicht eindeutig genug, was vor allem daran liegt, dass auch auf den

Kontrollflachen sich nur ein geringes Windenwachstum einstellte (vgl. Tab. 3.20: BKS-2.1E;
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BKS-2.2A; BKS-2.2E). Gleichzeitig setzte sich die Ackerwinde an jenen Stellen fest, an denen
die deckende Pflanzenschicht beschédigt war.

Einen Bedeckungsgrad bis zu 70% erreichten Gras- und Krdutermischungen noch in der glei-
chen Vegetationsperiode (vgl. Tab. 3.20: MAR-1.1/2; MAR-1.6-1.9; PLAT-4C; PLAT-4D).
Krauteranpflanzungen im Rebunterstockbereich (vgl. Tab. 3.20: BKS-2.1B; BKS-2.2C,D) soll-
ten vor allem die durch das abflieBende Regenwasser entstehenden Auswaschungen abdecken,
den Untergrund festigen und dadurch eine Ansiedlung der Ackerwinde in diesen sensiblen Berei-
chen verhindern. Es konnte beobachtet werden, dass bei einigen Rebstocken die Krauter einge-
trocknet waren. Trotzdem zeigte sich bei den iibrigen Rebstocken das erwiinschte Ergebnis einer
zunehmenden Bedeckung und Festigung des Bodens.

Eine eindeutige, die Ackerwinde verdringende Bewertung, kann nicht fiir jedes Untersuchungs-
feld abgegeben werden, da diese sich nicht auf jeder Kontrollfliche im Untersuchungszeitraum
ansiedelte. Es zeigte sich aber, dass bei den meisten Rebstocken, in deren Stammbereich sich die
Ackerwinde im Vorjahr ansiedeln konnte, diese bereits verdrangt waren und gleichzeitig einzelne
Versuchsflichen im Gegensatz zu benachbarten Kontrollflichen keine Ansiedlung von C.

arvensis aufwiesen (vgl. Tab. 3.20: MAR-1.6 - 1.8).

Tabelle 3.19: Einfluss der Bodenbewirtschaftung auf den Bedeckungsgrad der Ackerwinde

Convolvulus arvensis und auf das Vorkommen von Hyalesthes obsoletus

Der hochste Bedeckungsgrad zeigte sich auf Flachen der Klassen 1 und 5. Auf diesen Flichen erfolgte auch eine
hohe Lebendfangzahl von H. obsoletus. Den geringsten Bedeckungsgrad zeigten Fliachen der Klassen 2, 3 und 4, die
sich entweder durch geschlossene Pflanzendecken aufgrund natiirlicher Sukzession bzw. kiinstlicher Begriinung
auszeichneten oder auf denen der Bewirtschafter regelméBige HerbizidmaBnahmen durchfiihrte. Diese Fldchen
zeigten geringe Fangzahlen von H. obsoletus. 1: Einsatz von Herbizid wihrend der Wachstumsphase von C.
arvensis und gleichzeitig wihrend der Flugphase von H. obsoletus; 2: HerbizidmaBnahmen zu einem nicht optima-
lem Zeitpunkt; -: Keine Untersuchungsmalnahmen durchgefiihrt;

Anzahl Bedeckungsgrad (%) der
Anzahl ) Lebend- und Gelbfallenfangzahlen von
Fliche Mess- Ackerwinde
Parzellen Hyalesthes obsoletus
punkte 1999 2000 2001

Klasse 1:

Untersuchungsflichen mit natiirlicher Sukzession ohne schnelle Bildung einer geschlossenen Pflanzendecke

BKS-1.1A 1 24 28,9 17 13,8| 749 (211) 335(94)| 119 (14)
MEHR-2.1 1 24 26,5 9 7,5 586 488 (5) 12 (4)
MONZ-1 2 48 4 153 363 278
Klasse 2:

Untersuchungsflichen mit natiirlicher Sukzession und schneller Bildung einer geschlossenen Pflanzendecke

BKS-2.2B 1 25 1,6 1,1 1,2 Keine Fange durchgefiihrt

PLAT-4B 1 24 - 0 0 - 24 (7) 12 (26)
MAR-1.5 1 24 - 5,6 0,8 - 2 0
MEHR-2.2E 1 24 - 9 1,4 - 0 0
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Anzahl Bedeckungsgrad (%6)
Anzahl ] Lebend- und Gelbfallenfangzahlen von
Fliche Mess- der Ackerwinde
Parzellen Hyalesthes obsoletus
punkte 1999 2000 2001
Klasse 3:

Untersuchungsfléichen, auf denen Begriinungsmafinahmen durchgefiihrt wurden

BKS-1.1B 1 24 22 2,3 3,4 /| Vereinzelte Individuen®
BKS-2.1E 1 25 0 1,8 47 0 (0) 0 (0) 0 (0)
BKS-2.2A 1 25 0 0,7 0,3

Keine Lebendfénge durchgefiihrt
BKS-2-2E 1 25 0 0 0,9
MAR-1 5 120 - 7.9 0,8 / 2(3) 0(7)
PLAT-4C/D 2 48 - 0 0 / 24 (7) 12 (26)
Klasse 4:

Untersuchungsfliichen, auf denen regelméiflige HerbizidmaBinahmen (Winzer) durchgefiihrt wurden

BKS-1.2

(C1-C3) 5 120 - 1,2 0,6 Keine Lebendfange durchgefiihrt
BOPP-1.1.1 4 96 - 0 0 Keine Lebendfange durchgefiihrt
KROV-1.3 1 24 05 13 - 0 0
MEHR-2.2 4 96 2,1 0,5 - 0 0
NK-1 2 50 - -2 6,9° 5 (4) 34 45
ZELT-1A 1 24 - 2,4 0,5

ZELT-1B 1 24 - 43,07 12

ZELT-1C 1 24 - 0,4 0,3

ZELT-1D 1 24 - 23,57 0,2

ZELT-1E 1 24 - 1547 0,6

ZELT-1F 1 24 - 16,3° 01

ZELT-1G 1 24 - 13,17 02

ZELT-1H 1 24 - 63" 0,4

ZELT-11 1 24 - 12,27 0,1

Klasse 5:

Untersuchungsfliichen, auf denen ein unregelmifliger Herbizideinsatz (Winzer) durchgefiihrt wurde

BOPP-6 1 24 42 492 160 350 585
MEHR-1A 1 24 - - 41,1 Keine regelméfige Kontrollen
BKS-3.1 1 24 17,8 29,4 12,47 0 (20) 87 (27) 119 (14) *

Eine natiirliche Sukzession zuzulassen kann ebenfalls erfolgreich sein, wie dies auf den Untersu-
chungsflachen PLAT-1A bzw. MEH-2.2C zu beobachten war. Dort konnte in der gleichen Vege-
tationsperiode ein Bedeckungsgrad bis tiber 90% (vgl. Tab. 3.20: PLAT 1A) erreicht werden. Als

gegensitzliche Beispiele dienen dazu die Flachen BKS-1.1A bzw. MEH-2.1, auf denen sich trotz
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langjéhriger Sukzession keine geschlossenen Pflanzendecken, dafiir aber sehr hohe Bedeckungs-
grade der Ackerwinde einstellen konnten. Da die Fangzahlen einerseits und die Ergebnisse der
PCR-Tests andererseits belegen, dass schon ein geringes Vorkommen der Ackerwinde ausreicht,
um infizierten Populationen von H. obsoletus eine Nahrungsgrundlage zu bieten (vgl. Tabelle
3.21: NK-1), sollte zumindest in Gebieten, in denen die Ackerwinde haufig vorkommt, eine Be-
griinung durchgefiihrt werden.

Die Abdeckung mittels Olleinstroh war zwar ebenfalls sehr effektiv, doch ist die Ausbringung
sehr aufwendig. Zudem konnen Wildtiere und die Auswirkungen ungiinstiger Witterungsver-
héltnisse die Abdeckung aufreiflen, so dass sich dort die Acker- bzw. Zaunwinde festsetzen und
sich ausbreiten kann.

Bodenbearbeitungsmafsnahmen wie beispielsweise das Grubbern konnen zwar dazu fiihren, dass
die im Boden vorhandenen Gelege bzw. die zur Oberfldche fithrenden Wege der Larven von H.
obsoletus zerstort werden. Die Wirkung auf den Bedeckungsgrad der Ackerwinde ist unter-
schiedlich: Einerseits zeigten die Untersuchungsflachen BKS-1.D und BKS-2.1D (vgl. Tabelle
3.20) nur einen geringen Bedeckungsgrad, andererseits zeigte die Erfassung auf der Untersu-
chungsfliche KROV-1.B dagegen einen sehr hohen Bedeckungsgrad mit einer gleichzeitig auf-
tretenden sehr starken Population von H. obsoletus.

Zusammenfassend ldsst sich daher sagen, dass H. pilosella den héchsten Bedeckungsgrad und
den nachweisbar stirksten Verdrangungseffekt erreicht. Diese Pflanze ist vor allem dann geeig-
net, wenn der Untergrund steinig, gering wasserfiihrend und starker Sonneneinstrahlung ausge-
setzt ist, wie dies in vielen Steillagenbereichen vorkommt (vgl. Tab. 3.20: BKS-1.1B). Sowohl
Mulch- als auch Gras- und Krdutermischungen konnen immerhin aufgrund der schnellen Bil-
dung dichter werdender Pflanzendecken eine starke Ausbreitung der Ackerwinde aufgrund ihrer
Konkurrenz beeintriichtigen bzw. verhindern. Einen umfassenden Uberblick aller Versuchsfli-
chen, auf denen der Bedeckungsgrad von C. arvensis erfasst wurde, ist in der Tabelle 3.20 aufge-
fiihrt.
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Tabelle 3.20: Darstellung der Ergebnisse von den 1999 — 2001 durchgefiihrten Begriinungsver-

suchen zur Verdrangung der Ackerwinde Convolvulus arvensis (% Bedeckungsgrad).
B: Brachfldche; E: Ertragsrebfliche; gP: geschlossene Pflanzendecke; K: Kontrollfliche; N gesamt: Anzahl gefan-
gener Tiere (Lebend- und Gelbfallenfinge 1999 — 2001); nf: nicht feststellbar;
- bzw. +: erkennbarer bzw. nicht erkennbarer Verdriangungseffekt; 1: Geschlossene Strohmatte wurde durch Wild-
tiere stellenweise aufgerissen; 2: Bodenbearbeitungsmafinahmen durch Winzer; 3: Als Wirts- und Nahrungspflanze
diente R. arvensis; ?: Verdriangungseffekt aufgrund der Versuchsanordnung fraglich;

=g
s < 2 &2
. £ 2 = 5
Versuchs- s < S = Bedeckungsgrad Bedeckungsgrad &8 5
fliche _g é 2 " Convolvulus arvensis | Begriinungspflanze |2 g
o 7] -3 = & @
N 2| < = =3
[} — S & @ <
& > S o
N .
1999 | 2000 | 2001 | 1999 | 2000 | 2001
Kontrollflache:
Bks-1.1A 1990 | natiirliche Sukzessi- 28,9 17| 13,8| 28,5 30,0 27| -
on
Bks-1.1B 1999 | Hieracium pilosella 22,0 2,3 34| 315 80,3 836| +
BKS-1.1 Brs.11c | B [2000 |Abdeckung  Ollein- 3 31 Geschlossene |
o stroh o ’ Strohlage *
Kontrollfliche: na-
BKS-1.1D 1999 | tiirliche Sukzession 2,5 35 3,1 375 ?
nach Grubbern
Kontrollfliche wurde durch
Kontrollflache: na- Verwendung als Anfahrtsweg
BKS-2.1A 1999 tirliche Sukzession 0 31 .9 nicht mehr als Referenz ver-
BKS-2.1 £ wendet
Hieracium pilosella
(50 Reben)
BKS-2.1B 1999 (Rebunterstockbereic 0,2 2,7 1,6 415 483 (+)
h)
RegelmiBiger
Herbizideinsatz
BKS-2.1C 1999 (1 Spritzung  pro 0 9,3 0 +
Jahr)
Kontrollfldche: natiir-
BKS-2.1D 1999 | liche Suktession nach 0 0| 0.2 190 228| ?
Grubbern (jahrlich)
BKS-2.1E 1999 | Mulchmischung 3 0| 18| 47 96,6 915| (¥)
BKS-2.2A 1997 | Mulchmischung 3 0| 08| 03 875| 816| ?
Kontrollfldche: natiir-
BKS-2.2B 1997 | liche Sukzession nach 1,7 15 1,2|78,8 52,7 506 ?
Grubbern
Rebunterstockbereich
BKS-2.2 E Silene vukgaris (50
Reben) 52,7| 50,6
BKS-2.2C 1998 | Hieracium pilosella 03| 06 0 58,0 27,3 ?
(50 Reben) Nf nf
Dianthus  deltoides
(50 Reben)
Sedum album (50
Reben)
BKS-2.2D 1998 (Rebunterstockbereic 0,1 1,2 0 21,4 54| ?
h)
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=
< s o m
3 |z 2 5 23
_ < — 2 5 3
Verfuchs S e § £ Bedeckungsgrad Bedeckungsgrad E .
fliche 3 al & 3 Convolvulus arvensis | Begriinungspflanze |% 5
D 7 N l7d oD
N S| & = g =S
N - — = e
@ —~ = & [ <
g > S z g
o) 1
1999 | 2000 | 2001 | 1999 | 2000 2001 ?
Gras- u. Krautermi-
MAR-1.1 2000 | & ing (Var, 1) 11,2 0 413] +
Gras- u. Kriutermi-
. )
MAR-1.2 2000 | & ing (Var, 3) 04| 272 375 *
Abdeckung  Ollein- Geschlossene
MAR-1.3 2000 stroh 0 0,5 Strohlage 1| +
Kontrollflache:
natiirliche Sukzessi-
MAR-1.4 2000 on nach einmaligem 10,8 0 496 +
Herbizideinsatz
MAR-1 B Kontrollfldche:
MAR-1.5 2000 natiirliche  Sukzes- 5,6 0,8 58,6 | +
sion
Gras- u. Krautermi-
MAR-1.6 2001 | hiing (Var. 1) 0 704| +
Gras- u. Krautermi-
MAR-1.7 2001 | hiing (Var. 4) 0 484 +
Gras- u. Krautermi-
MAR-1.8 2001 | hiing (Var. 2) 0 52,1| +
Kontrollflache:
MAR-1.9 2001 natiirliche Sukzession 7,6 220 +
nach Grubbern
Ca Kontrollflache:
PLAT-13 PLAT-1A |B 1995 natlirliche Sukzessi- 0 0 0| 91,5| 93,2 94,21 (+)
on
PLAT-4A 2000 Abdheckung Ollein- 0 0 Gescr:qllosserfe )
PLAT-4 stro Strohlage
B Kontrollflache:
PLAT-4B 2000 | natiirliche Sukzessi- >0,1 0 65| (+)
on
PLAT- Gras- u. Kriutermi-
4C 2000 schung (Var. 1) 0 0 821 (1)
PLAT- Gras- u. Kriutermi-
4D 2000 schung (Var. 2) >0.1 0 B )
11<§0V- 1999 | Hieracium pilosella Nuravr\]/gg\llgaeCI:]ZEl:zen
= s Kontrollfldche:
KROV-1 Ifé{ OV- 1999 | natiirliche  Sukzession | 30,6 23,2 1732’
nach Grubbern
KROV- RegelmaBiger
1C 1999 Herbizideinsatz 0 05| 1.3 *

147




Ergebnisse

3.6.3 Einfluss der Wirtspflanzen auf den Infektionsdruck der Schwarzholzkrankheit

Wie wichtig die Bekdmpfung der Wirts- und Nahrungspflanzen tatséchlich ist, zeigt sich beim
Vergleich zwischen dem Bedeckungsgrad der Wirts- und Nahrungspflanzen einerseits und der
Infektionshaufigkeiten innerhalb der diese Pflanzen nutzenden Populationen. Es zeigte sich, dass
die Art der vorherrschenden Wirtspflanze bestimmend fiir die auftretende Infektionshaufigkeit
innerhalb einer Population und deren GroBe ist (vgl. Abb.3.2 ). Es konnte beobachtet werden,
dass bei einer Abnahme des Bedeckungsgrades sowohl die Anzahl gefangener Tiere als auch die
Infektionshaufigkeit geringer wurde. In der Abbildung 3.24 ist stellvertretend die Untersu-
chungsfliche BKS-1.1 (Gemarkung Bernkastel) ausgewdhlt worden. Der anfanglich hoher Bede-
ckungsgrad der Ackerwinde wurde sowohl durch eine natiirliche Sukzession als auch durch Ab-
deckversuche reduziert. Mit der Abnahme des Bedeckungsgrads nahm gleichzeitig sowohl die
Infektionshdufigkeit innerhalb der Population als auch die Populationsgrofle, die sich in den re-
gelméBigen Fangzahlen wiederspiegelt, ab. Die stirksten Abnahmen wurden dabei bei solchen
Populationen beobachtet, die die Ackerwinde als Wirts- und Nahrungspflanze nutzen. Es handelt
sich dabei auch um diejenigen Standorte, auf denen z.T. die groBten Fangzahlen erzielt und die
hochsten Infektionshiufigkeiten festgestellt werden konnten (vgl. Abb. 3.2.5). Auf Untersu-
chungsflichen, die als Hauptschwerpunkt fiir Fangaktivititen darstellten, kann die intensive
Fangaktivitit mittels Streifnetz ein zusétzlicher Faktor fiir die Reduzierung der Populationsgrofie
darstellen.

Die Auswirkungen auf die Infektionshdufigkeit durch BekdmpfungsmafBnahmen, aber auch
durch die natiirliche Sukzession solcher Flachen, die nicht im trocken-steinigen Steilhangbereich
lagen, sind fiir die Untersuchungsflachen am Standort Bernkastel-Kues, aber auch fiir den Stand-
ort Monzingen gut in der Abbildung 3.25 erkennbar. Mit der Abnahme des Bedeckungsgrads
reduzierten sich auch PopulationsgroBBen und die Infektionshiufigkeiten. Fiir die Untersuchungs-
flachen BOPP-6 am Mittelrhein gelten diese Griinde nicht, da dort die Ackerwinde immer noch
einen hohen Bedeckungsgrad aufwies. Hier scheint es vielmehr um eine natiirliche Schwankun-
gen der Infektionshédufigkeit einer einzelnen Population zu handeln

Die bevorzugten Fldchen, auf denen sich C. arvensis ansiedelt, sind die im Zunehmen begriffe-
nen Brachflachen. Wiahrend auf solchen Flachen, die durch eine gelungene natiirliche Sukzession
bzw. durch eine kiinstliche Begriinung der Bedeckungsgrad von C. arvensis reduziert werden
konnte, treten umgekehrte Effekte bei Flachen auf, die zwar durch eine Herbizidanwendung zu-
nichst unkrautfrei gemacht worden sind, danach aber sich selbst iiberlassen wurden (BOPP-6,

BKS-3.1). Die Ackerwinde konnte auf diesen Flachen oftmals ungestort einwandern und bildete
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grofflachig zahlreiche, verschieden grofle Aggregationen, auf denen zahlreiche Vektoren gefan-
gen werden konnten (vgl. Abb. 3.26). Nachdem auf der Untersuchungsfliche BKS-3.1
(Bernkastel-Kues) im ersten Untersuchungsjahr eine mit Herbizid behandelte Flache als Neuan-
lage eingerichtet war, trat schon im drauffolgenden Jahr die Ackerwinde vermehrt auf. Im letzten
Untersuchungsjahr wurde an insgesamt 60 Messpunkten ein Bedeckungsgrad von 21% ermittelt.
Wihrend zwar noch 24 Messpunkte frei von Bewuchs der Ackerwinde blieben, zeigten 10
Messpunkte schon einen Bedeckungsgrad von iiber 50%. Im folgenden konnen solche Aggrega-
tionen zu grof3flichigen Rasenformationen zusammenwachsen, wie sie auf der Untersuchungs-
fliche BOPP-6 (Boppard) am Mittelrhein beobachtet werden konnten. Die Untersuchungsflache
diente gleichfalls als Untersuchungsfliche zur Migrationsaktivitit. Wahrend 1999 kein einziger
Vektor mittels Streifnetz gefangen werden konnte, stieg ihre Zahl bis zum Ende des Untersu-
chungszeitraumes auf 119 Tiere an. Diese Flache steht daher als Beispiel fiir viele andere Fla-
chen, deren natiirlicher Bewuchs durch Kulturmafinahmen entfernt wurde und somit der Acker-

winde Platz zur Einwanderung bieten.

10 100

EEE |hfektionshaufigkeit

C—1 Bedeckungsgrad von C. arvensis
— ——A hl gef Ti
S nzahl gefangener Tiere 5
~— N
= S
D —
4 ©«
2 @
5 5
< 501 -500 ‘B

=
S g
= =
£ 2
O T T . O
1999 2000 2001
Untersuchungsjahr

Abb. 3.24: Abhingigkeit der Infektionshaufigkeit (%) und der Populationsgroe (Anzahl gefan-
gener Tiere, %) von H. obsoletus vom Bedeckungsgrad der Wirts- und Nahrungspflanze (C.

arvensis) am Beispiel der Untersuchungsfliche BKS-1.1 (Gemarkung Bernkastel)
Mit abnehmendem Bedeckungsgrad nimmt sowohl die Infektionshaufigkeit innerhalb der Population als auch die
Populationsgrofle ab.
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Abb. 3.25: Verlauf der Infektionshidufigkeiten von unterschiedliche Wirts- und Nahrungspflan-

zen nutzende Populationen von Hyalesthes obsoletus im Untersuchungszeitraum 1999-2001

Die Abbildung zeigt die Abnahme der Infektionshaufigkeiten fiir die Gesamtheit der Untersuchungsfldchen an den
Standorten Bernkastel-Kues (BKS) und Monzingen (MONZ) sowie den Standort Boppard (BOPP-6). An den Stan-
dorten Ungstein (UNG) Platten (PLAT) und Boppard (BOPP-5) lebten Populationen auf der Brennessel bzw. auf
dem Kriechenden Hahnenfufl. Hier traten im Vergleich zu Populationen auf der Ackerwinde keine hohen Infekti-
onshaufigkeiten auf.
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Abb. 3.26. : Stirke der Aggregationsbildung von Convolvulus arvensis an 60 regelmaBig verteil-

ten Messpunkten in einer zuvor mit Herbizid behandelten Ertragsrebfldche (Gemarkung
Bernkastel: BKS-3.1).
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4 DISKUSSION

4.1 DER FANG DES VEKTORS HYALESTHES OBSOLETUS

Zur Erfassung des Infektionsdrucks, den die Schwarzholzkrankheit auf die Weinreben ausiibt, wur-
den Populationsstandorte in den Weinanbaugebieten, in denen eine Vergilbungskrankheit auftritt,
gesucht und beprobt. Diese Populationsstandorte sollten u.a. Erkenntnisse iiber die Faktoren des
Infektionsdrucks, ndmlich Populationsstérke, Infektionshaufigkeit und Migrationsbewegungen des
Vektors erbringen. Die Untersuchungsergebnisse des ersten Untersuchungsjahres bestitigen die
richtige Auswahl der Versuchsstandorte, so dass nachfolgend in die Untersuchung aufgenommene

Flachen lediglich der Erweiterung des Forschungsvorhabens dienten.

Die Fangzahlen der Vektoren, die mit dem Streifnetz oder mit den auf den Untersuchungsflichen
ausgebrachten Gelbfallen (Klebefallen) erreicht wurden, belegen, dass sich dieser Vektor in
Deutschland zumindest regional etabliert hat, zumal im Rahmen dieses Forschungsprojektes aus-
schlieBlich solche Gebiete beprobt wurden, die durch den Weinanbau gekennzeichnet waren und
dartiber hinaus symptomatische Rebstocke aufwiesen. Eine der wichtigsten Kennzeichen der Stan-
dorte, an denen grole Populationen nachgewiesen werden konnten, zeigten einen durch
Herbizideinsatz ihrer natiirlichen Pflanzendecke beraubten hohen Bedeckungsgrad der Ackerwinde
C. arvensis, die als eine ihrer wichtigsten Wirts- und Nahrungspflanzen bekannt ist. Es ist daher
sehr wahrscheinlich, dass auch andere, nicht in die Untersuchung einbezogene Flachen ebenfalls
giinstige Standortbedingungen fiir diesen Vektor bieten konnen, wobei natiirlich die gezielte Aus-
wahl solcher Standorte eine hohe Fangzahl begiinstigt. Im Vergleich zur passiven Gelbfallenfang-
methode, bei der ein Vektor aufgrund seiner Flugaktivitat gefangen wird, war die Streifnetzmetho-
de, bei der gezielt Wirts- und Nahrungspflanzen beprobt werden konnten, in Bezugnahme zur
Fangzahl wesentlich erfolgreicher (vgl. Abb. 3.4). Der Lebendfang war damit das Mittel der Wahl,
um geniigend Tiere flir den Erregernachweis mittels der PCR (vgl. Tab. 3.10), den trophischen Un-
tersuchungen (vgl. Abb. 3.11) und den Ubertragungsversuchen (vgl. Tab. 3.7) bereitzustellen. Zur
Feststellung des Flugverlaufs in Bezug auf den Beginn des Auftreten von H. obsoletus, Hohepunkt
seines Aufkommens und der Endphase seiner Flugphase geniigt allerdings die Exposition von Gelb-
fallen in den betroffenen Gebieten (vgl. Abb. 3.5 und 3.6) zwischen der 20. und 34. Jahreswoche,

unabhingig davon, welche Wirtspflanze genutzt wird. Der Vorteil der Lebendfangmethode ist die
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einer gezielten Suche nach dem Vektor. In diesem Forschungsvorhaben wurde durch gezielte
Sucheaktivitdten, ausgelost durch das Auftreten symptomatischer Rebstocke, erstmals Nachweise
fiir den Vektor an der Nahe (Bad Kreuznach, Norheim), in der Pfalz (Bdchingen) und in Baden
(Neuweier) erbracht (vgl. Tab. 3.3). Daher ist die Kombination beider Fangmethoden trotz des or-
ganisatorischen Mehraufwands in Bezug auf die genannten Untersuchungsaspekte als sehr erfolg-

reich zu bezeichnen.

4.2 UNTERSUCHUNGEN ZUR BIOLOGIE VON HYALESTHES OBSOLETUS

4.2.1 Prognose des Flugbeginns von Hyalesthes obsoletus und Untersuchungen zu seiner
Nahrungsspezifikation

Eine exakte Voraussage tliber das erste Auftreten der Imagines konnte durch die Entwicklung eines
Prognosemodells erstellt werden. Die Parameter des Prognosemodells (Startdatum der Tempera-
turmessung, Schwellentemperatur und mittlere Gesamt-Temperatursumme) ergaben die Berech-
nung des ersten Auftretens der Imagines allerdings nur fiir Populationen, die auf C. arvensis als
Hauptwirts- und Nahrungspflanze spezifiziert sind (vgl. Abb. 3.10). Populationen in der Pfalz, die
U dioica als Wirts- und Nahrungspflanze nutzen, weisen einen bis zu drei Wochen verzogerten Be-
ginn der Flugphase auf. Obwohl aus fritheren Jahren keine Beobachtungsdaten vorlagen und im
ersten Untersuchungsjahr nur einzelne Individuen gefangen werden konnten, zeigt die Datenerhe-
bung der letzten beiden Untersuchungsjahre, dass das verspétete Einsetzen des Fluges die Regel zu
sein scheint, zumal innerhalb beider ,,Nahrungsgruppen® der Flugbeginn sich nur in geringem Maf3e
unterscheidet. Aufgrund des verzdgerten Flugbeginns wurde fiir das 3. Versuchsjahr ein Versuchs-
plan erstellt, um Unterschiede im Einfluss trophischer Faktoren auf den Lebenszyklus von H.
obsoletus eingehend zu untersuchen (vgl. Kap. 3.2.2). Es stellte sich ndmlich eine signifikant lange-
re durchschnittliche Uberlebenszeit bei Zikaden der Brennesselgruppe heraus. Zur Evaluierung ei-
nes Prognosemodells fiir diese Zikadengruppe miissten daher die Beobachtungsdaten kommender
Jahre herangezogen werden. Diese Verzogerung im Auftreten zeigte sich bereits im Jahr 2000, als
nur durch eine gezielte Suche am Untersuchungsstandort diese Population entdeckt wurde. Damit
erklaren sich auch die geringen Fangzahlen vorangegangener Jahre. Die Fangaktivitit fand wahr-
scheinlich zu einem zu frithen Zeitpunkt statt.

Obwohl das Prognosemodell an sich diese Nahrungsspezifikation von H. obsoletus nicht beinhaltet,
ist sie doch fiir die Vorhersage zum Flugbeginn aller Vektoren geeignet, unabhéngig seiner Nah-

rungsspezifikation. Zwei Moglichkeiten zur Modifikation bieten sich an. Eine Moglichkeit wire
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beispielsweise, entweder die mittlere Gesamt-Temperatursumme fiir die auf U. dioica spezifizierten
Tiere zu erhohen oder aber die Messung der Luft- bzw. Bodentemperatur zu einem spéteren Zeit-
punkt zu beginnen, wobei sich dabei der Aufwand cines verlingerten Messzeitraums eriibrigen
wiirde. Die Anwendung dieser Methode hétte vor allem in solchen Gebieten einen Sinn, in denen
die Zikaden liberwiegend bzw. ausschlieBlich auf U. dioica spezifiziert sind. Der Vorteil, das Start-
datum der Temperaturmessung beizubehalten und eine vergroBerte mittlere Gesamt-Temperatur-
summe einzubeziehen liegt darin, dass die Temperaturmessung fiir alle Vektoren dieser Zikadenart,
unabhingig ihrer Nahrungsspezifikation beginnt. Diese Methode konnte in solchen Gebieten ange-
wendet werden, in denen Populationen aus unterschiedlichen Nahrungsgruppen vorkommen. Auf
der Basis mehrjdhriger Temperaturmessungen konnten mittlere Gesamt-Temperatursummen fiir die
jeweilige Nahrungsgruppe erstellt werden, sofern eine spéteres Erscheinen festgestellt werden soll-
te. Nachfolgende Untersuchungen bestitigten, dass der Vektor in grofem Umfang U. dioica, aber
auch C. sepium als Wirts- und Nahrungspflanze zu nutzen vermag. U. dioica gehort mittlerweile zu
den Hauptwirts- und Nahrungspflanzen von H. obsoletus (vgl. LANGER, M. & MAIXNER, M.,
2004). Wihrend im Untersuchungszeitraum im Gegensatz zu U. dioica nur wenige Individuen auf
C. sepium gefangen werden konnten, ergibt sich nun ein noch differenziertes Bild. In dieser Pflan-
zenart bzw. in Vektoren, die diese Pflanzenart besaugten, entdeckten LANGER und MAIXNER
Phytoplasmen des neuen Stolbur-Typs 111 nachweisen.

Ein weiterer Aspekt verdient im Zusammenhang mit diesem Prognosemodell Beachtung. Nach Er-
fassung des DWD (Deutscher Wetterdienst, 2009) stieg die Jahresmitteltemperatur der Luft in
Deutschland zwischen 1901 und 2007 um 1,0°C an (vgl. Abb. 7.1 im Anhang). Dabei wurden die
neun der zehn wiarmsten Jahre zwischen 1989 und 2008 festgestellt. Das bedeutet fiir die Prognose
des Flugbeginns, dass die bendtigte Gesamt-Temperatursumme des Vektors frither erreicht werden
kann und somit mit einer zukiinftig friiheren Flugphase von H. obsoletus gerechnet werden kann.
Ob sich dariiber hinaus diese Temperaturverdnderung auch auf die weitere Verbreitung des Vektors
auswirkt, ware ein weiterer Aspekt zukiinftiger Forschungen. Es diirfte allerdings sehr wahrschein-
lich sein, dass die polyphage Lebensweise und die gleichzeitige Steigerung der Jahresmitteltempe-
ratur nachhaltig einen steigenden Infektionsdruck durch diesen xerothermen Vektor zur Folge hat.
Das Ergebnis der Nahrungsspezifikation duflert sich auch in einem signifikanten Unterschied in der
Uberlebenszeit (vgl. Abb. 3.11), wobei Individuen der ,,Brennessel-Gruppe* mit durchschnittlich
8,7 Tagen die lingste Uberlebenszeit zeigten. LESSIO et al. (2007) stellten in Italien den gleichen
Sachverhalt bei ihren Untersuchungen zur Populationsdynamik fest. In ihren Laborversuchen zeigte

H. obsoletus die grofite Lebensspanne auf U. dioica, die dort die wichtigste Wirtspflanze darstellt.
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In seiner natiirlichen Umgebung konnte der Vektor auf dieser Nahrungspflanze bis zu drei Wochen
iiberleben. Die in den trophischen Experimenten festgestellt signifikante Verkiirzung der Uberle-
benszeit, die bei einem experimentellen Wechsel der Nahrungspflanze vor allem bei der Brennes-
sel-Gruppe sichtbar wurde, bestétigt zumindest eine fortgeschrittene Spezifizierung, da die Tiere
anscheinend nicht mehr in der Lage waren, aus der Ackerwinde essentielle Inhaltsstoffe zu bezie-
hen. Die gleiche Beobachtung machten LESSIO et al. (2007) bei ihren Untersuchungen zur Lebens-
spanne der Imagines. Sie stellten gleichfalls eine Verkiirzung in der Uberlebenszeit fest, wenn der
Vektor auf andere Pflanzen gesetzt wurde. Die kiirzeste Uberlebenszeit von einem Tag zeigte der
Vektor auf der Weinrebe.

Eine weitere Moglichkeit des auf die Uberlebensdauer negativen Einflusses kdnnte auch darin lie-
gen, dass sich nicht vertragliche Pflanzeninhaltsstoffe im Korper der Tiere anreichern. Auch das
Ergebnis eines Wirtswechsels auf R. repens zeigt die gleiche Tendenz. Gleichzeitig bestatigten auch
die Forschungsergebnisse der Tiere der Ackerwinde-Gruppe bei einem Wechsel der Nahrungs-
pflanzen dieses Ergebnis, wenngleich in schwicherer Ausprigung. Damit konnte indirekt auch ge-
zeigt werden, dass eine Infektion fiir die Lebensdauer von H. obsoletus bedeutungslos zu sein
scheint, da die stirksten Auswirkungen bei einem Wechsel der Nahrungspflanzen nicht Tiere aus
der hochinfizierten Ackerwinde-Gruppe betrafen, sondern solche aus der schwach infizierten Bren-
nessel-Gruppe. Im Experiment konnte auch kein Unterschied in der Agilitit zwischen den Tieren
der unterschiedlichen Gruppen festgestellt werden. Anhand dieser Ergebnisse lédsst sich schlussfol-
gern, dass der zwischen den Populationen beobachtete Unterschiede im Auftreten tatsdchlich nicht
in der Witterung, sondern im Einfluss trophischer Faktoren ihre Erklarung findet. Die bisher festge-
stellten Durchseuchungsgrade der Ertragsrebflichen durch Vektoren der Brennessel-Gruppe geben
auch Anlass zur Befiirchtung, dass von ihnen ebenfalls eine zukiinftige Gefdhrdung durch zuneh-
menden Infektionsdruck ausgehen kann. Die hochsten Durchseuchungsgrade lagen zwischen 25,5-
48,4 Prozent (vgl. Tab. 3.10 - 3.11).

Ein Nachteil der Untersuchungen zur Nahrungsspezifikation war allerdings, dass die Anzahl von
Versuchstieren aufgrund anderer Untersuchungen begrenzt war und die Durchfiihrung der Experi-
mente aufgrund der spaten Entdeckung der Brennessel-Gruppe erst im letzten Untersuchungsjahr
erfolgen konnte. Die Testergebnisse beim Wirtswechsel von Tieren der Brennessel-Gruppe auf an-
dere in die Versuche integrierte Pflanzenarten zeigen zwar die gleiche, wenngleich auch eine unter-
schiedlich starke Tendenz einer verkiirzten Uberlebenszeit, doch reicht die Anzahl der Testtiere hier
nicht mehr aus, das Ergebnis eindeutig zu bestdtigen. Daher wire eine Erweiterung des Spektrums
der getesteten Pflanzenarten mit gleichzeitiger Erhohung der Anzahl von Testtieren sinnvoll, zumal

nicht nur bekannte Wirts- und Nahrungspflanzen (vgl. Tab. 3.7), sondern auch weitere als potentiel-
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le Begriinungspflanzen vorgesehene Pflanzenarten in die Versuche integriert werden konnten, so
dass nicht nur die Wirts- und Nahrungsspezifikation von H. obsoletus untersucht, sondern auch
mogliche Risiken bei der Bekdmpfung der Schwarzholzkrankheit im Vorfeld minimiert werden
konnten. Abschlieend kann also festgestellt werden, dass diese Tests nicht nur die Spezifikation an
sich, sondern auch eine beginnende Unumkehrbarkeit des Spezifikationsprozesses zeigen.

Im Untersuchungszeitraum zeigte sich bei Beprobungen von der Wirtspflanze C. arvensis, dass sich
beim Fang mit dem Streifnetz ein etwa ausgewogenes Geschlechterverhéltnis (48,4% Weibchen zu
51,6% Mainnchen) ergibt, wihrend die passiven Gelbfallenfange die hohere Flugaktivitit der Mann-
chen dadurch belegten, dass ihr Anteil mit 77,8% weit den weiblichen tibertraf (vgl. Abb. 3.8a-c).
Es zeigte sich aber gleichzeitig bei den zweijdhrigen Beprobungen der Wirtspflanze U. dioica, dass
gerade der weibliche Anteil mit 62% bei den Lebendfangen den ménnlichen Anteil tibertraf (vgl.
Tab. 3.10: Pfalz). Worauf sich letztendlich diese groBere Fangzahl begriindet, muss der Gegenstand
weitere Forschungen sein, zumal RIOLO et al. (2007) in Italien entgegengesetzte Beobachtungen
machten. Wéhrend ihre Fangzahl bei Lebendfiangen von U. dioica annidherungsweise ausgeglichen
erscheint (51,9% Weibchen zu 48,1% Mainnchen), stieg der Anteil weiblicher Imagines bei
Beprobung von C. arvensis auf 70,5%. Trotzdem belegt die sehr hohe Individuenzahl von 661 bzw.
2507 Tieren, die mittels Gelbfallen bzw. Streifnetz im Untersuchungszeitraum an der Mittelmosel
an C. arvensis gefangen wurden, die Beurteilung einer héheren Flugaktivitat der Mannchen, zumin-

dest fiir diesen Wirtspflanze.

4.2.2 Ubertragungsversuche mit Hyalesthes obsoletus

Die Ubertragungsversuche mit H. obsoletus wurden mit dem Ziel durchgefiihrt, die Ubertragungs-
eigenschaften des Vektors auf seine natiirlichen Nahrungspflanzen und auf solche Pflanzen zu tes-
ten, die zur natiirlichen Weinbergsflora gehdren (vgl. Tab. 3.7). Ein zusitzliches Ziel war die Uber-
prifung dieser Eigenschaft auf die Weinrebe und auf potentielle Begriinungspflanzen. Die Ergeb-
nisse zeigen, dass teilweise schon eine kleine Anzahl von Testpflanzen geniigte, um eine positive
Ubertragung feststellen zu konnen. Die Ergebnisse belegen bei vier der fiinf zur Begriinung vorge-
sehenen Pflanzenarten eine Infizierung. Zur Verdrangung der Wirtspflanzen von H. obsoletus sind
diese Pflanzenarten daher nicht geeignet, da sie das angestrebte Ziel einer Reduzierung des Reser-
voirs fiir Pathogene dahingehend geféhrden konnten, indem sie selbst als Infektionsquelle des Vek-
tors dienen kénnten. Dagegen konnte dem Habichtskraut H. pilosella in 42 Ubertragungsversuchen
keine Infektion nachgewiesen werden, was positiv zu werten ist, da sie eine gute Verdrangungsei-

genschaft gegeniiber der Ackerwinde zeigte (vgl. Tab. 3.22) und selbst an den trockenen Untersu-
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chungsfliachen im Steillagenbereich einen hohen Bodenbedeckungsgrad entwickeln kann (vgl. Tab.
3.20: Versuchsflache BKS-1.1B). Damit stellt H. pilosella die ideale Versuchspflanze fiir weitere
Untersuchungen zur Beziehung zwischen Wirt, Vektor und dem Pathogen dar. Die Ubertragungs-
versuche zeigten weiterhin, dass R. repens als eine natiirliche Nahrungspflanze des Vektors eciner-
seits zwar ein geeigneter Wirt des Vektors darstellen kann, andererseits aber tatsidchlich keine her-
ausragende Bedeutung fiir die Epidemiologie der Schwarzholzkrankheit besitzt, da im Freiland nur
langlebige Pflanzen, an denen die Larven des Vektors durch Besaugen infiziert werden konnen,
auch als Infektionsquelle in Frage kommen. Die Ubertragungsversuche und die daraus berechnete
Ubertragungseffizienz des Vektors zeigen, dass durch die Priferenz des Vektors fiir krautige Pflan-
zen der Infektionsdruck der Schwarzholzkrankheit auf Weinreben im Vergleich zur der in Frank-
reich sich ausbreitenden Flavescence dorée als weniger gefahrlich einzustufen ist, da der Vektor
nicht von Rebe zu Rebe, sondern von Wirtpflanze zur Rebe weitertragen muss.

Ein Nachteil der durchgefiihrten Ubertragungsversuche bestand darin, dass die Anzahl gefangener
Vektoren letztendlich die Testanzahl und damit auch die Aussagekraft der Ergebnisse iiberhaupt
bestimmt, so dass die Anzahl der getesteten Pflanzenarten auf die wichtigsten beschrinkt werden
musste. Die Losung dieses Problems wire eine erfolgreiche Zucht von H. obsoletus. Sie garantiert
eine Unabhéngigkeit gegeniiber den natiirlichen Witterungsbedingungen und minimiert gleichzeitig
die Abhéngigkeit vom Fangerfolg wihrend der Flugphase des Vektors. Trotz nachgewiesener Eiab-
lage der Versuchstiere konnten keine Larven beobachtet werden. Fiir eine erfolgreiche Zucht miiss-
ten daher zundchst einmal die Zuchtbedingungen wie die Auswahl des Bodens und seiner Textur,

der Temperatur und der Bodenfeuchtigkeit evaluiert werden.

Ein weiterer Aspekt ist die Frage, wie viel Testtiere auf eine Pflanze gesetzt werden sollen. In der
natiirlichen Umgebung zeigten Streifnetzfange an U. dioica durch Abschiitteln einzelner Pflanzen
eine Hochstanzahl von 18 gefangenen Tieren. Diese Fangzahl war allerdings die Ausnahme, da
sonstige Uberpriifungen selten mehr als 5 Tiere fiir eine einzelne Pflanze ergaben. Daher ist die
Auswahl von ca. fiinf Testtieren, die im Versuch auf eine einzelne Pflanze gesetzt wurden, eine
wahrscheinlich natiirliche Obergrenze. Die begrenzte Anzahl an Testtieren war schlielich auch ein
Grund dafiir, die Anzahl auf diese Grofle zu beschrianken, zumal das Habichtskraut auf der Untersu-
chungsflache BKS-1B (Bernkastel-Kues) schon ab dem zweiten Jahr mit 80,3 % einen sehr hohen
Bedeckungsgrad aufwies, dort aber lediglich nur noch vereinzelt Tiere gefangen werden konnten.
Die Anzahl von 5 Versuchstieren pro Versuchspflanze ist bei dieser Pflanzenart damit als eine Ext-
remzahl zu betrachten. Gleichzeitig wird allerdings durch diese Mindestanzahl von Testtieren aber

auch eine hohe Absicherung fiir eine Ubertragung des Erregers erreicht. Die Ubertragungsversuche
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zeigten, dass mit dieser Untersuchungsmethode der Erreger iibertragen und nachgewiesen werden
kann. Die Beurteilung gilt auch in Bezug auf den zweiten Vektor O. alni. Trotz der wesentlich ge-
ringeren Infektionshiufigkeit in der getesteten Population konnten durch Ubertragungsversuche
ebenfalls positive Ergebnisse erzielt werden. Obwohl O. alni als monophage Art die Schwarzerle A.
glutinosa nutzt, zeigen die Ubertragungsversuche, dass eine Ubertragung des Erregers maoglich ist.
AbschlieBend lassen sich die Ubertragungsversuche als eine sehr gut Mdglichkeit zur experimentel-

len Beobachtung der Transmission beurteilen.

4.3 NACHWEIS UND IDENTIFIZIERUNG REBPATHOGENER PHYTOPLASMEN DURCH
DIE PCR

Die Charakterisierung der in Deutschland vorkommenden Vergilbungskrankheiten und die Stirke
threr Ausprdagung haben mittlerweile einen deutlich epidemiologischen Aspekt. Daher gehort das
Aufspiiren der Erreger, ihre Unterscheidung in unterschiedlicher Isolate und die Feststellung der
Infektionshaufigkeiten zum zentralen Bestandteil dieses Forschungsvorhabens. Die Untersuchungen
wurden hauptsidchlich durch Verwendung tierischem Materials durchgefiihrt, da ihre Aufbereitung
sich als weniger problematisch erwies als die Extraktion bakterieller DNA aus symptomtragenden
Rebstocken. POOLER et al. (1997) vermuteten zwar, dass die PCR durch spezifische Inhaltsstoffe
bei verschiedenen Insektentaxa gehemmt werden konnte, da unterschiedliche Primerpaare mit dhn-
licher Spezifitit zu einem unterschiedliches Ergebnis fiihrten, wie es sich beispielsweise bei den
Primerpaaren fAY/rEY und fFD9/rFD9 andeutete. Trotzdem zeigte die grole Anzahl eindeutig po-
sitiver Testergebnisse, dass in den meisten Fillen ein gesicherter Nachweis des Erregers im Korper
von H. obsoletus erreicht wurde. Die PCR ist damit das herausragende Nachweismittel der Wahl.
Untersuchungsflichen an der Nahe zeigten mit einer durchschnittlichen Infektionshédufigkeit von
72% im Untersuchungsjahr 2000 die hochste durchschnittliche Durchseuchung einer Population
tiberhaupt. Auch zum Infektionsverlauf ergaben die Einzeltiertests ein eindeutiges Bild. Es stellte
sich heraus, dass die Imagines einer Population schon zu Beginn der Flugzeit eine hohe Infektions-
haufigkeit vorweisen, was damit frithere Untersuchungen bestitigt, dass die Pathogene nicht erst im
adulten Stadium, sondern vielmehr schon wéhrend des Larvenstadiums durch Besaugen der Wirts-
pflanze aufgenommen werden konnen. Obwohl nur eindeutige PCR-Ergebnisse als positiver Nach-
weis gewertet wurden, erlaubt die grole Anzahl positiver Ergebnisse damit eindeutige Aussagen

zur Infektionshaufigkeit treffen zu konnen.
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In Rebstocken gestaltete sich der Erregernachweis allerdings schwieriger. Die Gewebe der Wein-
rebe V. vinivera weisen einen hohen Gehalt an Polysacchariden, Polyphenolen und Phenoloxidasen.
Polysaccharide konnen bei der DNA-Fillung zusammen mit der DNA ausfallen, so dass nach der
Zentrifugation das normalerweise kleine 16sliche Pellet einem schwer 16sbaren, gelatinen Klumpen
dhnelt (LIN & WALKER, (1997); zitiert in REINERT, 1999). Andere, die PCR negativ beeinflus-
sende Faktoren ist die Hemmung der DNA-Polymerase durch Polysaccharide (DEMEKE &
ADAMS, 1992) bzw. die Anderung der riumlichen Struktur der DNA durch Phenoloxidasen
(NEWBURRY &POSSINGHAM, 1977). Untersuchungen von MAIXNER et al. (1997) zeigten
dabei eine Diskrepanz zwischen der sichtbaren Symptomauspragung und dem PCR-Nachweis des
Erregers. Diese Erkenntnisse und das Bestreben, die Infektionshédufigkeit in den verschiedenen
Vektorpopulationen festzustellen, fithrten dazu, den Vektor in den Mittelpunkt des Erregernachwei-

ses zu stellen.

Das gruppenspezifische Primerpaar fSTOL/rSTOL erwies zum Nachweis des Stolbur-Phyto-
plasmas, zu dem die Erreger der Schwarzholzkrankheit gehoren, in der Regel als geeignet. Das
gleiche gilt fiir die Uberpriifung von Phytoplasmen, die der Elm-Yellows-Gruppe (EY-Gruppe)
zugerechnet werden und mit dem Primerpaar fAY/rEY amplifiziert wurden. Auf den Einsatz des
breit detektierenden Primerpaars P1/P7 wurde daher weitgehend verzichtet. Der Einsatz dieses
Primerpaares, das den fiir die Klassifizierung von Phytoplasmen ausschlaggebenden ribosomalen
Bereich amplifiziert, wére nur dann sinnvoll gewesen, wenn ein grundlegender Nachweis eines
Phytoplasmas das Ziel der Analyse gewesen wire. Da aber mittlerweile die rdumliche Verbreitung
der VK bzw. der FD-Pfalz und deren Vektoren bekannt sind, wurde dieses Primerpaar bei anderen
Zikadenarten teilweise noch eingesetzt, wiahrend bei H. obsoletus und O. alni iiberwiegend der
Nachweis durch den Einsatz gruppenspezifischer ribosomaler Primer durchgefiihrt wurde. Die von
REINERT (1999) evaluierten Detektionsmethoden ergaben eine ausreichend sensitive Basis sowohl
zum gruppenspezifischen Nachweis als auch zur RFLP-Analyse erhaltener DNA-Fragmente. Die
Aufklarung der verschiedenen VK-Isolate durch eine Amplifikation mit dem Primer STOL 4 und
einer anschlieBenden Restriktionsanalyse durch das Enzym DRA 1 bestitigte frithere Beobachtungen
der regionalen Abgrenzung beider Stolbur-Typen VK-A und VK-B (vgl. Abb. 3.17 A). LANGER &
MAIXNER (2004) konnten in nachfolgenden Untersuchungen zeigen, dass der Stolbur-Typ VK-A,
der mittlerweile als VK-Typ | bezeichnet wird, in Deutschland mittlerweile in vielen deutschen
Weinbauregionen vorkommt. Die Aufnahme des Isolats geschieht durch Besaugen von U. dioica.
Ihre Untersuchungen bestitigten gleichfalls, dass der Stolbur-Typ VK-B, mittlerweile umbenannt in

VK-Typ I, immer noch das am meisten verbreitete Isolat darstellt. Dieses Isolat ist vor allem in C.
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arvensis nachzuweisen. Die Feststellung von C. sepium als wichtiger Wirt von H. obsoletus offen-
barte sogar ein bisher unbekanntes Isolat, ndmlich den VK-Typ Ill, der mit dem Primer tufAY und
der anschlieBenden RFLP-Analyse mit Hpall verifiziert wurde. Dieser Typ konnte im Vektor, in
der Weinrebe und in C. sepium detektiert werden (vgl. LANGER, M. & MAIXNER, M., 2004).
Diese Ergebnisse werden von RIOLO et al. (2007) ebenfalls bestitigt. Sie konnten den VK- Typ 1l
ebenfalls nur in C. arvensis nachweisen, wiahrend der VK-Typ | ausschlielich in U. dioica nachge-
wiesen werden konnte.

Auch die RFLP-Analyse von Phytoplasmen-DNA der EY-Gruppe, fiir die das gruppenspezifische
Primerpaar FD9 verwendet und dessen DNA-Fragment anschlieBend mit dem Restriktionsenzym
Tru | verdaut wurde, offenbarte die erwarteten Isolate der FD-Pfalz in die Typen A (PGY-A), B
(PGY-B) und C (PGY-C) (vgl. Abb. 3.17 B). Obwohl bei den meisten Proben die Detektion der
Phytoplasmen-DNA eindeutig war, traten auch solche Fille auf, die durch ein schwaches Banden-
muster schwierig zu beurteilen waren. Um der Gefahr vorzubeugen, dass uneindeutige Ergebnisse
bzw. Fehlamplifikationen als positives Testergebnis gewertet wurden, wurde ein solches Ergebnis
entweder als negativ bewertet, da die nachzuweisende Infektionshaufigkeit nicht eine Ober-, son-
dern eine Mindestgrenze darstellen sollte oder aber die PCR wurde wiederholt. Zusammenfassend
zeigen allerdings die Ergebnisse der PCR- und RFLP-Analysen, dass sich diese Nachweismethoden
zur ldentifikation des Schwarzholz- bzw. FD-Phytoplasmas sowie ihrer weiteren Differenzierung
bewihrt haben und die herausgefundenen Ergebnisse in das von SEEMULLER et al. (1998) entwi-
ckelte System eingeordnet werden konnten. Fiir das Befallsmonitoring in Deutschland bedeuten
diese Ergebnisse, dass mit zwei gruppenspezifischen Primern alle derzeit auftretenden
rebpathogenen Phytoplasmen detektiert werden kénnen.

4.3.1 Detektion des Schwarzholzphytoplasmas in Hyalesthes obsoletus

Die Standortfaktoren zur Feststellung der Infektionshdufigkeit waren ideal, da starke Populationen
im Untersuchungszeitraum trotz teilweiser Einbriiche der Fangzahlen im letzten Untersuchungsjahr
zur Verfiigung standen. Die hohen Nachweiszahlen fiir den Erreger bestitigten die PCR als Nach-
weismethode erster Wahl. Die besonders hohe Zahl von Einzeltiertests ergab ein sehr genaues Bild
zur Infektionshédufigkeit, vor allem fiir solche Populationen, die aufgrund ihrer Lage in den

Hauptbefallsregionen von besonderem Interesse waren (vgl. Tab. 3.11).

Phytoplasma-Nachweis in Hyalesthes obsoletus durch Einzeltiertests
Auf der Grundlage von Einzeltiertests von lebendgefangenen Tieren wurde im ersten Versuchjahr
mit 81,4% (vgl. Tab. 3.11: BKS-1.1A) die hochste Infektionshéufigkeit wiahrend des Forschungs-
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projektes festgestellt. Die Testbedingungen nach der u.a. von REINERT (1999) evaluierten Metho-
de waren sehr geeignet, dieses Phytoplasma zu detektieren. Unterschiede im Testergebnis ergaben
sich allerdings beim Vergleich zwischen lebendgefangenen Tieren und denjenigen, die mit einer
Gelbfalle gefangen wurden. Es zeigte sich namlich, dass der Nachweis des Phytoplasmas bei leb-
endgefangenen Tieren sensitiver war, was sich in einem hoheren Prozentsatz positiver Proben mani-
festierte (vgl. Abb. 3.12). Der Grund konnte darin liegen, dass Tiere, die zu Beginn der Expositi-
onszeit einer Falle gefangen wurden, in der nachfolgenden Zeit schiadigenden Witterungsbedingun-
gen ausgesetzt waren, da die Aushangzeit der einzelnen Gelbfallen in Abhéngigkeit der Entfernung
der Untersuchungsfldache zwischen einer und zwei Wochen betrug. Ebenso kann die Entnahme der
Tierproben von den Gelbfallen zu einer Beschddigung des Exemplars fithren. Trotzdem ergab ein
Vergleich beider Fangmethoden, dass die Prozentzahlen positiv getesteter Tiere sich vergleichbar
den Testergebnissen der lebendgefangenen Tiere verhielt.

Die Erwartung wurde bestitigt, dass in den Hauptverbreitungsgebieten der Schwarzholzkrankheit
tatsdchlich auch die grofiten Durchseuchungsgrade in den Populationen festgestellt werden konnten
(vgl. Abb. 3.13), auch wenn einzelne Nachbarflachen der Populationen teilweise einen nur geringen
Befallsgrad der Rebflachen aufwiesen (vgl. Tab. 3.16: BKS-1.2). Die PCR-Ergebnisse zeigen au-
Berdem, dass die Infektionshaufigkeit schon zu Beginn der Flugphase sehr hoch ist (vgl. Abb. 3.15).
Damit ergibt sich folgendes Bild: Wihrend die Imagines, insbesondere die flugaktiveren Méannchen
(vgl. Tab. 3.2), fiir die Verbreitung des Erregers sorgen, sind es die Larven, die das Phytoplasma
aufnehmen. Die Moglichkeit, dass H. obsoletus auch wihrend seiner kurzlebigen Imaginalphase
sich als gesundes Tier infiziert und im Anschluss als Vektor fungiert, kann zwar nach diesen Ergeb-
nissen nicht vollstindig ausgeschlossen werden, aber die vom Pathogen benétigte Latenzzeit von
ca. 4 Wochen, wie sie von anderen Phytoplasmavektoren her bekannt ist, iibersteigt die bei den
Transmissionsversuchen festgestellte Uberlebensdauer der Imagines. Diese Schlussfolgerung stellt
damit keinen Widerspruch zu den von LESSIO et al. (2007) gemachten Untersuchungen dar, die bei
Larven von H. obsoletus eine allgemeine Infektionshaufigkeit zwischen 6-8%, bei Imagines aber
eine allgemeine Infektionshdufigkeit von 9-50% detektierten. In einem der beiden Untersuchungs-
gebiete stellten sie gleichfalls zu Beginn der Flugphase die hochste Infektionshaufigkeit fest. Inte-
ressant wire es festzustellen, ob ein signifikanter Unterschied in der Infektionshaufigkeit zwischen
Larven und Imagines derselben Population existiert. Dafiir wire es notwendig, Imagines durch ei-
nen tdglichen Fang von ihren Nahrungspflanzen abzusammeln und moglichst direkt auf eine Infek-

tion hin zu untersuchen bzw. die Proben einzufrieren.
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Phytoplasma-Nachweis in Hyalesthes obsoletus durch Gruppentests (Batch-Tests)

Die Gruppentests wurden mit dem Ziel durchgefiihrt, zundchst die Ergebnisse der Einzeltiertests zu
reproduzieren und fiir zukiinftige Untersuchungen eine arbeits- und kostengiinstigere Methode zu
entwickeln. Es zeigte sich allerdings, dass Vorinformationen iiber die zu erwartende Infektionshau-
figkeit dafiir wichtig sind: Bei Populationen mit einer hohen Infektionshéufigkeit ergaben alle Test-
gruppen ab einer bestimmten Gruppengrofie (10 Tiere) ein zu 100% positives Ergebnis. (vgl. Tab.
3.14: BOPP-6 und MONZ-1.1). Das bedeutet einerseits, dass ohne eine vorliegende Information
iiber die Infektionshaufigkeit verschieden grofie Testgruppen gebildet werden miissen. Andererseits
konnen grofle Testgruppen einen positiven Nachweis fiir Populationen erbringen, die nur eine sehr
eringe Infektionshaufigkeit aufweisen (vgl. Tab. 3.14: UNG-1.1). Beim Vergleich der Einzeltier-
tests zeigen die Ergebnisse der Gruppentests starke Abweichungen. Ein Grund dafiir kénnte sein,
dass aufgrund der hier ebenfalls begrenzten Versuchstieranzahl die Anzahl verschiedener Gruppen-
starken zu gering war, als dass ein genaueres Austarieren mdglich war. Die Berechnung des IR
(,,Infection Rate®) zeigte immerhin fiir Gruppengrolen zwischen 2-5 Tieren bei hochinfizierten
Populationen eine, den Ergebnissen der Einzeltiertests vergleichbaren Groflenordnung. Die von
Bhattacharyya et al. (1979) aufgestellte These, dass eine Berechnung der Infektionshaufigkeit an-
hand der ,,Minimum Field Infection Rate (MFIR)", die im Gegensatz zur ,,Infection Rate* die An-
zahl negativ getesteter Gruppen in die Rechnung integriert, die tatséchliche Infektionshaufigkeit bei
hochinfizierten Populationen stark unterschétzt, konnte anhand der Ergebnisse bestitigt werden
(vgl. Tab. 3.14: MFIR bzw. IR). Abschlieend kann die Schlussfolgerung gezogen werden, dass
Batch-Tests fiir einen Nachweis des Erregers im Vergleich zu den Einzeltiertest tatsdchlich eine
Alternative darstellen. Zur genauen Erfassung einer Infektionshiufigkeit innerhalb einer Population

von H. obsoletus sind die Ergebnisse allerdings zu ungenau.

4.3.2 Differenzierung verschiedener Phytoplasma-Isolate

Die PCR eignete sich auch, die verschiedenen Isolate der Schwarzholzkrankheit nachzuweisen (vgl.
Abb. 3.17). Die Einzeltiertests zeigten auch in dieser Untersuchung ihre Eignung, zumal gezielt
nach selteneren bzw. neuen Erregertypen gesucht wurde. So konnte immerhin in einem einzigen
Exemplar von H. obsoletus aus der Pfalz (UNG-1) der sonst in anderen Weinanbaugebieten vor-
herrschende Typus VK Typ-B nachgewiesen werden. Ebenso konnte mit dem Typus D in einer
Rebe aus Franken ein neues Isolat der FD-Pfalz detektiert werden. In dem Vektor O. alni und in
untersuchten Reben konnten die bisher bekannten FD-Pfalz Isolate A, B, und C nachgewiesen wer-
den. Es zeigte sich dabei, dass die Sensibilitit der PCR zur dieser Differenzierung geeignet ist. Die
Untersuchungen entsprachen der Erwartung, dass die Schwarzholzkrankheit von Typ VK-B (VK-
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Typ 1) der vorherrschende Typus von Vergilbungskrankheiten in Deutschland ist. Neuere Untersu-
chungen belegen aber mittlerweile auch fiir das Isolat VK-A (VK-Typ I) eine zunehmende Etablie-
rung. So zeigten fortgefiihrte ,,Untersuchungen zum Auftreten der Schwarzholzkrankheit in Reben*
eine bis zu 50 Prozent hohe Infektionshaufigkeit mit dem VK-A lIsolat der Vektoren (MINISTERI-
UM FUR ERNAHRUNG UND LANDLICHER RAUM BADEN WURTTEMBERG, 2008).

4.3.3 Untersuchung anderer Zikadenarten

O. alni ist in Deutschland bisher der einzige Vektor der FD-Pfalz und konnte auf Gelbfallen in den
von der FD-Pfalz befallenen Weinbergsarealen gefangen werden. Trotz der gezielten Suche ist kein
starker Befall durch die FD-Pfalz in der Pfalz aufgetreten. Der Grund ist wahrscheinlich in der Le-
bensweise des Vektors zu finden, da diese Zikadenart monophag die Schwarzerle Alnus glutinosa
als Wirts- und Nahrungspflanze nutzt (OSSIANILSON, 1981). LEDERER & SEEMULLER (1991)
prognostizierten anhand ihrer Untersuchungen, dass fast alle Erlen in Deutschland ab dem fiinften
Jahr als phytoplasmainfiziert gelten konnen. Trotzdem ist die epidemiologische Situation der FD-
Pfalz in Deutschland unbedeutend, da symptomatische Rebstocke nur in der Néhe von A. glutinosa
detektiert werden konnten. O. alni besitzt zwar die Fahigkeit, die Erreger auch auf die Weinrebe zu
iibertragen, doch scheint er durch seine enge Wirtsbindung in der Natur ein ineffizienter Ubertriger
zu sein, was durch die geringe Befallshaufigkeit der Rebflichen belegt wird. Der Vektor kann of-
fenbar die Weinreben nicht zur Nahrungsaufnahme nutzen, denn die im Labor gehaltenen Ver-
suchstiere starben nach spatestens 48 Stunden, obwohl kurz nach dem Aufsetzen auf die Weinrebe
eine Punktierung (Anstechen der Blattader) stattfand. Damit ist die Beobachtung zu erkldren, dass
diese Krankheit nur in solchen Rebanlagen auftritt, in deren Ndhe sich Gewésser mit Erlenbestin-
den befinden. Solange kein Vektor mit einer groBeren Ubertragungseffizienz auftritt, sind das Infek-
tionsrisiko und die zu erwartenden Befallshiufigkeiten sehr gering, so dass keine wirtschaftlichen
Schiaden durch diese Krankheit zu erwarten sind. Allerdings zeigt der Verlauf der Flavescence
dorée in Frankreich, dass sich die Situation durch Einschleppung eines eng an die Weinrebe gebun-
denen Vektors jedoch dramatisch verindern kann. Ein weiterer Grund kénnte in der geringen Uber-
lebenszeit von O. alni auf Reben liegen, so dass damit auch eine verkiirzte Besaugungsphase in
Verbindung mit einer damit geringeren Vektoreffizienz auftritt (REINERT, 1999).

In die Untersuchung wurden zusitzlich 14 weitere Zikadenarten aufgenommen, wobei nur bei
Neoaliturus fenestratus, einer Zikadenart, die in Israel als Vektor von Phytoplasmen bekannt ist, der
Erreger in einem Einzeltier und einem Gruppentest gesichert nachgewiesen werden konnte. Obwonhl

diese Zikade auf Rebfldchen in einer sehr hohen Anzahl vorkommt, zeigen die Ergebnisse, dass sie
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zur Verbreitung der Schwarzholzkrankheit nicht in Betracht kommt. H. obsoletus nimmt damit ge-

genwirtig eine herausragende Stellung als Vektor in den deutschen Weinanbaugebieten ein.

4.4 UNTERSUCHUNGEN ZUM INFEKTIONSDRUCK VON HYALESTHES OBSOLETUS

Zur Erfassung des Infektionsdrucks dieser Zikade mussten zunéchst die Kriterien erfasst werden,
die es erlauben, einen Infektionsdruck beschreiben und qualitativ beurteilen zu kdnnen. Dazu gehor-
te zundchst einmal die Auswahl geeigneter Standorte zur Erfassung der Migrationsaktivitit des
Vektors. Sie wurde durch Streifnetz- bzw. Gelbfallenfange charakterisiert. Die Erfassung des Bede-
ckungsgrades der Wirts- und Nahrungspflanzen von H. obsoletus wurde als zweites Kriterium er-
achtet, da nur sie ein Uberleben am jeweiligen Standort ermdglichen. Ein drittes Kriterium, dass
den Infektionsdruck zu beurteilen helfen soll, wurde in der GréBe einer Population gesehen und
beziiglich der Weitergabe der Schwarzholzkrankheit ein weiteres in der Feststellung der Infektions-
haufigkeit innerhalb einer Population. AbschlieBend sollte auch noch die allgemeine geographische

Lage der Beobachtungsfliche miteinbezogen werden.

4.4.1 Erfassung der Migrationsaktivitit

Zur Erfassung der Migrationsaktivitdt wurden Gelbfallenstandorte in den Befallslagen eingerich-
tet). Die einzelnen Fallenstandorte sollten entweder eine Einwanderung von Vektoren (vgl. Tab.
3.4) oder eine Migration aus dem Populationsstandort (vgl. Tab. 3.3) in benachbarte Flachen erfas-
sen. Diese Untersuchungen waren nach Feststellung hoher Populationsdichten im ersten Untersu-
chungsjahr fiir das drauffolgende Jahr geplant. Auf zwei der drei dazu eingerichteten Flidchen, von
denen eine Migration in die umliegenden Flachen erfasst werden sollte (BKS-1 und MEHR-1.1),
brachen im Folgejahr die Populationen drastisch ein, so dass weniger Individuen in den angrenzen-
den Flichen mit den Gelbfallen gefangen werden konnten als dies geplant war. Der Einbruch dieser
Populationen basiert wahrscheinlich auf den abnehmenden Anteil der Ackerwinde als Wirts- und
Nahrungspflanze infolge von zunehmender Sukzession, einem Schlechtwettereinbruch wéahrend der
Flugphase und starker Fangaktivititen. Trotzdem lieB sich die Anzahl gefangener Tiere in den um-
liegenden Flachen zumindest als eine Tendenz zur Migration interpretieren. Die Beobachtung des
dritten Gelbfallenstandortes (BKS-3.1) zeigte dagegen sehr deutlich eine Einwanderung des Vek-
tors in eine Flidche, die im ersten Jahr vollstindig frei von krautigen Pflanzen und von Vektoren war
(vgl. Tab. 3.2). Eine vom Bewirtschafter durchgefiihrter Herbizideinsatz fiihrte zwar wihrend der
Flugphase der Imagines zu einem Einbruch der Fangzahlen, sie belegen aber die Einwanderung des

Vektors und die Neuansiedlung einer Population an jenen Standorten, die aufgrund der fehlenden
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Vegetation eine ideale Ansiedlungsflache fiir C. arvensis und S. nigrum dienten. Die Fangzahlen
belegten, dass im Untersuchungszeitraum an diesen Standorten bereits eine neue Population ent-
standen ist. Obwohl die Fangzahlen der Gelbfallen keine Auskunft dariiber zulassen, ob eine aktive
Einwanderung oder eine passive Windverdriftung zu diesen Einwanderungszahlen fiihrte, konnte
zumindest eine Migration an sich festgestellt werden. Einen moglichen Hinweis auf eine stattgefun-
dene Windverdriftung kénnen allerdings diejenigen Imagines geben, die auf den Gelbfallen gefan-
gen wurden, die in einer Hohe zwischen 335 und 350 cm gefangen wurden. Diese Annahme wird
durch den Vergleich der Gelbfallenfangzahlen jener Standorte bestitigt, an denen sowohl in der
Kraut- als auch in der Laubschicht Gelbfallen angebracht waren. Dort zeigte sich eine signifikante
Bewegungszone des Vektors in der bodennahen Krautschicht (vgl. Tab. 3.2 und 3.4 bzw. Abb. 3.7).

Ahnlich der Untersuchungsfliche BKS-3.1 waren die Untersuchungsflichen in Boppard am Mittel-
rhein angelegt (vgl. Tab. 3.3: BOPP-1 bis 6). Es zeigte sich auch dort, dass in den durch Herbizid
freigehaltenen Ertragsrebflichen BOPP-1 bis 5 nicht nur ein sehr starker Durchseuchungsgrad auf-
trat, sondern dass dieser Befall schon jahrelang anhilt, so dass es sich dabei auch um kontinuierli-
che Neuinfektionen handeln muss, die vermutlich durch Migrationsaktivititen des Vektors aus der
Untersuchungsfliche BOPP-6 ausgelost wurden, auf der ebenfalls ein hohe Infektionshiufigkeit
innerhalb der Population ausgemacht werden konnte. Diese Flachen belegen damit eine Migration
unter gleichzeitiger Verbreitung der Infektion von H. obsoletus. Hier zeigte sich zudem, dass die
hohe Infektionshéufigkeit dieser Population sich auch in der Befallshdufigkeit der angrenzenden
Rebflachen niederschldgt. Wihrend diese Versuchsflichen speziell zur Untersuchung der Migrati-
onsaktivitdt von H. obsoletus eingerichtet wurden, zeigte auch die Auswertung von Gelbfallen an-
derer Versuchsflachen, dass nur selten hohere Fangzahlen mittels Gelbfallen erreicht werden konn-
ten. Die Migrationsaktivitdt von H. obsoletus ist daher in Bezugnahme auf die Fangzahlen, die
durch Lebendfange an Populationsstandorten erreicht wurden, als gering anzusehen, aber die hoch-
infizierten Untersuchungsflichen an der Mittelmosel und am Mittelrhein zeigen auch, dass die
Gelbfallenfiange eine kontinuierliche Migrationsaktivitidt von H. obsoletus belegen, der sich dadurch
als ein iiberaus erfolgreicher Vektor der Schwarzholzkrankheit erweist.

Die Migration von H. obsoletus zeigte auf den meisten Fléchen ein uneinheitliches Bild. Es konnten
entweder weit voneinander entfernte vergilbungskranke Rebstdcke oder aber, und das trifft fiir stark
durchseuchte Rebflichen zu, kaum voneinander abzugrenzende Agglomerationen kranker Rebsto-
cke detektiert werden. Eine kontinuierliche Abnahme symptomtragender Pflanzen mit zunehmender
Entfernung vom Populationsstandort konnte nur im Ansatz auf der Fliche UNG-1 (vgl. Abb. 3.20)

beobachtet werden. Die Streuung der Aggregationen bzw. einzelner erkrankter Reben iiber der Ge-
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samtfldche ldsst eher vermuten, dass entweder eine, im Sinne eines Hintergrundrauschens aus meh-
reren Richtungen erfolgende Migrationsaktvitit von H. obsoletus als Grund fiir dieses Schadbild
verantwortlich sein konnte, oder die Streuung der beobachteten Cluster aber mit der Verteilung der
Wirtspflanzen und Infektionsquellen zusammenhingen konnte, vor allem dann, wenn sich die
Wirtspflanzen in der beobachteten Rebflache selbst befinden. BRESSAN et al. (2007) konnte die
Abnahme symptomtragender Rebstocke in Abhingigkeit der Entfernung nachweisen. Es gelang
auch gleichzeitig, die Abnahme der Individuenzahlen von H. obsoletus mit zunehmender Entfer-

nung festzustellen. Innerhalb eines Radius von 12m reduzierte sich ihre Anzahl auf ein Drittel.

Trotz der festgestellten Migration von H. obsoletus spiegeln die festgestellten Befallsgrade keinen
kontinuierlich starken Infektionsdruck wieder. Wie im Kapitel 3.5.2 aufgefiihrt, zeigen vor allem
Untersuchungsflichen an der Mittelmosel, am Mittelrhein (vgl. Abb. 3.21) und an der Nahe
(MONZ-1) hohe Befallswerte. Diese Ergebnisse sprechen zunéchst einmal fiir einen starken Infek-
tionsdruck infolge einer Migration des Vektors. Andererseits zeigen in denselben Regionen andere
Untersuchungsflachen genau das gegenteilige Bild. Es konnte beobachtet werden, dass bestimmte
Untersuchungsflachen, in deren Nachbarschaft hochinfizierte und gleichzeitig zahlenstarke Popula-
tionen vorkommen (BKS-1; MEH-1), einen nur sehr geringen Durchseuchungsgrad der Rebstocke
aufweisen (vgl. Abb. 3.23a und Tab. 3.17). Zudem wurde eine unterschiedlich ausgerichtete Migra-
tionsaktivitdt von H. obsoletus und ein sich daraus ergebender unterschiedlicher Infektionsdruck auf
benachbarte Flichen auf den Untersuchungsflichen NEU-1A/B (vgl. Abb. 3.22) festgestellt. Eine
Migration aufgrund eines eventuellen Mangels an Wirts- und Nahrungspflanzen konnte aufgrund
des hohen Bedeckungsgrads der Ackerwinde fiir diesen Populationsstandort ausgeschlossen wer-
den. Eventuell konnten mikroklimatische Faktoren wie der Windrichtung in Bodennéhe bzw. die
Stirke der Sonneneinstrahlung am Boden, was zu einer unterschiedlichen Bodenerwiarmung fiihren
konnte, eine Rolle spielen.

Es muss daraus der Schluss gezogen werden, dass sich eine Migrationsaktivitit von H. obsoletus
und ein sich daraus ergebender Infektionsdruck auf benachbarte Flachen entwickeln kann, gleich-
wohl aber nicht unbedingt zwangslaufig ist. Eine Migration aufgrund eines Mangels an Wirts- und
Nahrungspflanzen konnte hauptséchlich fiir solche Populationsstandorte in Betracht gezogen wer-

den, deren Wirtspflanzenvorkommen durch Kulturmafnahmen reduziert bzw. vernichtet wurde.

4.4.2 Erfassung des Bedeckungsgrades der Ackerwinde Convolvulus arvensis

Die Erfassung des Bedeckungsgrades der Ackerwinde ist auch im Zusammenhang mit der Entwick-

lung geeigneter BekdmpfungsmafBnahmen gegen die Schwarzholzkrankheit zu sehen. Die Methode,
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bei der in regelmiBigen Abstinden Messpunkte aufgestellt werden, lohnt sich einer differenzierte-
ren Betrachtung. Auf Flidchen, in denen die Winde gleichméBig verteilt ist, kann der Bedeckungs-
grad den Bewuchs auf der Gesamtflache ausdriicken (vgl. Tab. 3.19). Ein Problem tritt dann auf,
wenn Aggregationen der Ackerwinde an einzelnen Standorten in der Fliche gehduft auftauchen, die
mit gleichmiBig iiber der Gesamtfliche verteilten Messpunkten nicht in ihrem tatsédchlichen Um-
fang zu erfassen ist (vgl. Tab. 3.19: Klasse 5 — BKS-3.1). Die Folge ist, dass fiir solche Flachen ein
wesentlich geringerer Bedeckungsgrad errechnet wird als er tatsichlich ist. Ein Raster mit gleich-
méBig verteilten Messpunkten erfasst dabei in grolen Umfang noch windenfreie Areale. Als ein
typisches Beispiel solcher Aggregationen konnte schon im zweiten Jahr auf der grofiten Untersu-
chungsfliche BKS-3.1 beobachtet werden, an denen durch Lebendfiange auch der Vektor in zuneh-
mender Zahl nachgewiesen werden konnte. In einer solchen Anlage wére daher ein differenziertes
Vorgehen sinnvoll. Nachdem der Bedeckungsgrad fiir die Gesamtfliche erfasst wurde, konnte der
Teil, in dem sich schon Aggregationen herausgebildet haben, nochmals gesondert ein Bedeckungs-
grad erfasst werden. Gerade solche Rasen, die ihren Ursprung in den Aggregationen haben, konnen
als ideale Grundlage fiir starke Populationen dienen, wie dies bereits am Untersuchungsstandort
Boppard (vgl. Tab. 3.19: Klasse 5 — BOPP-6) festgestellt werden konnte. Der separat gemessene
Bedeckungsgrad weist damit auf das tatsdchliche Gefahrdungspotential hin, das von solchen Area-

len ausgeht.

Es konnte festgestellt werden, dass sich durch eine Verminderung des Bedeckungsgrades sowohl
die Populationsdichte reduziert, was wahrscheinlich mit dem zu Verfiigung stehenden Nahrungsan-
gebot in Verbindung gebracht werden konnte, als auch die Infektionshiufigkeit (vgl. Abb. 3.24).
Sollte der Grund der Abnahme des Bedeckungsgrades in der Zunahme der Sukzession zu finden
sein, dann konnte eine Erklarung dafiir sein, dass die infizierte Ackerwinde, deren duflere Sympto-
matik sich in einer Zwergwiichsigkeit duflert, schneller von konkurrierenden Pflanzen iiberwuchert
werden konnte als gesunde Pflanzen, so dass die infizierten Bestédnde der Ackerwinde damit schnel-
ler reduziert werden konnten als die gesunden. Ein weiterer Aspekt sei an dieser Stelle noch erwah-
nenswert. Zur gezielten Suche nach H. obsoletus fielen zunéchst groflachige Ansammlungen der
Ackerwinde auf. Es zeigte sich aber auch, dass an solchen Stellen, an denen nur einzelne Pflanzen
wachsen, ebenfalls Tiere gefangen werden konnten. Als Beispiel sei an dieser Stelle der Standort
Norheim an der Nahe (NOR-1) erwdhnt. Dort konnte sich auf einer Rebfldche, die durch einen
Herbizideinsatz ihres natiirlichen Bewuchses beraubt war, im Unterstockbereich von Rebstocken
weit verstreute Areale mit der Ackerwinde ansiedeln, an denen alle dort vorkommenden Vektoren

gefangen wurden. Das bedeutet, dass sich zwar durch Verminderung des Bedeckungsgrades auch
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der Infektionsdruck vermindert, andererseits konnen solche Areale immer wieder die Basis fiir eine

Ausbreitung sein.

4.4.3 Bekdmpfung von Convolvulus arvensis

In den starken Befallslagen, vornehmlich im Steilhangbereich, deren Brachflichen lange Zeit in
einem niedrig bewachsenen Zustand verharren und daher fiir die Ansiedlung der Ackerwinde be-
sonders giinstig sind, wurden Bodenbewirtschaftungsmaf3inahmen zur Verdringung der Ackerwinde
durchgefiihrt (vgl. Tab. 3.20). Das Ziel war es, geschlossene Pflanzendecken zu erhalten, um damit
entweder die Ackerwinde zu verdrangen oder aber ihre Ansiedlung zu erschweren bzw. zu verhin-
dern. Eine duBerst erfolgreiche Verdriangung zeigte Hieracium pilosella durch die schnelle Bildung
geschlossener Pflanzendecken. Ein Nachteil dieser Methode ist, dass sie erst einmal im Gewichs-
haus vorgezogen muss, damit sie gerade in trockenen Steilhangbereichen anwachsen kann. Zudem
zeigt sie auf Fldchen, die mechanisch bearbeitet oder mit Herbizid behandelt werden, nur wenige
Stellen, wo sie iiberdauern kann. Auch die fiir den sonnigen Steilhangbereich getesteten
Mulchmischungen bzw. Gréser konnen geschlossenen Pflanzendecken bilden, insofern geniigend
Wasser zur Verfligung steht. Der Vorteil gegeniiber H. pilosella ist, dass die Pflanzen nicht vorge-
zogen werden miissen, sondern im Friihjahr ausgesdt werden konnen. Allerdings muss nicht in je-
dem Fall eine neuentstandene Brachflache begriint werden, denn Gréser, die vom Randzonenbe-
reich einwandern, konnen die natiirliche Sukzession beschleunigen. Daher wére eine Alternative zur
Sofort-Begriinung, dass im ersten Jahr nach dem Entstehen der Brache die natiirliche Sukzession
beurteilt wird. Eine schnellstmdgliche Begriinung wire allerdings fiir solche Fldchen anzuraten,
deren zu erwartender Bewuchs aufgrund einer hohen Strahlungsintensitdt der Sonne und daraus
folgenden hohen Temperaturwerten und einer trockenen Lage aufgrund einer steinigen Bodenstruk-
tur als gering zu bewerten ist.

Im Gegensatz zu diesem meist einmaligen Aufwand einer Bekdmpfung durch Begriinung garantiert
dagegen nur ein jahrlich durchzufiihrender, kosten- und arbeitsintensiver Herbizideinsatz eine wir-
kungsvolle Reduzierung der Ackerwinde, allerdings nur, wenn dieser zum richtigen Zeitpunkt er-
folgt (vgl. Tab. 3.19: Klasse 4 — Untersuchungsfldchen NK-1 und Zelt-1). Sollte die Entscheidung
des Winzers fiir einen Herbizideinsatz fallen, so wire der ideale Zeitpunkt dafiir zwischen dem Ab-
klingen der Flugphase von H. obsoletus (ca. 30. Woche) und der Bliitenphase von C. arvensis (Mai
bis Oktober), um die Hauptbliitezeit und damit die Samenentstehung zu verhindern. Ein zu einem
fritheren Zeitpunkt angelegter Herbizideinsatz hitte ein Ausweichen der Tiere auf Alternativpflan-

zen und somit auch auf die Weinrebe zur Folge. Abzuraten ist aber auf jeden Fall ein unregelméaBi-

167



Diskussion

ger Herbizideinsatz: Der Konkurrenz beraubt, gelingt es der Ackerwinde sehr schnell, groBflachige

und dichte Ansammlungen zu bilden.

4.4.4 Bewertung des Infektionsdrucks durch den Vektor Hyalesthes obsoletus und die Fest-
stellung des Befallsgrades von Rebfldchen

Das Schadbild, das der Vektor vor allem beim Zug durch die Anbauregionen der Mittelmosel und
des Mittelrheins hinterléasst, zeigt das Bild einer mittlerweile gut etablierten Tierart. Die Abbildung
3.21 zeigt das Schema eines Schadbildes von Rebflichen am Mittelrhein, die sich in einer der am
starksten von der Schwarzholzkrankheit betroffenen Regionen befinden. Es konnte festgestellt wer-
den, dass sich in den am stéirksten betroffenen Regionen auch die Populationen mit der hochsten
Infektionshdufigkeit etabliert haben. Die zur Erfassung des Infektionsdrucks notwendigen Kriterien
konnten durch die Untersuchungen von Populationsdichte, Migrationsaktivitat, Infektionshaufigkeit
innerhalb einzelner Populationen und Bedeckungsgrad der Ackerwinde C. arvensis, der wichtigsten
Wirts- und Nahrungspflanze des Vektors weitgehend erforscht werden und erlauben konkrete Aus-
sagen tiber die Qualitit des Infektionsdrucks von H. obsoletus zu. Es konnte gezeigt werden, dass
die Hohe des Bedeckungsgrads letztendlich auch die Populationsdichte und die Infektionshaufigkeit
bedingt. Die Dichte einer Population und der Grad ihrer Durchseuchung sind aber die Faktoren, die
auch die Stirke eines Befalls bedingen. Nur dort, wo hohe Populationsdichten und hohe Infektions-
haufigkeiten zusammentreffen, zeigen sich die starksten Befallsgrade. Es wurde gezeigt, dass eine
Moglichkeit zur Bekdmpfung der Schwarzholzkrankheit darin liegt, ihre Wirts- und Nahrungspflan-
zen durch eine kiinstliche Begriinung zuriickzudréngen und sie damit dem Vektor als Lebendgrund-
lage zu entziehen.

Trotz dieser Aufkldrung blieben eine wichtige Fragen zunichst unbeantwortet. Eine wichtige
Grundfrage zur Beurteilung einer epidemiologischen Verbreitung einer Krankheit ist die, ob eine
Bewegung des Vektors von einer Pflanze auf die zweite Pflanze stattfindet. (FERRIS & BERGER,
1993). Bisher ist dieser Zyklus bei Scaphoideus titanus, dem Vektor der FD in Frankreich bekannt.
Feldbeobachtungen von H. obsoletus scheiterten daran, dass der Vektor an Weinreben zu schwer
aufzufinden war. Laborbeobachtungen zeigten allerdings, dass die meisten Tiere so lange auf der
Pflanze wanderten, bis sie eine geeignete Stelle zum Besaugen gefunden hatten. Diese Frage ist
deshalb von groftem Interesse, da im Falle einer Bewegung von ,,Rebe zu Rebe* auch eine kleine
Anzahl von Tieren ausreichend wire, starke Befallsgradienten in die Rebflichen zu implizieren. Die
hochsten Befallsdichten am Mittelrhein kénnten diese Uberlegung zuniichst einmal stiitzen. Da kei-
ne direkten Feldbeobachtungen des Vektors vorliegen, muss die Losung dieser Frage indirekt aus

den Beobachtungsdaten abgeleitet werden. Im Falle einer Bewegung von Rebstock zu Rebstock
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miissten in schwach befallenen Rebfldchen kleine Agglomerationen symptomatischer Pflanzen zu
erkennen sein bzw. zumindest zusammenhingende ,,Spuren® infolge der Vektorbewegung. Diese
Agglomerationen sind aber nicht festgestellt worden. Natiirlich wurden in stark befallenen
Rebflache zahlreiche Ballungen symptomtragender Rebstocke gefunden, die sich wesentlich wahr-
scheinlicher durch den enormen Befallsgrad bzw. durch vorhandene Wirtspflanzen erkldren lassen.
Agglomerationen auf schwach durchseuchten Rebfldchen waren nur dort vorhanden, wo sich
gleichzeitig ein Populationsstandort in unmittelbarer Néhe befand (vgl. Abb. 3.20). Aufgrund die-
ses Aspektes ldsst sich eine Bewegung von ,,Rebe zu Rebe* als Regelfall ausschlieBen. Diese
Schlussfolgerung beantwortet damit auch eine zweite wichtige Frage zur Epidemiologie eines Vek-
tors: Kann ein Vektor, nachdem er den Erreger aquiriert hat, diesen nach einer spezifischen Latenz-
zeit durch eine Bewegung von ,,Pflanze zu Pflanze* weitergeben? Aus den Untersuchungen zum
Verlauf der Infektionshaufigkeit (vgl. Abb. 3.16) konnte bestétigt werden, dass schon bereits zu
Beginn der Flugphase der Imagines eine hohe Infektionshdufigkeit vorhanden ist. Damit werden
frithere Untersuchungen zum Lebenszyklus von H. obsoletus bestatigt, bei denen festgestellt wurde,
dass die Tiere sich bereits im Larvenstadium infizieren (SFORZA, 1999). Gegen diese These einer
Weitergabe der Infektion spricht auch der vermutlich zu geringe Titergehalt der Pathogene zu dem
Zeitpunkt der Flugphase. Kranke Pflanzen zeigen zu diesem Zeitpunkt noch keine Symptome. Es ist
also mit groBBer Wahrscheinlichkeit auszuschlieBen, dass die Imagines von H. obsoletus eine Bewe-
gung von ,,Pflanze zu Pflanze® vollziehen, dabei die Pathogene aufnehmen und nach der Latenzzeit
andere Pflanzen infizieren.

Im Gegensatz zum Vektor sind die Symptome der Schwarzholzkrankheit bei den Rebsorten meis-
tens gut zu erkennen. Trotzdem ist das Erscheinungsbild der Schwarzholzkrankheit sehr heterogen.
Es gibt kein auffalliges, fiir alle Rebsorten zutreffendes Einzelsymptom, dass sich durch konstantes
Auftreten duBert. Zur Heterogenitit tragt auch die Feststellung bei, dass nicht jede Rebsorte glei-
chermafen von der Schwarzholzkrankheit betroffen ist. Die festgestellten Unterschiede in den lang-
jdhrigen Beobachtungen zwischen dem ,,Riesling und dem ,,Spatburgunder offenbaren deutlich
eine von der Sorte abhingige Sensibilitit gegeniiber der Schwarzholzkrankheit. Ob der unterschied-
liche Infektionsverlauf auf eine Unterdriickung der Symptomauspragung zuriickzufiihren ist, der
moglicherweise auf einen zu niedrigen Titergehalt des Pathogens basiert, ldsst sich ebenso wenig
ausschlieBen wie eine Genesung kranker Reben. Zu erwéhnen bleibt allerdings, dass eine im Jahr
zuvor erfolgte Neuinfektion nicht von einer kontinuierlichen Infektion zu unterscheiden ist. Da die-
se Moglichkeit allerdings beide Rebsorten betreffen kann, stellt sie kein ausschlieBendes Kriterium

fiir die Beurteilung einer mehrjahrigen Symptomauspragung dar.
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Ein weiteres Problem tritt bei der Unterscheidbarkeit in der Symptomauspriagung zwischen der
Schwarzholzkrankheit und der FD-Pfalz auf. Es war wahrend der Bonitur nicht moglich, beide Ver-
gilbungskrankheiten anhand der ausgepragten Symptome eindeutig zu unterscheiden. REINERT
(1999) stellte fest, dass die Unterschiede zwischen infizierten Reben unterschiedlicher Sorten gro-
Ber sind als zwischen Pflanzen der gleichen Sorte, die mit unterschiedlichen Erregern infiziert sind.
Unabhéngig davon bleibt die visuelle Erfassung kranker Rebstocke die beste Moglichkeit, die
Befallsstiarke zu detektieren. Wéhrend des Untersuchungszeitraumes konnten die Symptome sehr
gut protokolliert werden, was auch fiir das dritte Untersuchungsjahr gilt, obwohl die Symptomatik
an der Mittelmosel schwécher ausgepriagt war. Die Sorte Riesling stellte auf den Untersuchungsfla-
chen eine dominante, leicht zu beurteilende Rebsorte dar. Damit ist die visuelle Bonitur die ideale
Ergénzung zur PCR, mit der das Pathogen nachgewiesen und klassifiziert werden kann.

Eine Frage bleibt letztendlich unbeantwortet, ndmlich, worauf sich die unterschiedlich starken
Befallsgradienten von nahe zusammenliegenden Rebfldchen letztendlich griinden. Es konnte an
einer unterschiedlich starken Genesungsfahigkeit der verschiedenen Rebsorten liegen, oder daran,
dass ein zu niedriger Titergehalt eine Symptomatik verhindert. Ein weiterer Aspekt ist, dass die
Unterlage, auf denen die meisten Reben gepfropft wurden, einen Einfluss haben konnten'. Da sich
der Infektionsdruck letztendlich im Befallsgrad der Rebflache duBert, ist dieser Befallsgrad gleich-
zeitig auch ein Indikator einer erfolgreichen Vektor-Pathogen-Beziehung.

4.5 AUSBLICK

Die Untersuchungsergebnisse zeigen, dass zumindest in den Befallslagen der Mittelmosel, des Mit-
telrheins und der Nahe Maflnahmen zur Minderung des Infektionsdrucks notwendig geworden sind.
Diese MafBnahmen zur Epidemiologie miissen sich dahingehend auswirken, dass der Ubertragungs-
zyklus zuverlédssig unterbrochen wird. Beispielsweise wird die Flavescence dorée in Siideuropa aus-
schlieBlich von Rebe zu Rebe iibertragen, da der Vektor auBler der Rebe keine Wirtspflanze besitzt.
Die Bekdmpfung findet daher durch den Einsatz von Insektiziden statt. Im Gegensatz dazu spricht
die Lebensweise von H. obsoletus gegen einen Einsatz von Insektiziden. Wenn die Schwarzholz-
krankheit nachhaltig bekdmpft werden soll, ist das oberste Ziel daher die Minderung des Infektions-
risikos, indem vor allem seine Wirts- und Nahrungspflanzen bekdmpft werden. Dadurch wird dem

Vektor die Hauptwirtspflanze zur Uberwinterung und die Quelle seiner Infektion entzogen.

! Im Rahmen dieser Auffilligkeiten wurden von der Bundesanstalt fiir Land- und Fortwirtschaft entsprechende Ver-
suchsflidchen eingerichtet (Dr. Maixner)
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Das Ziel, die Wirts- und Nahrungspflanzen von H. obsoletus zu bekdmpfen, muss ein nachhaltiges
sein. Der Einsatz von Herbiziden ist daher sehr fragwiirdig, da die Flachen, sofern sie nicht an-
schlieBend begriint werden, kontinuierlich bespritzt werden miissen und damit permanent ihrer na-
tiirlichen Pflanzengesellschaft beraubt sind. Es beginnt dadurch ein Kreislauf, der zwar einerseits
die Wirtspflanzen vernichtet, andererseits keine Dauerlosung darstellt, zumal Problemzonen wie der
Unterstockbereich weiterhin Wirtspflanzenstandorte darstellen kdnnen. Da die Untersuchungser-
gebnisse belegen, dass sich oftmals auf mit Herbizid behandelten Flidchen ein hoher Bedeckungs-
grad der Ackerwinde entwickelt, ist eine Dauerlésung durch Begriinung anzustreben, vor allem fiir
Lagen in Regionen mit einem hohen Infektionsrisiko. Die Begriinungspflanzen bewirken bei gutem
Wuchs eine Verdringung der Ackerwinde durch Uberwucherung bzw. dadurch, dass die Stellen zur
Ansiedlung kontinuierlich vermindert werden. Aufgegebene Rebflachen sollten direkt nach der Ro-
dung gegrubbert und mit fiir den Steilhang geeigneten Saatmischungen eingesidt werden. Obwohl
der Aufwand sehr hoch ist, kann die Ansiedlung von H. pilosella fiir solche Flichen empfohlen
werden, die durch eine steinige und unebene Bodentextur charakterisiert sind.

Trotz dieser MaBBnahmen bleibt in starken Befallslagen das Risiko durch die Einwanderung der
Vektoren aus Fldchen, an denen Standorte von Wirtspflanzen vorkommen. Nachfolgende Untersu-
chungen belegen zudem, dass auch C. sepium (vgl. LANGER, M & MAIXNER, M., 2004) und
Cardaria draba (vgl. SFORZA et al., 2008) zum Wirtsspektrum des Vektors gehoren. Aus diesem
Grund ist zu empfehlen, Rodungs- und Brachflichen in ein vom Bundesland zu unterstiitzendes
Bekidmpfungskonzept zu integrieren, da die Ergebnisse einer erfolgreichen Bekdmpfung von C.
arvensis belegen, dass mit der Zuriickdrangung der Wirtspflanze gleichzeitig auch die Populations-

stiarke und die Infektionshiufigkeit in einer Population zumindest stark verringert werden konnen.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Im Untersuchungszeitraum wurden 11000 Exemplare der Zikade Hyalesthes obsoletus, dem Vektor
der Schwarzholzkrankheit der Weinrebe, gefangen. In den Weinanbaugebieten Rheingau und

Franken wurden erstmalig der Vektor und symptomatische Rebstocke nachgewiesen.

Die hochsten Populationsdichten zeigten Populationen mit einer Spezifizierung auf Convolvuls
arvensis bzw. auf Urtica dioica. Dabei wurden die hochsten Infektionshaufigkeiten (bis zu 81%)
bei Populationen mit einer Spezifierung auf C. arvensis festgestellt. Untersuchungen zur Migrati-

onsaktivitit ergaben eine Einwanderung des Vektors in umliegende Flachen.

Untersuchungen zur Nahrungsspezifikation ergaben Unterschiede im Beginn der Flugphase und in
der Dauer der Uberlebenszeit. Ein zur genauen Terminierung des Flugbeginns entwickeltes
Flugprognosemodell ergab eine mit einer mittleren Differenz von 1,9 bzw. 2,1 Tagen exakte Vo-
raussagegenauigkeit fiir auf C. arvensis spezifizierte Populationen.. Die Flugphase liegt zwischen
der 23. und 30 Kalenderwoche.

Die PCR-Ergebnisse bestitigen das Vorkommen der Isolate VK-A und VK-B der Schwarzholz-
krankheit. Zu den drei bekannten Isolaten der FD-Pfalz konnte ein bisher unbekanntes viertes Isolat

(FD-D) entdeckt werden.

Die hochsten Durchseuchungsgrade zeigten Rebfldachen in den Weinanbaugebieten Mosel-Saar-

Ruwer, Mittelrhein und Nahe. Es traten allerdings sortenbedingte Unterschiede auf.

Eine erfolgreiche Bekdmpfungsstrategie der Schwarzholzkrankheit liegt in der Verdringung der

Hauptwirtspflanzen des Vektors.
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Summary

11,000 individuals of Hyalesthes obsoletus, the vector of the German Schwarzholzkrankheit were
caught between 1999 and 2002. Evidence of the occurrence of both the vector and symptomatic

vines was provided in the Rheingau and Franken areas.

The highest population densities were found for populations with a specification for Convolvulus
arvensis respectively Urtica dioica. However, populations with a specification for C. arvensis alone
showed the highest infection, rates.

The study of migration activity provided evidence of the immigration of the vector into adjacent
areas. Additional studies on food specification showed differences concerning the onset of the flight
phase and survival times. A forecast model for exactly determining the flight onset was developed.
For populations specified for C. arvensis. The mean difference in forecast accuracy amounted to 1.9

respectively 2.1 days. For these the flight phase lies between the 23" and the 30™ calendar week.
The PCR results confirm the existence of the VK-A and VK-B isolates of Schwarzholzkrankheit. In
addition to the already known isolates of the FD-Pfalz, a fourth isolate (FD-Pfalz D) could be dis-

covered.

The highest infection rates occurred in vineyards in the Mosel-Saar-Ruwer, Mittelrhein and Nahe

wine-growing areas. However, infection rates varied depending on the type of grape.

Schwarzholzkrankheit can be successfully fought by supressing the main host of the vector.
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7. Anhang

7.1 ANSTIEG DER JAHRESMITTELTEMPERATUR IN DEUTSCHLAND ZWISCHEN

1901 unND 2007

Grad C
10 -

1900 1910 1920 1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000

linearer Trend

Einzelwerte = = = Mittelwert 1961-90

Quelle: Deutscher Wetterdienst (DWD), Mitteilung vom 22.09.2008

Abb. 7.1: Jahresmitteltemperatur in Deutschland 1901-2007
Zwischen 1901 und 2007 stieg die Jahresmitteltemperatur um 1,0°C an. Der Anstieg ist am linearen Trend
erkennbar. Zwischen 1989 und 2008 wurden neun der zehn wirmsten Jahre festgestellt (vgl. Deutscher

Wetterdienst, 2009).
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