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Zum Auftreten von Athelia rolfsii an Apfel

Im Sommer 2017 kam es in einer Apfelanlage bereits drei
Monate nach der Pflanzung zu Baumausfallen. Die abster-
benden Bdume wiesen eine deutliche Kragenfiule auf,
aus der sich der Pilz Athelia rolfsii (Curzi) C. C. Tu & Kimbr.
(Anamorph: Sclerotium rolfsii Sacc.) isolieren liel3. In
einem Biotest wurde die Pathogenitét des Isolats an neun
Malus Unterlagen gepriift. Fast alle Unterlagen erwiesen
sich als anfillig, wenn die Inokulation in eine Wunde
erfolgte. Aus der Faule liel$ sich A. rolfsii re-isolieren,
womit die Koch’schen Postulate erfiillt sind.
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In summer 2017, a sudden death of apple trees was
observed only three months after planting. The trees
showed a pronounced collar rot, from which fungi iden-
tified as Athelia rolfsii (Curzi) C. C. Tu & Kimbr. (ana-
morph: Sclerotium rolfsii Sacc.) were isolated. A patho-
genicity test was performed on nine Malus rootstock cul-
tivars. Collar rot developed in trees that were inoculated
into wounds with A. rolfsii, but not in uninjured or mock
inoculated control plants. A. rolfsii was re-isolated from
rots fulfilling Koch’s postulates.
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in Baden-Wiirttemberg

Occurence of Athelia rolfsii on apple
in Baden-Wuerttemberg

Im Sommer und Herbst 2017 kam es in einer Apfelanlage
am Bodensee zu einem Ausfall von Baumen (Malus domes-
tica cultivar ,,SweeTango“ auf Unterlage ,M 9%), die im
Frithjahr desselben Jahres gepflanzt worden waren. Das
Pflanzgut wurde von einer franzésischen Baumschule
bezogen. Als Schadursache wurde der Pilz Sclerotium
rolfsii Sacc. (Teleomorph: Athelia rolfsii (Curzi) C. C. Tu
& Kimbr.) identifiziert (HINRICHS-BERGER und TRAUTMANN,
2018). Schlielllich wurden 23 von 705 Badumen auf einer
Flache von 0,14 ha aufgrund des Schaderregerbefalls
gerodet.

DaA. rolfsii niedrige Temperaturen nur schlecht toleriert,
ist das natiirliche Verbreitungsgebiet dieses Pilzes auf die
warmeren Regionen der Erde beschrankt (Xu et al., 2008).
Wintertemperaturen unter 0°C gelten als der wichtigste
limitierende Faktor, denn Myzel und Sklerotien sind
nach mehreren Zyklen von Einfrieren und Auftauen nicht
mehr lebensfdhig (Punua, 1985). In Befallsgebieten kann
der Pilz zu sehr hohen Verlusten fithren (MULLEN, 2000;
Kartor et al., 2015). Der Wirtspflanzenkreis ist mit mehr
als 500 mono- und dikotylen Arten, unter denen sich
zahlreiche bedeutsame Kulturpflanzen befinden, aul3er-
ordentlich grofs. Angaben zur Wirtsspezifitat von Athelia-
Isolaten deuten darauf hin, dass nur eine geringe Spezi-
fitat besteht (GiBsoN et al., 2014). Fiir Apfel liegen dies-
beziiglich keine Informationen vor.

Uber die Symptome an Apfel, den Nachweis des Pilzes
und einen Pathogenitatstest wird im Folgenden berichtet.
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Isolierung und Identifikation

Von den geschidigten Baumen wurden im Bereich der
Stammbeasisfaule jeweils Gewebe, dullerlich sichtbares
Myzel und Sklerotien entnommen. Die Explantate wur-
den unter sterilen Bedingungen auf die Ndhrmedien PDA
(Potato Dextrose Agar; Becton, Dickinson and Company,
Franklin Lakes, New Jersey, USA) und SNA (spezieller,
néhrstoffarmer Agar; NIRENBERG, 1976) gegeben und im
Kiihlbrutschrank bei 20°C im Dunkeln inkubiert. Die sich
entwickelnden Pilze wurden anhand ihrer Wachstums-
charakteristika und Morphologie bestimmt.

Sequenzanalyse

Von dem Isolat, das aufgrund seiner Morphologie und
Wachstumscharakterisika als S. rolfsii identifiziert wurde,
wurde mittels QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen) die DNA
extrahiert. Ein Teilbereich des 28S rRNA-Gens wurde mit
den Primern FUN28-A (5-CCA GAG ACC GAT AGC GCA
CA-39) und FUN-28B (5 -TGC GAG CCT CCA CCA GAG
TT-39) in der PCR amplifiziert (MuLHOLLAND und McCEWAN,
2000), anschliefSend aufgereinigt und auf dem Sequenzer
ABI Prism 310 (Life Technologie) sequenziert. Die editierte
DNA-Sequenz wurde mittels BLAST (Basic Local Align-
ment Search Tool) des NCBI (National Center for Bio-
technology Information) analysiert. Die zehn hochsten
Ubereinstimmungen mit den in den Datenbanken hinter-
legten Sequenzen sind in Tab. 1 dargestellt.

Pathogenitdtstest
Das A. rolfsii-Isolat wurde auf PDA im Kiihlbrutschrank
bei 20°C im Dunkeln vermehrt. Fiir die Inokulation wur-

den mit Myzel und Sklerotien bewachsene Agarstiicke
(circa 1 cm?) vom Rand von Kulturen entnommen, die
etwa zwei Wochen inkubiert worden waren.

Fiir den Pathogenitatstest wurden folgende zweijéhri-
gen Malus-Unterlagen in Containern kultiviert: ,A 2,
,D 22124 M4“ M7 M9 M25% M27% MM 106
und ,MM 111“. Fiir die Inokulation wurde ein Agarstiick
je Baum an der Stammbasis mittels Parafilm fixiert. In
der Variante ,A. rolfsii mit Verletzung“ wurde die Rinde
unmittelbar vor der Inokulation eines mit Myzel bewach-
senen Agarstiicks mit einem Skalpell verletzt. Bei der
Variante ,,A. rolfsii ohne Verletzung“ wurde das Myzel-
bewachsene Agarstiick direkt auf der unverletzten Rinde
befestigt. Bei der ,,Scheininokulation“ wurde ein unbe-
wachsenes Agarstiick an der verletzten Stammbasis plat-
ziert. Jede der drei Varianten bestand aus drei Biumen je
Unterlage.

Die inokulierten Baume wurden im Gewéchshaus bei
30°C tagsiiber und 20°C nachts unter 30 bis 70% relati-
ver Luftfeuchte und Assimilationslicht (6 bis 22 Uhr) kul-
tiviert.

Sechs Wochen nach Inokulation wurden alle Baume
auf Welkeerscheinungen, Stammbasis- und Wurzelfaulen
bonitiert. Aus den Faulstellen wurden Gewebestiicke ent-
nommen und auf PDA im Kiihlbrutschrank bei 20°C im
Dunkeln inkubiert.

Im Sommer 2017 wiesen in einer Apfelanlage in Baden-
Wiirttemberg einige der im Frithjahr desselben Jahres
gepflanzten Biume trotz ausreichender Wasserversor-

Tab. 1. Ergebnisse der BLAST-Analyse der 28S rRNA des Athelia rolfsii-Isolats von Apfel (dargestellt sind nur die zehn héchsten

Ubereinstimmungen)

Beschreibung

Athelia rolfsii strain VrNY 28S ribosomal RNA 981
gene, partial sequence

Sclerotium delphinii isolate 25(2) 28S ribosomal 976
RNA gene, partial sequence

Sclerotium delphinii isolate IVT 17 28S ribosomal 966
RNA gene, partial sequence

Athelia rolfsii strain SPL16057 28S ribosomal RNA 953
gene, partial sequence

Athelia rolfsii strain SPL16023 28S ribosomal RNA 953
gene, partial sequence

Athelia rolfsii strain SPL16020 28S ribosomal RNA 953
gene, partial sequence

Athelia rolfsii strain SPL16011 28S ribosomal RNA 953
gene, partial sequence

Athelia rolfsii strain SPL16005 28S ribosomal RNA 953
gene, partial sequence

Athelia rolfsii strain SPL16001 28S ribosomal RNA 953
gene, partial sequence

Athelia rolfsii strain SPL15009 28S ribosomal RNA 953

gene, partial sequence

Max score Total score Query cover

E value Ident Accession
981 99% 0.0 99% JN543692.1
976 99% 0.0 99% KY172989.1
966 99% 0.0 99% KY172990.1
953 99% 0.0 99% KY446380.1
953 99% 0.0 99% KY446379.1
953 99% 0.0 99% KY446378.1
953 99% 0.0 99% KY446377.1
953 99% 0.0 99% KY446375.1
953 99% 0.0 99% KY446374.1
953 99% 0.0 99% KY446372.1
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gung Welkesymptome auf. Im weiteren Verlauf farbten
sich die Blatter braun, ohne dass es zu einem Blattfall kam.
An der Baumbasis war eine Stamm-umfassende Faule zu
finden, die an die Phytophthora-Kragenfaule erinnerte
(HiNrIcHS-BERGER und TRAUTMANN, 2018). Im Unterschied
zur Kragenfiaule war auf der Rinde und dem angrenzen-
den Boden ein kréftiges, sich flachig ausbreitendes, weildes
Myzel zu finden, in dem kleine, hellbraune Sklerotien
eingebettet waren (Abb. 1). Der Pilz liel3 sich leicht iso-
lieren und bildete sowohl auf SNA als auch auf PDA hya-
line, septierte Hyphen ohne Schnallen. Eine Sporulation
war nicht zu beobachten. Jedoch bildeten sich auf beiden
Nahrmedien, vor allem aber auf PDA, rasch in grofsen
Mengen kleine, runde (1-2 mm Durchmesser) Sklerotien,
die anfangs weil3, spiter beige und letztlich brdunlich
waren (Abb. 2). Morphologisch wurde der Pilz als Sclero-
tium rolfsii Sacc. identifiziert, die Anamophe von Athelia
rolfsii (Curzi) C. C. Tu & Kimbr.

Fiir die molekularbiologische Untersuchung wurde von
dem Pilz-Isolat mit den Primern FUN28-A und FUN28-B
ein 539 Nukleotide langes Fragment amplifiziert und
sequenziert. In der BLAST-Analyse (Tab. 1) wies dieses
Fragment die zehn héchsten Ubereinstimmungen mit dem
28S rRNA-Gen von verschiedenen A. rolfsii-Stdimmen
auf. Dabei ist die Bezeichnung Sclerotium delphinii ein
Synonym fiir Sclerotium rolfsii var. delphinii mit dem
Teleomorph Athelia rolfsii. Bei dem A. rolfsii-Stamm VrNY
(GenBank JN543692.1), das an dem Schwalbenwurz
Vincetoxicum rossicum pathogen ist (GIBSON et al., 2014),
betrug die Sequenzidentitit 99,6%. Damit wurde die
morphologische Bestimmung als Athelia rolfsii bestatigt.

Im Pathogenitétstest wiesen die Bdume der Kontrolle
unabhingig von der Unterlage sechs Wochen nach Ino-
kulation keine Stammfaule auf (Tab. 2). Die Verletzung,

Abb. 1.  Sklerotien und flachiges Myzel von Athelia rolfsii an Apfel-
Unterlage
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die bei der Inokulation durchgefiihrt wurde, war kom-
plett verheilt (Abb. 3a).

Bei der Athelia-Inokulation ohne Verletzung hat sich
bei einer von drei Baumen der Sorte ,M 9“ mit blofem
Auge sichtbares Myzel von A. rolfsii auf der Rinde ent-
wickelt (Abb. 4). Das unter dem Myzel liegende Gewebe
war jedoch nicht erkennbar geschadigt. Ansonsten kam
es bei dieser Inokulationsvariante zu keiner Faule am
Stamm oder zu Welkesymptomen (Abb. 3b).

Die Athelia-Inokulation in eine frische Rindenverlet-
zung fiihrte sechs Wochen nach der Inokulation bei den
meisten Unterlagen zu deutlichen Stammnekrosen an der
Inokulationsstelle, die sich recht schnell ausgebreitet
haben und bei einigen Unterlagen Stamm umfassend
wurden (Abb. 3¢). Die Badume, die durch die Nekrosen
geringelt wurden, zeigten deutliche Welkesymptome und
starben im weiteren Verlauf ab.

AuBerlich sichtbares Myzel war im Bereich der Nekro-
sen und dariiber hinaus nur sehr selten zu finden. Aus
den meisten Stammnekrosen war A. rolfsii zu re-isolie-
ren. Lediglich bei der Unterlage ,,D 2212“ zeigte sich keine
Nekrose und die Inokulationsverletzung verheilte voll-
standig (Tab. 2).

Diskussion

In gréRerem Umfang trat A. rolfsii im Jahr 2017 erstmalig
an Apfel in einer Anlage in Baden-Wiirttemberg auf. Da
die Anlage erst im Friihjahr 2017 aufgepflanzt wurde, die
Béume aus einer Baumschule in einer wirmeren Region im
europdischen Ausland stammten und es bereits vier
Monate nach der Pflanzung zu einem Absterben der Biume
kam, ist die Wahrscheinlichkeit hoch, dass der Schad-
erreger mit dem Pflanzgut mitgeliefert wurde. Im Folge-
jahr kam es bislang (Stand Juni 2018) zu keinen weiteren
Athelia bedingten Ausféllen. Das konsequente Roden
befallener Baume im Herbst 2017 in Verbindung mit

Abb. 2.
PDA

Myzel und Sklerotium von A. rolfsii auf dem Nihrmedium

o
='
E.
=)
=
%)
q
=3
2.
-t




o
=.
E.
3
=
%)
-
o
2.
-+

JAN HINRICHS-BERGER et al., Zum Auftreten von Athelia rolfsii an Apfel in Baden-Wirttemberg

Tab. 2. Anzahl Baume mit Stammbasisfiule sechs Wochen
nach Inokulation mit Athelia rolfsii beziehungsweise Schein-
inokulation mit oder ohne Verletzung der Rinde. Inokuliert
wurden jeweils drei Biume. Die Anzahl Biume mit Stamm
umfassender Fiule ist in Klammern angeben

Unterlage Anzahl Bdume mit Stammbasisfaule
A. rolfsiimit  A. rolfsii ohne Scheininokulation
Verletzung Verletzung mit Verletzung

A2 3(1)* 0 0

D 2212 0 0 0

M4 2 0 0

M7 3% 0 0

M9 3* 0* 0

M 25 3(3)* 0 0

M 27 3(1)* 0 0

MM 106 2(1)* 0 0

MM 111 3(2)* 0 0

* Athelia rolfsii wurde re-isoliert

einem Bodenaustausch und die frostigen Wintertempe-
raturen haben die weitere Ausbreitung wahrscheinlich
gestoppt.

In einem Pathogenitétstest mit neun Apfelunterlagen
erwiesen sich acht als anfallig (Tab. 2). Sie entwickelten
an der Inokulationsstelle sehr schnell Stammnekrosen, die
bei einigen Bdumen innerhalb von sechs Wochen Stamm
umfassend wurden. Dadurch wurde der Baum geringelt,
was zu einem Absterben fiihrte.

Fiir eine Infektion war in dem Pathogenitétstest zwin-
gend eine Verletzung der Rinde erforderlich. Zum Ein-
dringen in das Wirtsgewebe scheidet A. rolfsii in gro3en
Mengen Oxalsdure und Zellwand abbauende Polygalac-
turonasen und Cellulasen aus (PuNJa et al., 1985). Stark
lignifiziertes Gewebe wie die Baumrinde stellt fiir diese
Substanzen eine Barriere dar, so dass es vermutlich des-
halb nicht zu einer Infektion gekommen ist. Auf der Rinde
kann sich A. rolfsii lediglich saprophytisch entwickeln.

Abb. 3. Apfelunterlagen sechs
Wochen nach Scheininokulation
(a), Inokulation von Athelia rolfsii
ohne (b) und mit (c) Verletzung.
Bei dem weifllichen Belag an den
Stammbasen handelt es sich um
Kalkablagerungen des Gie3was-
sers

Abb. 4. Flichiges Myzel auf Rindenoberfldche nach Inokulation von
A. rolfsii ohne Verletzung

Da dafiir eine sehr hohe Luftfeuchtigkeit erforderlich ist,
die in dem Pathogenitétstest nicht gegeben war, war nur
in einem Fall ein Pilzmyzel auf dem Baum erkennbar.

An der Unterlage ,,D 2212 kam es trotz Verletzung bei
der Inokulation nicht zu einer Infektion. Ob bei ihr eine
Resistenz vorliegt, wire in weiteren Versuchen mit einer
grofleren Anzahl an Baumen zu kliren. Allerdings sind bis-
lang an den géangigen Wirtspflanzen keine Sorten mit einem
hohen Resistenzniveau bekannt (SHARMA et al., 2006).

Es gibt eine deutlich positive Korrelation zwischen der
Sklerotiendichte im Boden und dem Anteil befallener
Biume auf der Flache. Die Infektionswahrscheinlichkeit
nimmt dabei mit der Entfernung der Sklerotien von der
Wirtspflanze ab, wobei Entfernungen von mehr als 3 cm
nicht mehr zu einer Infektion fithren (TomasiNo und
Conway, 1987). Damit ist die Ausbreitungswahrschein-
lichkeit aufgrund der héheren Pflanzdichte in einer Baum-
schule grofer als in einer Obstanlage.
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A. rolfsii ist nach unserer Erkenntnis in Deutschland
noch nicht als Pathogen an Obstbdumen beschrieben. Ein
Befall an Apfel wurde 2017 in der Schweiz beobachtet
(PERREN, Agroscope, personliche Mitteilung). In den USA
ist er vor allem in Baumschulen an Apfel zu finden
(BRowN und HENDRIX, 1980). Aus Italien und Tunesien
gibt es Berichte tiber Ausfille in Apfelanlagen (CorAzzA et
al., 1999; KarLAl-GraMi et al., 2013).

Da es sich um einen Warme liebenden Schaderreger
handelt, ist trotz seines groflen Wirtspflanzenkreises
nicht von einer Etablierung in Deutschland auszugehen.
Mit einem gelegentlichen Auftreten ist jedoch im Zuge
des intensiven Pflanzenhandels zu rechnen.
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