Auf dem Weg zu einem
quantitativen Chalara-Nachwelis

Werner E. Heller und Cornelia Zoller, Forschungsanstalt Agroscope Changins-Wadenswil ACW,
CH-8820 Wadenswil
Auskunft: Werner E. Heller, E-Mail: werner.heller@acw.admin.ch, Tel. + 41 44 786 63 68

Zusammenfassung

er traditionelle qualitative

Nachweis von Yarwood fur die
bodenburtigen Schadpilze Chalara
elegans (synanamorph: Thielavi-
opsis basicola) und C. thielavioides
(synanamorph:Chalaropsis thielavio-
ides) in Boden und Substraten wurde
modifiziert, um quantitative Aussagen
zur Populationsdichte der Pilze in Bo-
den zu ermoglichen. Erste Ergebnisse
unabhiangig wiederholter Untersu-
chungen verschiedener Boden zeigen
eine gute Wiederholbarkeit uiber die
Zeit mit akzeptablen Streuungswerten
far eine bodenbiologische Untersu-
chungsmethode. Die neue Methode
wird weiter validiert.

Inder Agrarforschung wurde schon vor ei-
nigen Jahren auf des Problem der Schwarz-
fleckenpilze Chalara elegans (synana-
morph: Thielaviopsis basicola) und C.
thielavioides (synanamorph:Chalaropsis
thielavioides) fur die Schweizer Karotten-
produktion aufmerksam gemacht. In den
vergangenen Jahren wurden die von diesen
Pilzen verursachten Qualitatsprobleme an
der Verkaufsfront so akut, dass sich die Ge-
miuseproduzenten (VSGP), der Verband
der Lagerhalter (Swisscofel), der Kanton
Zirich und der Bund veranlasst sahen, das
Projekt «Qualitatssicherung in der Karot-
tenproduktionskette» zu finanzieren. Ziel
dieses Projektes der Forschungsanstalt
Agroscope Changins-Wadenswil ACW
war eine drastische Reduktion der Quali-
tatsbeeintrachtigungen durch Chalara-Pil-
ze am point of sale durch technische Mass-
nahmen entlang der Produktionskette. Das
Projekt wurde 2005 in Angriff genommen
und Ende 2007 erfolgreich abgeschlossen.

Abb. 1. Yarwood-Test: Karottenscheiben
zum qualitativen Nachweis von Chalara-
Pilzen in Boden und Substraten. (Photo
W.E. Heller, ACW)
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Die Ergebnisse der Arbeiten und der Pro-
jektbericht sind auf der Projekt-Website
abrufbar (www.gs-karotten.ch). Das Pro-
jekt befasste sich allerdings nur mit den
Nachernte-Aspekten der Chalara-Proble-
matik. Die eigentliche Ursache der Prob-
leme, die Verseuchung der Boden mitden
beiden Pilzen wurde nicht bearbeitet. Im
Rahmen des Projektes «Nachhaltige Be-
kampfung bodenbirtiger Pilzkrankheiten
im Gemiisebau» sollen nun die Intensitét
der Kontamination von Boden, der Ein-
fluss unterschiedlicher Fruchtfolgen auf
die Verseuchung und die Entwicklung
von BekampfungsmaBinahmen an die
Hand genommen werden. Eine notwen-
dige Voraussetzung fuir solche Arbeiten ist
eine quantitative Nachweismethode fur
Chalara-Pilze in Boden, die bisher nicht
existiert. Ohne einen quantitativen Cha-
lara Test (QCT) konnen Veranderungen
in der Populationsdichte der Pilze durch
unterschiedliche Fruchtfolgen oder Be-
wirtschaftungsmassnahmen nicht fest-
gestellt werden.
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Bereits1946 zeigte Yarwood, dass die
Anwesenheit von Chalara-Pilzen in
Boden mit Hilfe von aufgelegten Ka-
rottenscheiben qualitativ nachgewiesen
werden kann. Seither wurden verschie-
dene kunstliche antibiotika- und fungi-
zidhaltige Nahrmedien vorgeschlagen,
mit deren Hilfe Chalara-Pilze in Boden
nach Aussagen der Autoren quantitativ
nachgewiesen werden konnen (Holtz
et al. 1994). Die hohe Selektivitat der
Karottenscheiben fur Chalara-Pilze an
sich wurde aber von den Autoren nicht
in Frage gestellt. Da Yarwoods Cha-
lara-Nachweis in unserem Labor eine
lange Tradition hat, nahmen wir eine
Weiterentwicklung des Karottenschei-
ben- Tests in Richtung einer quantitati-
ven Aussage in Angriff.

Bodenproben und Inkubation

Die Bodenproben fur den QCT wurden
in verschiedenen Flachen des Mittellan-
des mit einer nachgewiesenen Chalara-
Kontamination entnommen.
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Die Bodenproben werden gezogen wie
von den Referenzmethoden der For-
schungsanstalten vorgeschrieben. Zur
Mischung und Entfernung von Steinen
wurden die Bodenproben mit einem au-
toklavierbaren Chromstahlsieb gesiebt
(4 mm Maschenweite).

Als Selektivmedium wurden unter Cha-
lara-freien Bedingungen kultivierte Ka-
rotten verwendet, unter hygienischen
Bedingungen in 4 mm dicken Scheiben
geschnitten.

Ineinem ersten Ansatz wurde Yarwood’s
Test im eigentlichen Sinne umgedreht:
Anstatt die Karottenscheiben mit einer
undefinierten Menge Boden in Kontakt
zu bringen, wurde eine definierte Menge
in verdinntem Wasser-Agar suspendierter
Boden in 20 ul-Tropfen auf die Karotten-
scheiben inokuliert. Pro Probe wurden 50
Karottenscheiben in Kunststoffboxen in
einer Feuchtkammer bei 20°C. wihrend
zehn Tagen im Dunklen inkubiert.

Nach zehn Tagen wurden die inokulierten
Scheiben mit der Binokularlupe auf Cha-
lara-Infektionen untersucht und im positi-
ven Fall die Art des Pilzes festgestellt.

Im Laufe der Validierung der QCT-Me-
thode wurde jede Bodenprobe mehrmals
von verschiedenen Mitarbeitenden unter-
sucht. Die Verdunnung der Bodenproben
wurde mit 1/10 konstant gehalten.

Aufgrund der definierten Bodenmasse pro
20 pl-Tropfen kann aus der Anzahl Cha-
lara-positiven Inokulationspunke die An-
zahl kolonienbildender Einheiten (CFU)
pro kg Boden berechnet werden.

Vielversprechende Ergebnisse
Die Anzahl der Chalara-positiven Inoku-
lationspunkte pro 1 ml Bodensuspensi-
on (50 x 20 pl Tropfen) wurde unter der
Binokularlupe ausgewertet. In der Gra-
phik 2 sind die Ergebnisse unabhingig
wiederholter Untersuchungen verschie-
dener Bodenproben in der 1/10 Verdun-
nung zusammengestellt.

Die Validierung des QCT in Bezug auf
Auflosung, Wiederholbarkeit und die op-
timalen Verdunnungsverhéltnisse bei un-
terschiedlichen Boden ist noch nicht ab-
geschlossen. Wir konnen deshalb hier
noch nicht eine definitive Nachweisme-
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Abb. 2. Erste Ergebnisse des quantitativen Chalara-Tests unterschiedlicher Bodenpro-
ben in mehrfacher Wiederholung der Ansétze. Die Anzahl Wiederholungen ist in Klam-
mern gesetzt. Dargestellt sind die Mittelwerte und die Streuungen der Chalara-positiven
Inokulationstropfen, die sich nach Inkubation entwickelt haben.

thode wiedergeben. Die ersten Ergebnisse
zeigen aber, dass es sich lohnt, die Unter-
suchungen weiter zu verfolgen. Es kann
immerhin gezeigt werden, dass der mehr-
fach wiederholte qualitative Chalara Test
bei konstant gehaltener Verdinnung fur
eine bodenbiologische Untersuchungs-
methode erfreulich geringe Streuungen
aufweist. Wir werden die Validierungs-
arbeiten weiterfuhren.
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Abb. 3. Probe eines extrem stark mit Chalara elegans verseuchten Bodens nach
Inkubation. Die Schwarzen Flecken sind von den Chlamydosporen von Chalara elegans
verursacht. (Foto W.E. Heller, ACW)
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