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Quantitativer Nachweis von Verticillium dahliae im Boden als
Grundlage der Flichenauswahl im Gartenbau

Quantitative detection of Verticillium dahliae in soil as a basis for selection

of planting sites in horticulture

Zusammenfassung

Verticillium dahliae verursacht im Gartenbau, insbeson-
dere bei Erdbeeren und Alleebdumen, grof3e wirtschaft-
liche Schiden, die vielfach auf verseuchte Standorte zu-
riickzufithren sind. Es wird ein Nachweisverfahren be-
schrieben, mit dem die Mikrosklerotien des Erregers im
Boden quantitativ geschitzt werden konnen. Auf diese
Weise kann der Verseuchungsgrad einer Flache ermittelt
und daraus das Befallsrisiko fiir eine anfallige Kultur ab-
geleitet werden. Die Genauigkeit der Nachweismethode
und die Grenzen ihrer Anwendung werden anhand aus-
gewdhlter Versuchsergebnisse dargestellt. Sie zeigen,
dass schon geringfiigige methodische Abweichungen ei-
nen signifikanten Einfluss auf die Nachweisrate ausiiben
koénnen. Dariiber hinaus hat die ungleichméf3ige Vertei-
lung der Mikrosklerotien im Boden einen unvermeid-
baren Untersuchungsfehler zur Folge, der mit abneh-
mender Verseuchung grof3er wird. SchlieRlich lassen sich
mit der Methode die beiden unterschiedlich virulenten
Genotypen V. dahliae und V. longisporum nicht differen-
zieren. Aufgrund der Ungenauigkeit des Verfahrens und
des Einflusses zahlreicher, noch unbekannter standortspe-
zifischer Bodenfaktoren auf das Infektionsgeschehen, ist
eine exakte Befallsprognose kaum moglich. Vor diesem
Hintergrund wird die Ermittlung und Anwendung von
Schadschwellen in der Praxis kritisch beurteilt. Dennoch
bieten die Bodenuntersuchungen den Anbauern die Mog-
lichkeit, eine gezielte Fldchenauswahl vornehmen und
Schiden vorbeugend verhindern zu kénnen.

stichwérter: Verticillium dahliae, Verticillium longisporum,
Bodenuntersuchungen, Erdbeeren, Acer

Abstract

Verticillium dahliae causes in horticultural production,
especially in strawberries and in tree nurseries, high eco-
nomic damages, which arise from infested planting sites.
A detection method is described, which allows the quan-
tification of microsclerotia of the fungus in soil. So it is
possible to determine the verticillium infestation level of
a planting site und to estimate the disease risk for suscep-
tible crops. Some original results are presented to illus-
trate the quality of performance of the method. They give
evidence that small variations of the quantification pro-
cedure have an influence on the detection percentage. In
addition the nonrandomly distribution of microsclerotia
in soil causes a sample and analysis error, which increas-
es with declining infestation levels. Moreover it is not
possible to distinguish the two genotypes V. dahliae and
V. longisporum, which show differences in their pathoge-
nicity. Therefore an exact pre-planting disease prediction
is difficult, because of the inaccuracy of the detection
method and the influence of many unknown soil factors
on the infection process. This is the reason why the deter-
mination and use of thresholds in practice is critical
judged. Nevertheless the quantification of the soil infes-
tation provides growers an opportunity to select verticil-
lium-free sites and to avoid damages.
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Einleitung

Verticillium dahliae ist ein weltweit verbreiteter Schad-
erreger mit einem groflen Wirtspflanzenkreis, welchem
sowohl landwirtschaftliche (z.B. Kartoffel) als auch zahl-
reiche gartenbauliche Kulturen angehoren. In Deutsch-
land und den Nachbarldndern nehmen die durch Verticil-
lium verursachten Schéden insbesondere im Erdbeeran-
bau und den Baumschulen (z.B. Acer) seit Mitte der 90er
Jahre kontinuierlich zu (Harris und YANG, 1996; Goub,
2003; NEUBAUER, 2000; NEUBAUER et al., 2007). Vielfach
wird der Erreger durch latent befallenes Anbaumaterial
zwischen den Betrieben verschleppt. Bei Ziergeholzen
machen sich die Probleme in der Produktion haufig auch
am Endstandort bemerkbar, wenn dort ein latenter Verti-
cillium-Befall schlieflich zum Ausbruch kommt. Nicht
zuletzt werden Schéden bei Alleebaumpflanzungen héu-
fig auf diesen Erreger zurilickgefiihrt (SCHNEIDEWIND,
2005).

Der bodenbiirtige Pilz dringt {iber das Wurzelsystem in
die Wirtspflanze ein und breitet sich anschlieend im Ge-
fallsystem aus. In der Folge treten irreversible Welke-
symptome auf, die zum Absterben einzelner Pflanzen-
teile und nicht selten zum Tod der Pflanze fiihren. Verti-
cillium bildet im abgestorbenen Gewebe befallener Pflan-
zen Mikrosklerotien aus, die nach Abbau der Pflanzen-
reste im Boden freigesetzt werden und viele Jahre iiber-
dauern kénnen. Uber Wurzelausscheidungen wird die
Keimung der Mikrosklerotien induziert, was Neuinfek-
tionen zur Folge hat. V. dahliae vermag sich in anfilligen
Wirtspflanzen sehr intensiv zu vermehren. Verbleiben
gleichzeitig grof3e Mengen an Ernteresten auf der Flache
fiihrt dies zu einer massiven Anreicherung von Mikro-
sklerotien im Boden. Als problematisch in dieser Hinsicht
gilt u.a. die Kartoffel, deren Anbau nicht nur zu einer Ver-
schleppung des Erregers, sondern auch zu einer zuneh-
menden Verseuchung der Flachen fiihrt. So sind die zu-
nehmenden Verticillium-Schéden im Erdbeeranbau und
in der Baumschulproduktion einiger Regionen letztend-
lich darauf zuriickzufithren, dass in jiingster Vergangen-
heit die Produktionsflichen auf Standorte ausgeweitet
wurden, die durch landwirtschaftliche Fruchtfolgen, u.a.
Kartoffelanbau, gepragt sind (Harris und YANG, 1996;
HIEMSTRA und RATAJ-GURANOWSKA, 2003).

Mit dem Verbot der Anwendung chemischer Boden-
entseuchungsmittel hat sich die Verticillium-Problematik
in den letzten Jahren nochmals verschérft. Da der Praxis
keine direkten Gegenmafinahmen zur Verfiigung stehen,
kommt der Reduzierung des Inokulums im Boden durch
ein gezieltes Fruchtfolgemanagement sowie der Auswahl
befallsfreier Anbaufldchen auf der Grundlage von Boden-
untersuchungen im Rahmen einer vorbeugenden Be-
kdmpfungsstrategie eine zentrale Bedeutung zu (HARRIS
und YANG, 1996; Goup, 2003; NEUBAUER, 2000; NEUBAUER
et al., 2007).

In den letzten Jahrzehnten wurden weltweit verschie-
dene Verfahren des quantitativen Nachweises von Verti-
cillium im Boden entwickelt, mit dem Ziel den Verseu-
chungsgrad eines Standortes zu schitzen (Goup und Ter-
MORSHUIZEN, 2003). Die Methoden basieren weitgehend
auf der Ausbringung von Bodenproben auf Selektivnihr-
medien, um die Inokulumdichte in ‘colony forming
units’/g Boden zu bestimmen. Mit dem Andersen Air
Sampler konnen bestimmte Bodenmengen trocken auf ei-
ner Nahrbodenflache ausgebracht werden (‘dry plating’).
Haufiger werden Bodensuspensionen hergestellt und aus-
geplattet (‘wet plating’), wobei meistens eine Nasssie-
bung vorgeschaltet wird. Hierbei werden Bodenaggregate
zerkleinert und die ca. 10-125 um grof3en Mikrosklero-
tien von grofleren und kleineren Bodenteilchen und -or-
ganismen abgetrennt (‘wet sieving technique’). Versuche,
die Mikrosklerotien durch Sedimentation oder Zentrifu-
gation vom Boden abzutrennen, brachten keine Vorteile
und wurden nicht weiter verfolgt. Verschiedene Autoren
haben die einzelnen methodischen Vorgehensweisen hin-
sichtlich ihrer Nachweisgenauigkeit vergleichend unter-
sucht (BUTTERFIELD und DEvay, 1977; NicoT und ROUSE,
1987; Harris et al., 1993; TEMORSHUIZEN et al., 1998).
Hierbei erwies sich ein Ausplattieren von Bodensuspen-
sionen in Kombination mit einer Nasssiebung den ande-
ren Verfahren iiberlegen. Schlief3lich konnte in weiterfiih-
renden Studien fiir verschiedene Kulturen eine signifikan-
te Korrelation zwischen der auf diese Weise ermittelten
Inokulumdichte im Boden und dem tatséchlichen Befalls-
auftreten nachgewiesen werden (NicoTt und Rousk, 1987;
HARRIs und YANG, 1996; NEUBAUER, 2000; Goup, 2003).

In Deutschland wurde vor 10 Jahren ein Verticilli-
um-Nachweisverfahren in die Praxis eingefiihrt, welches
auf der ‘wet sieving technique’ basiert, d.h. eine Nasssie-
bung der Bodenprobe mit anschliefender Ausbringung
auf einem Nédhrboden beinhaltet. Vorher waren bereits
iiber Infektionsversuche und Praxiserhebungen Verseu-
chungs-Verlust-Relationen ermittelt worden. Auf deren
Grundlage sowie in Anlehnung an Harris und YANG
(1996) wurde eine Befallsklasseneinteilung eingefiihrt
(Tab. 1), um die Ergebnisse von Bodenuntersuchungen
bewerten zu konnen (NEUBAUER, 2000). Hierbei werden
die Proben bzw. Fldchen je nach ermitteltem Verseu-
chungsgrad 1-5 Klassen zugeordnet und das jeweilige Be-
fallsrisiko fiir eine anfallige Kultur geschatzt. Seitdem ist
zundchst im Erdbeeranbau die Nachfrage nach entspre-

Tab. 1. Einteilung von Befallsklassen auf Grundlage des er-
mittelten Verseuchungsgrades mit Verticillium

Blfj?sll: cfu/g Boden Verseuchungsgrad Befallsrisiko
1 <0,4 nicht nachweisbar gering
2 0,4-2,0 gering gering
3 >2,0-5,0 maRig-mittel mittel
4 >5,0-15,0 stark grof’
5 > 15,0 sehr stark sehr grof
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chenden Untersuchungen bei Laboren stetig gewachsen.
Im Rahmen eines Forschungsprojektes zum Auftreten
von Verticillium bei Ziergeholzen konnte eine sinnvolle
Anwendung des Nachweisverfahrens auch in der Baum-
schulproduktion aufgezeigt werden (NEUBAUER et al.,
2007, 2009). In Zusammenhang mit aktuellen Diskussio-
nen hinsichtlich der Klarung von Haftungsfragen zwi-
schen Auftraggeber, GalaBau und Baumschulen bei Verti-
cillium-Schiden an Alleebdumen ist zukiinftig eine noch
starkere Nutzung des Nachweisverfahrens in diesem Be-
reich zu erwarten. Vor diesem Hintergrund verfolgt die-
ser Beitrag zundchst das Ziel, die derzeit in den Laboren
angewandte Nachweismethode vorzustellen. Dariiber hi-
naus sollen die Anwendungsmoglichkeiten sowie Gren-
zen des Verfahrens in der Praxis auf der Grundlage von
ausgewdhlten Versuchsergebnissen dargestellt und be-
wertet werden.

Das Nachweisverfahren

Der quantitative Nachweis von Verticillium im Boden er-
folgt nach HARRis et al. (1993) mittels eines Plattenguss-
verfahrens mit vorgeschalteter Nasssiebung der Boden-
probe unter Nutzung eines speziellen Selektivndhrmedi-
ums. Hierbei hat sich in vergleichenden Untersuchungen
ein Pektat-Medium nach Huisman (1988) als am geeig-
netsten herausgestellt, da es bei der Auswertung der Plat-
ten eine sichere Unterscheidung der Verticillium-Koloni-
en von den Kolonien anderer Pilze moglich macht (HEpp-
NER, 1995). Das streng standardisierte Nachweisverfah-
ren wurde zwischen 1999 und 2004 in verschiedenen La-
boren etabliert und setzt sich aus den folgenden Arbeits-
schritten zusammen:

1 Probenvorbereitung. Zur Vorbereitung der Analyse
wird die zu untersuchende Bodenprobe (ca. 500 cm3) bei
ca. 20°C in einer Plastikschale luftgetrocknet. Anschlie-
Ren ist die getrocknete Bodenprobe durch ein 2 mm Sieb
zu sieben und somit von groferen Bestandteilen (Steine,
Pflanzenreste) zu befreien. Erdklumpen werden auf der
Sieboberflache zerkleinert, so dass die Probe homogeni-
siert (<2 mm) wird. Die gesiebte Probe wird anschlie-
RBend bis zur weiteren Verarbeitung in einen verschlie(3-
baren Probenbecher abgefiillt. Vor der Siebung der Bo-
denprobe ist das Sieb mit Druckluft von eventuell anhaf-
tenden Bodenteilchen zu reinigen, um eine Verschlep-
pung von Mikrosklerotien zwischen einzelnen Proben zu
vermeiden. Bei stirkeren Verschmutzungen wird das
2 mm Sieb mit Wasser oder gegebenenfalls im Ultra-
schallbad gereinigt.

2 Herstellung des Selektivnahrbodens. Als Selektivnahr-
medium wird ein Pektat-Medium (PEM) verwendet. Es
setzt sich wie folgt zusammen: 0,5 ml 2 Mol MgSOu,
5,0 ml 2 Mol KNOs, 10,0 ml 1 Mol KH2POu, 1,0 ml Tergi-
tol Type NP-10 (Fa. Sigma), 250,0 mg Chloramphenicol
(Fa. Fluka), 200,0 mg Streptomycinsulfat, 1,0 mg Biotin,
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5,0 g Polygalacturonic Acid (Fa. MP-Biomedicals), 15,0 g
Agar-Agar (Fa. Merck). Der pH-Wert ist vor dem Autokla-
vieren mit 1 Mol NaOH auf einen Wert von 6,85 einzu-
stellen. Streptomycin, gelost in 15 ml sterilem Aqua dest.,
sowie Biotin, gelost in 10 ml steriler 0,1 Mol NaOH, wer-
den nach dem Autoklavieren in das auf ca. 50°C abge-
kiihlte Medium gegeben. Anschliel3end erfolgt das Abfiil-
len des Ndahrmediums von jeweils 20 ml in Petrischalen
(@ 9 cm).

3 Nasssiebeverfahren. 50,0 g der zu untersuchenden
luftgetrockneten Bodenprobe werden in einem Erlen-
meyerkolben mit Aqua dest. auf eine Bodensuspension
von 100 ml aufgefiillt, die anschlieBend fiir 30 Minuten
bei 200 U/min auf einem Horizontalschiittler bewegt
wird, um ein Zerfallen kleinerer Bodenklumpen zu errei-
chen. Die Nasssiebung der Bodensuspension erfolgt mit
der Vibrationssiebmaschine Analysette 3 (Fa. Fritsch) un-
ter Verwendung dreier Siebgrofen (1 mm, 125 pm,
20 pum). Hierzu wird die Bodensuspension mittels einer
Spritzflasche vollstandig auf das oberste Sieb (1 mm) des
Siebturmes gespiilt. Die Dauer des Siebvorganges unter
kontinuierlicher Wasserzufuhr betrégt 2 Minuten mit ei-
nem Siebintervall von 10 Sekunden und einer Schwin-
gungsamplitude von 3 mm. Zur Abtrennung der Boden-
fraktion ‘20-125 um’ wird nach Beendigung des Siebvor-
ganges das auf dem 20 um-Sieb liegende Siebgut mit Hil-
fe einer Spritzflasche und Aqua dest. iiber einen
Glastrichter in einen 250 ml Erlenmeyerkolben {iber-
fiihrt. Die gesiebte Bodensuspension wird anschliel3end
mit Aqua dest. auf 100 ml aufgefiillt.

Die Siebe sind nach jedem Siebvorgang unter fliel3en-
dem Leitungswasser zu spiilen und fiir 3 Minuten im
Ultraschallbad mit einer 3%-igen Reinigungslosung
(Tickopur®R33) zu reinigen, um eine Verschleppung von
Mikrosklerotien auszuschliefen. Anschlie3end ist die
Reinigungslosung mit Leitungswasser von den Sieben
abzuspiilen.

4 Ausbringung der gesiebten Bodensuspension. Beim
Ausplatten ist die Bodensuspension auf einem Mag-
netriihrer kontinuierlich in Bewegung zu halten, um ein
Absinken der Mikrosklerotien zu verhindern. Mittels ei-
ner Pipette erfolgt aus der Mitte des halben Radius des
Erlenmeyerkolbens die Entnahme von 500 ul-Aliquoten,
die jeweils auf einem Selektivhdhrboden ausgebracht
und anschliefend mit kreisenden Bewegungen der Petri-
schale auf der gesamten Agar-Oberflache gleichmaf3ig
verteilt werden. Nach dem Antrocknen der Bodensuspen-
sion unter einer sterilen Werkbank werden die Platten
ohne Parafilm verschlossen und bei Dunkelheit und 20°C
fiir 14 Tage im Klimaschrank inkubiert. Fiir jede zu unter-
suchende Bodenprobe werden 10 Platten angelegt.

5 Auswertung. Vor der Auswertung der Platten werden
Bodenpartikel und Luftmyzel auf der Nahrbodenoberfla-
che unter einem langsam flieBenden Wasserstrahl mit
Hilfe eines weichen Pinsels entfernt. Anschlieend wer-
den unter einer Stereolupe die typischen Verticillium dah-
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liae-Kolonien gezéhlt. Sie sind erkennbar anhand ihres
sternenférmigen Aussehens und der im Nahrboden gebil-
deten, meist perlenschnurartig aufgereihten Mikroskle-
rotien (Abb. 1). Das verwendete Selektivnahrmedium er-
laubt eine relativ sichere Unterscheidung zu den Koloni-
en des {iberwiegend apathogenen Pilzes Verticillium tri-
corpus, dessen Kolonien grof3ere und unregelmaflig ver-
teilte Mikrosklerotien sowie bisweilen eine gelbe Pig-
mentfarbe aufweisen (Abb. 2). Auf der Basis der durch-
schnittlichen Kolonienanzahl pro Platte wird die Anzahl
colony forming units (cfu)/g trockener Boden ermittelt.
Dieser Wert wird mit Anzahl Mikrosklerotien/g trocke-
ner Boden gleichgesetzt und spiegelt den Verseuchungs-
grad einer Bodenprobe wieder.

Proben und Laborfehler

In verschiedenen Versuchen wurde die Genauigkeit der
Nachweismethode bzw. die Reproduzierbarkeit der Er-
gebnisse untersucht. Hierbei ist davon auszugehen, dass
eine ungleichmif3ige Verteilung der Mikrosklerotien im
Boden das Verfahren in hohem Maf3e beeinflusst und so-
wohl bei der Beprobung als auch bei der Analyse einen
Fehler verursacht (Proben- und Laborfehler).

Abb. 3 zeigt die Ergebnisse der Beprobung einer ver-
seuchten Flache von 2500 m2, die mit 50, in einem ver-
setzten Raster angeordneten, Einstichen beprobt worden
ist. Die Bodenmenge eines jeden Einstichs wurde nach
dem beschriebenen Verfahren auf ihren Verseuchungs-
grad hin untersucht. Die zwischen 0,4 und 33,5 cfu/g Bo-
den schwankenden Werte machen deutlich, dass die Mi-
krosklerotien nicht gleichméRig im Boden verteilt sind.

Nach FowLer (1988) kann der Dispersionsindex (DI) als
Kennzahl fiir die Verteilung mit DI = s2/x ermittelt wer-
den, wobei s2 die Varianz und x den Mittelwert darstellt.
Dabei gilt: DI <1 = regelmél3ige Verteilung, DI =1 = zu-
fallige und DI > 1 clusterférmige Verteilung. Der auf der
Basis der Einzelwerte errechnete DI von 7,5 zeigt an, dass
V. dahliae auf der beprobten Fléache clusterférmig, d.h.
geklumpt verteilt vorlag. Mit den ermittelten Werten
wurde nach SoutHwoop (1978) mit verschiedenen
Einstichanzahlen der sich ergebende Standardfehler er-
rechnet und in Prozent des Mittelwertes als sog. Proben-
fehler angegeben (Abb. 3). In diesem Fallbeispiel wird
deutlich, dass sich mit abnehmender Anzahl von Ein-
stichen der Probenfehler erwartungsgemalf’ vergrofdert.

Zur Uberpriifung der Genauigkeit der Labormethode
wurden 15 unterschiedlich verseuchte Bodenproben je-
weils vierfach wiederholt in voneinander getrennt durch-
gefiihrten Einwaagen untersucht und die Variationskoef-
fizienten als Streuungsmal} errechnet. Die Ergebnisse
zeigen, dass mit abnehmender Verseuchung der Boden-
proben die Streuung der Ergebnisse bzw. der Laborfehler
grofSer wird (Tab. 2).

Einfluss methodischer Parameter

Die dargestellte Nachweismethode wird in den Laboren
bisweilen in leicht verdnderter Form angewendet. Gleich-
zeitig haben Ringversuche gezeigt, dass sich die in ver-
schiedenen Laboren ermittelten Ergebnisse zum Teil
deutlich voneinander unterscheiden. Vor diesem Hinter-
grund wurde in Versuchsreihen der Einfluss verschiede-
ner Verdnderungen im methodischen Ablauf auf den

1000 ym

| 1000 ym

Abb.1. Typische Kolonie von V. dahliae auf Selektivhdhrboden.

Abb. 2.
mentes.

Kolonie von V. tricorpus mit Bildung eines gelblichen Pig-

Tab. 2. Untersuchung unterschiedlich verseuchter Bodenproben auf V. dahliae. Mittelwerte und errechnete Variationskoeffi-
zienten auf der Grundlage von jeweils vier getrennten Laboranalysen

Probe 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Mittelwert

(cfu/g Boden) 0,0 0,0 0,1 0,1 0,2 0,2 1,2 1,9 2,1 50 11,7 12,0 17,3 22,4 29,9
VK (°/o) 0,0 0,0 173,2 173,2 110,6 100,0 55,2 32,1 13,5 18,2 11,2 17,2 6,5 7,5 7,9
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Ifm
50 - = 33 =53 =12 = 13,1 =122
m 57 =41 =33 =216 = 335
40 + =82 =16 =86 =253 = 20
=33 -2 n 57 =216 =233
30 =86 =04 =49 =114 =224
=24 =08 "24 =22 =122
20 + =51 n16 m24 w122 =139
=24 =29 n57 m 26,5 =294
10 + n78 n41 u37 w386 m 16,7
w738 =37 45 = 11,8 =196
U T t T 1
0 10 20 30 40 50 Ifm
Anzahl Einstiche (n) 50 40 30 20 10 5
Probenfehler (%) 13,2 14,7 17,0 20,9 29,5 41,7
Abb. 3. Beprobungeiner natiirlich mit V. dahliae verseuchten Fliche

von 2500 m2 mit 50 Einstichen. Ermittelte cfu/g Boden fiir jeden
Beprobungspunkt (oben) und Berechnung des Probenfehlers in Ab-
héngigkeit von der Einstichanzahl (unten).

Nachweis des Erregers erfasst. Hierzu wurden unter-
schiedlich natiirlich verseuchte Bodenproben mit dem
oben beschrieben Standardverfahren untersucht, wobei
einzelne methodische Parameter verdndert wurden
(Tab. 3).

Im Standardverfahren werden jeweils Aliquote von
500 ul/Platte ausgebracht, was bei Verwendung von 10
Platten eine Nachweisbarkeitsgrenze von 0,4 cfu/g Bo-
den zur Folge hat. In dem Bestreben die Sensitivitat des
Verfahrens zu erhéhen kann neben der Bodeneinwaage,
die Anzahl der Platten oder die Ausbringmenge vergro-
Bert werden. Letzteres, in Form der Ausbringung des
doppelten Aliquotes von 1000ul/Platte, hatte in Versu-
chen aber einen um ca. 50% verringerten Nachweis an
cfu/g Boden zur Folge (Tab. 3).

Die auszuplattierende gesiebte Bodensuspension ist im
standardisierten Verfahren in einem Erlenmeyerkolben
auf einem Magnetriihrer in Bewegung zu halten, um eine
gleichmallige Verteilung der Mikrosklerotien zu gewéhr-
leisten und die Entnahme reprasentativer Aliquote si-
cherzustellen. Wurde die Suspension dagegen nur unre-
gelméRig per Hand bewegt, hatte dies einen signifikan-
ten, um ca. 50% verringerten Nachweis zur Folge
(Tab. 3). Einen noch grof3eren Einfluss auf das Untersu-
chungsergebnis hatte das Antrocknen der ausplattierten
Aliquote vor der Inkubation der Platten. Lisst man die
ausgebrachte Bodensuspension auf der Agaroberflache
nicht antrocknen, sondern verschlief3t die Petrischalen
unmittelbar nach dem Ausplattieren in feuchtem Zu-
stand mit Parafilm, werden deutlich weniger cfu/g Bo-
den ermittelt. Wie Tab. 3 zu entnehmen ist, kann sich die
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Tab. 3. Einfluss verschiedener methodischer Verdinderungen
beim Ausplattieren der Bodensuspension auf den Nachweis
von V. dahliae: Mittelwerte und Standardabweichung in cfu/g
Boden (n =4)

Bodenprobe Standardverfahren  Variiertes Verfahren
Aliquot 500 um Aliquot 1000 um
pro Platte pro Platte
0,0 £0,0 a* 0,2+0,2a
4,0t0,6a 1,5+09b
3 30,5t5,6a 14,6 £2,8b
mit Magnetriihrer ohne Magnetriihrer
4 8,8t11a 43+1,2b
mit Antrocknen ohne Antrocknen
5 13,5+0,8a 41+13b

* unterschiedliche Buchstaben in einer Reihe markieren Sig-
nifikanzen (p < 0,05).

Nachweisrate im Vergleich zum Standardverfahren um
iiber 70% verringern.

Diskussion

Proben- und Laborfehler

Werden Anbaufldchen bzw. Bodenproben mit dem be-
schriebenen Verfahren auf Verticillium untersucht, dann
unterliegt das Ergebnis einem Gesamtfehler, der sich aus
Proben- und Laborfehler zusammensetzt und in beiden
Féillen durch die ungleichmif3ige Verteilung der Mikro-
sklerotien im Boden bedingt ist. In diesem Zusammen-
hang muss zunichst berticksichtigt werden, dass boden-
biirtige Pathogene in der Regel nicht gleichméaf3ig oder
randomisiert im Boden verteilt sind. Die Untersuchung
eines verseuchten Standortes zeigt anhand des ermittel-
ten Dispersionsindex von 7,5, dass die Mikrosklerotien
von Verticillium clusterformig verteilt sind. SmitH und
RowE (1984) kamen zu einem dhnlichen Ergebnis, als sie
ein stark verseuchtes Kartoffelfeld mit 202 Einstichen be-
probten und einen Dispersionsindex von 12,7 ermittel-
ten. Deshalb ist es notwendig, eine Flache mit moglichst
vielen Einstichen zu beproben, um anschliel3end aus der
Mischprobe einen fiir die Fldche reprasentativen Durch-
schnittswert zu ermitteln. Die notwendige Anzahl an Ein-
zelproben bzw. Einstichen hdngt vom gewiinschten Grad
der Genauigkeit ab. Nach SoutHwoob (1978) kann dieser
in Form des Standardfehlers des Mittelwertes vorgege-
ben werden, der eine bestimmte Grof3e nicht tiberschrei-
ten soll. Fiir viele Zwecke wird ein Probenfehler, d.h.
Standardfehler von 5% des Mittelwertes, als ausreichend
angesehen. Im Falle bodenbiirtiger Erreger, wie z.B. Ver-
ticillium, wére aber ein unzumutbarer Aufwand notwen-
dig, um diese Vorgabe zu erreichen. SmitTH und ROWE
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(1984) ermittelten in ihren Untersuchungen fiir 20 Ein-
stiche einen Probenfehler von 22%. Bei der gegebenen
Varianz der Einzelwerte wiren 107 Einstiche notwendig
gewesen, um den Fehler auf 10% zu reduzieren. In den
eigenen Untersuchungen konnte bei der vorhandenen
Varianz der Einzelwerte fiir 20 Einstiche ein Probenfehler
von 21% ermittelt werden (Abb. 3). Eine Verdoppelung
auf 40 wiirde den Fehler nur geringfiigig auf 14,7% sin-
ken lassen, jedoch einen erheblich groeren Aufwand be-
deuten. Eine Verringerung der Einstichanzahl auf 10,
wiirde den Fehler dagegen deutlich ansteigen lassen. Bei
diesen Uberlegungen ist zu beachten, dass mit abneh-
mender Verseuchung die clusterformige Verteilung des
Erregers im Boden tendenziell eher zunimmt und der
Probenfehler mit sinkender Einstichanzahl noch stirker
ansteigen kann als im dargestellten Beispiel. Letztendlich
ist aber in der Praxis ein Kompromiss zwischen ausrei-
chender Genauigkeit und zumutbarem Aufwand zu
schliel3en. Vor diesem Hintergrund empfehlen die Labore
derzeit die Beprobung von ca. 1 ha grof3en Parzellen mit
mindestens 20-25 rasterformig auf der Flache zu vertei-
lenden Einstichen. Die mittels eines Bohrstockes durch-
zufithrenden, ca. 20-30 cm tiefen Einstiche sind sorgfél-
tig zu einer Mischprobe zu vereinigen, die schlief8lich auf
eine Laborprobe von 500 cm3 einzuengen ist.

Auch bei einer solchen Probe muss angenommen wer-
den, dass die Mikrosklerotien, trotz sorgféltigster Durch-
mischung, nicht gleichmél3ig verteilt sind. Gleichzeitig
wird nur eine sehr geringe Teilmenge zur Analyse ver-
wendet. Lediglich 5,0 ml der gesiebten Bodensuspension
werden ausgeplattet. Bezogen auf die zu Beginn einge-
wogenen 50 g Boden entspricht dies einem Aquivalent
von nur 2,5 g Boden. Dies fithrt zu einem unvermeidba-
ren Laborfehler, der mit abnehmendem Verseuchungs-
grad groBBer wird, wie die dargestellten Ergebnisse deut-
lich machen (Tab. 2). Je geringer belastet eine Probe ist,
umso mehr streuen die Ergebnisse einzelner Wiederho-
lungen. Dies ist naturgeméaf in der Ndhe der Nachweis-
barkeitsgrenze von 0,4 cfu/g Boden am stdrksten der
Fall. Einen dhnlichen Zusammenhang zwischen Verseu-
chungsgrad einer Bodenprobe und Nachweisgenauigkeit
konnten auch Nicor und Rowe (1987), HUISMANN et al.
(1988) und HEPPNER (1995) ermitteln.

Vor diesem dargestellten Hintergrund muss bei der Inter-
pretation von Untersuchungsergebnissen immer bertick-
sichtigt werden, dass das Nachweisverfahren insbesondere
bei gering verseuchten Flachen eine gewisse Ungenauigkeit
aufweist. Allerdings zeichnet sich die Methode im Vergleich
zu anderen Bodenuntersuchungsverfahren durch eine hohe
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse aus. Dies gilt insbeson-
dere im Hinblick auf das derzeitige Hauptziel der Untersu-
chungen: Boden verschiedenen Befallsklassen zuordnen
und eine Schitzung des Befallsrisikos vornehmen zu wol-
len. Deshalb kann die Nachweisgenauigkeit derzeit als voll-
kommen ausreichend angesehen werden.

Methodische Einflussfaktoren
In einer vergleichenden grof3en Laborstudie konnten Ter-
MORSHUIZEN et al. (1998) feststellen, dass die Methodik

des Verticillium-Nachweises einen erheblichen Einfluss
auf das Untersuchungsergebnis hat. Dies betriff zunéchst
die grundsitzliche Verfahrensweise (‘dry plating’, ‘wet
plating’), aber in der Folge auch die Wahl zentraler Ein-
flussfaktoren, wie z.B. der eingesetzten Siebgréf3en oder
des verwendeten Selektivhdhrmediums. In letzterem Fall
koénnen schon kleinste Verdnderungen die Nachweisrate
beeinflussen. SORENSEN et al. (1991) und KaBIR et al.
(2004) wiesen fiir das verwendete Pektatmedium nach,
dass die Herkunft der Polygalacturonsédure und der ein-
gestellte pH-Wert des Nahrmediums das Ergebnis signifi-
kant verdndern konnen. Aber auch Abweichungen im
methodischen Ablauf kénnen einen Einfluss auf das Er-
gebnis ausiiben. In eigenen Untersuchungen konnte fest-
gestellt werden, dass insbesondere beim Ausbringen der
Bodensuspension verschiedene Verfahrensweisen, wie
z.B. Bodenmenge oder Technik des Ausplattierens, das
Ergebnis signifikant verdndern konnen (Tab. 3). So hatte
die Verdoppelung der Ausbringmenge von 500 ul auf
1000 pl pro Platte in dem Bestreben die Nachweisbar-
keitsgrenze abzusenken auch gleichzeitig einen um 50%
verringerten Nachweis zur Folge. Harris et al. (1993)
konnten einen dhnlichen Effekt beobachten und fithrten
die Abnahme der Findungsrate mit zunehmender Boden-
menge auf die antagonistische Wirkung bodenbiirtiger
Mikroorganismen zuriick. Zwar kann die Verringerung
der Nachweisbarkeitsgrenze auch durch eine Erh6hung
der Plattenanzahl erreicht werden, jedoch ist letztendlich
ein Kompromiss zwischen ausreichender Sensitivitdt und
Aufwand zu schlief3en. Dieser wird bei 10 Platten und je
500 pl/Platte gesehen, zumal diese Ausbringmenge sich
problemlos gleichmal3ig ausplattieren lésst.

Vielfach kommen in den Laboren dhnliche Verfahren
oder scheinbar gleiche Methoden zur Anwendung, die
aber bei genauerer Betrachtung in methodischen Details
geringfiigig voneinander abweichen. Dies mag ein Grund
dafiir sein, dass sich die Ergebnisse der Untersuchungen
von gleichen Bodenproben in verschiedenen Laboren
zum Teil erheblich voneinander unterscheiden. Vor die-
sem Hintergrund ist eine strenge Standardisierung der
Nachweismethode zu fordern, um die Qualitit der Unter-
suchungen und ihre Vergleichbarkeit in der Praxis zu ge-
wéhrleisten.

Genetische Variabilitdt von Verticillium

Die genetische Variabilitét eines Erregers im Hinblick auf
seine Virulenzeigenschaften kann die Genauigkeit und
Aussagekraft eines Nachweisverfahrens erheblich beein-
flussen. Im Umkehrschluss stellt sich die Frage, ob seine
Sensitivitét diesbeziiglich ausreichend ist. Innerhalb der
Art Verticillium dahliae werden derzeit 6 verschiedene ve-
getative Kompatibilitdtsgruppen (VCGs) unterschieden
(KaTaN, 2000). Da die Isolate einer Gruppe iiber einen
gemeinsamen Genpool verfiigen, wurde in der Vergan-
genheit von der Hypothese ausgegangen, dass sich die
Isolate unterschiedlicher VCGs in ihren Virulenzeigen-
schaften unterscheiden. Allerdings konnten nur in weni-
gen Studien Korrelationen zwischen VCGs und dem
Wirtspflanzenkreis nachgewiesen werden. Untersuchun-
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gen der letzten Jahre haben gezeigt, dass auf den land-
wirtschaftlich und gartenbaulich genutzten Anbaufla-
chen in Mitteleuropa Isolate der VCGs 2A und 4B vor-
herrschend auftreten (ZeisE und TIEDEMANN, 2001; CHAN-
DELIER et al., 2003; Goub, 2003; NEUBAUER et al., 2009).
Gleichzeitig wurde nachgewiesen, dass die Isolate beider
Gruppen hoch aggressiv fiir Erdbeere, Kartoffel und ver-
schiedene Ziergeholze sind. Signifikante Virulenzunter-
schiede zwischen diesen beiden VCGs gegeniiber diesen
Wirtspflanzen wurden nicht ermittelt, so dass eine Unter-
scheidung der VCGs im Rahmen der Verticillium-Boden-
untersuchungen als nicht notwendig angesehen wird. Al-
lerdings ist noch auf die Untersuchungen von SCHUBERT et
al. (2009) zu verweisen, die aus Erdbeerpflanzen nicht-
pathogene Isolate von V. dahliae gewinnen konnten. Uber
ihren Anteil an natiirlich im Boden auftretenden Verticil-
lium-Populationen liegen keine Daten vor. An einzelnen
Standorten konnte aber dieser Faktor die Aussagegenau-
igkeit des Nachweisverfahrens beeinflussen.

Von noch erheblich groBerer Bedeutung in diesem Zu-
sammenhang ist ein seit Jahrzehnten an kreuzbliitigen
Wirtspflanzen auftretender Verticillium-Genotyp, der
sich morphologisch durch deutlich ldngere Sporen aus-
zeichnet. Er wurde schon von STARK (1961) als V. dahliae
var. longisporum bezeichnet und weist eine Konidienlan-
ge von ca. 8,0 um auf im Vergleich zu den durchschnitt-
lich 4,0 um langen Sporen der V. dahliae-Isolate. KARAPA-
pa et al. (1998) beschrieben die Varietét als neue Species
Verticillium longisporum, wahrend CoLLIN et al. (2003)
dies aber aufgrund neuer molekularbiologischer Kennt-
nisse mittlerweile nicht mehr als gerechtfertigt ansehen.

Unabhéngig davon muss Verticillium longisporum in
Deutschland und Nachbarldndern als der an Kreuzbliit-
lern, wie Raps oder Kohl, vorherrschend auftretende Ver-
ticillium-Genotyp angesehen werden (STEINBACH, 2004;
LAUN et al., 2005). In Infektionsversuchen konnte gezeigt
werden, dass sich die beiden Arten V. dahliae und V. lon-
gisporum nicht nur morphologisch sondern auch hin-
sichtlich ihrer Pathogenitétseigenschaften klar unter-
scheiden. Verticillium dahliae befallt primér nicht kreuz-
bliitige Wirtspflanzen, wéhrend V. longisporum in seinem
Auftreten ausschlieBlich auf Kreuzbliitler beschrankt ist
und im Hinblick auf Erdbeere sowie Ziergeholzen als
apathogen einzustufen ist (ZrisE und VON TIEDEMANN,
2002; NEUBAUER, unveroffentlichte Daten). Dies macht
eine Unterscheidung der beiden Genotypen bei Boden-
untersuchungen notwendig bzw. wiinschenswert. Eine
Differenzierung ist allerdings derzeit nicht moglich, da
sich die Kolonien der beiden Typen auf dem Selek-
tivndhrboden nicht unterscheiden lassen. Das Nachweis-
verfahren sto3t hier an seine Grenzen, was die Gefahr
eines falsch ,positiven“ Ergebnisses fiir einen Erdbeer-
anbauer oder eine Alleebaumschule zur Folge haben
kann. Aus diesem Grund sollten von den Laboren Anga-
ben zur Fruchtfolge verlangt werden, um das Unter-
suchungsergebnis hinsichtlich der Zusammensetzung
der Verticillium-Population besser interpretieren bzw.
eine Bewertung des Befallsrisikos vornehmen zu konnen.
In der Praxis wird das Problem auch dadurch verringert,
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dass vorrangig jene Betriebe Proben untersuchen lassen,
die in der Vergangenheit aufgrund entsprechender Frucht-
folgen (Kartoffel) Verticillium-Ausfélle zu beklagen hat-
ten. Hier kann bei den Analysen von V. dahliae-Popula-
tionen ausgegangen werden. Gleichwohl wére die Mog-
lichkeit einer Differenzierung der beiden unterschied-
lichen Genotypen sehr wiinschenswert, da dies die
Genauigkeit des Verfahrens erheblich verbessern wiirde.
Entsprechende neue Methoden, wie z.B. eine real-time
PCR, miissen allerdings noch entwickelt werden.

Schadensschwellen

Beratung und Praxis wiinschen Schadensschwellen fiir
einzelne Kulturen, um eine bessere Bewertung der Er-
gebnisse vornehmen zu konnen. So fordert die Baum-
schulpraxis in Zusammenhang mit der Zertifizierung von
Alleebaumflachen Grenzwerte fiir eine Verticillium-Ver-
seuchung, in der Hoffnung jenseits der Nulltoleranz ei-
nen gewissen Spielraum zur erhalten. HarRriS und YANG
(1996) sowie Goup (2003) ermittelten eine 5%-Scha-
densschwelle fiir Erdbeeren und Ahorn bei jeweils 1-2
Mikrosklerotien/g Boden. Der gleiche Wert konnte fiir
Erdbeeren der Sorte ‘Elsanta’ auf der Grundlage von In-
fektionsversuchen mit unterschiedlich kiinstlich ver-
seuchten Inokulumstufen errechnet werden (NEUBAUER,
unveroffentlichte Daten). Damit liegt der Verseuchungs-
grad, ab welchem erste Schidden zu erwarten sind, im Be-
reich der Nachweisbarkeitsgrenze des vorgestellten Ver-
fahrens. Gleichzeitig weisen die Bodenuntersuchungen
gerade bei niedrigen Verseuchungsgraden eine relativ
hohe Ungenauigkeit auf. Schlief3lich ist auf das Problem
der nicht zu differenzierenden, unterschiedlich virulen-
ten Genotypen zu verweisen, so dass sowohl die Ermitt-
lung von Schwellenwerte als auch ihre spitere Anwen-
dung in der Praxis als schwierig angesehen werden miis-
sen. Nicht zuletzt stellen die zahlreichen standortspezifi-
schen Faktoren, die das Befallsauftreten beeinflussen, die
Nutzung von Schwellen infrage. Neben den Pflanzen
selbst, diirften zahlreiche Bodenfaktoren, wie Feuchtig-
keit und Temperatur sowie die komplexe Mikroflora und
-fauna, einen Einfluss auf die Keimung der Mikrosklero-
tien bzw. nachfolgende Infektionen ausiiben. Zahlreiche
Studien belegen, dass z.B. wandernde Wurzelnematoden
der Gattung Pratylenchus den Verticillium-Befall fordern
(Back et al., 2002) und somit Schadensschwellen verrin-
gern konnen (Goup, 2003). Allerdings sind die sonstigen
Einflussfaktoren weitgehend unbekannt. Sie stehen dar-
iiber hinaus in wechselseitiger Beziehung zueinander, so
dass sich ein schwer iiberschaubares komplexes Wir-
kungsgefiige ergibt. Vor diesem Hintergrund wird es in
absehbarer Zeit kaum moglich sein, auf der Basis einer
Bodenuntersuchung den Befall exakt zu prognostizieren.
Die bisherigen Erfahrungen zeigen aber, dass das Befalls-
risiko ausreichend genau geschétzt werden kann. Ohne-
hin ist aus Sicht der Praxis im Vorfeld einer Fldchennut-
zung in den meisten Féllen nur die Frage zu kldren, ob
der Standort befallsfrei bzw. gering oder stiarker mit Ver-
ticillium verseucht ist. Dieses Ziel kann durch Anwendung
des beschriebenen Nachweisverfahrens zweifelsohne er-
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reicht werden. Beratung und Praxis steht somit ein Instru-
ment zur Verfiigung, das als ein wichtiger Baustein einer
vorbeugenden Bekdmpfungsstrategie anzusehen ist.
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