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Zusammenfassung

Der Biotest zum Nachweis der Herbizidresistenz in einer Ungraspopulation ist eine in vielen Einrichtungen
durchgefilhrte Methode, die unabhdngig vom Resistenzmechanismus eine erste Einschdtzung des
Resistenzgrades ermdglicht. Die Einstufung des Resistenzgrades einer Population erfolgt in der Regel anhand
eines mitgeflihrten sensitiven Standards. Im Gegensatz zu Alopecurus myosuroides sind fiir Apera spica-venti
weder resistente noch sensitive Referenzpopulationen als anerkannte Standards vorhanden. Die Ergebnisse von
Resistenzuntersuchungen sind daher zwischen verschiedenen Einrichtungen kaum zu vergleichen. Wir haben
drei sensitive Standards von verschiedenen mitteleuropaischen Einrichtungen in ihrer Sensitivitdt gegentiber
lodosulfuron untersucht. Die Dosis-Wirkungs-Beziehungen von zwei Populationen ergab eine gegenseitige
Austauschbarkeit. Eine dritte Population reagierte mit einer gro3en Varianz in den einzelnen Dosierungen.
Méoglicherweise ist das in dem Fall auf die heterogene Herkunft des Saatgutes zuriickzufiihren. Von vier
weiteren Testpopulationen liefen nicht gentigend Pflanzen fiir den Biotest auf.

A. spica-venti bildet pro Pflanze sehr viele Samen, von denen je nach den Abreifebedingungen ein sehr hoher
Anteil taub und nicht keimfahig sein kann. Im Biotest kann das sehr nachteilig sein, wenn nicht die gewlinschte
Auflaufrate mit der Testpopulation erzielt werden kann. In einem weiteren Gewéachshausversuch wurde das
Auflaufverhalten von vier verschiedenen Populationen untersucht. Unabhdngig von der Umgebungs-
temperatur lagen die Auflaufraten zwischen 4 % und 43 %. Eine hohere Auflaufrate ging mit einer kiirzeren
mittleren Auflaufdauer einher.

Stichworter: Auflaufrate, Biotest, Herbizidresistenz, sensitiver Standard, Windhalm

Summary

Whole plant bioassays are the most widely used test method for herbicide resistant grass weed populations. In
whole plant bioassays, a susceptible standard population is usually included into the test procedure as the basis
of resistance classification. Many institutions use their own susceptible standard in Apera spica-venti herbicide
resistance tests. In contrast to Alopecurus myosuroides there are no approved susceptible or resistant standard
populations. That is one reason why results of different institutions can hardly be compared with each other.
We investigated three susceptible standard populations of Central European institutions. Dose response curves
of three populations to iodosulfuron showed that two could be replaced by each other. A third population
reacted with high variances between replications because of its heterogeneous origin from different fields and
hence populations. Four more test populations emerged too poorly for establishing a bioassay.

Further greenhouse investigations on emergence of four different populations were conducted. There was no
difference in emergence between temperatures observed, but between populations. The rates of emergence
varied between 4 % and 43 %. The rate of emergence and the mean time for emergence were positively
correlated.
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1. Einleitung

Apera spica-venti, eines der hdufigsten Ungrdser in den Wintergetreidekulturen Mittel- und
Osteuropas konnte sich in den vergangenen Jahren zunehmend ausbreiten (ROLA, 1990; SOUKUP et al.,
2006; MELANDER et al, 2008). Erfolgt keine Herbizidbehandlung insbesondere bei hohen
Pflanzendichten, kénnen betrachtliche Ertragseinbuen die Folge sein (MELANDER et al., 2008). Die
relative Vorzuglichkeit des Herbizideinsatzes, die im Wesentlichen in der hohen Wirkungssicherheit
begriindet ist, wird inzwischen durch die Selektion resistenter Biotypen von A. spica-venti gegentber
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verschiedenen Wirkstoffen zunehmend herunter gesetzt. Um auf betroffenen Standorten ein
geeignetes Antiresistenz-Management ergreifen zu konnen, ist die Diagnose von resistenten A. spica-
venti-Populationen wichtig.

Die haufigste Methode zum Nachweis der Herbizidresistenz in einer Ungraspopulation ist der seit
langem eingesetzte Biotest im Gewdchshaus. Eine Methode, die unabhdngig vom
Resistenzmechanismus eine erste quantitative Einschdtzung des Resistenzgrades einer
Ungraspopulation ermdglicht, preiswert und in vielen Einrichtungen durchfihrbar, allerdings auch
platz- und zeitintensiv ist. Zudem zeigten Ringtests, die sowohl gleiche als auch unterschiedliche
Methoden miteinander verglichen, dass die Ergebnisse der verschiedenen Institutionen oftmals stark
voneinander abweichen (STREIBIG et al., 1995; PETERSEN et al., 2010). Die Ursache liegt in einer Vielzahl
von Umweltparametern, die die Biotestergebnisse entscheidend beeinflussen kdnnen (NORDMEYER
und ZWERGER, 2010). Ein weiterer Aspekt, der in den Betrachtungen bislang noch nicht beriicksichtigt
wurde, ist in der sensitiven Referenz zu sehen. Die Einstufung des Resistenzgrades einer Population
erfolgt anhand eines parallel untersuchten sensitiven Standards. Im Gegensatz zu Alopecurus
myosuroides sind flr A. spica-venti weder resistente noch sensitive Referenzpopulationen als
anerkannte Standards vorhanden. Sie sind institutsspezifisch und das Saatgut der sensitiven
Standards beziehen die verschiedenen Versuchsansteller aus unterschiedlichen Quellen: Entweder
aus der regelmaBigen Vermehrung einer einmalig auf einem unbehandelten Standort gewonnenen
Saatgutprobe oder das Saatgut wird von kommerziellen Saatgutvermehrern bezogen oder es ist eine
in der Zusammensetzung variierende Mischung sensitiv getesteter Populationen. Hier kann eine
Ursache in der Variabilitdt der Ergebnisse von Resistenzuntersuchungen zwischen den einzelnen
Versuchsanstellern liegen.

Ein erster Schritt in Richtung einer verbesserten Vergleichbarkeit ware die Einordnung der jeweils
verwendeten sensitiven Standards, d.h. die Feststellung wie sensitiv der eingesetzte Standard im
Vergleich zu anderen ist. Wir sind mit einem Biotest der Frage nachgegangen, ob und wie sich die
sensitiven Standards von sieben mitteleuropadischen Versuchsanstellern in ihrer Reaktion auf
lodosulfuron unterscheiden.

In unseren Untersuchungen war die Etablierung des fir die Erstellung der Dosis-Wirkungs-
Beziehungen erforderlichen Pflanzenbestandes mit einigen Schwierigkeiten verbunden: Die
Mehrzahl der ausgesdten Populationen lief nur sehr sparlich bis gar nicht auf. Ein Problem, das haufig
die Anwendung des Biotests erschwert. Zwar bildet A. spica-venti pro Pflanze zwischen 1.000 und
16.000 Samen, deren Qualitdt wird jedoch stark von der Witterung, der Kultur und den
Abreifebedingungen beeinflusst (HAGEMEISTER und HEITEFUSS, 1988; SOUKUP et al., 2006). Der Anteil der
tauben Samen an der Gesamtmenge der produzierten Samen kann mehr als 50 % betragen
(HAGEMEISTER und HEITEFUSS, 1988). Im Gewédchshaus wird in der Regel zwar nur gereinigtes Saatgut
eingesetzt, das allein garantiert jedoch keine hohe Auflaufrate. Die niedrigen Auflaufraten sind ein
grofles Problem in den Untersuchungen resistenzverdachtiger A. spica-venti-Populationen.
Ganzpflanzenversuche im Gewachshaus kénnen jedoch nur gelingen, wenn eine entsprechende
Anzahl von Testpflanzen zur Verfigung steht. Die sehr niedrigen Auflaufraten einiger
Referenzpopulationen veranlassten uns, das Auflaufverhalten von A. spica-venti im Gewadchshaus
naher zu untersuchen, um Hinweise fiir das Gelingen weiterer Biotests zu erhalten.

2.  Material und Methoden
2.1 Versuch 1: Sensitivitdtsstatus der Referenzpopulationen

Fiir den Vergleich der sensitiven Standards wurde nur Saatgut verwendet, das entweder aus der
regelmdBigen Vermehrung einer einmalig auf einem unbehandelten Standort gewonnener
Saatgutprobe stammte oder das von kommerziellen Saatgutvermehrern bezogen wurde (Tab. 1). In
der Zusammensetzung variierende Mischungen wurden nicht beriicksichtigt, da das Ergebnis zu sehr
eine Momentaufnahme des Sensitivitatsstatus darstellen wiirde. Die Versuche wurden Ende April bis
Anfang Juni 2011 in unseren Gewéachshdusern durchgefiihrt.
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Tab. 1 Teilnehmende Einrichtungen, untersuchte Referenzpopulationen und deren Herkunft.
Tab. 1 Participating institutions, susceptible reference populations and their origins.

Einrichtung Bezeichnung des Standards Herkunft des Saatgutes
Universitdt Rostock Oko Rostock Institutseigene Vermehrung
JKI, Braunschweig JKI Standard 2007 Institutseigene Vermehrung
BASF Limburger Hof Institutseigene Vermehrung
Universitet Aarhus, Danemark Flakkebjerg ID 100 Institutseigene Vermehrung
Lfl Bayern, Freising Herbiseed Herbiseed

LWK Niedersachsen, Hannover Appels Wilde Samen Appels Wilde Samen
Agroscope Schweiz Marchissy Institutseigene Vermehrung

Das Saatgut wurde vor der Aussaat bei -18 °C fiir 8 Tage gelagert, um die Keimung und den Aufgang
der Pflanzen zu verbessern. Die Aussaat erfolgte in unkrautsamenfreien Ackerboden in 7*7 cm-
Plastiktopfe. Das Saatgut wurde mit einer 2 mm starken Quarzsandschicht (2 mm Koérnung)
abgedeckt. Die Bewasserung und Diingung erfolgten nach Bedarf und durch Anstau von unten. Die
Pflanzen wurden im Gewdchshaus bei 22/16 °C (16/8 h Tag/Nacht) kultiviert. Vor der
Herbizidapplikation wurden die Pflanzen auf flinf Exemplare pro Topf vereinzelt. Der Versuch wurde
in drei Wiederholungen durchgefiihrt.

Die Herbizidapplikation erfolgte im 2-Blatt-Stadium (BBCH 12-13) mit lodosulfuron-Methyl-Natrium
(Husar OD, 93,197 g a.i/L, Bayer CropScience) in Mischung mit dem Additiv Mero (81 %
Rapsolmethylester). Zur Bestimmung der Dosis-Wirkungs-Beziehungen wurden ausgehend von der in
Deutschland fiir Winterweizen zugelassenen Aufwandmenge von 0,1 L/ha lodosulfuron mit 1,0 L/ha
Mero sechs Dosierungen (1/32, 1/16, 1/8, 1/4, 1/2, 1) appliziert. Die Kontrollpflanzen wurden mit
Leitungswasser behandelt. Das benutzte Wasservolumen betrug 360 L/ha.

Die Applikation erfolgte mit einer stationaren Laborspritzanlage mit einer Flachstrahldise (LU 120-01)
bei einem Systemdruck von 4 bar und einer Geschwindigkeit von 0,7 km/h aus 50 cm Hoéhe
(Topfoberkante).

Nach einer Wartezeit (5 Stunden) wurde die Oberflache jedes behandelten Topfes mit destilliertem
Wasser benetzt, um das Eindringen des Herbizids in den Boden zu gewahrleisten und die volle
Wirksamkeit zu ermdglichen. 21 Tage nach der Herbizidapplikation wurde die oberirdische Biomasse
geerntet und die Frischmasse pro Pflanze bestimmt.

2.2 Versuch 2: Auflaufversuche im Gewachshaus

Die Auflaufversuche wurden mit vier weiteren Populationen durchgefiihrt. Neben dem
institutseigenen sensitiven Standard (Population 1, entspricht Oko Rostock in Versuch 1) wurden drei
Populationen aus Niedersachsen untersucht. Eine Population (Population 2) stammte von einem
okologisch, die weiteren Populationen (Population 3 und 4) von konventionell bewirtschafteten
Standorten mit Verdacht auf Herbizidresistenz. Population 3 wurde von uns aus einer Bodenprobe im
Gewadchshaus nachgezogen; die Population 4 stammt aus gesammelten Samen. In einem Vorversuch
zeigten sich die beiden letztgenannten Populationen resistent gegeniiber Isoproturon, wohingegen
die Populationen 1 und 2 sensitiv reagierten.

Das Saatgut wurde vor der Aussaat bei -18 °C fiir 8 Tage gelagert. Die Aussaat erfolgte entsprechend
dem Auflaufverhalten in vorherigen Resistenzuntersuchungen der Populationen mit 15 Samen pro
Topf (Populationen 1, 3 und 4) oder 20 Samen pro Topf (Population 2) in unkrautsamenfreien
Ackerboden. Das Saatgut wurde mit einer 2 mm starken Quarzsandschicht (2 mm Kdrnung)
abgedeckt. Die Bewasserung und Diingung erfolgten nach Bedarf und durch Anstau von unten. Die
Topfe wurden in zwei unterschiedlich temperierten Gewadchshauskabinen (18/10 °C bzw. 23/15 °C,
16/8 h Tag/Nacht) kultiviert und der Aufgang der Sdmlinge wurde Uber 16 Tage tdglich beobachtet.
Der Versuch wurde mit den Populationen 1 und 2 in jeweils 28-facher, der Versuch mit den
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Populationen 3 und 4 in jeweils 25-facher Wiederholung durchgefiihrt.
2.3  Statistische Analyse

Die statistische Auswertung erfolgte mit R (Version 2.9.2) (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2010). Fir die
graphischen Darstellungen wurde das Paket lattice, fur die Analyse der Dosis-Wirkungs-Kurven das
Paket drc verwendet.

3. Ergebnisse
3.1 Versuch 1: Sensitivitdtsstatus der Referenzpopulationen

Das Saatgut des liberwiegenden Teils der Referenzpopulationen lief sehr ltickig bis gar nicht auf. Nur
fir die Populationen Limburger Hof, Flakkebjerg ID 100 sowie Appels Wilde Samen konnten daher
Dosis-Wirkungs-Beziehungen ermittelt werden.

Die beiden Referenzpopulationen Limburger Hof und Flakkebjerg ID 100 unterschieden sich kaum in
ihrer Reaktion auf Husar OD (Abb. 1). Die Kurven verlaufen nahezu parallel. Die EDs-Werte fir die
Populationen Limburger Hof (0,003, SE 0,0005) und Flakkebjerg ID 100 (0,002, SE 0,0006) waren
nahezu gleich. Fiir die Population Appels Wilde Samen betrdgt der EDs, 0,011 (SE 0,0175). Die
gewahlten Aufwandmengen decken sehr gut den Wirkungsbereich zwischen 80 % und 100 %
Wirksamkeit ab. Um eine 90 %ige Reduktion der oberirdischen Frischmasse zu erzielen, missen fiir
die Populationen Limburger Hof und Flakkebjerg ID 100 0,007 I/ha (SE 0,0008) bzw. 0,006 I/ha (SE
0,0008) Husar OD aufgewendet werden. Fiir die Population Appels Wilde Samen ist mit 0,012 I/ha (SE
0,0035) hingegen die doppelte Wirkstoffmenge notwendig.

1.2

—6— Limburger_Hof
-4~ Flakkebjerg_ID_100
= Appels_Wilde_Samen

relative Frischmasse

T T T T
0 0.001 0.01 0.1
Aufwandmenge I/ha

Abb 1 Dosis-Wirkungs-Beziehung der drei mit lodosulfuron behandelten sensitiven Standards.
Fig. 1 Dose-response of all three tested susceptible reference origins.
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3.2 Versuch 2: Auflaufversuche im Gewachshaus

Die Auflaufraten an den beiden unterschiedlich temperierten Standorten unterschieden sich kaum.
Die Ergebnisse wurden daher zusammen gefasst. Die hochsten Auflaufraten wurden bei den
Populationen 4 und 3 (43 % und 29 %) beobachtet (Abb. 2). Diese Pflanzen entwickelten sich auch
schneller als die der anderen beiden Populationen. 95 % der Sdmlinge der Populationen 1, 3 und 4
waren nach etwa 10 Tagen etabliert. Von Population 2 liefen nur 4 % der ausgesdten Samen auf,
wofir der gesamte Testzeitraum von 16 Tagen notwendig war.
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Abb.2  Kumulierter Auflauf der vier gepriiften Populationen. Dargestellt ist die gesamte Spannweite in Form
von Boxplots: Der Median (schwarzer Punkt), die Box mit 50 % der Werte (durchgezogene Linie), die
oberen und unteren Antennen (gestrichelte Linie) sowie die Ausrei3er (offene Kreise). Populationen 1
und 2: n = 28, Populationen 3 und 4: n = 25. Populationen 1, 3 und 4: 15 Samen/Topf, Population 2:
20 Samen/Topf.

Fig. 2 Cumulated emergence of four different A. spica-venti populations. Shown is overall range as boxplots with
median (black point), box with 50 % of all values (drawn line), upper and lower whiskers (dashed line) and
outliers (open circle). Population 1 and 2: n = 28, Population 3 and 4: n = 25. Populationen 1, 3 and 4: 15
seeds/pot, Population 2: 20 seeds/pot.

4, Diskussion

Eine Vereinheitlichung der Biotestmethoden zum Nachweis quantitativer Herbizidresistenzen in
Ungraspopulationen wurde von NORDMEYER und ZWERGER (2010) angeregt. Neben einer Vielzahl
umweltbedingter Parameter, die die Versuchsergebnisse entscheidend beeinflussen kénnen, liegt ein
weiterer Unsicherheitsfaktor in dem eingesetzten sensitiven Standard, der als Referenzpopulation die
Basis fur die Einordnung des Resistenzstatus der getesteten Population dient. In der hier vorgestellten
Untersuchung wurden erstmals die sensitiven A. spica-venti-Standards von sieben mitteleuropéischen
Versuchsanstellern direkt miteinander in Dosis-Wirkungs-Beziehungen gegen lodosulfuron
verglichen. Von den drei untersuchten Referenzpopulationen unterschieden sich zwei (Limburger
Hof, Flakkebjerg ID 100) nicht signifikant in ihrer Reaktion auf die Applikation von lodosulfuron. Die
EDso- und EDgo-Werte beider Populationen waren nahezu gleich. Resistenzuntersuchungen mit diesen
Standards sind somit miteinander vergleichbar. Die dritte Referenzpopulation (Appels Wilde Samen)
reagierte mit grof3en Varianzen zwischen den Wiederholungen, was einen direkten Vergleich mit den
zuvor genannten erschwert. Die Ursache der Varianzen ist moglicherweise in der Herkunft des
Saatgutes zu sehen: Es handelt sich um eine Mischung verschiedener Populationen von diversen
Standorten im Umfeld des Saatgutvertreibers. Das Saatgut der beiden anderen Populationen
stammte jeweils aus institutseigenen Nachzuchten.

Dass die Auflaufraten in dieser Untersuchung deutlich unter den Erwartungen blieben, ist in diesem
konkreten Fall wahrscheinlich den schon im April und Mai sehr hohen Temperaturen und der
geringen Luftfeuchtigkeit (unter 30 %) im Gewdchshaus geschuldet. A. spica-venti zeigte in Versuchen
anderer Autoren die héchsten Keimraten bei hohen Bodenfeuchtegehalten (WALLGREN und AAMISEPP,
1977). In unserer Untersuchung liefen zudem die Populationen sehr gut auf, deren Saatgut optisch
den Eindruck erzeugte, sehr gut gereinigt zu sein. Die eher leichten Partikel wie Spelzen und kleine
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Samen waren aus den Proben entfernt, so dass nur noch Samen mit einem hdheren
Tausendkorngewicht in dem Saatgut verblieben, das zur Aussaat gelangt ist. In friheren
Untersuchungen zeigte sich, dass das Tausendkorngewicht der Samen von A. spica-venti mit der
Keimrate positiv korreliert ist (eigene Daten, unveroff.).

Die Temperatur des Standortes (kalter oder warmer) spielte fir das Auflaufverhalten der weiteren vier
untersuchten A. spica-venti-Populationen wie in den Untersuchungen von ANDERSSON und AKERBLOM
(2009) keine Rolle. Zwei Populationen von konventionell bewirtschafteten Standorten, die in
vorherigen Untersuchungen als resistent gegeniiber Isoproturon eingestuft wurden, liefen signifikant
schneller und starker als die beiden anderen auf. Moglicherweise selektieren Herbizidbehandlungen
zundchst die schnell keimenden und auflaufenden Pflanzen, die eine Herbizidbehandlung dadurch
tolerieren kénnen, dass sie zum Zeitpunkt der Applikation bereits einen Wachstumsvorsprung haben.
Die beiden anderen, langsam und spérlich auflaufenden Populationen hingegen stammten von
okologisch bewirtschafteten Flachen und zeigten sich in unseren Untersuchungen sensitiv
gegeniber Isoproturon. Diese Ergebnisse decken sich mit den Beobachtungen von GERHARDS und
MASSA (2011), die einen schnelleren Auflauf und hoéhere Auflaufraten bei ALS-resistenten A. spica-
venti-Populationen feststellten.

Monitorings zum Resistenzstatus diverser Ungraspopulationen werden in den nachsten Jahren weiter
zunehmen. Wie in Ringtests gezeigt wurde, erfolgt die Bewertung des Resistenzgrades durch die
verschiedenen Versuchsansteller aufgrund der unterschiedlichen Biotestverfahren nicht immer
einheitlich (PETERSEN et al., 2010). Mit einer Vereinheitlichung der Methoden, wie sie von NORDMEYER
und ZWERGER (2010) angeregt wurde, ist in ndchster Zukunft nicht zu rechnen. Ein erster Schritt, die
Ergebnisse diverser A. spica-venti-Monitorings vergleichbar zu machen, ware die Verwendung
desselben Standards aller Versuchsansteller. Unsere vergleichende Untersuchung dreier
Referenzpopulationen sollte Anregung sein, in einem Ringtest die Dosis-Wirkungs-Beziehungen aller
sensitiven Standards auch fiir weitere Herbizide abzugleichen.
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