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KURZFASSUNG

Seit 2018 ist Cryptostroma corticale als Erreger der RufSrin-
denkrankheit an Bergahorn in Bayern bekannt. Bisher fehlte
aber eine systematische Erfassung der endophytischen Ver-
breitung. Um diese zu untersuchen, wurden 34 bayernweit
verteilte Waldbestinde ohne augenscheinliche Symptome
eines Befalls durch C. corticale beprobt. Insgesamt wurden
245 Baume aus 34 Bestanden mittels PCR mit artspezifischen
Primern untersucht. Bei 21 Biumen konnte eine Infektion mit
C. corticale nachgewiesen werden. Zudem wurden Stammab-
schnitte von Bergahornen aus jedem dieser 34 Bestande in
Klimaschranken inkubiert und auf die Bildung von Sporenla-
gern hin untersucht. In 15 Bestinden wurden weitere Stamm-
abschnitte als Brennholzstapel aufgeschichtet. C. corticale
konnte mit diesen drei Methoden an 15 der 34 Standorte nach-
gewiesen werden. Die Bestande mit positiven Befunden sind
iber ganz Bayern verstreut; sie liegen nicht nur in der recht
warmen Umgebung von Wiirzburg, wo Ausbriiche der RufSrin-
denkrankheit bisher dokumentiert wurden.
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ABSTRACT

Endophytic distribution of Cryptostroma corticale, the causa-
tive agent of sooty bark disease, in Bavaria

Since 2018, Cryptostroma corticale has been known as causal
agent of sooty bark disease on sycamore maples in Bavaria.
However, a systematic survey of the endophytic distribution
has been lacking. In order to investigate this, we examined 34
forest stands distributed throughout Bavaria without symp-
toms of infestation with respect to C. corticale. A total of 245
trees from 34 stands were examined for infection using PCR
with species-specific primers. Infection with C. corticale was
detected in 21 trees. Furthermore, trunk sections of trees
from the 34 stands were incubated in climate chambers. Addi-
tionally, in 15 stands trunk sections were piled up.

The samples were subsequentially inspected for spore forma-
tion. C. corticale was detected at 15 of the 34 sites. The stands
with positive findings are scattered all over Bavaria; they are
not limited to the rather warm region around Wiirzburg, where
outbreaks of sooty bark disease have been documented so far.

KEYWORDS
Phytopathology, endophyte, sycamore maple, Acer pseudo-
platanus
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Einleitung
Cryptostroma corticale (Ellis & Everh.) P.H. Greg. & S. Waller,
der Erreger der RufSrindenkrankheit an Acer spp., ist ein Pilz
der Xylariaceae. Die Rufsrindenkrankheit aus der Familie, wel-
che wurspringlich aus Nordamerika an Zuckerahorn
(A. saccharum Marshall; Sapindaceae) bekannt war (Ellis und
Everhart 1889, Gregory und Waller 1951), trat in Europa ab der
zweiten Halfte des letzten Jahrhunderts, zeitlich und raumlich
weit verstreut, an hier heimischen Ahornarten auf. In Deutsch-
land wurde der erste Ausbruch 1964 in Berlin beobachtet (Plate
und Schneider 1965). Aber bis zum nichsten beobachteten
Ausbruch 2005 (Metzler 2006) vergingen tiber vier Jahrzehnte.

Etwa mit dem Jahrtausendwechsel stieg die Anzahl der
Meldungen tber Ausbriiche der RufSrindenkrankheit in Mit-
teleuropa sprunghaft an. Sie konnte neben Acer pseudoplata-
nus L. an weiteren in Mitteleuropa heimischen Ahornarten
beobachtet werden. Im Jahr 2018 wurde die RufSrinden-
krankheit erstmals in Bayern nachgewiesen (Bork 2018). Be-
troffen waren Bergahorne mehrerer Waldinseln in Unter-
franken, in denen C. corticale in den Folgejahren zu einem
bestandesweiten Absterben fiihrte. Die meisten dieser Wald-
bestinde zeichneten sich durch ein im bayernweiten Ver-
gleich eher warm-trockenes Klima aus.

In den folgenden Jahren konnte die RufSrindenkrankheit
auch in anderen Regionen Bayerns beobachtet werden. Hier-
bei trat sie tiberwiegend im urbanen Umfeld oder gelegent-

ABBILDUNG 1: Beprobung der Biume mit einem Zuwachsboh-
rer wahrend der zweiten Kampagne (Bild: N. Burgdorf).

FIGURE 1: Tree sampling using an increment borer during the
second campaign (Photo: N. Burgdorf).
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lich an Brennholzpoltern auf. Diese Ausbriiche standen mit
den Hitze- und Trockenheitsextremen der letzten Jahre in
Bayern in Zusammenhang (Burgdorf und StrafSer 2021, Burg-
dorf et al. 2022, Burgdorf et al. 2023).

Die weite raumliche Streuung der Funde, die zeitlichen
Diskontinuititen im Auftreten und die Bildung von Sporenla-
gern an Brennholz fernab der bekannten nordbayerischen Be-
fallsorte liefSen bereits frith vermuten, dass C. corticale eine
ausgepragte endophytische Lebensphase besitzt. Dies galt
auch als wahrscheinlich, da engverwandte Arten der Xylariales
haufig als Endophyten und Schwacheparasiten bekannt sind,
sie also entweder symptomlos in gesund erscheinenden oder
in anderweitig stark geschwachten Pflanzen leben (Parfitt et
al. 2010, Cochard et al. 2016, Luchi et al. 2016, Ogris et al. 2021).
Zudem war bereits bekannt, dass die symptomatische Ausbil-
dung von Sporenlagern auch an Baumen auftritt, die zum Zeit-
punkt ihrer Fillung symptomlos waren (Kelnarova et al. 2017,
Ogris et al. 2021). Wie weitgehend diese endophytische Ver-
breitung iiber die bekannten Ausbruchsherde in Franken hin-
ausreicht, war bis vor kurzem unklar. Dieser Frage widmete
sich die nachfolgend geschilderte Untersuchung.

Material und Methode

In der vorliegenden Untersuchung werden Daten aus zwei Be-
probungskampagnen vorgestellt und ausgewertet. Die erste
Beprobungskampagne fokussierte auf die bayernweite Ver-
breitung von C. corticale. Die zweite Kampagne erfolgte im
Kontext einer Einrichtung von Dauerbeobachtungsflachen.

In beiden Fallen wurden Bergahornbestidnde in den Lan-
deswaldern der Bayerischen Staatsforste AGR in ganz Bayern
ausgewahlt, die mit Blick auf die Rufdrindenkrankheit symp-
tomlos waren, einen mittleren Brusthéhendurchmesser von
etwa 10 bis 30 cm aufwiesen und einen moglichst hohen An-
teil an Bergahorn hatten.

Es wurde auf eine moglichst breite raumliche Abdeckung
iber alle Regionen und Wuchsgebiete geachtet. Insgesamt
wurden 34 Bergahornbestidnde ausgewahlt und beprobt. Diese
reichten von der Rhon im Norden, iiber Mainfranken und
Donauniederung bis zu den Alpen im Stiden, sowie vom Baye-
rischen Wald im Osten bis zur Schwabischen Alb im Westen.

Im Rahmen der ersten Kampagne im Sommer 2021 wurden
19 Bestande untersucht. Hierbei wurden je Flache finf Baume
gefallt. An jedem wurden an zwei und bei Vorhandensein von
Holzverfarbungen an bis zu fiinf Stellen entlang des Stammes
Holzspiane gewonnen. Dazu wurden Stammstiicke gespalten
und mit einem Akkubohrschrauber mit Holzbohrer angebohrt.
Die Bohrer wurden durch trockene Hitze von anhaftender
DNA befreit (250 °C; 30 min). Von den gewonnenen Spanen
wurden nach der Gefriertrocknung 50 mg in einer Kugel-
schwingmiihle zerkleinert. Aus diesem Holzmehl wurde im
Anschluss die DNA mithilfe des DNeasy Plant Mini Kits
(Qiagen) extrahiert und mit artspezifischen Primern eine PCR
durchgefiihrt (Kelnarova et al. 2017). Die so erhaltene verviel-
faltigte DNA wurde im Rahmen einer Gelelektrophorese der
Amplikongrofie nach aufgetrennt und unter UV-Licht auf das
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ABBILDUNG 2: Material zur Probenahme und Reinigung: Bohrmaschine zum Vorbohren, Reagenzglaser mit Wasserstoffperoxid
zur Reinigung der Utensilien, Spritzflasche mit Wasser zum Nachspiilen, Schabeisen zum Entfernen der dufSeren Rinde und
Geféfe zur Probennahme.
FIGURE 2: Equipment for sampling and its cleaning: Drill for pre-drilling, test tubes with hydrogen peroxide for cleaning the
required tools, spray bottle with water for rinsing, scraper for removing the outer bark and vials for the samples.

Vorhandensein einer Bande passender Lange hin untersucht.

Zur Qualitatskontrolle wurden sowohl Negativ- als auch
Positiv-Kontrollen fiir die Extraktion und die PCR verwendet.
Als Kontrolle der DNA-Extraktion wurden gereinigtes Wasser
und Holzspane eines Baumes, der bei seiner Fallung
bereits Sporenlager gebildet hatte, verwendet. Als Kon-
trolle der PCR wurden gereinigtes Wasser und ein DNA-
Extrakt aus Sporen von C. corticale verwendet. Erginzend
wurde von je einem Baum pro Standort ein etwa 50 cm langer
Stammabschnitt in eine sporendichte, aber wasserdampf-
durchlissige Verpackung (Medical Packaging) eingeschlos-
sen. Dieser wurde zunachst iiber zwei Monate in einem Kli-
maschrank bei 25 °C auf eine Holzfeuchte von 30 % getrocknet
und dann weiterhin im Klimaschrank gelagert, um eine
Sporenbildung zu induzieren.

Die im Rahmen der zweiten Kampagne verwendeten Ins-
trumente wurden mit Wasserstoffperoxid [3% (w/w)] von
anhaftender DNA befreit. Im Frithjahr 2022 wurden an
15 Standorten je zehn Bergahorne zweimal mit 90°igem Ver-
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satz auf einer H6he von einem Meter mit einem Zuwachsboh-
rer beprobt (Mora-Coretax dreischneidig 300 mm;
Abbildung 1). Zuvor wurde die dufderste Rinde mit einem Bii-
gelschaber entfernt und mit einem Akkubohrer ein Loch vor-
gebohrt (Abbildung 2), um das Eindringen des Zuwachsboh-
rers zu erleichtern. Vom Bohrkern (Abbildung 3) wurden
50 mg des marknahen Holzes weiterverarbeitet und analy-
siert. Es wurde hierbei analog zur ersten Kampagne vorge-
gangen. Die DNA wurde jedoch durch 20-minitiges Kochen
in Chelex (Bio-Rad, 10 % w/v) in 1x TAE-Puffer extrahiert. An
den Standorten der zweiten Kampagne wurden im Sommer
2022 zudem Bergahorne gefallt und in Rundlinge zerteilt, um
diese zur Untersuchung einer Sporenbildung des Pathogens
zu inkubieren. Dies geschah einerseits analog zur ersten
Kampagne mit der Lagerung in Klimaschranken, anderer-
seits wurden Rundlinge zu einem Holzpolter mit einem Volu-
men von einem Kubikmeter aufgeschichtet und im Bestand
belassen, um eine Sporenbildung zu induzieren (Abbildung 4).
Diese Stapel wurden mindestens halbjahrlich begutachtet
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ABBILDUNG 3: Bohrkern-Probe mit Verfairbung von einem Standort bei Wiirzburg.

FIGURE 3: Exemplary core sample with discoloration from a site near Wiirzburg.

ABBILDUNG 4: Holzpolter zur Inkubation von asymptomati-

schem Rundholz am Standort, teilweise mit Verfarbung im
Kern.

FIGURE 4: Pile of wood for on-site incubation of asymptomatic
roundwood, partially with discoloration in the heartwood.

und bei Verdacht Proben unter dem Mikroskop auf eine Spo-
renentwicklung tberpriift.

Ergebnisse

Cryptostroma corticale konnte an zwo6lf von 34 (35 %) Stand-
orten als Endophyt durch eine PCR-Analyse mit erfolgreicher
Amplifikation nachgewiesen werden. Hierbei konnte bei
21 von 245 (9%) Baumen eine Infektion nachgewiesen wer-
den. Dariiber hinaus bildete C. corticale an zwdlf von
34 Rundlingen verschiedener Bestdnde (35 %), die in Klima-
schranken gelagert wurden, Sporenlager aus (Tabelle 1). Die
Anzahl der Positivhachweise war zwar bei beiden Nachweis-
methoden identisch, sie beziehen sich aber auf zum Teil
unterschiedliche Bestdnde. Bei neun von 15 Waldbestanden
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fiithrten beide Methoden zu einem positiven Nachweis (60 %),
bei jeweils drei von 15 Flachen schlug hingegen nur eine der
genannten Techniken an (40 %).

An den Brennholzstapeln in den Bestanden konnte C. cor-
ticale an vier von 15 (27%) Standorten nachgewiesen werden
(Tabelle 1). Holz aus diesen vier positiv getesteten Bestanden
fiihrte auch bei der Lagerung im Klimaschrank zur Bildung
von Sporenlagern. Bei zwei der vier Fille gelang zusatzlich
der Nachweis mit PCR mit artspezifischen Primern.

Durch Kombination dieser drei Ansatze konnte C. corticale
an 15 von 34 (44 %) der untersuchten Standorte nachgewiesen
werden. Diese waren liber ganz Bayern verteilt (Abbildung 5).

Diskussion der Ergebnisse

Mit der vorliegenden Untersuchung konnte eine asymptomati-
sche Verbreitung von C. corticale in Bayern nachgewiesen wer-
den, die weit Uiber die bisherig augenscheinliche geklumpte
Verteilung symptomatischer Bestande in der Region um Wiirz-
burg hinausgeht. Die raumlich weite endophytische Verbrei-
tung von C. corticale wurde auch bei einer Untersuchung von
drei asymptomatischen Waldbestidnden in Mittel- und Nord-
deutschland gefunden: SchldfSer et al. (2023) konnten dabei
C. corticale in allen Bestdnden nachweisen. Je Bestand wurden
in dieser Studie zehn Baume angebohrt, die Bruchstiicke der
Bohrkerne auf Agarniahrmedien aufgelegt und mittels DNA-
Sequenzierung bestimmt. Bezogen auf die Einzelbaumebene
konnte C. corticale in acht der 30 (27%) untersuchten Baume
nachgewiesen werden, wobei die Infektionsrate in den Bestan-
den zwischen zehn und 60 % schwankte.

Bei einer Untersuchung in der Ndhe von Prag in den
Jahren 2013/2014 konnte C. corticale in zwei von drei Bestdn-
den ohne bisherigen Ausbruch der Rufdrindenkrankheit
nachgewiesen werden (Kelnarova et al. 2017). Hierbei wurden
je Standort 13, 16 bzw. 19 Bdume beprobt und mittels Kultur-
technik und PCR mit artspezifischen Primern untersucht.
Gesamt waren sechs von 48 (13 %) untersuchten Baumen mit
C. corticale infiziert. Auf Bestandesebene waren hierbei vier
(31%), null bzw. zwei der Baume betroffen.
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Untersuchung mit

PCR mit
artspezifischen _
5 Primern g 8
£ e g |3 2 Bd
2 5s £ 8y 2. 2%
,_ QL % 5} a + 8 9 Qa c
8% T22zgt 85| Bs
< 2L NYS N8 S o o o
& | 20 <52 <&3 &5 | &3
Fladungen 0] n/a 0]
2 | Oberbach 10 0 0 0
3 | Coburg 5 0O n/a )
4 | Eltmann 5 ¢} n/a 0]
Gramschatz 10 1 0 1
6 | Aschaffenburg 5 0 n/a 0]
7 | Kist 10 3 1 1
8 | Auerbach 5 0 n/a 0
9 | Hersbruck 10 0 0 0
10 | Walderbach 10 0 0 0
11 | Herrenried 5 0 n/a 1
12 | Teugn 10 0 1 1
13 | Gotteszell 5 0 n/a 0
14 | Eichstatt 5 2 n/a 1
15 | Saldenburg 10 2 0 0
16 | Sandbach 10 1 0 1
17 | Essenbach 5 1 n/a 0
18 | Neukirchen 5 0] n/a 0]
19 | Dillingen 5 0 n/a 0
20 | Bad Griesbach 10 0 0] 0
21 |lchenhausen 5 1 n/a 0
22 | Eurasburg 5 0 n/a 0
23 | StraBberg 10 0} 0 0
24 | Waldkraiburg 5 2 n/a 1
25 |lIsmaning 10 0 1 1
26 | Kirchseeon 10 0 0 0
27 | Ottobeuren 10 1 0] 1
28 | Kolbermoor 5 3 n/a 1
29 | Otterfing 10 0 0 o}
30 |Kempten 5 0 n/a 0
31 | Kreuth 5 0] n/a 0]
32 |Lindau 10 2 1 1
33 |Lindau 5 2 n/a 1
34 | Sonthofen 5 0 n/a 0
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TABELLE 1: Ergebnisse der Untersuchungen auf endophytisches
Vorkommen von C. corticale auf 34 Standorten in Bayern. Die
Untersuchung wurde mit artspezifischen Primern mit PCR,
der Inkubation von Rundholz im Bestand sowie der Inkubation
von Rundholz im Klimaschrank zur Induktion der Sporenbil-
dung durchgefiihrt. Zur geographischen Einordnung wurden
die Waldbestdnde nach den nahegelegenen Ortschaften
benannt und von Nord nach Siid sortiert.

TABLE 1: Results of the screening for endophytic occurrence of
C. corticale on 34 sites in Bavaria. The investigation was
performed with PCR and species-specific primers, incubation
of logs in the stand, and in a climate chamber. For geographic
classification, the sampled stands were named according to
nearest towns and sorted from north to south.

Die in der vorliegenden Untersuchung ermittelte Gesamt-
durchseuchungsrate auf Einzelbaumebene von neun Prozent
(bis zu drei der funf untersuchten Biume eines Bestandes)
liegt unter denen anderer Untersuchungen (Kelnarova et al.
2017, SchlofRer et al. 2023). Dies konnte auf Standorteigen-
schaften oder Unterschiede in der Beprobungsstrategie zu-
riickzufiihren sein.

Ein Zusammenhang zwischen dem Ausbruch der RufSrin-
denkrankheit und verschiedenen Witterungsereignissen
wurde bereits postuliert bzw. konnte in Einzelfillen bestatigt
werden (Koukol et al. 2015, Kelnarova et al. 2017, Burgdorf et al.
2020, Ogris et al. 2021). Ahnliche Beobachtungen wurden in
der Vergangenheit bei anderen Endophyten gemacht. So
konnte nachgewiesen werden, dass Diplodia sapinea Fuckel
(Botryosphaeriales) ein erhdhtes Wachstum in durch Tro-
ckenstress geschwachten Waldkiefern (Pinus sylvestris L.) be-
sitzt (Blumenstein et al. 2021). In Bezug auf Biscogniauxia
nummularia, einen engen Verwandten von C. corticale, konnte
beobachtet werden, dass Rotbuchen (Fagus sylvatica L.) war-
merer und trockenerer Standorte haufiger infiziert waren
(Luchi et al. 2016). Dass eine Schwachung des Wirtes zu einem
Krankheitsausbruch durch Endophyten fiihrt, scheint ein weit
verbreitetes Phanomen zu sein (Mattoo und Nonzom 2022).

Diskussion der Methode

Beim Nachweis mit PCR mit artspezifischen Primern stellte
sich heraus, dass bei einigen Baumen nur ein Teil der Proben
eines Baumes positiv auf C. corticale getestet werden konnte.
Da das Verbreitungsmuster von C. corticale in seinen Wirten
noch unbekannt ist, kdnnte dies damit zusammenhangen,
dass bei dieser Methode nur sehr kleine Partien des entspre-
chenden Baumes untersucht werden und es zu einem Uber-
sehfehler (falsch-negatives Ergebnis) gekommen ist.

Im Gegensatz dazu wurde bei den anderen Nachweisme-
thoden mehr Material untersucht, was die Wahrscheinlich-
keit eines Positivhachweises erhdht. Demzufolge miisste der
Anteil positiver Befunde bei der Lagerung von Rundlingen im
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ABBILDUNG 4: Karte Bayerns mit den Positiv- und Negativhachweisen zur endophytischen Verbreitung von Cryptostroma corticale.

FIGURE 4: Map of Bavaria showing the results of the survey of an endophytic distribution of Cryptostroma corticale.

Klimaschrank hoher liegen als der Anteil bei Verwendung der
PCR-Diagnostik mit artspezifischen Primern. Dies war aller-
dings nicht der Fall. Die Beschrankung auf einen 50 cm lan-
gen Stammabschnitt eines Baumes koénnte dafiir ursachlich
sein, wahrend im anderen Fall Holzspane von finf bis zehn
Baumen untersucht wurden.

Die niedrigere Nachweisquote bei der Lagerung von
Rundholzpoltern im Bestand kénnte auf ungiinstige klimati-
sche Bedingungen zuriickzufithren sein: So lag zum Beispiel
die Temperatur im Klimaschrank konstant bei 25 °C, der fur
C. corticale optimalen Temperatur (Dickenson und Wheeler
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1981). In den Bestanden lag sie, abgesehen von den Sommer-
monaten, deutlich darunter.

Insgesamt scheint der Nachweis mittels PCR und artspe-
zifischen Primern die hochste Sensitivitat zu haben, da er
trotz der sehr geringen Probenmasse von etwa 50 mg Holz-
spdne eine zufriedenstellende Nachweisquote erbringt. Bei
einem Vergleich dieser Methode mit kulturbasierten Metho-
den konnten Kelnarova et al. (2017) fiir erstere ebenfalls eine
hohere Sensitivitat feststellen.

Die zum Teil sehr unterschiedliche Durchseuchung in
den Studien lasst die Beprobung von zehn Baumen pro Be-
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stand als Untergrenze erscheinen. Fiir den Nachweis werden
auf Basis der vorliegenden Untersuchung artspezifische Pri-
mer und PCR empfohlen. Sollten allerdings apparative oder
organisatorische Einschrankungen die Nutzung kaum prak-
tikabel erscheinen lassen, erachten wir die Inkubation von
einzelnen Rundholzern als ebenfalls verlassliche Nachweis-
methode. In diesem Fall sollten die Rundhélzer, nach Mog-
lichkeit noch im Bestand, in durchsichtigen und sporendich-
ten, aber wasserdampfpermeablen Hiillen verpackt werden.
Dies unterbindet einerseits eine Infektion der Holzer mit
umherfliegenden Sporen nach Fallung und Transport, und
schiitzt andererseits Personen, sollten sich Sporenlager
wahrend der Lagerung bilden, vor hohen Sporenbelastungen.
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Ausblick
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