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Vorwort

Zur 26. Deutschen Arbeitsbesprechung uber Fragen der Unkrautbiologie und -bekdmpfung
im Jahr 2014 in Braunschweig wurde wiederum eine hohe Zahl an wissenschaftlichen
Beitrdgen zu allen Fragen der Herbologie angemeldet. Damit wird die vom Julius Kiihn-
Institut (JKI), dem Institut flir Geookologie der Technischen Universitat Braunschweig und
dem Arbeitskreis Herbologie der Deutschen Phytomedizinischen Gesellschaft (DPG)
getragene Unkrauttagung 2014 wieder ihrer Rolle als Herbologie-Plattform gerecht. Die
Unkrauttagungen dienten und dienen der Vorstellung und Diskussion neuer
Forschungsergebnisse sowie dem Austausch von aktuellen Erkenntnissen auf dem Gebiet
der Herbologie und sind damit ein fester Bestandteil im Veranstaltungskalender fiir die an
der Herbologie interessierten Kolleginnen und Kollegen der Hochschulen, Industrie,
Beratung und &ffentlichen Verwaltung.

Daher haben die Veranstalter auch 2014 an dem Ziel festgehalten, die Manuskripte der
Vortrdge und Poster in einem Tagungsband zusammenzustellen und zu veréffentlichen.
Somit gibt der Tagungsband den aktuellen Erkenntnisstand im Bereich der Herbologie
wieder. Aktuelles Schwerpunktthema ist wiederum die Herbizidresistenz sowie die sich
daraus entwickelnde Frage nach einem effektiven Unkrautmanagement durch
Fruchtfolgegestaltung und alternative Verfahren.

Das Programmkomitee hat maligeblich an der Gestaltung des wissenschaftlichen
Programms sowie der Auswahl der Beitrdge mitgewirkt. Die Zuordnung und Strukturierung
der vielfdltigen Beitrdge ist immer eine Herausforderung. An dieser Stelle moéchten wir den
Mitgliedern des Programmkomitees fiir ihre Unterstiitzung ganz herzlich danken.

Die Manuskripte aller angenommenen Vortrdge und Poster wurden nach einer
Begutachtung redigiert, in einem Tagungsband zusammengefasst und veréffentlicht. Auch
allen Gutachtern méchten wir fiir lhre Arbeit danken.

Braunschweig, im Marz 2014 Henning Nordmeyer, Lena Ulber und Peter Zwerger
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Fachhochschule Bingen, Berlinstr. 109, D-55411 Bingen am Rhein igﬁ
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Zusammenfassung

Der zunehmende Einsatz kostengtinstiger und zeitsparender Hochdurchsatz-Sequenziertechniken (NGS, next-
generation sequencing) ermdglicht die Bearbeitung vollig neuer Fragestellungen sowohl in der Medizin als
auch in den Agrarwissenschaften. Die Verfugbarkeit von immer mehr genetischen Daten verschiedener
Spezies und der Einsatz neuer molekularbiologischer und bioinformatischer Methoden zu ihrer Verarbeitung
verschiebt damit den Blick von einzelnen Genen und Genprodukten hin zum Verstandnis von Reaktionen,
Interaktionen und ganzen biologischen Systemen.

Damit sind auch ihre Einsatzmoglichkeiten in der Unkrautforschung vielféltig. Untersuchungen des Genoms
und Transkriptoms eines Unkrauts kdnnen z.B. bei der Identifikation von Genprodukten, die als Zielorte
(target-sites) fir Herbizide geeignet sind, eingesetzt werden. Genexpressionsanalysen tragen zu einem
besseren Verstandnis von Herbizidresistenzen (sowohl Zielort- als auch Nicht-Zielortresistenzen) bei. Ferner
kann die Sequenzierung des Metagenoms Aufschlisse Uber mogliche Interaktionen mit Pflanzen-
Mikroorganismen am untersuchten Standort geben.

Stichwaorter: Biologische Datenbanken, Bioinformatik, Epigenetik, Exom, Expressionsdatenanalyse, Genom,
Hochdurchsatz-Sequenzierung, Transkriptom

Abstract

The application of time and cost efficient high-throughput sequencing technologies called NGS, next-
generation sequencing enables researchers to tackle completely new problems in medicine as well as in
agriculture. The availability of increasing genetics data from various species along with the use of new
molecular biology and bioinformatics methods for data handling shifts the focus from single genes or gene
products to the understanding of reactions, interactions and entire biological systems.

In weed research the application of these methods is straightforward. The analysis of the genome and
transcriptome of a weed can, for instance, lead to the identification of suitable gene products as target-sites for
herbicides. Gene expression analyses result in a deeper understanding of herbicide resistance (target-site as
well as non target-site resistance). In addition, sequencing the metagenome provides insights into potential
interactions with microorganisms in the habitat of interest.

Keywords: Biological databases, bioinformatics, epigenetics, exome, expression analysis, genome, next-
generation sequencing, transcriptome

Einleitung

Seit der kompletten Genom-Sequenzierung des pflanzlichen Modellorganismus Arabidopsis
thaliana im Jahr 2000 (THE ARABIDOPSIS GENOME INITIATIVE, 2000) und der ersten Nutzpflanze Oryza
sativa im Jahr 2002 (GoFF et al., 2002) gewinnt die Analyse von genetischen Informationen
zunehmend auch in der Pflanzenforschung an Bedeutung. Eine ganze Reihe neuer
molekularbiologischer und bioinformatischer Methoden hat diese Entwicklung erst moglich
gemacht.
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Unter dem Begriff ,Next Generation Sequencing” (NGS) werden insbesondere neue
Hochdurchsatz-Sequenziertechniken zusammengefasst, die es aufgrund einer Parallelisierung
bzw. Miniaturisierung der Sequenzierung ermdglichen, DNA mit einem sehr guten Zeit-Kosten-
Verhaltnis zu sequenzieren. So lagen die Kosten zur Sequenzierung von 1.000.000 Basenpaaren (1
Mbp) im April 2013 bei 0,06$ im Vergleich zu tGber 5.000$ im September 2001 (WETTERSTRAND,
2013). Hierbei wird unterschieden zwischen Sequenziergerdten, die eine Amplifizierung (d.h.
Vervielféltigung, tUblicherweise mit PCR (Polymerase Chain Reaction)) der zu sequenzierenden
DNA voraussetzen (Amplified Single Molecule Sequencing, Second oder Next Generation
Sequencing) und solchen, die einzelne DNA-Strdnge ohne vorherige Amplifizierung sequenzieren
(Single Molecule Sequencing, Third oder Next Next Generation Sequencing). Eine Ubersicht iber
die aktuellen Technologien findet sich in Tabelle 1. Mit diesen Sequenziergeraten kénnen in sehr
kurzer Zeit (wenige Stunden) sehr groBe Mengen (mehrere Terabyte) an DNA- (Genom) bzw.
mRNA-Daten (Transkriptom) fiir weitere Analysen in digitaler Form in den Computer gebracht
werden. Diese Rohdaten werden dann dort mit Methoden der Bioinformatik weiter verarbeitet.

Tab. 1 Hochdurchsatz-Sequenziertechniken; NGS: Next Generation Sequencing, Second Generation
Sequencing, Amplified Single Molecule Sequencing; NNGS: Next Next Generation Sequencing, Third
Generation Sequencing, Single Molecule Sequencing.

Tab. 1 High-throughput sequencing technologies.

Hersteller Webseite Gene- Gerit(e) Readlinge Reads
ration (in bp) pro Lauf

454 Sequencing, http://www.454.com/ NGS GS Junior 400 100.000

Roche GS FLX+ 600-1.000 1 Mio.

lllumina® http://www.illumina.com/ NGS HiSeq 36-150 3 Mrd.
2500 35-150 320 Mio.
GAlIx

Applied http://www.lifetechnologies.com/ NGS 5500x! 75 3 Mio.

Biosystems®, SOLiD

Life Technologies

lon Torrent™, http://www.lifetechnologies.com/ NGS lon PGM™  35-400 2-3 Mio.

Life Technologies lon 200 60-80
Proton™ Mio.

Pacific Biosciences®  http://www.pacificbiosciences.com/ NNGS RS Max. 70.000

>20.000
Oxford Nanopore https://www.nanoporetech.com/ NNGS  GridION™  48.0007 2.000?
Technologies Geréte noch nicht auf dem Markt MinlON™

Da die meisten NGS-Sequenziergerate nur sehr kurze Sequenzfragmente (Reads) produzieren und
diese fehlerbehaftet sein konnen, ist die erste Herausforderung das Zusammenfligen dieser
Fragmente zu gréBeren Sequenzabschnitten. Jede Position der zu rekonstruierenden Sequenz
wird dabei idealerweise von mehreren Reads abgedeckt (Coverage), sodass die Reads allein
aufgrund ihrer Ahnlichkeiten, d.h. ihres Uberlapps (Overlap), untereinander zu einem gréReren
Sequenzabschnitt (Contig, Contiguous sequence) zusammengefligt werden kdnnen. Bei diesem
+Assembly” genannten Prozess kann grob zwischen zwei Problemstellungen unterschieden
werden: Beim Mapping werden die Reads in Ubereinstimmung mit einem vorgegebenen
bekannten ,Template” gebracht. Dies kann ein bereits sequenziertes Genom, Transkriptom oder
Exom derselben oder einer mdglichst nah verwandten Spezies sein. Bei der de-novo-
Assemblierung ist dagegen nichts lber die Zielsequenz bekannt. Fiir einen aktuellen Uberblick
Uber Assemblierungsmethoden siehe NAGARAJAN und Pop (2013).
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Erst nach der Assemblierung kann die eigentliche Analyse der Sequenzen am Computer erfolgen.
Tabelle2 listet die wichtigsten Datensammlungen mit Ergebnissen aus offentlichen

Pflanzengenomprojekten auf.

Tab. 2 Pflanzengenetische Datensammlungen.

Tab. 2 Plant genetics databases.

Name

Webseite

Literatur

The Arabidopsis Information Resource

(TAIR)

http://www.arabidopsis.org/

(LAMESCH et al., 2012)

Ensembl plants

http://plants.ensembl.org/

(FLICEK et al., 2013)

MIPS Plants DB

http://mips.helmholtz-
muenchen.de/plant/genomes.jsp

(NUSSBAUMER et al., 2013)

Gramene http://www.gramene.org/ (YOUENS-CLARK et al., 2011)

Phytozome http://phytozome.net/ (GOODSTEIN et al., 2012)

Brachypodium distachyon http://www.brachypodium.org/ (THE INTERNATIONAL
BRACHYPODIUM INITIATIVE,
2010)

PlantGDB http://www.plantgdb.org/ (Duvick et al., 2008)

PlantCYC / Plant Metabolic Network

http://www.plantcyc.org/

(ZHANG et al., 2010)

(PMN)

1001 Genomes - A Catalog of Arabidopsis (Caoetal., 2011)

thaliana Genetic Variation

http://www.1001genomes.org/

Anwendungsgebiete

Im Folgenden sollen die einzelnen Methoden zur Analyse von Genom, Metagenom, Exom,
Transkriptom, Metabolom und Epigenom naher betrachtet werden.

Genom

Das Genom umfasst die Gesamtheit der genetischen, vererbbaren Information eines Organismus.
Die Sequenzierung des gesamten Genoms ermdglicht die Untersuchung von Variationen (Single
Nucleotide Polymorphisms (SNP) und Structural Variants) innerhalb einer Spezies (GaN et al., 2011;
EDWARDS et al., 2013) und Unterschieden zwischen verschiedenen Spezies. Problematisch bei der
Rekonstruktion der kompletten Genomsequenz sind die durch die Sequenziertechnik bedingten
sehr kurzen Reads und das Auftreten repetitiver Sequenzen, die bei der Assemblierung nicht
eindeutig zugeordnet werden kénnen.

Neben einer Reihe von inzwischen komplett sequenzierten Nutzpflanzen wie Oryza sativa (GOFF et
al., 2002), Hordeum vulgare (THE INTERNATIONAL BARLEY GENOME SEQUENCING CONSORTIUM et al., 2012), Zea
mays (WEl et al., 2009), Triticum aestivum (BRENCHLEY et al., 2012) und Glycine max (SCHMUTZ et al.,
2010) gilt Brachypodium distachyon (THE INTERNATIONAL BRACHYPODIUM INITIATIVE, 2010) aufgrund
seines kleinen Genoms inzwischen als geeigneter Modellorganismus fiir Graser.

Da bisher nur wenige Pflanzengenome komplett sequenziert sind, werden hierfiir in erster Linie
de-novo-Assemblierungstools verwendet (ScHATZ et al., 2012).

Metagenom

Das Metagenom bildet die Gesamtheit der genomischen Information der Mikroorganismen einer
bestimmten Lebensgemeinschaft (Biozonose) oder eines Biotops. Da die Herkunftsspezies der
genomischen Sequenzen hierbei nicht bekannt sind, missen durch den Vergleich mit bereits
bekannten Sequenzen zundchst die in der Probe (meist Umweltprobe aus Wasser oder Boden)
enthaltenen Spezies bestimmt werden. Danach kann dann ihr Einfluss auf und ihre Interaktion mit
z. B. Nutzpflanzen genauer untersucht werden.
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Geeignete Programme hierfiir sind MEGAN (HusoN et al., 2007), mothur (ScHLoss et al., 2009) und
CLOTU (KumAretal., 2011).

Exom

Das Exom besteht aus den potenziell fiir Proteine kodierenden Abschnitten (Exons) der Gene eines
Genoms. Um das Exom sequenzieren zu kdnnen, missen zunachst die Exons aus dem Genom
selektiert werden (sequence capture). Dies setzt voraus, dass eine Referenz-Genomsequenz der zu
untersuchenden Spezies bereits bekannt ist. Da das Exom bei héheren Organismen nur einen
kleinen Teil des Genoms ausmacht, ist es sehr viel kostengiinstiger, das Exom anstelle weiterer
Genome dieser Spezies zu sequenzieren, um Variationen in den kodierenden Bereichen zu
untersuchen (MAsCHER et al., 2013).

Transkriptom

Das Transkriptom reprdsentiert die Gesamtheit der zu einem bestimmten Zeitpunkt unter
bestimmten Bedingungen in einem Gewebe exprimierten Gene (d.h. die von der DNA in mRNA
transkribierten Gene). Unter Genexpression versteht man dabei die Auspragung des Genotyps
zum Phdnotyp eines Organismus oder eines Gewebes. Da die mRNA nicht direkt sequenziert
werden kann, muss sie zundchst in cDNA (complementary DNA) mit Hilfe des Enzyms Reverse
Transkriptase umgeschrieben werden und die cDNA kann dann anschlieend sequenziert werden.
Diese Technik wird als RNA-Seq bezeichnet (WANG et al., 2009). Das Transkriptom liefert zusammen
mit dem Genom und dem Exom Informationen dariiber, welche Exons durch alternatives Spleil3en
(alternative splicing) eines Gens zu einem bestimmten Zeitpunkt in welche mRNA transkribiert
werden (UsSADEL und FErNIE, 2013). Neben den auf Homologiesuche basierenden weit verbreiteten
Tools BLAST, PSI-BLAST (ALTscHUL et al., 1997), BLAT (KeNT, 2002) und InterProScan (QUEVILLON et al.,
2005) werden zur Annotation der sequenzierten Transkripte zunehmend auch Ontologien mit
einem standardisierten Wortschatz verwendet (LOHSE et al., 2012).

Fir einen Uberblick tiber die Transkriptomanalyse siehe GONGORA-CASTILLO und BUELL (2013),
geeignete Programme fiir die Assemblierung eines Transkriptoms sind Trinity (GRABHERR et al.,
2011) und Oases (ScHuLz et al., 2012).

Neben der qualitativen Information Gber die in einer Probe enthaltenen Transkripte hinaus lassen
sich mit RNA-Seq auch quantitative Daten gewinnen, d.h. Genexpressionsdaten, fiir die bisher
Microarray-Experimente durchgefiihrt wurden. Auch wenn inzwischen ein groes Repertoir an
statistischen Methoden zur Auswertung von Microarray-Experimenten existiert, haben sie den
Nachteil, dass nur bekannte Transkripte nachgewiesen und verschiedene Experimente nur sehr
aufwandig miteinander verglichen werden koénnen (WANG et al, 2009). Durch die
Weiterentwicklung geeigneter Tools zur Auswertung von RNA-Seqg-Experimenten werden
Microarray-Experimente daher in diesem Bereich zunehmend verdrangt.

Zum exakten qualitativen und quantitativen Nachweis genetischen Materials bzw. der Expression
einzelner Gene ist die Quantitative Real-Time-PCR (qRT-PCR oder qPCR) geeignet. Hierbei werden
wahrend der Durchfiihrung der PCR Fluoreszenzsignale der amplifizierten Sequenzen gemessen.
Voraussetzung fiir einen quantitativen Nachweis ist das Vorhandensein eines Referenzgens,
dessen Expression gleichzeitig gemessen wird und zur Normalisierung der Expression des Zielgens
dient. Als Referenzgen wird liblicherweise ein ,housekeeping gene” verwendet, dessen Expression
unabhédngig von duleren Einflissen in allen Zellen und Geweben konstant sein sollte. Da auch
hier die Expression tber das Vorhandensein von mRNA gemessen wird, fiir die Durchfiihrung der
PCR jedoch DNA benétigt wird, muss die mRNA zundchst mit Hilfe des Enzyms Reverse
Transkriptase in cDNA umgeschrieben werden. Das gesamte Verfahren wird dann als RT-PCR
(reverse transcription PCR) bezeichnet (HoLzAPFEL und WICKERT, 2007; DuHOUX und DELYE, 2013).

Metabolom

Die Metabolomik umfasst alle charakteristischen Stoffwechsel-Eigenschaften einer Zelle, eines
Gewebes oder eines Organismus und geht damit liber die Analyse von Genom, Transkriptom und
Proteom hinaus hin zum Verstandnis des Gesamtsystems (Systembiologie) einschlieBlich der
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beteiligten Metaboliten (MACEL et al., 2010). Da bisher weder Hochdurchsatz-Technologien zur
Charakterisierung und Quantifizierung von Metaboliten noch Referenzdatenbanken existieren, ist
die Metabolomik das bisher am wenigsten fortgeschrittene ,omik’-Fachgebiet (HEGEMAN, 2010;
DELYE, 2013). Zuklinftige Entwicklungen werden dann auch eine gemeinsame Betrachtung von
Metagenom- und Metabolomdaten (environmental metabolomics) mdglich machen (BRUNETTI et
al., 2013).

Zur Analyse von Verdnderungen im Stoffwechsel von Pflanzen unter unterschiedlichen
Bedingungen konnen jedoch bereits Expressions- und Transkriptomdaten z.B. mit dem Tool
MAPMAN auf bekannte Stoffwechselwege projiziert werden (THIMM et al., 2004; USADEL et al., 2009).

Epigenom

Unter Epigenetik werden alle genetischen Faktoren zusammengefasst, die auf Veranderungen an
den Chromosomen (z.B. DNA-Methylierung, Histon-Modifikation) beruhen, ohne dass eine
Veranderung der DNA-Sequenz zugrunde liegt. Einzelne Abschnitte oder ganze Chromosomen
konnen so in ihrer Aktivitdit beeinflusst werden. Diese Veranderungen konnen durch
Umwelteinfliisse (z.B. groBe Trockenheit) verursacht sein und an die Folgegeneration vererbt
werden (KINOSHITA und JACOBSEN, 2012). Neueste Entwicklungen (Bisulfit-Sequenzierung, BS-Seq)
ermdglichen erste Einblicke in das Methylierungsmuster kompletter Genome (DINH et al., 2012).

Ausblick

Die Entwicklung neuer Sequenziertechniken ermdglicht die Bearbeitung vollig neuer
Fragestellungen sowohl in der der Medizin als auch den Agrarwissenschaften. Dadurch sind
jedoch auch die Anforderungen an leistungsfahige Soft- und Hardware stark gestiegen und die
Menge an Daten ist der aktuellen Entwicklung von Methoden (ScHLIEskY et al., 2012) und
gebrauchsfahiger Software weit voraus. Damit ist momentan nicht mehr die Erzeugung der Daten
der einschrankende Faktor sondern ihre anschlieBende Speicherung, Verarbeitung, Analyse und
Interpretation am Computer. Um die Vvielfdltigen Mdoglichkeiten der verfiigbaren
computergestiitzten Methoden optimal nutzen zu koénnen, ist auf der einen Seite eine
Entwicklung zu benutzerfreundlicherer Software (Gorr et al, 2011; SmiTH, 2013) und auf der
anderen Seite die Bereitschaft von Medizinern, Biologen und Agrarwissenschaftlern nétig, diese
Methoden als weitere Werkzeuge in ihren Arbeitsalltag zu integrieren (SERVICE, 2013).
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Zusammenfassung

Okonomische sowie agrar- und gesellschaftspolitische Verinderungen haben Auswirkungen auf das
Anbaumanagement und somit auch auf die Fruchtfolgegestaltung und damit verbunden auf die Unkrautflora.
Gleichfalls fiihren weitere Veranderungen im Anbau wie reduzierte Bodenbearbeitungsverfahren, frihere
Aussaattermine etc. zu einer Zunahme des Unkrautaufkommens bzw. zu erh6htem Herbizideinsatz und tragen
gegebenenfalls zu Herbizidresistenzen bei. Die positiven Effekte von Fruchtfolgen, aber auch von alternativen
Managementverfahren wie Sortenwahl, Zwischenfruchtanbau, Mischfruchtanbau, Griinguthécksel sowie der
Beitrag von Préadatoren als auch Verfahren der direkten nichtchemischen Unkrautregulierung werden
vorgestellt und sowohl fiir den konventionellem Anbau als auch fiir den Okologischen Landbau diskutiert.
Sollen alternative Managementverfahren verstarkt in der Praxis eingesetzt werden, missen vor allem
Zielkonflikte abgebaut werden bzw. Anreize geschaffen werden.

Stichwaorter: Fruchtfolge, direkte Verfahren, Management, mechanische Kontrolle, Unkraut, vorbeugende
MafBnahmen

Abstract

Economic as well as agricultural and socio-political changes have an impact on crop management and thus
also on crop rotation design and the related effects on the weed flora. Likewise other changes in cultivation
such as reduced tillage practices, earlier sowing date, etc. cause an increase in weed infestation resp. an
increased use of herbicides and if so contribute to herbicide resistance. The positive effects of crop rotation,
but also of alternative management practices such as choice of varieties, catch crops, mixed cropping, green
chop, and the share of predators, as well as methods of direct non-chemical weed control are presented and
discussed for both, conventional and organic farming. If alternative management methods should be more
practiced, especially trade-offs need to be broken, or incentives be offered.

Keywords: Crop rotation, direct control, management, mechanical control, preventive measures, weed

Einleitung

Fruchtfolgen (ibernehmen eine Vielzahl von Funktionen, wozu u.a. die notwendige
Unterbrechung von Infektionszyklen, eine bessere Nahrstoffausnutzung, die Erhaltung der
Bodenfruchtbarkeit durch einen Wechsel von humuszehrenden und humusmehrenden
Fruchtarten zdhlen. Ebenso leisten Fruchtfolgen einen erheblichen Beitrag als vorbeugende
MaBnahme zur Unkrautregulierung und zur Erhaltung der Biodiversitdt in unseren Agrar-
Okosystemen (LIEBMAN und Dyck, 1993; ALTIERI, 1999; BLACKSHAW et al., 2007). Andererseits wird die
Entscheidung eines Betriebsleiters hinsichtlich der Fruchtfolgegestaltung oder Friichtefolge
gepragt durch verdanderte agrar- und gesellschaftspolitisch initiierte Rahmenbedingungen (z. B.
Bioenergie, Maisanbau) und verdanderte Markt- und Nachfragesituationen. Dies kann sich massiv
auf die Anbaukonzentration einzelner Kulturen auswirken. Ebenso kann die Einflihrung neuer
Entwicklungen im Anbaumanagement wie zum Beispiel die Verfahren der reduzierten
Bodenbearbeitung, die aus 6kologischen (z.B. Erosionsschutz), aber auch aus 6konomischen
Griinden (z. B. Treibstoff- und Arbeitseinsparung) durchaus positiv zu bewerten sind, deutliche
Anderungen im Management der Unkrautregulierung bewirken. Gleichzeitig werden von
Gesellschaft und Politik zunehmend eine Reduzierung des Pflanzenschutzmitteleinsatzes oder
sogar, wie im Bereich des Okologischen Landbaus, der vollstindige Verzicht auf den Einsatz von
chemisch-synthetischen Pflanzenschutzmitteln gefordert. Diese Forderungen finden ihren
Niederschlag in entsprechenden Richtlinien wie dem Aktionsrahmen der Europdischen
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Gemeinschaft fiir die nachhaltige Verwendung von Pestiziden (2009/128/EG) oder in nationalen
Programmen wie dem NAP (BMELv, 2013). Somit setzt sich eine Anbauentscheidung aus einer
Abwdgung vieler, sehr unterschiedlicher Faktoren zusammen: acker- und pflanzenbauliche
Anforderungen, betriebswirtschaftliche und 6konomische Belange, arbeitswirtschaftliche Griinde,
gesetzliche Vorgaben etc.. Andererseits verlangen zunehmende Herbizidresistenzen oder auch die
Entscheidung durch eine Verdnderung der Anbauform (z. B. Okologischer Landbau) eine stirkere
Beachtung der Fruchtfolgegestaltung als auch weiterer alternativer ManagementmafBnahmen, die
einen Beitrag zur Unkrautregulierung leisten kénnen. Dies koénnen sowohl ergdnzende
MaBnahmen zur Optimierung von Fruchtfolgen sein wie z. B. der Zwischenfruchtanbau oder aber
MaBnahmen zur Verbesserung der Bestandsentwicklung als auch alternative Verfahren zur
direkten Unkrautregulierung mittels mechanischer oder thermischer Verfahren.

Ausgangssituation

Genaue Angaben zu Verdnderungen hinsichtlich der Fruchtfolgegestaltung stehen nicht zur
Verfigung. Insofern kdnnen nur aus statistischen Angaben zum Flachenumfang einzelner
Kulturen oder Fruchtartengruppen entsprechende Ableitungen getroffen werden. Tabelle 1 zeigt
neben einer deutlichen Abnahme von Uber 300Tsd. ha fiir das Dauergriinland im Bereich des
Ackerbaus vor allem Veranderungen fiir den Anbauumfang von Silomais. Dieser hat in den letzten
10 Jahren um 75% zugenommen und nimmt somit einen Flachenanteil von 17,4 % ein. Der
Getreideanbau hat dagegen leicht abgenommen, betragt aber immer noch 55 % der Ackerflache.
Winterraps und Wintergetreide sind aufgrund ihrer hohen Ertragsleistungen die vorherrschenden
Kulturen. Bei den weniger flachenstarken Kulturen waren vor allem die Hulsenfriichte von einem
deutlichen Anbauriickgang in Hohe von fast 62 % betroffen (Tab. 1). Die Flaichenzunahme im
Maisanbau hat ohne Zweifel Auswirkungen auf die Fruchtfolgegestaltung bzw. Friichtefolge in
den landwirtschaftlichen Betrieben. STEINMANN und DoBers (2013) konnten anhand einer
Auswertung von INVEKOS-Datensétzen der Jahre 2005 bis 2010 fir das Bundesland Niedersachsen
zeigen, dass auf 7,1 % der Ackerflache Mais in jedem der in die Untersuchung einbezogenen Jahre
auf derselben Flache angebaut wurde, auf 9,1 % der Flache stand Mais 3-mal, auf 10,4 % der Flache
Mais 4-5-mal. Mais war somit auf 46,9 % der Maisflache direkte Vorfrucht. Der Anteil an Weizen, der
4-5-mal innerhalb der 6 Jahre auf derselben Flache angebaut wurde, lag bei 14,8% der
Ackerflache (STEINMANN und DOBERS, 2013). Deutlich wird, dass sich der Anbau im konventionellen
Landbau immer starker, auch unter Einbeziehung regionaler Standortbedingungen, auf nur
wenige Kulturarten beschrankt, Fruchtfolgen damit immer enger oder vollkommen aufgegeben
und durch Monokulturen abgelst werden. Insbesondere bei Monokulturen besteht das Risiko
einer zunehmenden Verunkrautung bzw. eines erhohten Einsatzes von Herbiziden. Ebenso
ermoglichen sie das Auftreten neuer, oftmals schwer zu bekdmpfenden Unkrdutern, wie
KLINGENHAGEN et al. (2012) anhand des Auftretens von Solanum carolinense L. in Kdrnermais gezeigt
haben.

Demgegentiber fordert die Gesetzgebung zunehmend, dass mehrere Kulturen angebaut werden
und der Fruchtfolgegestaltung wieder gréere Bedeutung beigemessen wird. So sieht der
Aktionsrahmen der Europédischen Gemeinschaft fir die nachhaltige Verwendung von Pestiziden
(2009) vor, dass Fruchtfolgen ein wesentliches Element sein sollen und damit neben anderen
Managementelementen eine Schlisselfunktion des integrierten Pflanzenbaus darstellen. Im
Pflanzenschutzgesetz sind ebenfalls ausdriicklich vorbeugende MaBnahmen zur Reduzierung des
Pflanzenschutzmitteleinsatzes benannt.

Im Rahmen des EU-Aktionsrahmens muss somit auch das Konzept des Integrierten Weed
Managements (IWM) neu liberdacht werden. Sollen alternative Managementmethoden verstarkt
auch im konventionellen Anbau zum Einsatz kommen, missen Zielkonflikte aufgel6st oder klarere
Rahmenrichtlinien vorgegeben werden, die es ermdglichen, dass diese Verfahren auch von den
Landwirten in ihrer Anbauplanung bzw. Betriebsausstattung integriert werden. Bestrebungen wie
z.B. von GUMMERT et al. (2012) vor dem Hintergrund der EU-Richtlinie fiir die nachhaltige
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Verwendung von Pestiziden flir den integrierten Pflanzenschutz im Zuckerriibenanbau
vorgenommen, schaffen hier eine erste Grundlage, bieten jedoch nach wie vor nur wenige
Méoglichkeiten des Einsatzes alternativer Managementverfahren. So wird die Bekdampfung von
Unkrdutern Uber die gesamte Fruchtfolge und je nach Bodenbearbeitungsverfahren durch eine
intensive Stoppelbearbeitung sowie die Grundbodenbearbeitung und die Saatbettbereitung
empfohlen. Bei den MaBnahmen zur direkten Regulierung von Unkrdutern wird jedoch deutlich,
dass als Hinderungsgriinde fir den Einsatz alternativer Methoden wie eine Kombination von
Bandspritzung und mechanischer Unkrautregulierung z. B. die fehlende maschinelle Ausstattung
der Betriebe und die héheren Arbeitserledigungskosten angefiihrt werden. Damit wird deutlich,
dass der Zielkonflikt zwischen 6konomischen und 6kologischen Belangen weiterhin bestehen
bleibt.

Tab. 1 Flaichenumfang von Dauergriinland und Acker sowie der Anbauumfang bzw. deren Anteile
an der Ackerflache in den Jahren 2003 und 2012 (BMELV, 2005 und 2012).

Tab. 1 Acreage of permanent grassland and cropland as well as the acreage resp. percentage of the
cropland in the years 2003 and 2012 (BMELV, 2005 und 2012).

Kultur 2003 2012
Flache in | Anteilin % Flache in | Anteil in %
1.000 ha 1.000 ha
Dauergriinland 4.968 4.654
Ackerland 11.827 100,0 11.850 100,0
Getreide 6.839 57,8 6.516 55,0
Mais 1.616 13,7 2.566 21,7
Silomais 1.173 9,9 2.056 17,4
Kérnermais incl. CCM 443 37 510 43
Raps 1.266 10,7 1.301 11,0
Zuckerriiben 446 38 404 34
Kartoffeln 287 24 238 2,0
Hilsenfriichte 207 1,8 79 0,7

Interessenkonflikte, den Einsatz von Herbiziden zu reduzieren, ergeben sich jedoch auch aus
anderen, ebenfalls geforderten Verdnderungen in der Bewirtschaftung. Dies lasst sich z. B. an der
Forderung nach einem verstarkten Einsatz reduzierter Bodenbearbeitungsverfahren
nachvollziehen, die in der Regel mit einer Zunahme der Verunkrautung bzw. einer Erh6hung der
HerbizidmaBnahmen einhergeht. FrReier et al. (2012) konnten im Rahmen des Netzes
Vergleichsbetriebe Pflanzenschutz fur die Auswertung der Jahre 2007 bis 2011 zeigen, dass der
Behandlungsindex fiir Herbizide bei pflugloser Bearbeitung aufgrund der zusétzlichen Anwen-
dung glyphosathaltiger Herbizide gegeniiber der Pflugbearbeitung erhoht ist. So stieg der
Behandlungsindex im Durchschnitt aller Vorfruchtgruppen bei Winterweizen gegeniber Pflug
(BI=1,7) um 0,2, bei Wintergerste (Pflug: Bl =1,3) um 0,4 und bei Winterraps (Pflug: Bl = 1,4) um
0,6. In Deutschland wurden im Wirtschaftsjahr 2009/10 38 % der Ackerfldiche mit reduzierten
Bodenbearbeitungsverfahren bestellt (STATISTISCHES BUNDESAMT, 2013), sodass diese Verdnderungen
auch beziglich der erhohten Herbizidbehandlungen nicht zu vernachldssigen sind. Gleichfalls
konnen sich Problemunkrauter, wie z. B. eine Verungrasung mit Ackerfuchsschwanz (4lopecurus
myosuroides), starker ausbreiten. Dies wiederum fiihrt in Verbindung mit vereinfachten Frucht-
folgen sowie hohen Getreideanteilen bzw. hohen Anteilen an Winterungen als auch vor-
gezogenen Aussaatterminen zu deutlich héheren Herbizidaufwendungen bzw. zu Resistenzen
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gegenliber Herbiziden, sodass keine ausreichende Bekampfung der Unkrauter bzw. —-graser mehr
erfolgen kann (LANDSCHREIBER et al., 2012).

Im Okologischen Landbau stellt sich die Situation etwas anders dar, da auf den Einsatz von
Herbiziden generell verzichtet wird. Somit Ubernimmt die Fruchtfolge eine wesentliche
Schlisselposition als vorbeugende MaBnahme zur Unkrautregulierung. Dennoch ist in den letzten
Jahrzehnten auch im Okologischen Landbau eine Entwicklung zur Intensivierung zu verzeichnen,
die auch mit einer Vereinfachung von Fruchtfolgen einhergehen kann. Ebenso wirtschaftet ein
zunehmender Anteil an Oko-Betrieben viehlos oder nur mit einem geringen Viehbesatz, sodass
der Anteil an Futterleguminosen wie Klee- oder Luzernegras in der Fruchtfolge reduziert oder die
Nutzungsdauer von einer zwei- oder mehrjahrigen auf eine einjdhrige Nutzung umgestellt wird.
Dies hat in Abhangigkeit des Standortes oftmals direkten Einfluss auf die Entwicklung von Wurzel-
unkrautern wie Quecke auf leichten, oder Ackerkratzdistel oder Ampfer auf mittleren und
schweren Standorten. Ebenfalls stellt sich im Okologischen Landbau zunehmend die Frage nach
der Einflihrung von Verfahren der reduzierten Bodenbearbeitung. Diese konnen jedoch zu einer
Erhéhung des Unkrautaufkommens fiihren.

Somit besteht in beiden Anbausystemen die Notwendigkeit zur Diskussion Uber die
Fruchtfolgegestaltung als auch Uber den Einsatz bzw. die Weiterentwicklung alternativer
Managementsysteme zur Unkrautregulierung.

Fruchtfolge

Die von Fruchtfolgen ausgehenden Effekte kénnen an sich nie fiir sich allein betrachtet werden, da
sie neben den standortlichen Gegebenheiten und dem betrieblichen Produktionsschwerpunkt in
besonderem Mafe von ackerbaulichen MaBnahmen wie Bodenbearbeitung und Diingung, aber
auch von der Bewirtschaftungsform (6kologisch, konventionell) abhdngig sind. Eine Bewertung
von Fruchtfolgen sollte daher andere Bewirtschaftungsfaktoren einbeziehen. Der klassische
Ansatz ist die Anlage von Dauerfeldversuchen mit unterschiedlichen Fruchtfolgen, die weitere
Faktoren wie z. B. Bodenbearbeitung beinhalten konnen. Fruchtfolgeversuche bieten die
Méglichkeit spezifische Fragestellungen, wie z. B. die Entwicklung der Unkrautflora, unter definier-
ten Bedingungen zu untersuchen. Sie missen jedoch, um entsprechend abgesicherte Ergebnisse
erarbeiten zu kénnen, langfristig, d. h. tiber mehrere Fruchtfolgeperioden durchgefiihrt werden.
Dies stellt die groBte Herausforderung fiir die Aufrechterhaltung solcher Versuche dar, da
Projekttrager in der Regel nur noch zwei- bis dreijéhrige Forschungsvorhaben férdern und die
Grundausstattung vieler Institutionen eine Aufrechterhaltung von Dauerfeldversuchen kaum noch
gestatten.

Daher stehen nur wenige neuere und aktuellere Untersuchungen zur Verfligung. Grundsatzliche
Zusammenhdnge und Erkenntnisse aus friiheren Untersuchungen sind jedoch weiterhin giiltig.
LiEBMAN und Dyck (1993) fiihrten eine umfangreiche Literaturauswertung zu Auswirkungen von
Fruchtfolgen im Vergleich zum Anbau von Monokulturen durch. lhre Auswertungen zeigten, dass
in den Testkulturen der Fruchtfolge in 21 Féllen eine geringere Verunkrautung, in einem Fall eine
hohere und in funf Fallen eine vergleichbare Verunkrautung im Vergleich zur Monokultur auftrat.
Ein vergleichbares Ergebnis konnte auch fiir die Unkrautsamendichte festgestellt werden, d. h.in 9
Fallen war sie in der Fruchtfolge geringer und in drei Fallen vergleichbar zu den Monokulturen.
Auch hinsichtlich des Ertragsniveaus wiesen die Testkulturen in den Fruchtfolgen in 11 Fallen
hohere Ertrdge auf als in den Monokulturen, in drei Féllen waren sie auf vergleichbarem Niveau.
Damit wird deutlich, dass Fruchtfolgen im Vergleich zum Anbau von Monokulturen deutlich
positive Effekte auf das Unkrautvorkommen aufweisen. Die Griinde der positiven Effekte von
Fruchtfolgen auf die Unkrautunterdriickung sind vielfaltig und konnen u. a. auf unterschiedliche
Anspriiche der Kulturpflanzen hinsichtlich der Ressourcen wie Nahrstoffe, Wasser usw.,
allelopathische Wirkungen, abwechselnde Bodenbearbeitungs- und Saatzeiten oder mechanische
Zerstérung im Falle von Feldfutterbau oder Beweidung zuriickgefiihrt werden (LIEBMAN und Dyck,
1993).
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Neuere Ergebnisse fiir den konventionellen Anbau liefern die Auswertungen von ScHwARz und
MoLL (2010) fir zwei unterschiedliche Betriebssysteme, wobei ein Marktfruchtbetrieb mit einer
Fruchtfolge mit 67 % Getreideanteil mit einem Futterbaubetrieb mit integriertem Feldfutterbau
und einem Getreideanteil von 50 % (iber einen 12-jdhrigen Zeitraum (zwei Fruchtfolgeperioden)
verglichen wurde. Zudem wurden die Herbizide in zwei unterschiedlichen Aufwandmengen
ausgebracht als auch unbehandelte Kontrollparzellen belassen. Die Ergebnisse zeigen, dass die
Futterbaufruchtfolge schwéacher verunkrautet war als die Marktfruchtfolge. Dies konnte sowohl fiir
die dikotylen Unkrduter als auch fiir Apera spica-venti nachgewiesen werden. Hierfur
verantwortlich ist einerseits der geringere Getreideanteil in der Futterbaufruchtfolge als auch der
Anbau von Luzerne-Kleegras, bei dem durch die Schnittnutzung die Unkrduter in ihrer
Entwicklung immer wieder unterbrochen und infolge der Eintrag von Unkrautsamen reduziert
wurde. Nach Umstellung des Versuches in 2007 auf eine einheitliche energiepflanzenbetonte
Fruchtfolge war die Verunkrautung auf den ehemaligen Flachen der Marktfruchtfolge nach wie
vor héher als auf denen der Futterbaufruchtfolge (ScHwARz et al., 2012).

Im Bereich des Okologischen Landbaus besteht seit 1998 ein zweifaktorieller Dauerfeldversuch auf
dem Gladbacher Hof der Universitat GieBen, in dem drei verschiedene Fruchtfolgen bzw.
Betriebssysteme und verschiedene Bodenbearbeitungsverfahren verglichen werden (ScHmIDT und
LEITHOLD, 2005; ScHuLz, 2012). Dies sind ein Gemischtbetrieb mit Viehhaltung und zweijdhrigem
Luzerne-Kleegrasanbau sowie zwei viehlos wirtschaftende Betriebssysteme, eines mit 1-jahriger
Griinbrache sowie das andere mit einer reinen Marktfruchtfolge, in der die Griinbrache durch eine
Kornerleguminose (Vicia faba) ersetzt wurde. Die Bodenbearbeitungssysteme weisen eine
abnehmende Eingriffsintensitdt auf, d.h. vom Pflug lber Zweischichtenpflug bis hin zu dem
nichtwendenden Bodenbearbeitungsverfahren mit Schichtengrubber und Rotoregge. In der
ersten Fruchtfolgeperiode wurde der Besatz mit Unkrautern sowohl durch die Fruchtfolge als auch
durch die Bearbeitungsintensitat stark beeinflusst (ScHMIDT und LETHOLD, 2005), d.h. in der
Fruchtfolge ohne feinsamigen Leguminosen war der Unkrautdruck deutlich hoher. Der
Unkrautdeckungsgrad war in allen nicht mit dem Pflug krumentief bearbeiteten Varianten hoher,
was sich am deutlichsten in der Schichtengrubbervariante zeigte. Hier wurde auch der deutlich
hochste Besatz mit Cirsium arvense festgestellt. In der zweiten Fruchtfolgerotation zeigten sich
jedoch kaum noch Unterschiede zwischen den drei Fruchtfolgen. Lediglich die oberirdische
Biomasse von C. arvense zeigte in einigen Jahren ein etwas hoheres, aber statistisch nicht
sicherbares Niveau in der reinen Marktfruchtfolge. Dies konnten Untersuchungen am Thiinen-
Institut fiir Okologischen Landbau in Trenthorst nicht bestéitigen (BoHM et al., 2014). Hier zeigte
sich ein deutlich hoherer und zunehmender Besatz mit C. arvense in einer Marktfruchtfolge mit
einjahriger Brache bzw. Rotkleevermehrung gegeniiber einer Wiederkduer-Fruchtfolge mit 2-
jahrigem Kleegrasanbau. Entgegengesetzt verhielt sich das Auftreten von Galium aparine.

Neben klassischen Fruchtfolgeversuchen kdnnen Aussagen zur Unkrautflora und dessen
Vorkommen durch ein flaichenhaftes Monitoring bei gleichzeitiger Betriebsdatenerfassung
gewonnen werden. Um statistisch verlasslich, absicherbare Ergebnisse zu generieren, muss der
Stichprobenumfang hoch sein. Zum anderen beziehen sich die Aussagen bzw. Zusammenhange
immer auf die Spannbreite, die fiir einen Parameter erfasst wurde. Neuere Erhebungen auf
Praxisschldagen zur Unkrautzusammensetzung in Mais (DE MoL et al., 2012) oder zum Auftreten von
Geranium spp. in Raps (HANzLK et al, 2012) wurden auch hinsichtlich des Einflusses unter-
schiedlicher BewirtschaftungsmalBnahmen wie Bodenbearbeitung, Aussaatzeit und Fruchtfolge
bzw. Vorfrucht etc. ausgewertet. Hierbei wurde bei den Untersuchungen zum Raps kein Einfluss
der Fruchtfolge bzw. der Vorfrucht festgestellt. MaBgeblich fiir die Férderung der Geranium-Arten
waren die nichtwendende Bodenbearbeitung und eine friihe Rapsaussaat. Dagegen war die
Unkrautzusammensetzung in den untersuchten Maisbestdnden (DE MoL et al., 2012) abhédngig von
Fruchtfolgeparametern wie z. B. dem Anteil an Mais bzw. Raps in der Fruchtfolge und ergénzend,
wenn Mais als Vor- und Vorvorfrucht stand.
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Hinsichtlich einer Erhéhung der Diversitat von Unkrautarten ist der positive Einfluss vielseitiger
Fruchtfolgen bekannt (LiEBMAN und Dvck, 1993; ALTER, 1999). Jedoch wirken sich auch die
Unkrautbekampfungsstrategien erheblich auf die Unkrautartenvielfalt aus. Untersuchungen von
ULBER et al. (2009) zeigen, dass die Artenvielfalt an Unkrdutern in Oko-Fruchtfolgen héher war als in
einfachen (= 3 Kulturen mit Herbstaussaat) oder diversifizierten (3 - 5 Kulturen, mindestens eine im
Frihjahr gesate Kultur) konventionellen Fruchtfolgen. Gleichzeitig reduzierten die
UnkrautregulierungsmalBnahmen in beiden konventionellen, nicht aber in den 6kologischen
Fruchtfolgesystemen die Artenvielfalt an Unkrautern.

Forderprogramme zur Fruchtartendiversifizierung, die im Rahmen der GAK in einigen
Bundeslandern wie Bayern, Baden-Wirttemberg, Nordrhein-Westfalen und Thiiringen angeboten
werden, kdnnen einen Beitrag leisten, um die Fruchtartenvielfalt und damit eine Erweiterung der
Fruchtfolgen zu beférdern.

Bodenbearbeitung

Uber die Auswirkungen unterschiedlich intensiver Bodenbearbeitung auf die Unkrautflora liegen
eine Vielzahl von Untersuchungen sowohl fiir den Bereich des konventionellen als auch fiir den
okologischen Landbau vor (CHAUHAN et al., 2012; DITTMANN, 2012; MELANDER et al., 2013). Die
Uberwiegende Anzahl an Untersuchungen kommt zu dem Ergebnis, dass nichtwendende
Bodenbearbeitungsverfahren zu einer deutlichen Zunahme der Unkrautflora und, je nach
Standort und angebauten Kulturen, von Problemunkrautern im Vergleich zur Pflugbearbeitung
fuhren. Andererseits gibt es ebenfalls eine Vielzahl von Untersuchungen, die die positiven Effekte
der Stoppelbearbeitung fiir die Unkrautregulierung, insbesondere auch im Okologischen Landbau
fur die Bekampfung von Wurzelunkrautern, bestatigen (LUKASHYK et al., 2008; GRUBER und CLAUPEIN,
2009; MELANDER et al., 2013).

Insofern kann die Fruchtfolgegestaltung nicht allein betrachtet werden, sondern muss im
Zusammenhang mit einhergehenden Veranderungen bei der Bodenbearbeitung gesehen
werden. Reduzierte Bodenbearbeitungsverfahren bieten eine Vielzahl von 6kologischen
(Erosionsschutz, ...) als auch 6konomischen (Reduzierung des Dieselverbrauchs, ...) Vorteilen,
andererseits fiihren sie zu Nachteilen (erhdhter Unkrautdruck, intensiverer Einsatz von Herbiziden
mit den damit verbundenen Wirkungen auf das Okosystem, ...). Somit ist zu kldren, welchen
Beitrag die Fruchtfolgegestaltung oder alternative Managementverfahren leisten konnen,
entsprechende Zielkonflikte so aufzuldsen, dass sie auch Akzeptanz und Anwendung in der
Landwirtschaft finden.

Vor dem Hintergrund der zunehmenden Verunkrautung bei der Anwendung von
Bodenbearbeitungsverfahren mit reduzierter Eingriffsintensitdt bei gleichzeitiger Tendenz zu
vereinfachten Fruchtfolgen mit zumeist hohen Anteilen an Wintergetreiden befasst sich ein
Beitrag von MELANDER et al. (2013), in dem alternative Managementverfahren zur
Unkrautregulierung aufgezeigt und diskutiert werden. Interessant ist, dass bei nahezu allen
alternativen Managementverfahren darauf hingewiesen wird, dass zu diesen im Okologischen
Landbau bereits Erfahrungen vorliegen und zum Teil bereits in der Praxis zum Einsatz kommen.
Dass alternative Managementverfahren im System des Okologischen Landbaues eine héhere
Akzeptanz geniel3en, liegt jedoch zweifelsfrei daran, dass der Verzicht auf den Herbizideinsatz in
diesem Anbausystem den Zielkonflikt erst gar nicht entstehen Idsst. Im Umkehrschluss bedeutet
dies, dass im konventionellen Anbau die Vorteile alternativer Managementverfahren
betriebswirtschaftlich bzw. ergdnzend ihr 6kologischer Nutzen bewertet und diese honoriert
werden missen. Andernfalls werden alternative Managementverfahren sich nur durchsetzen,
wenn sie dem Landwirt 6konomische Vorteile bieten oder diese durch entsprechende Vorgaben
verpflichtend sind.
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Alternative Managementverfahren
Forderung des Pflanzenwachstums und Sortenwahl

Eine gute Unkrautunterdriickung kénnen durch viele anbaubegleitende Manahmen, wie z.B.
homogene Pflanzenbestdnde mit einer ausreichenden Pflanzendichte und optimierter raumlicher
Verteilung auf dem Feld, optimale Saattermine, angepasste Diingung mit entsprechender
Ausbringtechnik bzw. Platzierung, erzielt werden (BLACKSHAW et al., 2007). Somit stellen alle
MaBnahmen, die das Pflanzenwachstum beférdern, die einfachste Maoglichkeit einer
vorbeugenden Unkrautregulierung dar. Hierzu zdhlen ebenfalls eine Bodenbearbeitung und
Saatbettbereitung, die dazu beitragen Bodenverdichtungen zu vermeiden als auch eine an die
Kultur und den Standort optimal angepasste Saattechnik.

Auch die Sortenwahl kann hierbei einen wesentlichen Beitrag leisten. So konnte bereits EISELE
(1992) unter den Bedingungen des Okologischen Landbaus zeigen, dass morphologisch
differenzierte Weizensorten eine unterschiedliche Bodenbeschattung bewirken, die sich mit
steigendem Blattflichenindex erhoht. Dabei konnten Sorten mit planophiler Blattstellung die
Einstrahlung am effizientesten reduzieren. Bereits geringe Differenzen in der Interzeption der
photosynthetisch  aktiven Strahlung als MaBR fiir das Beschattungsvermdgen von
Winterweizensorten beeinflussen die Massenentwicklung und den Deckungsgrad von Unkrautern
deutlich. Weiterfihrende Untersuchungen wurden von DRews et al. (2009) mit drei Weizensorten
sowie unterschiedlich weiten Reihenabstanden und variierter Drillrichtung durchgefiihrt. Auch
hier beeinflusste die Blatthaltung der Weizensorten den Unkrautdeckungsgrad und die -biomasse
mafgeblich. Die langstrohige Weizensorte mit planophiler Blattstellung bei Reihenabstanden von
12 bzw. 17 cm reduzierte die Unkrautbiomasse und den Unkrautdeckungsgrad um bis zu 73 % im
Vergleich zu einer Weizensorte mit erektophiler Blattstellung bei einem Reihenabstand von 24 cm.
Die Drillrichtung (Ost-West vs. Nord-Stid) hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Entwicklung
des Unkrautes. Weiter wurde festgestellt, dass die Beschattungsfahigkeit deutlich abhéangig ist von
den Eigenschaften der Unkrautarten wie z. B. Entwicklungszeit, Wuchshéhe und Schattentoleranz.
Die Autoren schlussfolgern, dass die Wahl einer langstrohigen und planophilen Sorte bei
gleichzeitig engem Reihenabstand eine effektive Mdglichkeit der Unkrautkontrolle darstellt. Auch
SCHMIDTKE et al. (2013) kommen auf Basis mehrjdhriger und -ortiger Untersuchungen in
Landessortenversuchen im  Okologischen Landbau zu der Schlussfolgerung, dass
Lichttransmissionsmessungen in  Winterweizensortenversuchen sehr gut geeignet sind,
sortenbedingte Unterschiede im Beschattungsvermdégen zu erfassen. Ihre
Untersuchungsergebnisse zeigen, dass insbesondere zum Zeitpunkt der Bestockung in mehr als
zwei Drittel der untersuchten Umwelten mit Hilfe der Lichttransmissionsmessungen in den
Weizenbestanden Sorten als statistisch gesichert im Hinblick auf ihr Beschattungsvermdogen in
den Versuchen Kklassifiziert werden konnten. Somit sind Sorten, die bereits zu frihen
Entwicklungsstadien Uber eine gute Pflanzenentwicklung mit ausreichender Blattmasse verfiigen,
besonders geeignet, um eine frithzeitige Unkrautunterdriickung durch den Weizenbestand zu
erreichen. Dies deckt sich mit Ergebnissen von LEMERLE et al. (1996) bei Sommerweizen.

Im konventionellen Anbau fiihrte VERSCHWELE (2014) verschiedene, mehrjdhrige Untersuchungen
durch. Bei der Priifung von 10 Winterweizensorten konnte er in einer dreijdhrigen Versuchsserie
mit dem Modellunkraut Sinapis alba einen engen Zusammenhang (r = 0,87) zwischen Sprossmasse
des Modellunkrauts und dem Lichteinfall durch den Bestand nachweisen. In einer weiteren
Versuchsserie in den Jahren 2008-2010 mit 8 Winterweizensorten und unterschiedlichen
Unkrautregulierungsverfahren (Striegel, 50 % und 100 % Herbizid) fihrte der Striegeleinsatz zu
einem Mehrertrag von 1,23 t ha, die 100 %-Herbizidvariante zu einem Mehrertrag von 2,08 t ha™.
Der durch die Unkrautbekampfung bedingte Ertragszuwachs war dabei sortenabhangig. So
betrug dieser bei der Sorte Bussard 5 %, bei der Sorte Impression jedoch 11 %. Die Versuche
zeigen, dass die unterschiedliche Konkurrenzkraft von Weizensorten die Bekampfungswirkung
von chemischen und mechanischen Bekdampfungsverfahren unterstiitzt. Die Sortenwahl kann
somit auch im konventionellen Anbau als wichtige MaBnahme, entweder zur Reduzierung der
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Herbizidaufwandmenge oder als Baustein fiir ein Herbizid-Resistenzmanagement, genutzt werden
(VERSCHWELE, 2014). Diese Erkenntnisse sollten in die Beratungspraxis als auch in Sortenversuchen
Berticksichtigung finden.

Entsprechende Ergebnisse lassen sich bei anderen Kulturen finden. Eine Vielzahl von Wuchstypen,
halbblattlose und normalblattrige sowie kurz- und langstrohige Typen, weisen Erbsen auf. An
Wintererbsen konnte gezeigt werden, dass normalblattrige Typen (ber ein besseres
Unkrautunterdriickungs-Potential als halbblattlose Typen verfligen. Allerdings kdnnen
normalbléttrige Sorten nur im Gemenge mit einem Getreide angebaut werden, um eine
ausreichende Standfestigkeit durch die Stiitzfrucht Getreide hinsichtlich einer sicheren Beerntung
zu gewabhrleisten (GRONLE und BOHM, 2014).

Insgesamt lasst sich ableiten, dass Merkmale wie z. B. friihe Jugendentwicklung und Blattstellung,
die eine unkrautunterdriickende Wirkung haben, starker im Ziichtungsprozess beriicksichtigt
werden sollten. In der Ziichtung von Maissorten fiir den Okologischen Landbau wurde ein solcher
Ansatz bereits integriert (BURGER et al., 2008). Dabei konnte gezeigt werden, dass an das System
des Okologischen Landbaus adaptierte Genotypen zuverlissiger unter den Bedingungen des
Okologischen Landbaus selektiert werden koénnen als unter den Bedingungen des
konventionellen Landbaus (MessmMer et al, 2010). Auch in der Sojaziichtung wird die
Beikrauttoleranz von Genotypen gegeniliber Unkrdutern geprift, wobei hier mit ,kiinstlichen
Unkrdutern” in Form von verschiedenen Kulturarten bzw. Kulturartengemengen gearbeitet wird
(PrAFFetal., 2012).

Zwischenfruchtanbau

Von Zwischenfriichten ist bekannt, dass sie neben positiven Wirkungen auf den Nahrstoffhaushalt
sowie das Nahrstoffmanagement, die Bodenstruktur, das Bodenleben sowie die Reduzierung von
Nahrstoffaustrdgen durch Auswaschung auch eine gute Unkraut unterdriickende Wirkung haben
(BLACKSHAW et al., 2007; OLESEN et al., 2007). Aufgrund des zunehmenden Anteils an Wintergetreide
und der friiheren Saattermine ist ein Zwischenfruchtanbau im konventionellem Anbau wegen des
oftmals zu kleinen Zeitfensters nur noch in begrenztem Umfang realisierbar, da die fiir die
Entwicklung der Zwischenfriichte zur Verfligung stehende Vegetationszeit deutlich verkirzt ist.
BRrusT et al. (2011) haben daher untersucht, ob Zwischenfriichte oder Untersaaten in solchen
Anbausystemen zur Unkrautunterdriickung beitragen konnen. Wei3klee (Trifolium repens) und
Deutsches Weidelgras (Lolium perenne) konnten als Untersaat in Weizen und Dinkel etabliert
werden und reduzierten die Unkrautdichte und -biomasse. Weder die Bestandsdichte noch der
Kornertrag des Getreides wurde von der Untersaat negativ beeinflusst. Ebenso wird nach neuen
Kulturen fir den Zwischenfruchtanbau gesucht, die (iber ein besonders gutes
Unkrautunterdriickungsvermégen verfiigen. Rau- oder Sandhafer (Avena strigosa Schreb.), der in
Sudbrasilien eine wichtige Zwischenfrucht darstellt, wies auch unter hiesigen Bedingungen eine
gute Unkraut unterdriickende Wirkung in Versuchen auf, die zu einer zum Gelbsenf
vergleichbaren Reduzierung der Unkrautdichte fiihrte (BRusT et al., 2011). Auffallend war, dass der
Rauhafer keine hohere Sprosstrockenmasse gebildet hat, dafiir aber, wenn auch statistisch nicht
sicherbar, die hochste Wurzel-Trockenmasse aufwies. Die Autoren folgern, dass somit ein sehr
gutes Wurzelwachstum zu einer deutlichen Reduzierung der Unkrautdichte beitragen kann (BRusT
etal.,2011).

Die Ergebnisse belegen, dass Zwischenfriichte auch bei nur geringer Entwicklungszeit
ausreichende ober- und unterirdische Biomasse entwickeln sowie Untersaaten auch in intensiv
gefiihrten Kulturen erfolgreich etabliert werden kénnen und damit einen Beitrag zur Reduzierung
des Unkrautaufkommens leisten kdnnen. Gleichwohl miissen die klimatischen und standértlichen
Bedingungen eine ausreichende und schnelle Entwicklung von Zwischenfriichten erméglichen.
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Mischfrucht- bzw. Gemengeanbau

Die Vorteile des Gemengeanbaus, insbesondere in low-input-Systemen hinsichtlich einer
Erhohung der Ertrdge bzw. der Ertragsstabilitédt sind vielfach belegt (BLACKSHAW et al., 1993; LIEBMAN
und Dyck, 1993; HAUGGAARD-NIELSEN et al., 2001, 2008; NEUMANN et al., 2007). Als Ursachen fir diese
Effekte kdnnen der gegenseitige Ausgleich der im Gemenge angebauten Kulturen, eine bessere
Nahrstoffausnutzung aufgrund unterschiedlicher Anspriiche der Kulturpflanzen aber auch das
unterschiedlich ausgepragte Wurzelwerk der Gemengepartner, eine Reduzierung von
Krankheiten, ein verringerter Befall mit Schadlingen, eine bessere Beerntbarkeit aufgrund einer
verbesserten Standfestigkeit durch den Gemengepartner insbesondere bei Kérnererbsen (MURRAY
und SWENSEN, 1985; PATRIQUIN et al., 1988; BEDOUSSAC, 2009; SEIDENGLANZ et al., 2011; URBATZKA et al.,
2011a; GRONLE et al., 2013) aber auch ein héheres Potential zur Unkrautunterdriickung sein (KIMPEL-
FREUND et al., 1998; CorRe-HELLOU et al., 2011). Insofern ist das Wissen recht umfassend und der
Gemengeanbau nimmt im Okologischen Landbau vor allem bei Kulturen mit schlechter
Unkrautunterdriickung - dies sind oftmals Kdrnerleguminosen, insbesondere Erbsen — in den
vergangenen Jahren deutlich zu. Bei blattreichen Erbsenformen oder auch Wicken, die zum
Drusch angebaut werden sollen, ist ein Mischfruchtanbau aus Griinden der fehlenden
Standfestigkeit notwendig, d.h. hier muss der Gemengepartner die Stiitzfruchtwirkung firr die
Leguminose libernehmen, damit eine gute Beerntung gewahrleistet ist (BOHM, 2013; GRONLE und
BOHM, 2014).

Die Ursache fiir das oftmals hohere Unkrautaufkommen in Erbsen-Reinsaaten im Vergleich zu
Erbsen-Hafer-Gemengen kann in der schnelleren Jugendentwicklung des Hafers im Vergleich zur
Erbse liegen (HAUGGAARD-NIELSEN et al., 2001) und der damit verbundenen friiheren und starkeren
Beschattung des Bodens im Gemenge. KIMPEL-FREUND et al. (1998) haben gezeigt, dass Erbsen-
Reinsaaten zu Beginn der Pflanzenentwicklung mehr photosynthetisch aktive Strahlung (PAR)
zum Unkrautbestand transmittieren als Erbsen-Hafer-Gemenge. Damit steht Unkrdutern zu Beginn
der Pflanzenentwicklung mehr Licht zur Verfligung. Als weitere Ursachen, die mit zunehmender
Pflanzenentwicklung an Bedeutung zunehmen, kommen eine stdrkere Konkurrenz zwischen
Unkrdutern und Kulturpflanzen um Wasser und/oder Néhrstoffe sowie eine Abgabe von
wachstumshemmenden phenolischen Substanzen des Hafers Giber Wurzelexsudation in Frage
(BAGHESTANI et al., 1999).

Im Okologischen Landbau wurde der Mischfruchtanbau zudem unter dem Aspekt betrachtet, ob
die gute Unkraut unterdriickende Wirkung des Gemengeanbaus ausreichend ist, um das in der
Regel starkere Unkrautaufkommen bei der Anwendung von Verfahren der reduzierten
Bodenbearbeitung zu kompensieren (GRONLE und BoHM, 2012). Die mehrjdhrig mit Sommerformen
(halbblattlose Typen) und Winterformen (halbblattlose und normalbléttrige Typen) der Erbsen im
Gemenge mit Hafer bzw. Wintertriticale durchgefiihrten Feldversuche zeigten, dass halbblattlose
Erbsensorten, angebaut als Sommererbsen-Hafer-Gemenge oder Wintererbsen-Triticale-
Mischsaaten, die Unterschiede im Unkrautaufkommen bei flachwendender Bodenbearbeitung im
Vergleich zu den jeweiligen Reinsaaten der Erbsen bei tiefwendender Bodenbearbeitung kom-
pensieren konnten. Die gepriiften normalblattrigen Wintererbsen weisen ein so hohes
Unkrautunterdriickungs-Potentials auf, dass es weder zwischen der tief- und flachwendenden
Bodenbearbeitung noch zwischen dem Anbau in Reinsaat oder Mischsaat Unterschiede
hinsichtlich des Unkrautaufkommens gab (GRONLE und BoHM, 2012).

Griinguthécksel

Ein weiteres bislang in Kornerleguminosen gepriiftes Verfahren ist der Einsatz von
Gringuthdcksel, d. h. frisch gehéckselter und abgesiebter Heckenschnitt mit einem mdglichst
hohen Anteil an Nadelhdlzern. Griinguthécksel ist das Ausgangsmaterial fiir die Herstellung von
Gringutkompost und kann somit Gber die Kompostwerke bezogen werden. Griinguthacksel
enthélt wachstumshemmende Stoffe, wie Gerbsduren und phenolische Verbindungen, die die
Keimfahigkeit von Unkrautsamen reduzieren kénnen. Ausgebracht wird der Griinguthacksel mit
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Kompost- oder Miststreuern in einer Menge von 200-450 dt ha™' vor der Aussaat. Die von Lux et al.
(2013) durchgefiihrten Versuche zeigen eine deutlich, zum Teil signifikante Reduzierung der
Unkrautbiomasse, vor allem annueller Samenunkrauter. In Untersuchungen unter kontrollierten
Bedingungen im Gewdchshaus wurde nachgewiesen, dass Nadelholzer eine starkere negative
Wirkung auf das Wachstum der Referenzfrucht Kresse aufwiesen als Laubhdlzer. Dieses Verfahren
hat sich vor allem bei gro3kérnigen Leguminosen wie Ackerbohnen und Erbsen mit tieferer
Ablage und hypogaischer Keimung hinsichtlich der Reduzierung der Unkrautbiomasse bewahrt.

Der Einsatz von Griinguthdcksel ist gleichzeitig eine organische Diingung mit der Mdglichkeit der
Rezyklierung von Nahrstoffen und kann den Anteil an organischer Substanz im Boden erhéhen
sowie die Bodenstruktur verbessern. Die oberflichennahe Ausbringung bzw. Einarbeitung
reduziert zudem die Verschlammungsneigung der Bodenoberfldche.

Pradatoren

In den letzten Jahren wurden ebenfalls vermehrt Untersuchungen zu Leistungen von Pradatoren
und deren Beitrag zur Reduzierung von Unkrautsamen durchgefiihrt. Diese kénnen sich im
Rahmen von 50-90% bewegen (HEGGENSTALLER et al., 2006; JONASON et al, 2013), sodass
Pradatoren in erheblichem Maf3e zu einer Reduzierung des Eintrages in die Samenbank beitragen
und somit ein wichtiges Element der vorbeugenden Unkrautregulierung darstellen kdnnen.
Jedoch gibt es deutliche regionale Unterschiede als auch Unterschiede in den Leistungen der
Vertebraten und Invertebraten. So wurden fiir Regionen in Norddeutschland deutlich geringere
Samenverluste festgestellt (BARAIBAR et al, 2012). Bislang sind die Kenntnisse noch nicht
ausreichend, um eindeutige Faktoren zu benennen und somit nutzbringend einzusetzen, die zu
einer Erhdhung der Samenfralrate beitragen. Die Bewirtschaftungsform, d. h. 6kologische versus
konventionelle Bewirtschaftung hatte nach Untersuchungen von DAEeDLOwW et al. (2012) sowie
JONASON et al. (2013) keinen deutlichen Einfluss. JONASON et al. (2013), die speziell Laufkafer auf
Okologisch und konventionellen Betriebsflichen untersuchten, stellten fest, dass die
Bewirtschaftungsform einen geringeren Einfluss auf die Laufkdfervielfalt und ihr Vorkommen hat
als die Landschaftsgestaltung. Sie konnten einige von der Landschaftsgestaltung abhédngige
Faktoren identifizieren. Hohere Samenfraf3raten wurden in Landschaften mit einem hohen Anteil
von einjdhrigen Kulturen verbunden mit einem hohen Artenreichtum von Laufkéfern, bei gleich-
zeitig geringerem Evenness-Wert festgestellt. Gleichzeitig wird jedoch auch diskutiert inwieweit
ausgeraumte und verarmte Landschaften fiir die geringen Dichten an Pradatoren verantwortlich
sind. Die bisherigen Ergebnisse belegen, dass Prdadatoren einen erheblichen Beitrag zur
Reduzierung des Samenpotentials beitragen kdnnen. Jedoch sind die Faktoren, die zur Erhéhung
und zur Stabilisierung dieser Leistungen beitragen noch nicht ausreichend geklart.

Verfahren zur direkten nichtchemischen Unkrautregulierung

Nach der guten fachlichen Praxis ist die mechanische Unkrautbekampfung mittels Striegel, Hacke
und anderen Techniken eine wichtige nichtchemische PflanzenschutzmafRnahme. Es wird davon
ausgegangen, dass ca. 10 — 20 % der MalBnahmen zur Unkrautregulierung mittels mechanischer
Verfahren erfolgen kann (BMELv, 2010).

Die Verfahren zur direkten nichtchemischen Unkrautregulierung kénnen generell in ganzflachig
arbeitende, zwischen den Reihen wirkende und in die Reihe hinein wirkende Verfahren
untergliedert werden. Als ganzflichig arbeitende Gerdte sind vor allem die Unkrautstriegel zu
nennen, die in fast allen Kulturen im Vorauflauf und, je nach Entwicklungsstadium der Pflanzen, im
Nachauflauf einzusetzen sind. Der Wirkungsgrad ist dabei abhdngig von Bodenart und -zustand,
der Witterung, dem Unkrautdruck sowie dem Entwicklungsstadium der Unkrduter. Die héchsten
Wirkungsgrade werden erzielt, wenn sich die Unkrduter im Fadchenstadium befinden. Dann
werden sie am leichtesten aus dem Boden herausgezogen, und der Austrocknungs- sowie der
Verschittungseffekt sind am hochsten. Untersuchungen zeigen Wirkungsgrade zwischen 30 und
70 %. Eine neue Entwicklung in den letzten Jahren war der Striegel der Fa. Treffler, der durch eine
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neue Zinkenaufhdangung einen besseren Ausgleich von Bodenunebenheiten ermdglicht als auch
in Dammkulturen wie Kartoffeln gut eingesetzt werden kann. Striegel konnen auch zur
Bekdampfung der Rauhaarigen Wicke (Vicia hirsuta) eingesetzt werden, wobei der Striegel hierzu ab
EC31 (Schossen) bis nach dem Ahrenschieben (EC61) eingesetzt wird. Die Wirkung beruht dabei
weniger auf der Reduzierung der Dichte sondern in der Stérung des Wachstums, wodurch vor
allem die Samenproduktion um bis zu 75 % reduziert wurde (LUKASHYK et al., 2005).

Die angebotenen Gerdte, deren Werkzeuge zwischen den Reihen arbeiten, sind inzwischen sehr
vielfaltig und reichen von Scharhacken, Biigelhacken, Flachhduflern sowie Sternrollhacken bis hin
zu Werkzeugen, die eine exakte Bearbeitung des Flankenbereiches von Dammkulturen wie
Kartoffeln ermdglichen. Hinzu kommen Entwicklungen der automatisierten Steuerung mittels
Kameras, die eine sehr exakte Arbeitsweise ermdglichen. Zusatzlich kann die Arbeitsgenauigkeit
durch GPS-gesteuerte Aussaattechniken noch verbessert werden.

Gerate, deren Werkzeuge in die Reihe hineinarbeiten, sind bislang noch selten. Hier ist vor allem
die Fingerhacke zu nennen. Die beiden an den drehbar gelagerten Scheiben angebrachten
fingerartigen Zinken aus Kunststoff greifen dabei seitlich in die Pflanzenreihen hinein. Unkrauter
konnen so in der Pflanzenreihe herausgezogen und verschiittet werden. Einsetzbar sind diese
Gerate in Kulturen mit Reihenabstdnden ab 25 cm, sodass sie liberwiegend im Gemisebau aber
auch im Mais- und Sojaanbau zum Einsatz kommen. Eine Kombination mit z. B. Scharhacken oder
Striegel ist moglich. Untersuchungen von HILTBRUNNER et al. (2012) in Soja zeigten, dass die
Kombination der Fingerhacke und Striegel mit einer um 60 % reduzierten Unkrautdeckung des
direkt in der Sojareihe etablierten Modellunkrautes Phacelia tanacetifolia L. die beste Wirkung als
auch einen signifikant hoheren Ertrag gegeniiber der Kontrollvariante aufwies. Dies verdeutlicht
die gute Arbeitsweise der Gerateentwicklungen, die auch in die Kulturpflanzenreihe hinein
arbeiten.

Noch relativ neu am Markt sind Gerdte, die auf Basis von Digitalvideokameras sowie
entsprechender Auswertungssoftware mit Positionsbestimmung der Pflanzen ein Hacken in der
Reihe ermdglichen. Der Abstand zwischen den Pflanzen in der Reihe muss je nach System
mindestens 5 oder 16 cm betragen, sodass die Gerdte vor allem im Gemiiseanbau eingesetzt
werden. Die Entwicklungen verdeutlichen jedoch das enorme Potential, das sich durch die GPS-
Technik und den Fortschritten in der Computertechnologie ergibt und bei Weitem noch nicht
ausgeschopft ist.

Auch eine Kombination mechanischer mit chemischen Verfahren tragt zu einer Reduzierung des
Herbizideinsatzes bei. Dies umfasst sowohl die Kombination von einem ganzflachigen Einsatz des
Striegels mit nachfolgendem Herbizideinsatz als auch die Kombination von Bandspritzung und
mechanischer Unkrautregulierung zwischen den Reihen. Diese Verfahren sind in ihrer Effizienz
vergleichbar zu ganzflachig ausgebrachten Herbiziden. In der Praxis sind diese Verfahren jedoch
bislang wenig verbreitet und ihre Potentiale oft nicht ausgeschopft, weil es an Kenntnissen und
Anpassungen der Geratetechnik und der Anbauverfahren fehlt (HomMmEL, 2012).
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Abstract

Applying herbicides at rates lower than the label recommendation has been the rule rather than the exception
in Denmark since the late 1980’s. Justifications for reducing herbicide rates can be 1) that the dominant weed
species in the field are very susceptible to the herbicide, i.e. even reduced rates will result in maximum effects,
2) that the conditions at and around the time of application, e.g. growth stage of weeds, crop vigour and
climatic condition are optimum promoting the activity of the herbicide and thus allows for the use of reduced
herbicides rates, or 3) that less than maximum effects are accepted because the weed flora is not considered to
have a significant effect on crop yield. “Crop Protection Online-Weed” (CPO-Weed) is a web-based decision
support system that was developed to support farmers in their choice of herbicide and herbicide rate. CPO-
Weed will, based on information on crop development and status and the composition of the weed flora,
provide farmers with a list of herbicide solutions often recommending the use of reduced rates. The potential
of CPO-Weed to reduced herbicide input has been proven in numerous validation trials. In recent years the use
of reduced herbicide rates has been linked to the increasing number of cases of non-target resistance in
outcrossing grass weed species like Alopecurus myosuroides and Lolium ssp. The underlying hypothesis is that
the least susceptible individuals in the population will survive the use of reduced rates and that recombination
will lead to a gradual increase in the resistance level in the weed population. This scenario is only valid if the
use of reduced herbicide rates is prompted by acceptance of a lower effect but not if a high susceptibility of
the weed species present in the field or optimum conditions are the reasons for reducing herbicide rates. This
is an aspect that is often overlooked in the on-going discussion on herbicide rates and resistance. Large weed
population increases the risk of selecting resistant weed biotypes because the likelihood that resistant plants
are present in the population increases with population size. Preventing the build-up of large weed
populations is a key objective in integrated pest management (IPM). If the use of herbicide is combined with
non-chemical weed control methods the risk of resistance will be reduced further, i.e. in an IPM scenario the
use of reduced herbicides rates will be less likely to promote herbicide resistance even if it is triggered by an
acceptance of lower effects.

Keywords: Crop Protection Online, dose response curve, herbicide rate, herbicide resistance, integrated pest
management, IPM

Zusammenfassung

Seit den spaten 1980-er Jahren ist in Danemark die Anwendung von Herbiziden mit geringeren
Aufwandmengen als bei der Zulassung vorgesehen eher die Regel als die Ausnahme. Den Aufwand
herabzusetzen kann begriindet sein, indem 1) die dominierenden Unkrautarten gegeniiber dem Herbizid sehr
empfindlich sind, d.h., dass selbst mit verminderten Aufwandmengen eine vollstandige Wirkung erreicht
werden kann, 2) die Bedingungen zum Anwendungszeitpunkt, z. B. das Entwicklungsstadium der Unkrauter,
die Entwicklung der Kultur und die Witterung fiir die Herbizidwirkung giinstig sind und daher verringerte
Aufwandmengen erlauben, oder 3) weil angenommen werden kann, dass die Verunkrautung keine
signifikante Auswirkung auf den Ertrag haben wird.

“Crop Protection Online-Weed” (CPO-Weed) ist ein Internet-basiertes Beratungs-System, das dem Landwirt bei
der Auswahl des Herbizids und der Aufwandmenge helfen soll. CPO-Weed wird aufgrund der Informationen
Uber den Entwicklungsstand der Kulturpflanzen und der Zusammensetzung der Verunkrautung dem Landwirt
eine Liste von Herbiziden, oft reduzierten Aufwand empfehlend, liefern. Das Potential von CPO-Weed
hinsichtlich reduzierten Herbizidaufwands ist in zahlreichen Wirksamkeitsversuchen nachgewiesen worden. In
letzter Zeit ist die Anwendung reduzierter Herbizidmengen mit den zunehmenden Féllen von Resistenz bei
zum Outbreeding neigenden Unkrautarten wie Alopecurus myosuroides und Lolium ssp. in Verbindung
gebracht worden. Die Hypothese ist, dass die am wenigsten empfindlichen Individuen der Population den
reduzierten Herbizidaufwand Uberleben und allmahlig das Resistenzniveau der Unkrautpopulation ansteigen
lassen. Dieses Scenario trifft nur zu, wenn eine verringerte Herbizidmenge eine geringere Wirkung erzielt, aber
nicht, wenn die hohe Empfindlichkeit einer vorkommenden Unkrautart oder optimale
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Anwendungsbedingungen die Herabsetzung des Herbizidaufwands begriindeten. Das ist ein Gesichtspunkt,
der in der laufenden Diskussion Uber reduzierten Herbizidaufwand und Resistenz oft (ibersehen wird. Groe
Unkrautpopulationen erhéhen die Gefahr, resistente Biotypen zu selektieren, denn die Wahrscheinlichkeit des
Vorkommens resistenter Pflanzen wachst mit der PopulationsgroBe. Die Entwicklung starker Verunkrautung zu
verhindern ist ein Hauptanliegen des Integrierten Pflanzenschutzes (IPS). Wenn die Anwendung von
Herbiziden mit nichtchemischen Methoden der Unkrautbekdmpfung kombiniert wird, kann die Resistenz-
Gefahr weiter herabgesetzt werden, d. h., im Rahmen des IPS ist es weniger wahrscheinlich, dass reduzierte
Herbizid-Aufwandmengen Herbizidresistenz férdern, auch wenn dabei geringere Wirkungen hingenommen
werden.

Stichwaorter: Crop Protection Online, Dosis-Wirkungskurve, Herbizidaufwand, Herbizidresistenz, Integrierter
Pflanzenschutz, IPS

Introduction

In 1986 the first pesticide action plan, calling for a 50% reduction in pesticide use expressed as the
Treatment Frequency Index (TFI), was passed by the Danish Parliament. Denmark was the first EU
country to adopt a pesticide action plan but soon after followed by The Netherlands and Sweden.
The pesticide action plan of 1986 was the first of in total four action plans all with the aim of
reducing pesticide use. Recently a fifth pesticide action plan was launch entitled “Protect Water,
Environment and Health” in which the overall objective has been redefined, in accordance with EU
Directive 2009/128, in order to reduce adverse effects on health and environment rather than the
pesticide use per se. As a result the TFl has been replaced by a new indicator, the Pesticide Load
Indicator (PLI).

In practice pesticide use can be reduced either by 1) replacing pesticides by non-chemical control
measures, 2) reducing the number of applications, or 3) reducing the pesticide rate. The majority
of the conventional farmers are not prepared for complete giving up the use of herbicides and run
the risk of yield losses and seed shedding that could lead to a build-up of the soil seed bank. Thus,
farmers have so far mainly made use of the last option namely reducing the rates. As a result the
herbicide rates applied by Danish farmers are typically lower than the label recommendations. The
widespread use of reduced rates has been supported by research and demonstration trials
involving research institutes and the farmers’ union advisory service. Research has focused on
adjusting herbicide rates to the prevailing conditions, i.e. herbicide rates are optimized rather than
just reduced.

The interest in reduced herbicide rates was stimulated by the pesticide action plans but actually
the interest of Danish farmers in reduced herbicide rates date back to the 1970's. Herbicide trials in
spring barley revealed that effective weed control could often be achieved with 25 to 50% of the
label recommendation. Back then only few farmers adopted the concept of reduced rates but this
changed significantly during the 1980's.

This paper will firstly discuss herbicide rates and variability in herbicide performance. Hereafter the
parameters to be considered when optimizing herbicide use will be outlined. Finally the paper will
focus on optimized herbicide rates in the context of integrated pest management (IPM).

Herbicide rate and variability in performance

Studying results from herbicide experiments it is obvious that variability in performance is
inversely correlated to efficacy, i.e. the lower the efficacy the more variable the effect. In contrast,
variability in performance is not always correlated to herbicide rate as rate and efficacy are not
necessarily correlated. This can be easily understood by looking at the shape of a dose response
curve (Fig. 1). The example in Figure 1 is generated using the widely adopted log-logistic dose
response (RiTz, 2010). Due to the asymptotic properties, an increase or decrease in herbicide rate at
very high or very low rates will only have a marginal effect on efficacy and variability. In contrast,
on the linear part of the dose response curve even small changes in herbicide rate will have a
pronounced effect on herbicide performance and consequently variability will be higher. The
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example illustrates clearly that there exists no unequivocal relationship between reduction in
herbicide rate and reduction in herbicide efficacy.
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Fig. 1 A schematic dose-response curve.
Abb.1 Eine schematische Dosis-Wirkungskurve.

In practice it means that as long as the farmer is aiming at a high efficacy to reduce the rate this
may not have any influence on variability in performance. On the contrary, if farmers are aiming at
an efficacy lower than e.g. 85% variability becomes an issue and detailed knowledge about the
influence of the variable parameters influencing herbicide performance becomes crucial. In the
following section the most important parameters will be listed and their potential impact on
herbicide performance will be shortly described.

Biotic and abiotic parameters influencing herbicide performance

Weed flora and growth stage

In contrast to disease and pest management, where often only one species is targeted at a time, in
weed management one is nearly always targeting a population of species. Some weed species are
more abundant than others and the lack of diversity in crop rotations in many fields has led to
weed floras dominated by a few weed species but even in those fields more than just the
dominating weed species will be present. It is well documented that the susceptibility of weed
species to the herbicides varies profoundly. Kubsk (2002) reported that while application of 1/16 to
1/1 of the recommended rate of chlorsulfuron resulted in effects ranging from 38 to 96% on
Polygonum aviculare L. the same rates produced effects ranging from 98 to 100% on Veronica
persica L. A look at the dose-response data in the web-based decision support system “Crop
Protection Online-Weed” (CPO-Weed), generated on basis of data from the official efficacy trials
and data provided by the agrochemical companies, showed that 11 out of 56 weed species were
controlled at 90% or higher with 50% of the maximum registered rate of tribenuron (Kubsk, 2014).
For flurasulam the corresponding figures were 12 out of 38. Since weed management implies
control of a population of species with different susceptibility to herbicides, it is basically not
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consistent with the term “minimum effective dose” as it is known from herbicide efficacy
evaluations. Typically the “minimum effective dose” is the minimum herbicide rate required to
control the least susceptible weed species but this rate is often significantly higher than the rate
required to control the more susceptible weed species, as illustrated by the above-mentioned
data.

From both a crop yield loss perspective as well as a long-term weed management perspective,
different levels of control of the weed species in the field are required. Besides the potential of a
weed species to multiply and increase its abundance in the field, long-term management aspects
should also consider the risk of selecting for herbicide resistant biotypes.

Another parameter to consider is the growth stage of the weeds at the time of herbicide
application. For residual herbicides the window of application is often very narrow whereas it may
be very wide for foliage-applied herbicides. The susceptibility of annual weeds, however, tend to
decrease with increasing growth stage with non-systemic foliage-applied herbicides (contact
herbicides) being more affected by growth stage than systemic foliage-applied herbicides (Kubpsk,
2014). Exceptions from this rule of thumb do exist. POWELL et al. (2002) found that the susceptibility
of two grass weed species Alopecurus myosuroides and Lolium perenne was higher when the
plants had developed 2 to 4 leaves compared to the 1-leaf stage. The erect growth habit of grass
weeds at the young growth stages may explain this deviation from the general rule.

Crop competition

The competitive ability of the crop can be increased e.g. by selecting competitive cultivars or by
increasing crop density. In a competitive crop total weed biomass is lower than in a less
competitive crop. In practice this means that a lower effect is required to reduce weed biomass
below the threshold level causing yield reduction allowing for the use of reduced herbicide rates.
Whether weeds exposed to a competitive crop are inherently more susceptible to herbicides
remains unknown.

Soil type

Soil texture and not at least soil organic matter content can have a significant effect on the efficacy
of residual herbicides (PEDERSEN et al., 1995). Attempts to correlate herbicide performance to soil
properties and adjusting herbicide rates to soil type have generally been unsuccessful probably
because other parameters and most notable soil moisture will also influence the herbicide
performance. Another aspect to consider is that although a reduced herbicide rate applied to a
soil with a low content of organic matter may result in the same effect on emerging weeds as a
higher rate applied to a soil with a high content of organic content, the residual effect will be
lower which could lead to a lower overall effect later in the growing season. Thus in practice it is
very difficult to include soil type considering in what would be the appropriate herbicide rate.

Climatic conditions

Weather conditions before, during and after application have been shown to affect herbicide
performance (e.g. Kupsk, 2001). Light, temperature and air humidity are the climatic parameters to
consider deciding on the herbicide rate.

Although light conditions do affect the activity of some herbicides it is a parameter that is difficult
to take into account when deciding on herbicide rate because light conditions can play a role both
prior to application (e.g. on cuticle development), at the time of application (e.g. on
photosynthesis) and after application (e.g. assimilate production and translocation). The same is
true for temperature but as temperature does have a direct effect on the passive diffusion of
herbicides across the cuticle (e.g. BAuR et al., 1997) effects of temperature at the time of application
are often more profound than those of light conditions. Impact of temperature on herbicide
performance varies between herbicides with bentazone being an example of a herbicide
benefitting from high temperatures around the time of application while the sulfonylurea
herbicides are generally less affected by temperature (Kupsk, 2001).
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High air humidity promotes the uptake of hydrophilic herbicides like glyphosate and salt
formulations of phenoxy alkanoic acid herbicides, while the activity of more lipophilic herbicides is
generally unaffected by air humidity. In practice a better effect can be achieved if hydrophilic
herbicides are applied during periods with high humidity like in the early morning.

Other parameters

Besides weed flora, growth stage of weeds and climatic conditions application technique,
adjuvants and mixture with other pesticides may also influence the performance of a herbicide
but the effects of these parameters are often herbicide specific and it is beyond the scope of this
paper to discuss their influence on herbicide performance.

“Crop Protection Online” - a web-based decision support system compiling the available
knowledge on herbicide performance

As a follow-up on the first pesticide action plan it was decided to initiate the development of a
computer assisted decision support system that nowadays has become the web-based “Crop
Protection Online” (RYDAHL, 1995). “Crop Protection Online” consists of two modules, one for weed
management and one for disease and pest management. The two modules have evolved very
differently since they were launched and in this presentation only the weed management module
“Crop Protection Online-Weed” (CPO-Weed) will be covered.

CPO-Weed works as a three step model (RYDAHL, 2004). Firstly, the need for weed control is
assessed based on evaluation of the economic impact of each of the weed species recorded in the
field. In winter cereals, for example, competitive weed species like Alopecurus myosuroides and
Galium aparine will be controlled irrespectively of their density while less competitive species such
as Veronica spp. will only be controlled beyond a certain density. This part of CPO-Weed is based
solely on expert knowledge and can be easily changed if new data suggest so.

Secondly, the level of control required is determined for each weed species. It depends on the
weed species and its density. Competitive weed species will be controlled more effectively than
less competitive species and the higher the density the higher the targeted level of control. The
target levels of control are also largely based on expert knowledge and like the first step in CPO-
Weed the values can easily be adjusted.

Finally the appropriate herbicide and herbicide rate is determined. This is possible because CPO-
Weed contains information on the dose response curves of all registered herbicides on a wide
range of weed species. The dose response curves were generated based on the data from official
efficacy evaluation trials as well as data provided by the registration holders. The shape of the
dose response curve is determined by the mode of action of the herbicide while the location on
the x-axis (the dose axis) is determined by the weed species. Furthermore the dose-response
curves are adjusted according to weed growth stage, weather conditions and crop cultivar. In
CPO-Weed these adjustments are implemented as parallel displacements of the dose response
curves.

CPO-Weed provides solutions not only for individual herbicides but also for herbicide mixtures.
The composition of herbicide mixtures is calculated using the underlying principles of the Additive
Dose Model (Kubsk, 1999). The composition of herbicide mixtures can be optimized according to
either costs or TFL. In the future herbicide mixtures can also be optimized according to the new PLI.
All potential herbicide solutions are listed and can be sorted according to either costs or TFl and in
the future also to the PLI.

In summary, if CPO-Weed suggests the use of reduced herbicide rates it could be due to a high
susceptibility of the weed species in the field, optimum conditions for applying the herbicide
and/or a low target control level. For competitive weeds herbicide rate is primarily determined by
the susceptibility of the weed species and the conditions at the time of application while
susceptibility, conditions around application and a lower control level may explain low herbicide
rates against less competitive weed species.
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Field test of CPO-Weed have revealed a significant potential for reducing herbicide use compared
to the current practice (JGRGENSEN and KubDsk, 2006). For more information on CPO-Weed see
RYDAHL (2004) and S@NDERsKoV et al. (2013).

Potential long-term implications of reduced herbicide rates

Historically the dispute on reduced herbicide rates have centred on yield losses, problems at
harvest and the risk of seed shedding from surviving weed plants and a gradual build-up of the
soil seed bank. Recently, the discussion on reduced herbicide rates has focused more on the
propensity of reduced herbicide rates to increase the rate of selection of resistant biotypes (e.g.
Neve and PowLes, 2005; RENTON et al., 2011). High herbicide rates will select for major gene
resistance (target site resistance) while low herbicide rates are assumed to select for quantitative
inherited resistance mechanisms (minor gene resistance or non-target site resistance), a situation
that has been described as a “Catch 22" by GRESSEL (1995). Enhanced metabolism, as it has been
observed in several outcrossing grass weed species, is an example of what is believed to be a
quantitative inherited non-target site resistance mechanism that could be promoted by the use of
low herbicide rates. There is, however, still some controversy about the role of reduced rates in
promoting non-target site resistance to herbicides as none of the studies has directly compared
high and low rate selection in the field (NEve et al., 2014).
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Fig. 2 Dose response curves from CPO-Weed for prosulfocarb on three grass weed species at the
0-2 leaf stage, minimum and maximum temperatures of 8 and 14 °C and no soil moisture stress.

Abb. 2 Dosis-Wirkungskurven nach CPO-Weed von Prosulfocarb fiir 3 Ungrasarten im 0- bis 2-Blatt-
Stadium; Minimum- und Maximum-Temperatur 8 bzw. 14 °C und ohne Einfluss der Bodenfeuchte.

In the on-going discussion reduced herbicide rates are often considered to be synonymous with a
reduced or sub-lethal effect. As highlighted in this article this is far from always the case because
weed species differ markedly in their susceptibility to herbicides. Grass weed species like A.
myosuroides, Apera spica-venti and Lolium spp. are very competitive weed species that require a
high level of control to prevent yield losses. If reduced herbicide rates are recommended by CPO-
Weed the cause is a high susceptibility to the herbicide, as it is illustrated in Figure 2. The reduced
prosulfocarb rates that farmers are recommended to use against A. spica-venti are the result of the
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high susceptibility of this weed species to prosulfocarb and not the acceptance of a low efficacy
level. In contrast, the reduced herbicide rates recommended against many poorly competitive
broadleaved weed species are often partly due to an acceptance among Danish farmers of a lower
efficacy. Until now only one example of quantitative inherited resistance mechanisms has been
reported in broadleaved weed species, thus the risk that reduced rates of herbicides will select for
non-target site resistant biotypes of broadleaved weed species seems minor.

Integrated pest management and reduced herbicide rates

In 2011 EU Directive 2009/128/EC came into force. One of the objectives of the directive is to
ensure the adoption of IPM by all professional users of pesticides by January 1, 2014, and to
support this conversion eight IPM principles have been listed in the directive.

The most important of the eight IPM principles is #1 requiring farmers to prevent the build-up of
large pest populations, e.g. by adopting a diverse crop rotation and implementing cultivation
techniques that minimize problems with weeds and other crop pests. A diverse weed flora and a
low weed density will allow for lower control levels and hence the use of reduced herbicide rates
because higher survival rates can be tolerated compared to fields with high weed densities.
Preventing the build-up of large weed populations is also one of the main tools to prevent
resistance building up. Herbicides do not cause the mutations conferring resistance, their use
merely favours the propagation of resistant plants in the population. As resistant plants are
present at very low frequencies the chance that a resistant plant can be found altogether in a field
depends very much on the weed density. The risk of herbicide resistance is therefore very much a
numbers game and if the farmers keep the weed numbers low, as it is the intention with IPM, the
risk that reduced herbicide rates will promote resistance will also be lower. As a matter of fact IPM
principle #6 states that “the professional user should keep the use of pesticides and other form of
intervention to levels that are necessary, e.g. by reduced doses, reduced application frequency and
partial applications, considering that the level of risk in vegetation is acceptable and they do not
increase the risk of development of resistance in populations of harmful organisms”, i.e. reduced rates
are actually seen as one of the many IPM tools that farmers should adopt, which makes sense
because of the lower risk for promoting resistance than in many of the current cropping systems.
Further adding to a reduced risk of herbicide resistance in an IPM scenario is that herbicide use
should be combined with non-chemical control measures.
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Abstract

The apparent rate of evolution of resistance of weeds to herbicides has increased substantially over the past
decade. Data suggests phenotypic expression is affected by the mechanism of action of the herbicide, the
taxonomy of the weed, the extent and frequency of selection and the agronomic context of herbicide use that
contribute to the development of herbicide resistance. The opportunities for herbicide resistance are
maximized in weeds that produce prolific seed, have relatively short half-life in the seedbank, and are obligate
outcrossers; for herbicides that have a single target site that is not conserved or have multiple non-target
resistance mechanisms; and in management, those management systems that do not use a diverse set of
weed management tools and rely only on herbicides for weed control. The ability to identify weed and
herbicide combinations that are most likely to develop herbicide resistance can aid in education and
management systems to delay herbicide resistance.

Keywords: Herbicide resistance, resistance management, resistance Index, integrated weed management

Zusammenfassung

Die Herbizidresistenz von Unkrdutern hat in den letzten zehn Jahren deutlich zugenommen.
Versuchsergebnisse weisen darauf hin, dass die Entwicklung der Herbizidresistenz von dem Wirkmechanismus
der Herbizide, der Taxonomie der Unkrduter, dem Ausmall der Selektion und den agronomischen
Verhdltnissen beeinflusst wird. Die Gefahr einer Herbizidresitenz nimmt bei Unkrautarten zu: mit hoher
Samenproduktion, relativ niedriger Uberlebensrate in der Bodensamenbank, obligater Auskreuzung, bei
Unkrdutern mit einem Zielort, mit einer Nichtzielort-Resistenz, einseitiger Unkrautbekampfung. Es ist
erforderlich Ursachen zu identifizieren, die die Herbizidresistenz fordern. Dies kann dazu beitragen durch
Anderung von Managementsystemen die Entwicklung der Herbizidresistenz zu verzégern.

Stichwaorter: Herbizidresistenz, Resistenzmanagement, Resistenzindex, integrierte Unkrautbekdmpfung

Introduction

The number and diversity of herbicides available for use in agriculture has seen tremendous
growth since the introduction of 2,4-D in the 1940’s (AppPLEBY, 2005). From the beginning of
herbicide use on a large scale, concerns about the potential development of herbicide-resistant
biotypes among agricultural weed populations have been expressed (AppLEBY, 2005). These fears
were realized in 1968 when the first case of triazine resistance was confirmed (RYaN, 1970). Since
that time, over 403 resistant weed biotypes have been reported within all major herbicide
mechanisms of action (Heap, 2013).

Many herbicides are registered for use in row crops; however herbicides are grouped by chemists
and weed scientists into a relatively small number of classifications based on their mechanism of
action, that is, by reference to the biochemical pathways that they disrupt in susceptible plants
(AsHTON and CRrAFTs, 1981). Frequently, herbicides with the same mechanism of action control
approximately the same botanical families. Thus, whenever they are used in weed management
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programs, they tend to exert selection against the same groups of weed species. Since the
introduction of glyphosate-resistant cultivars in the mid-1990’s, herbicide application patterns
have changed dramatically. This has resulted in weed control programs with less diverse
mechanisms of action and intensifying selection pressure for herbicide resistance, particularly
glyphosate.

Herbicide resistance has become a critical issue to growers in the developed world such as North
America, Europe and Australia. There have been no new herbicide mechanisms of action
introduced since 1992 and multiple-resistant weeds are reducing the number of herbicides
available to control some of the most common and troublesome weeds in certain cropping areas
such as Amaranthus in North America, Alopecurus in Western Europe, and Lolium in Australia
(VENCILL et al,, 2012). There are newer herbicide-resistant crop technologies being developed such
as auxinic-resistant cotton and soybean. Under this scenario, it would be most beneficial to weed
scientists and others to have a better understanding of what herbicide-weed-management
scenarios; herbicide-resistant weeds are most likely to develop.This paper will present a framework
for determining the potential for herbicide resistance development under given weed, herbicide,
and management conditions.

Weed Factors

Many factors determine the success of a weed (e.g. competitiveness, emergence pattern, seed
production potential etc.). For example, annual weeds develop resistance more quickly than
biennial or perennial species because more generations experience selection over the same
period. Perennial weeds, if predominantly vegetatively propagated, are much less likely to evolve
resistance than annual weeds. The weed biology risk matrix described below is primarily for
annual weeds, although it will also be relevant for perennial weed species if propagation by seeds
is important.

Seedling emergence probably is the single most important phenological event that influences the
success of an annual plant. In theory, a persistent seed bank of older, less selected seeds, could
‘buffer’, and hence reduce, the effect of selection for resistance (GResseL, 2009). However, due to
limited knowledge of the interaction of seed bank dynamics and resistance, there are no
documented cases of this occurring. In contrast, once resistance has evolved, species with more
persistent seeds are likely to pose a greater threat due to long-term emergence of resistant plants
from seeds in the seedbank because of a similar buffering effect.

Differing weed species have a wide range of seed production. In theory, a weed that set more seed
would have a greater chance of developing herbicide resistance due to a greater number of
genetic combinations that have the potential to produce an individual with a herbicide-resistance
trait. Several common and troublesome weeds are displayed in Table 1. It shows that many of the
weed species with the highest fecundity have the greatest number of herbicide resistant biotypes
(e.g. Amaranthus, Echinochloa).

Genetic diversity is a key factor in the development of herbicide resistance. Genetically diverse
species are more likely to contain individuals that already possess herbicide resistance. Weed
species that ensure greater genetic diversity through obligate outcrossing tend to be some of the
weeds with the greatest propensity for herbicide resistance development (Tab. 1).

Pollen and seed dispersal affect how widely an evolved trait of resistance can move once it has
developed. The pollen for some weeds such as Amaranthus palmeri (Palmer amaranth) have been
shown to move great distances allowing pollen carrying resistance genes to infest a greater
geographic area (SOSNOSKIE et al., 2009). Weeds such as horseweed (Conyza canadensis) that have
wind-blown propagules can spread an evolved herbicide resistance trait over a large geographic
distance (DAUER et al., 2007).
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Tab. 1 Biological characteristics of selected common and troublesome agronomic weed species (VENCILL,
2012).

Tab. 1 Biologische Eigenschaften von ausgewdhlten Unkrautarten (VENCILL, 2012).

Weed Dioecious  Obligate Fecundity Seedbank Resistance Rank®
outcrosser longevity Cases
seed plant™ yr #
Amaranthus palmeri Yes No 1,000,000 3 25 3
Amaranthus tuberculatus ~ Yes No 1,000,000 3 37 3
Alopecurus myosuroides Yes No 3000 1-2 26 3
Ambrosia artemisifolia No No 6000 1 19 2
Ambrosia trifida No Weak 1400 4 18 2
Avena fatua No Yes 1000 3 39 2
Chenopodium album No Yes 72000 4 42 1
Echinochloa crus-galli No Yes 500000 5 31 3
Ipomoea spp. No Yes 1500 1 0 1
Kochia scoparia No Yes 4100 2 34 2
Lolium rigidum Yes No 2000 1-2 44 3
Poa annua No Yes 1000 2 21 3
Senna obtusifolia No Yes 200 >5 0 1
Xanthium strumarium No Yes 9000 2 17 2

2Ranking on a scale of 1-3 with one having the least risk and three the greatest risk of resistance development.

Annual weed species display a wide range of emergence patterns from those that emerge over a
narrow time frame to those that have continuous germination over the season. Those weeds that
germinate continuously over a season would develop herbicide resistance faster than those who
do not due to a greater exposure of the weed seedbank over time to any given herbicide. In
addition, and greater phenotypic diversity is present in weeds that germinate over the season.

Herbicide Factors

The herbicide factors that contribute to herbicide-resistance are related to herbicide use patterns,
weed control spectrum, and interaction of the herbicide with the target site. Herbicides that
provide a high level of control at recommended rates are likely to select for highly resistant
individuals more effectively than herbicides with lower intrinsic activities, where a higher
proportion of susceptible plants are likely to survive too (GReSSEL and SEGEL, 1990). The intrinsic
activity of the herbicide may be more important to selection for target site resistance than for
enhanced metabolism. For example, MANALIL et al. (2011) showed low herbicide doses increased
non-target site resistance in Lolium rigidum.

Greater residual activity might, in theory, increase resistance risk by exposing successive flushes of
emerging weeds to the herbicide. In practice, there is little evidence that this is of great
importance. In situations where most weeds have emerged before application, this factor will not
be relevant. Although two (ALS, triazines) herbicide classes in the high risk category in the figure
above have residual activity, it is not proven that this is a significant factor in relation to resistance.
Residual activity may have more relevance, where high rates of persistent herbicides may be used.

There are many factors required for a herbicide to successfully control a target weed. If foliar
applied, it must be able to cross the plant cuticular barrier and be translocated to a cellular target
site. If soil applied, it must be available in the soil solution in sufficient quantities to be taken up by
roots and translocated to a cellular target site. Differences in crops and weeds and among weeds
to the same herbicide can lead to selectivity or to the development of resistance in certain cases
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such as glyphosate-resistant Conyza or Lolium. There are many ways herbicides interact with their
primary target sites. Some herbicides are competitive inhibitors (they compete with the natural
substrate at the target site for the herbicide). In these situations, changes to the target site that
would lead to target site herbicide-resistant weeds are more difficult to develop as many of these
target sites are highly conserved such that many of the changes to the target site that would
reduce a given herbicide’s binding would also reduce the binding of a natural substrate leading to
a lethal mutation. For example, photosystem Il inhibitors (triazines and substituted-ureas), EPSPS-
inhibitors (glyphosate), glutamine-synthetase inhibitors (glufosinate), PPO-inhibitors (diphenyl
ethers), phytoene-desaturase inhibitors (pyridazinone herbicides), and HPPD-inhibitors such as the
triketone herbicides are competitive with the natural substrate for target site for the herbicide
(VENCILL et al,, 2012). This was one of the reasons that weed scientists initially thought glyphosate-
resistant weeds would be rare (SAMMONS et al., 2007). However, glyphosate-resistance has
developed through non-target site resistance mechanisms such as enhanced metabolism,
sequestration, or amplified target site. However, we did not take fully into account the myriad of
non-target site resistance mechanisms that could be selected for in a weed population. Other
herbicides such as the ALS-inhibitors and ACC-ase inhibitors are not competitive inhibitors. For
these herbicide target sites, a mutation to the target site leading to herbicide resistance is much
less likely to be a lethal mutation. As a result, there are 18 possible amino acid substitutions with
leading to ALS-resistance in weed species and six leading to ACC-ase resistant grass weeds (TRANEL
and WRIGHT, 2002; DELYE, 2005).

Management Factors

Management is the one aspect of the weed-herbicide-management triangle where the grower can
influence herbicide resistance development. A grower that is able to implement integrated weed
management tools such as crop rotation, cultivation, cover crops, and optimal agronomic
management will put less selection pressure for the evolution of herbicide-resistant weeds than
the grower who relies solely on herbicides for weed control or even the grower who uses some
herbicide-resistance management strategies such as rotating herbicide mechanisms of action but
does not use non-herbicide management tools. Cultural control measures relevant to arable and
horticultural crops include crop rotation, mechanical weed control, competitive seeding rates,
optimal row spacing, and preventing seed return to the weed seedbank.

If the herbicide is likely to be used several times per year (e.g. intensively managed crops), the risk
is likely to be higher than where it is used once annually (as in successive cereal crops). The risk is
likely to be lower where the herbicide is used less than once per year. If the herbicide is used
alone, then the risk is likely to be higher than if it is used in mixture or sequence with other
herbicides with activity on the same target weed, as long as the alternative herbicides have
different mechanism of action (DIGGLE et al., 2003). When the herbicide is the only one available for
controlling a specific weed, the resistance risk is likely to be higher than if many alternative
mechanism of action available.

If other weed management tools are not used, the risk of herbicide resistance increases. For
example, incidences of herbicide resistance increase in minimum-tillage and no-till systems due to
greater herbicide use and/or more rapid weed seedbank turnover than is found in conventional
tillage (BEckig, 2009). Weed resistance was greater in low soil disturbance no-till systems (BECKIE et
al., 2008).

Cropping system diversity is a cornerstone of weed resistance management. The risk of herbicide
resistance is greatest in monoculture fields. In western Canada, the risk is lowest in cropping
systems that include forage crops (tillage required to terminate the crop), fallow, or have three or
more crop types (BECKIE, 2009). Diversity in weed management tactics is the single most important
tactic for reducing and managing the evolution of herbicide-resistant weeds. Overreliance on a
single herbicide or single group of herbicides without concurrent utilization of other weed
management strategies has encouraged evolution of weed populations resistant to the heavily
used herbicide(s); but it is not the only factor. Characteristics of the herbicide and herbicide class,
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weed biology, and cultural practices such as crop rotation, tillage practices, and time of planting
all play a role in determining the likelihood and frequency of herbicide resistance. Resistance to
herbicides is a function of 1) the frequency of herbicide use; 2) how the herbicide has been used;
3) the strong selection pressure that is characteristic of the herbicide(s), and 4) the resistance
mechanism in the weed - that is, whether changes to the target site occur easily without affecting
plant function (e.g. ALS), or whether the target site is highly conserved so that occurrence of
target-site resistance is difficult because of the negative effects on the plant (TRANEL and WRIGHT,
2002).

Resistance Risk Framework

Table 2 contains a resistance risk classification table that lists a ranked risk of herbicide resistance
development for a given matrix of herbicide site of action, weed, and general weed management
strategy. Weeds were ranked on a scale of one to three (three exhibiting the greatest and one the
least risk) based on the prevalence of resistance development for the weed species and/or genus.
Herbicides were ranked on a scale of one to three based on the prevalence of weeds to develop
resistance to a particular target site. Finally, three general weed management systems were
considered in regards to their influence of herbicide resistance development. The three weed
management systems included in the matrix on a scale of 0.75 to one with one having the highest
risk of herbicide resistance development. The weed management systems ran from reliance on a
single herbicide mechanism of action for weed control to a herbicide based system relying on
rotation of herbicide mechanisms of action. The lowest risk weed management system (0.25) is an
integrated weed management system that uses herbicide site of action rotation, crop rotation,
mechanical weed control, and cultural weed control tools.

In the resistance risk matrix, any single cell is a product of the individual weed by herbicide by
weed management risks. A higher matrix product indicates a greater risk of herbicide resistance
development. For example, the use of an ALS-inhibitor for A. palmeri control without herbicide
rotation or any integrated weed management would result in a score of nine, the highest possible.
In this situation, the risk of resistance development is extremely high and a grower or one advising
a grower should advise an immediate change in the weed control strategy or regulatory officials
approving the approval of a herbicide for such a situation should mandate at minimum proper
notices of the risk of herbicide resistance development or not approve the use in some instances.
It could be argued in these cases, the evolution of resistance is inevitable if the herbicide is
applied. For those scenarios with a matrix product of three to four, resistance can possibly be
delayed for a considerable time period if intensive resistance management strategies are
employed (e.g. integrated weed management). On the other end of the scale, any matrix product
less than three should not greatly concern the grower or other interested parties in resistance
development.
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Tab. 2 Herbicide resistance risk framework.
Tab. 2 Risikorahmen der Herbizidresistenz.

Highest Risk (9)
Higher Risk (6)
Moderate Risk (3-4)
Low Risk (0.125-2.25)
High - ALS, | 3 1 (High) Single
ACC, PS-II-T \ Herbicide
& MOA
. | 3.0 // 0.5 (Moderate | MOA
- Low) Rotation only
2 25 0.25 (Low) Integrated
Pest Mgmt
Moderate - | 2 2.0 1 (High) Single
EPSP, Auxin, Herbicide
DNA, PS-l, MOA
PDS 0.5 (Moderate | MOA
- Low) Rotation only
0.5 1 0.25 (Low) Integrated
Pest Mgmt
Low - VLCFA, | 1 0.5 1 1 (High) Single
GS Herbicide
MOA
0.25 0.5 1.5 0.5 (Moderate | MOA
- Low) Rotation only
0.125 0.25 0.75 0.25 (Low) Integrated
Pest Mgmt
1 2 3
ELEIN, Avena, AMAXX,
Senecio, ECHCG, AMBXX,
SOLXX, XANST, LOLXX,
Salsola, Poa, | SORHA, KOCXX,
DIGXX SETXX CHEAL,
Conyza

In conclusion, the development of herbicide resistance is the product of weed, herbicide, and
management factors present in a given field. If provided with predictive tools, growers will be
better able to make decisions to delay the development of herbicide resistance. It is the duty of
weed scientists to provide predictive tools that allow growers to know if they have certain weeds
present, that they will see fairly rapid herbicide resistance development if they do not use an
intensive regime of integrated weed management to reduce the need for herbicide applications.
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Abstract

Blackgrass (Alopecurus myosuroides) is one of the most economically important weeds in Europe. Because of
the development and distribution of herbicide resistant populations the control of this weed has become a
serious challenge in agriculture. In recent years a reduced efficacy of fenoxaprop-P-ethyl towards
A. myosuroides has been observed. To investigate the degradation of the active substance fenoxaprop-P-ethyl
in A. myosuroides, four populations were grown in the greenhouse: One herbicide sensitive population, two
populations with a non-target-site resistance (NTSR) and one population with a target-site resistance (TSR). For
dose response studies the plants were treated with different dosages of fenoxaprop-P-ethyl and dry weight
was determined after three weeks. For the NTSR populations resistance factors of 76 and 2 could be calculated
based on ED50 values. The development of the TSR plants was not restricted by the herbicide treatment, not
even with the highest dosage.

For the degradation and metabolism studies plants were treated with fenoxaprop-P-ethyl and harvested for
laboratory analysis 2, 8, 24, 48 and 96 hours after treatment. The active substance degraded within 96 hours
without any significant differences between the populations. Two hours after herbicide treatment a metabolite
could be identified and quantified in all populations. The mean contents at eight and 24 hours after treatment
differed significantly between the populations. Results have shown that the metabolism of fenoxaprop-P-ethyl
to fenoxaprop-P is very similar in the tested populations although they have different resistance mechanisms.

Further studies are intended to show if the populations differ in the formation of other unknown metabolites.

Keywords: ACCase resistance, aryloxyphenoxypropionates (AOPPs), herbicide metabolism, non-target-site
resistance (NTSR)

Zusammenfassung

Ackerfuchsschwanz (Alopecurus myosuroides) ist in Europa eines der Ungraser mit der gréten wirtschaftlichen
Bedeutung. Durch die Entwicklung und Ausbreitung resistenter Populationen wurde die Bekdmpfung zu einer
ernstzunehmenden Herausforderung in der Landwirtschaft.

Seit einigen Jahren wird eine zunehmende Wirkungsschwéache von Fenoxaprop-P-ethyl gegeniiber
A. myosuroides beobachtet.

Um das Abbauverhalten des Wirkstoffes in A. myosuroides zu untersuchen, wurden vier Populationen im
Gewachshaus angezogen. Neben einem sensitiven Standard wurden fiir diese Untersuchung zwei
Populationen mit einer nicht-wirkortspezifischen Resistenz (NTSR), sowie eine Population mit einer
wirkortspezifischen Resistenz (TSR) verwendet. Fir Dosis-Wirkungsversuche wurden die Pflanzen mit
unterschiedlichen Konzentrationen des Wirkstoffs Fenoxaprop-P-ethyl behandelt und das Trockengewicht
nach drei Wochen ermittelt. Basierend auf ED50-Werten konnten Resistenzfaktoren von 76 und 2 fir die NTSR
Populationen berechnet werden. Die Entwicklung der TSR Pflanzen wurde durch die Herbizid Behandlung
nicht nachweisbar beeinflusst.

Fir die Abbau- und Metabolismusstudien wurden die Pflanzen mit Fenoxaprop-P-ethyl behandelt und
anschlieBend nach 2, 8, 24, 48 und 96 Stunden geerntet und im Labor aufgearbeitet. Der Wirkstoff wurde nach
96 Stunden fast vollstdndig abgebaut ohne signifikante Unterschiede zwischen den Populationen. Zwei
Stunden nach Herbizid Applikation konnte ein Metabolit des Wirkstoffes in allen Populationen identifiziert und
quantifiziert werden. Die Gehalte des Metaboliten in den Populationen unterscheiden sich nach 8 und nach 24
Stunden signifikant voneinander. Die Ergebnisse zeigen, dass der Metabolismus von Fenoxaprop-P-ethyl zu
Fenoxaprop-P, unabhdngig vom Resistenzmechanismus sehr dhnlich ist.

52 Julius-Kuihn-Archiv, 443, 2014



26™ German Conference on weed Biology an Weed Control, March 11-13, 2014, Braunschweig, Germany

Weitere Studien sollen zeigen, ob sich die Populationen durch die Bildung von anderen, unbekannten
Metaboliten unterscheiden.

Stichwaorter: ACCase-Resistenz, Aryloxyphenoxypropionate (AOPPs), Metabolismus, nicht-wirkortspezifischen
Resistenz (NTSR)

Introduction

The use of herbicides is still the most extensively used weed control measure in agriculture (MASSA
et al, 2013). By the opportunity to remove weeds selectively in a relatively rapid and easy way,
herbicides are an important tool in plant protection.

The recurrent application of herbicides with the same modes of action in combination with simple
cropping systems and high population densities led to the selection of resistant weed populations
(BECKIE, 2006). One of the most economically important herbicide resistant weeds in Europe is the
annual, monocotyledonous weed blackgrass (Alopecurus myosuroides HUDS). In Germany the first
resistant population was recorded in 1983 (Heap, 2013). Today it is considered as a problem in
many countries of North and Central Europe (Moss et al,, 2007). Because of the drastic decline in
available herbicides and the fact that no new herbicide mode of action has been introduced into
the marketplace for over 20 years, the possibility to control weeds chemically is limited (BEcKIE and
TARDIF, 2012). Aryloxyphenoxypropionate herbicides (AOPPs) inhibit the first step of fatty acid
synthesis by blocking the enzyme acetyl coenzyme-A carboxylase (ACCase) and are high
efficacious herbicides for the control of A. myosuroides (COCKER, 1999).

The AOPP herbicide fenoxaprop-P-ethyl is available since the 1980s and has been widely used for
the control of A.myosuroides (Xu et al., 2013). In 1983 the first fenoxaprop-P-ethyl resistant
population of blackgrass was encountered in Germany (Heap, 2013). Resistance mechanisms are
mainly a modification in the target site enzyme or an enhanced detoxification of fenoxaprop-P-
ethyl (PowLEes and Yu, 2010).

In resistant weeds as well as in cereal plants, there are two types of enzymes, glutathione S-
transferases (GSTs) and cytochrome P450 monooxygenases, that are most often found to be
responsible for the metabolic detoxification of herbicides (COCKER, 1999).

In Triticum species it has been shown that GSTs detoxify fenoxaprop-P-ethyl by catalyzing their
conjugation with the tripeptide glutathione (OLg, 1996; COCKER, 1999). In soil and wheat the
degradation of fenoxaprop-P-ethyl seems to be mainly hydrolysis to the metabolite fenoxaprop-P
(CHEN et al., 2011).

Because of the fact that there is still a lack of understanding non-target-site-based resistance
mechanisms, aim of the study was to investigate if the metabolism of fenoxaprop-P-ethyl differs in
sensitive and resistant populations and in populations with different resistance mechanisms.

Material und Methods
Plant material

For the experiments one herbicide-sensitive (ALOMY-S) and three herbicide resistant populations
of A. myosuroides, ALOMY-NTSR1, ALOMY-NTSR2, ALOMY-TSR, were collected from different fields
in Germany. The population ALOMY-S was used as a sensitive reference standard. Molecular
analysis of plants of the populations ALOMY-NTSR1 and ALOMY-NTSR2 has shown that none of
the known mutations in the ACCase gene (1781, 2027, 2041, 2078 and 2096) are responsible for
the resistance against fenoxaprop-P-ethyl, and were therefore declared as populations with a non-
target-site resistance (NTSR). In plants of the population ALOMY-TSR a mutation (codon position
1781) could be detected.

Dose response studies

The seeds of the four populations of A. myosuroides were pre-germinated in vermiculite. In BBCH
11-12 two plants in each case were transplanted in 8 x 8 cm paper pots (Jiffy A/S, Denmark)
containing a soil mixture (50% compost, 25% clay, 25% sand). Plants were placed in a heated
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greenhouse (25/15 °C, 12 h photoperiod). At 2-3 leaf-stage (BBCH 12-13) plants were treated with a
precision application chamber using a flat-fan nozzle (8002 EVS, Teelet Spraying Systems Co.,
Wheaton, IL, USA, pressure 300 kPa, speed 800 mm', water amount 200 | ha'). Fenoxaprop-P-ethyl
(Ralon Super Power Plus, 69 g a.i. L7, EW, Nufarm plc) was sprayed with 10 different dose rates
(662.4 - 2.6 g a.i. ha) including a control variation. Each treatment was repeated three times and
placed in the greenhouse in a randomised design. Three weeks after herbicide treatment plants
were cut at ground level and dried for 48 hours at 80 °C in a drying cabinet. For the dry weight
determination a precision balance was used.

Degradation- and metabolism studies

For the metabolism studies a defined amount of seeds was sown in 20 x 30 cm boxes. Soil mixture,
plant growth and herbicide treatment technique was the same as described for the dose-response
studies. To ensure herbicide uptake, plants were watered from below. Two-leaf stage seedlings of
the four A. myosuroides populations were treated with fenoxaprop-P-ethyl (165.6 g a.i. ha').
Control variations were sampled prior to herbicide treatment (0 hours after treatment (HAT)).
Further sampling dates were 2, 8, 24, 48 and 96 HAT. The experiment had a completely
randomised design with three replicates per population and sampling date. To investigate the
degradation and metabolism, two grams of leaf tissue per sample were ground in liquid nitrogen
using a mortar and pestle. Together with 25 ml acetonitrile the sample was homogenized for 30 s
using an Ultra-turrax homogenizer, filtered and gathered in a rotary piston. Acetonitrile was
removed in a vacuum rotary evaporator and a water bath (30 °C). The residue was dissolved with
acetonitrile (1.5 ml). After evaporation of acetonitrile with nitrogen on a heating block (60 °C), the
residue was taken up with acetonitrile/water (1:1) and centrifuged at 20,000 x g for 10 min at 4 °C.
Samples were measured with a HPLC - High Performance Liquid Chromatography (Waters
Corporation, USA) in combination with a diode array detector (DAD). The analysis standards of
fenoxaprop-P-ethyl and fenoxaprop-P were obtained from Bayer CropScience and from Sigma-
Aldrich (USA).

Statistical analyses

Statistical analyses were performed using the software R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2011). For
analysis of the dose response studies and the degradation of fenoxaprop-P-ethyl, R was
supplemented with the ‘drc’ package (RiTz and STREIBIG, 2005). A nonlinear model was used as
described in KNEzeviC et al. (2007) and a model lack of fit test was performed. If necessary a Box—
Cox data transformation was carried out to achieve homogeneity of variance. The resistance
factors (RF) were calculated as the ED50/ED90 of the resistant population divided by the ED50/
ED90 of the sensitive population.

To evaluate the effects of population and time (HAT) on fenoxaprop-P-ethyl and its metabolite
fenoxaprop-P a two-factorial analysis of variance (ANOVA) was used, followed by Tukey HSD test
at the 5% probability.

ANOVA requirements were checked and if necessary a transformation of data prior to ANOVA was
carried out to stabilize the variance. To describe the dynamics of the metabolite fenoxaprop-P a
nonlinear pharmacokinetic model was used.

Results
Dose response studies

As can be seen in the dose response curves for the populations ALOMY-S, ALOMY-NTSR1 and
ALOMY-NTSR2 dry weight decreased as fenoxaprop-P-ethyl dose increased (Fig. 1). For ALOMY-
TSR no curve could be fitted, because the different dosages of fenoxaprop-P-ethyl had no
influence on plant development and biomass.
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Fig. 1 Effect of fenoxaprop-P-ethyl on dry weight of the populations ALOMY-S, ALOMY-NTSR1 and ALOMY-
NTSR2. Each point is the mean of three repetitions.

Abb. 1 Wirkung von Fenoxaprop-P-ethyl auf das Trockengewicht der Populationen ALOMY-S, ALOMY-NTSR1 und
ALOMY-NTSR2. Jeder Punkt stellt den Mittelwert von drei Wiederholungen dar.

Effective dosages causing a 50 and 90%-reduction in dry weight and corresponding resistance
factors calculated from regression curves are listed in Table 1. For ALOMY-S 26.31 g a.i. ha™ were
needed to reach ED50 and 57.76 g a.i. ha™' to reach ED90. For ALOMY-NTSR1 both estimates were
gained by extrapolation and account for 1996.89 g a.i. ha™ for ED50 (RF 76) and 29937.01 g a.i. ha™
for ED90 (RF 518). For ALOMY-NTSR2 50.81 g a.i. ha” were needed to reach ED50 resulting in a
resistance factor of 2. To reach ED90 38153.02 g a.i. ha™' (extrapolation) were needed, resulting in a
resistance factor of 660. The test for lack of fit was non-significant (p = 0.75), indicating that data
was well described by the model. As can be seen at the curves, the resistance of population
ALOMY-NTSR2 became apparent at higher dosages of the active substance. At lower dosages
plants of this population reacted more susceptible than plants of the sensitive population ALOMY-
S, whereas the resistance of ALOMY-NTSR1 became apparent even at lower dosages.

Tab. 1 Fenoxaprop-P-ethyl ED50- and ED-90 values and corresponding resistance factors of the dose response
studies depending on the population.

Tab. 1 ED50- und ED90-Werte von Fenoxaprop-P-ethyl, sowie entsprechende Resistenzfaktoren der Populationen in
den Dosis-Wirkungsversuchen.

ED50 ED90
Population Estimate (g a.i. ha) RF Estimate (g a.i. ha) RF
ALOMY-S 26.31 1 57.76 1
ALOMY-NTSR1 1996.89 76 29937.01 518
ALOMY-NTSR2 50.80 2 38153.02 660

* Estimates of ED50 and ED90 were calculated from regression curves (Fig.1), RF; Resistance factor
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Degradation- and metabolism studies

As can be seen in Figure 2 a degradation of fenoxaprop-P-ethyl was measurable in all populations.
The test for lack of fit was non-significant (p = 0.84), indicating that the model is appropriate for
data.

ANOVA showed a significant effect of the factor time (p=0.0001). The mean content of
fenoxaprop-P-ethyl was significantly different at all sampling dates. The factor population was a
non-significant effect (p = 0.99). In all populations fenoxaprop-P-ethyl degraded within four days
(96 HAT).

o —a— ALOMY-S
-4- ALOMY-NTSR1
4+ ALOMY-NTSR2
12 - x -¥- ALOMY-TSR

fenoxaprop-P-ethyl (ug/g)
fs:]
1

hours after treatment (HAT)

Fig. 2 Degradation of fenoxaprop-P-ethyl in ALOMY-S, ALOMY-NTSR1, ALOMY-NTSR2 and ALOMY-TSR within
96 hours.

Abb. 2 Abbau von Fenoxaprop-P-ethyl in den Populationen ALOMY-S, ALOMY-NTSR1, ALOMY-NTSR2 und ALOMY-
TSR innerhalb von 96 Stunden.

As shown in Figure 3 metabolite fenoxaprop-P could be detected in all populations. ANOVA
showed a significant interaction effect of the factors time and population (p = 0.0005). The mean
content at 2 HAT was between 3.05 and 3.38 ug/g and did not significantly differ between the
different populations (Tab. 2). The mean content of fenoxaprop-P increased in all populations until
8 HAT. At this time the mean content in ALOMY-TSR (7.75 pg/g) was significantly higher than in
ALOMY-S, ALOMY-NTSR1 and NTSR2 (5.6 -5.95 ug/qg). At 24 HAT the mean content of fenoxaprop-P
was significantly higher in ALOMY-S (7.12 pg/g) and ALOMY-TSR (5.27 pg/g) than in the NTSR-
populations (3.09 and 4.6 pg/g). At the two last sampling dates fenoxaprop-P further degraded
without significant differences between the populations. At 96 HAT the mean content in ALOMY-S
(1.62 pg/g) is around twice as high as in the resistant populations where the metabolite was
almost completely degraded (0.62-0.82 ug/g).
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Fig. 3 Dynamics of the metabolite fenoxaprop-P in ALOMY-S, ALOMY-NTSR1, ALOMY-NTSR2 and ALOMY-TSR
within 96 hours.

Abb. 3 Dynamik des Metaboliten Fenoxaprop-P in ALOMY-S, ALOMY-NTSR1, ALOMY-NTSR2 und ALOMY-TSR
innerhalb von 96 Stunden.

Tab. 2 Fenoxaprop-P mean contents of the populations ALOMY-S, -NTSR1, -NTSR2 and TSR prior to herbicide
treatment (0 HAT) and 2, 8, 24, 48 and 96 hours after treatment.

Tab. 2 Mittlere Gehalte des Metaboliten Fenoxaprop-P in den Populationen ALOMY-S,-NTSR1,-NTSR2 und -TSR vor
Applikation (0 HAT) sowie 2, 8, 24, 48 und 96 Stunden nach Applikation.

Hours after treatment (HAT)
1] 2 8 24 48 96

Population Fenoxaprop-P (png/g)*

ALOMY-S 0(x0)a 3.23(x0.21)a 595(x08)a 7.12(x0.8)a 3.07(x049)a 1.62(x0.29)a
ALOMY-NTSR1T 0(+0)a 3.05(x0.35)a 56(+09)a 3.083(x06)b 148(x0.18)a 0.717(x0.2)a
ALOMY-NTSR2 0(+0)a 3.38(+0.38)a 592(+1.07)a 46(+1.08)b 348(+048)a 0.62(+0.03)a
ALOMY-TSR 0(x0)a 3.12(x0.78)a 7.75(x0.65)b 527(x0.7)a 23(x0.22)a 0.82(x0.13)a

*Means within columns (+ standard deviation) followed by the same letter are not significantly different
according to Tukey's HSD (p=0.05)

Discussion

When regarding the results of dose response studies it can be said that the resistant populations
differ among each other when exposed to fenoxaprop-P-ethyl. For ALOMY-NTSR1 and -NTSR2 362
and 461 times the recommended dose would be necessary for the control. For ALOMY-TSR the 8
fold dose of fenoxaprop-P-ethyl didn’t even influence biomass production. The mutation at
position 1781 is the most common and is known as a strong ACCase mutation (PowLES and Yu,
2010). The calculation of ED90-values has shown that the use of recommended dose for
fenoxaprop-P-ethyl would be enough to control the sensitive population ALOMY-S sufficiently.
Results have shown that it is very important to calculate ED50 and ED90 values, because in some
populations, like ALOMY-NTSR2, the resistance becomes apparent only at higher dosages.
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Contrary to the expectations the studies have shown that the degradation of the active substance
is similar in all populations whether sensitive or resistant and whether the resistance is target-site-
based or not. Fenoxaprop-P-ethyl degraded in all populations within four days. The metabolite
fenoxaprop-P, known from wheat and soil could be detected in all populations two hours after
herbicide treatment. This gives an indication that hydrolysis of the active ingredient has taken
place (CHEN et al., 2011). In ALOMY-S the formation and the degradation of the metabolite was
slower and at the last sampling date, the mean content was twice as high as in the resistant
populations. The dynamics of the metabolite in the NTSR-populations differed significantly from
that in the ALOMY-S and ALOMY-TSR population at 24 HAT. At that time the mean content of
fenoxaprop-P was significantly lower in the NTSR populations. Results indicate that the formation
of the metabolite is not responsible for the differences in sensitivity towards fenoxaprop-P-ethyl,
because it was formed in all populations independently whether sensitive or resistant or whether
the resistance is target-site-based or non-target-site-based. It should be emphasized that for all
populations the ACCase gene has been investigated for mutations at the codon positions 1781,
2027, 2041, 2078 and 2096. It cannot be excluded that in the NTSR populations a rare or an
unknown mutation is present. It also cannot be excluded that in the TSR population multiple
resistance mechanisms occur. It is known, that some resistant populations have an insensitive
ACCase as well as an increased rate of detoxification (COCKER, 1999).

In grasses the plastid ACCase is the target for AOPP herbicides (ABBASPOOR and STREIBIG, 2005). The
reason why sensitive populations die off is that the ACCase is essential for lipid biosynthesis.
Among other processes the production of reactive oxygen species (ROS) leads to several
damaging reactions resulting in plants death. This could be shown for ALOMY-S in the dose
response studies. In populations with a target-site resistance the ACCase is altered due to a gene
mutation, conferring amino acid change (PowLes and Yu, 2010). This means that the active
ingredient cannot be effective as mentioned for ALOMY-TSR in the dose response studies, where
none of the dosages influenced plant development. In populations with a non-target-site-based
herbicide resistance, different mechanisms cause that the amount of herbicide reaching the target
is nonlethal (PowLes and Yu, 2010). NTSR mechanisms include decreased rates of herbicide
translocation, decreased herbicide penetration or increased rates of herbicide metabolism or
sequestration. In these studies the focus has been on enhanced herbicide metabolism. It is
conceivable that other NTSR mechanisms, like decreased translocation or increased sequestration
exist in the populations. Furthermore it is conceivable that other metabolites which could not be
identified in the conducted experiments due to the measurement technique occur in the NTSR
populations which declare the resistance.

In the study of CumMmINS et al. (2009) experiments were carried out to investigate if safeners
enhance detoxification pathways. In this study fenoxaprop-P-ethyl was detoxified in wheat and
A. myosuroides by conjugation with glutathione. Through ester hydrolysis and GST-mediated
cleavage, metabolites were formed. Thus, it cannot be excluded, that these metabolites also were
formed in the present study.

The dynamics of the metabolite suggest that in the time between 8 and 48 HAT other metabolites
were formed. In the next experiments the existence of other unknown metabolites is to clarify
using a liquid chromatography with detection via tandem mass spectrometry (LC/MS-MS).
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Abstract

The increasing number of herbicide tolerant weed populations is illustrating the increasing demand for
reliable methods for an accelerated detection of herbicide tolerance compared to greenhouse studies. Several
methods for resistance quick detection have been published in previous years. One of the recent methods is
the Chlorophyll Fluorescence Imaging Method (CFl). For this method changes in photosynthetic activity of the
target organisms, caused by herbicides, are determined. General assumption of this method in terms of
herbicide resistance detection is that each herbicidal compound, independent of the mode of action, will
cause changes within the photosynthetic apparatus of the target organisms. This effect already could be
confirmed for several modes of action (PSII, ALS, ACCase, EPSPS, synth. Auxins).

Aim of this study is to validate this novel method on the basis of greenhouse experiments and single
nucleotide polymorphisms (SNP) analysis. The resistance profiles of 10 black-grass populations (Alopecurus
myosuroides Huds.) have been determined in greenhouse herbicide efficacy trials and constitutive SNP
analyses of the survivors.

With the CFl-method it was possible to detect the resistance profile as well as the resistance frequency within
the populations. The results from the greenhouse experiments could be reproduced with conformity of 94%.
This result is valid for the tested herbicides mesosulfuron, pyroxsulam as well as clodinafop and pinoxaden.

Keywords: ACCase, Alopecurus myosuroides Huds., ALS, blackgrass, herbicide resistance, resistance quick
detection

Zusammenfassung

Die standig steigende Zahl herbizidresistenter Unkrautpopulationen verdeutlicht den wachsenden Bedarf an
verldsslichen Methoden welche eine, im Vergleich zu Gewachshausversuchen, beschleunigte Detektion von
Herbizidresistenz erlauben. Mehrere solcher Methoden wurden in den vergangenen Jahren publiziert. Eine der
neuesten Methoden ist das Chlorophyll Fluoreszenz Imaging (CFl). Hierbei handelt es sich um die bildgebende
Erfassung von Veranderungen der Fotosyntheseleistung der Zielorganismen, verursacht durch biotische oder
abiotische Stressursachen. Die generelle Annahme dieser Methode in Bezug auf Herbizidresistenz ist, dass
jeder herbizide Wirkstoff entweder primar oder sekundér eine Beeintrachtigung der Fotosyntheseleitung der
behandelten Pflanzen bewirkt. Dieser Effekt konnte in der Vergangenheit bereits fir eine groe Anzahl
herbizider Wirkmechanismen nachgewiesen werden (PSII, ALS, ACCase, EPSPS, synth. Auxine).

Die hier vorgestellten Versuche haben zum Ziel, diese neue Methode anhand von Gewdchshausversuchen
sowie genetischen Untersuchungen zu validieren.

Das Resistenzmuster von insgesamt 10 Acker-Fuchsschwanz-Populationen (Alopecurus myosuroides L.) wurden
in Gewachshausversuchen im Voraus erfasst und darauf aufbauend molekularbiologisch auf bekannte
genetische Mutationen an den Wirkorten untersucht.

Mit der CFI-Methode konnte bei allen getesteten Populationen der Resistenzstatus sowie die Frequenz
innerhalb der getesteten Population detektiert werden. Im Vergleich zu Gewédchshausversuchen sowie den
molekularbiologischen Untersuchungen konnten die Ergebnisse zu 94 % reproduziert werden. Dieses Ergebnis
ist gultig fuir die Wirkstoffe Mesosulfuron, Pyroxsulam, Pinoxaden und Clodinafop.

Stichworter: ACCase, Acker-Fuchsschwanz, ALS, Herbizidresistenz, Resistenzschnelltest
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Introduction

The number of herbicide tolerant weed populations is increasing worldwide (HeAp, 2013). Farmers,
federal and private consulting services as well as the chemical industry are aware of this situation
and started extensive, active and proactive, herbicide resistance monitoring programs in past
years (e.g. SIEVERNICH et al., 2013). Due to the increasing number of suspicious herbicide tolerant
weed populations to be tested, the demand for screening methods which allow an accelerated
detection of resistance patterns, is rising. Several new screening methods have been published,
e.g. the Rothamsted Rapid Resistance Test (Moss, 2000), the Syngenta RISQ-test (KAUNDUN et al.
2011) and the Chlorophyll Fluorescence Imaging Method (CFI-Test) (MENEGAT et al., 2011; KAISER et
al., 2013). A comprehensive summary and discussion of actual test methods can be found at
BURGOS et al. (2013). The CFI-Test could demonstrate its feasibility for a wide range of herbicidal
compounds as well as for various weed species. The main advantage of the CFl-Test, compared
with other quick tests, is the quantitative assessment of herbicide efficacy as well as the large
number of repetitions which can be realised per population. The large number of repetitions
allows a determination of the resistance frequency within the population.

So far the results obtained from the CFl-Test have not been validated. Therefore the aim of the
presented study is to compare the resistance classification for different A. myosuroides populations
with the classification results obtained from standard greenhouse herbicide efficacy studies.

Material and Methods
Greenhouse whole-plant herbicide efficacy studies

Ten A. myosuroides populations with different resistance profiles were selected for the
experiments. The resistance profiles were obtained from standard herbicide efficacy studies under
greenhouse conditions (subsequent named whole-plant tests). Therefore A. myosuroides
populations were pre-germinated in Vermiculite and transplanted into 8 cm Jiffy pots (Jiffy
Products International B.V., NL) at growth stage BBCH 09/10. A plant density of 4 plants per pot
was realised. The pots were placed in a glasshouse at 15 °C day and 10 °C at night (+- 3 °C), 60%
humidity and with 12h additional illumination. Herbicide treatment took place at growth stage
BBCH 12-13 with a standard laboratory track sprayer (8002 EVS Teelet® nozzle, pressure 320 kPa,
water amount 200 I/ha). The following three herbicides and dosages were used:

1. Atlantis WG®;, 1.0 kg/ha, 0.4 kg/ha, 0.16 kg/ha
2. Broadway®; 687 g/ha, 275 g/ha, 110 g/ha
3. Traxos®; 1.21/ha

Each treatment was repeated three times. Atlantis WG® and Broadway® were sprayed with their
respective adjuvants. Herbicide efficacy assessment took place 21 days after treatment by visual
estimation of plant damage compared to the untreated control of the respective population.
Resistance classification was done according to Moss (1999). For single nucleotide polymorphism
analysis (SNP), 10 leaf samples were taken from 10 individual plants which survived the respective
herbicide treatment.

Chlorophyll Fluorescence Imaging Resistance Test; herbicide treatment, instrumentation and
measurement routine

For preparation of the Chlorophyll Fluorescence Imaging Resistance Test (subsequent named CFl-
Test) seeds of the selected A. myosuroides populations were pre-germinated on 0.8% sterilized
agar (Micro Agar, Duchefa, Germany), containing a nutrient composition according to PEDAS et al.
(2005). Petri dishes were placed in growth cabinets at a 12h-photoperiod and a temperature
regime of 15/5°C. After germination seedlings were transferred into 24-well multiwell plates
(Greiner GmbH, Germany). The multiwell plates were prepared with a mixture of 500 pl herbicide
solution and 500 pl sterilized 0.8% agar containing the same nutrient composition used for the
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pre-germination. Tested herbicides and dosages can be obtained from Table 1. Each treatment,
including the untreated control was repeated 24 times.

Chlorophyll fluorescence parameters were analysed with an IMAGIN-PAM M-Series Chlorophyll
Fluorometer (Heinz Walz GmbH, Germany). For evaluation of herbicide efficacy, the maximum
quantum efficiency of PSIl (subsequently named Fv/Fm) was used. Fv/Fm is calculated by the
equation:
Fv/fm = (Fm —F0)/Fm

Fm stands for the maximum fluorescence yield and F0 for the fluorescence yield of dark adapted
plants. For Fv/Fm determination plants were dark adapted for 30 minutes prior to the
measurement.

Resistance classification took place at the time at which the Fv/Fm value of the sensitive reference
population (2903-STD) tended towards zero and hence the maximum herbicide efficacy was
reached. Resistance classification according to Moss (1999) took place 72 hours after treatment for
Atlantis WG®, 168 hours after treatment for Broadway® and 48 hours after treatment for Traxos®.

Tab. 1 Herbicides and their dosages used for the chlorophyll fluorescence imaging resistance test.
Tab. 1 Fiir den Chlorophyll Fluoreszenz Imaging Resistenz Test verwendete Herbizide und deren Dosierungen.

L . Mode of action Herbicide dose Efficacy

Trade name Active ingredient M assessment (h
(HRAC goup) (mM) after treatment)
Inhibition of ALS

Atlantis WG® Mesosulfuron + 1.97% 72

iodosufuron (B)

Inhibition of ALS

Broadway® pyroxsulam + florasulam ®) 2.16* 168

Traxos® pinoxaden + clodinafop Inhibition of ACCase 0.187* 48

(A)

*Dosages refer to the active ingredient highlighted in column two

Results

Herbicide resistance patterns and SNP profiles obtained from whole-plant herbicide efficacy
studies

Table 2 shows the herbicide resistance classification of the selected A. myosuroides populations as
well as the respective SNP profiles. The selected populations are very diverse regarding their SNP-
profiles ranging from combined ALS/ACCase target site resistance (population 4411) to non-
target-site resistant populations with a multiple resistance against ACCase and ALS (population
4446). Likewise divers are the respective resistance patterns found during the whole-plant
herbicide efficacy studies. Aim of the subsequent performed CFl resistance test is to validate the
resistance patterns found in the whole-plant efficacy tests.
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Tab. 2 Herbicide resistance patterns and SNP profiles of the selected A. myosuroides populations obtained from
whole-plant greenhouse herbicide efficacy studies and subsequent SNP analyses of survivors.

Tab. 2 Resistenzmuster und Mutationsprofile der ausgewdhlten A. myosuroides Populationen, basierend auf
Resistenztests unter Gewdichshausbedingungen und SNP-Analysen an Pflanzen welche die jeweilige
Herbizidbehandlungen tiberlebt haben.

Tested herbicides

Population Cvt:@ntis Broadway® Traxos® SNP :I;l:::'ae:::re‘ncy within
2903-STD S S S - -

4411 RR RR RR Ser197/Leu574/Leu1781  63%/13%/75%
4414 RR R? RR - -

4432 S S RR - -

4445 R? R? R? - -

4446 R? R? R? - -

4447 RR RR S Leu574 100%

4449 RR RR S - -

4547 S S S - -

4549 RR RR RR Leu574 100%

CFl-resistance test results and comparison with whole-plant efficacy studies

For Atlantis WG® the general resistance classification (sensitive or resistant) obtained by the CFI-
Test corresponded in nine of ten cases with the results obtained from the whole-plant greenhouse
study. In two cases the resistance classification found with the CFI-Test were higher (RR) than
those obtained by the whole-plant essay (R?). Population 4432 was classified as sensitive against
Atlantis WG® but was classified as resistant (RR) during the CFl-essay. Additional ALS-SNP analyses
with surviving plants out of the CFI-Test were negative. Regardless the possibility of an existing
NTSR we classify this case as false positive detection.

For Broadway® the general resistance classification (sensitive or resistant) obtained by the CFI-Test
corresponded in nine of ten cases with the results obtained from the whole-plant greenhouse
study. In four cases the resistance classification of the CFI-Test was higher than the classification
found in the whole-plant test (populations 4411, 4414, 4447 and 4549) and in one case the
classification of the CFI-Test was lower (population 4449). Population 4547 was classified as
sensitive against Broadway® but was classified as resistant (RR) during the CFI-Test. Additional ALS-
SNP analyses with surviving plants out of the CFI-Test were negative. Regardless the possibility of
an existing NTSR we classify this case as false positive detection.

For Traxos® the general resistance classification (sensitive or resistant) obtained by the CFl-Test
corresponded in nine of ten cases with the results obtained from the whole-plant greenhouse
study. In three cases the classification found by the CFI-Test was higher than those found in the
whole-plant tests and in one case lower. Population 4547 was classified as RR by the CFI-Test and S
by the whole-plant test. Subsequent SNP analyses with surviving plants out of the CFl-Test
confirmed an ACCase SNP (Leu1781) with a frequency of 29% within the population. Thus we
could confirm the false negative classification of the whole-plant test.
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Tab. 3 Comparison of classification results obtained by the CFl resistance test and the whole-plant test.

Tab. 3 Vergleich der Klassifikationsergebnisse des CFl Resistenztests und des Resistenztests unter

Gewdchshausbedingungen.

Population

Tested herbicides

Atlantis
WG®

Broadway®

Traxos®

SNP

SNP frequency
within population

2903-STD

Whole-
plant test
CFI
resistance
test

S

4411

Whole-
plant test
CFI
resistance
test

RR

RR

RR

RRR

RR

RR

Ser197/Leu574/Leu1781  63%/13%/75%

4414

Whole-
plant test
CFl
resistance
test

RR

RR

R?

RR

RR

RR

4432

Whole-
plant test
CFI
resistance
test

RR

RR

RRR

4445

Whole-
plant test
CFl
resistance
test

R?

RR

R?

R?

R?

RR

4446

Whole-
plant test
CFI
resistance
test

R?

RR

R?

R?

R?

RR

Leu1781

38%

4447

Whole-
plant test
CFI
resistance
test

RR

RR

RR

RRR

Leu574

100%

4449

Whole-
plant test
CFI
resistance
test

RR

RR

RR

R?

4547

Whole-
plant test
CFI
resistance
test

RR

RR

Leu1781

29%

4549

Whole-
plant test
CFl
resistance
test

RR

RR

RR

RRR

RR

R?

Leu574

100%
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Discussion

The presented initial validation was the first step towards a comprehensive validation of the CFI-
test. We could show that the classification results obtained by the CFl-test correspond well with
the classification results obtained by the whole-plant test, thus conformity of 94% could be
achieved for the resistance detection. However, in some cases the resistance classification found in
the CFl-test was higher or lower than those found in the whole-plant tests. Within the CFl-test
system compounds are not affected by biotic and abiotic degradation accordingly the only
existing sink for the compounds are the plants itself. Previous studies could show that ED50 and
ED90 values decrease with time since the availability of the compound within the test system is
decreasing only marginally. Hence the proper timing for resistance classification is essential to
avoid an under- or overestimation of the herbicide efficacy.

The experiments could demonstrate that the CFl-test is a reliable and fast method for herbicide
resistance detection. The method is already applicable for a wide range of compounds out of the
HRAC groups A, B, C, G and O and for more than 15 monocotyledonous and dicotyledonous weed
species. Beyond the laboratory based CFI-test a novel Chlorophyll Fluorescence Imaging System is
under development which will allow the herbicide resistance detection directly in the field. This
will allow farmers to adapt their herbicide decision within the season and to control the herbicide
efficacy within a few days after application, far before herbicide symptoms will be visible.
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Abstract

Weed control failures due to herbicide resistance are an increasing and worldwide problem significantly
impacting crop yields. Herbicide resistance due to increased herbicide metabolism in weeds is not well
characterized at the genetic level. An RNA-Seq transcriptome analysis was used to identify genes conferring
metabolism-based herbicide resistance (MBHR) in a population (R) of a major global weed (Lolium rigidum), in
which resistance to the herbicide diclofop-methyl was experimentally evolved through recurrent selection
from a susceptible (S) progenitor population. A reference transcriptome of 19,623 contigs was assembled using
454 sequencing technology on a cDNA library and annotated using UniProt and Pfam databases.
Transcriptomic-level gene expression was measured using Illumina 100 bp reads from untreated control,
mock, and diclofop-methyl treatments of R and S. Due to the established importance of cytochrome P450
(CytP450), glutathione-S-transferase (GST), and glucosyltransferase (GT) genes in MBHR, 11 contigs with these
annotations and higher constitutive expression in untreated R than in untreated S were selected as candidate
genes for hypothesis testing, along with 17 additional differentially expressed contigs with annotations related
to metabolism or signal transduction. In a forward genetics validation experiment, higher constitutive
expression of nine contigs co-segregated with the resistance phenotype in an F. population, including 3
CytP450, 3 GST, and 1 GT. At least nine genes with heritable increased constitutive expression are associated
with MBHR trait. In a physiological validation experiment where 2, 4-D pre-treatment induced diclofop-methyl
protection in S individuals due to increased metabolism, seven of the nine genetically-validated contigs were
significantly induced. These data help explain accumulation of resistance-endowing genes and rapid evolution
of MBHR, and provide the opportunity to improve diagnostics of MBHR using molecular tools such as
transcriptional markers.

Keywords: 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), diclofop-methyl, evolution, herbicide metabolism,
herbicide resistance, next-generation sequencing, transcriptional markers

Zusammenfassung

Herbizidresistenz ist weltweit ein zunehmendes Problem in der Landwirtschaft, vor allem der enzymatische
Abbau von Wirkstoffen bzw. die metabolische Herbizidresistenz (MBHR) ist bislang noch weitgehend
unbekannt, besonders auf genetischer Ebene. Um die an einer MBHR beteiligten Gene zu identifizieren wurde
das Transkriptom von Herbizid-resistenten und sensitiven Weidelgrasern (Lolium rigidum) in einem RNA-Seq-
Ansatz verglichen. Die verwendete Diclofop-Methyl herbizidresistente Population wurde experimentell aus
einer sensitiven Population rekurrent selektiert. Ein 19623 Contig umfassendes Referenztranskriptom wurde
aus einer cDNA Bibliothek der resistenten Pflanzen durch 454 Sequenzierung erstellt und mit Hilfe von UniProt
und Pfam annotiert. Mit 100 bp Illumina-Reads wurde die Genexpression in unbehandelten, mit
Blindformulierung und mit formuliertem Herbizid Diclofop-methyl behandelten resistenten und sensitiven
Pflanzen untersucht. Es ist bekannt, dass Cytochrom P450 (CytP450), Glutathion-S-transferasen (GST) oder
Glycosyltransferasen (GT) eine wichtige Rolle in der MBHR spielen. EIf Contigs, die als solche annotiert und in
unbehandelten resistenten Pflanzen konstitutiv hoéher exprimiert sind als in Sensitiven, wurden als
Kandidatengene ausgewahlt und getestet. Zusatzlich wurden 17 weitere Contigs untersucht, die zwischen
resistenten und sensitiven Pflanzen unterschiedlich exprimiert und durch ihre Annotation in Metabolismus
oder Signaltransduktion eingebunden sind. Eine hohere konstitutive Expression konnte in neun selektierten
Contigs (u.a. 3 CytP450, 3 GST, 1 GT) auch in der F2 Generation bestatigt werden, cosegregierend mit den
resistenten Phanotypen. Daher ist die Expression von mindestens neun Genen mit metabolischer Diclofop-
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methyl Herbizidresistenz gekoppelt und vererbbar. Eine Vorbehandlung sensitiver Weidelgras-Pflanzen mit
2,4-D induziert metabolische Resistenz gegeniiber dem ACCase Inhibitor Diclofop-methyl. Dies wurde
verwendet, um die Expression der 28 selektierten Contigs zusatzlich physiologisch zu validieren. Sieben der
neun zuvor beschriebenen Contigs sind in der physiologischen Validierung auch in sensitiven Pflanzen durch
2,4-D induziert. Diese Ergebnisse bieten neue Diagnosemdglichkeiten und verdeutlichen den Zusammenhang
zwischen einer vererbbaren Expressionsregulierung von Resistenz vermittelnden Genen und der schnellen
Entwicklung von MBHR.

Stichwaorter: 2,4-Dichlorophenoxyessig Saure (2, 4-D), Diclofop-Methyl, Evolution, Herbizidmetabolisierung,
Herbizidresistenz, Next-Generation Sequenzierung, transkriptionelle Marker, Transkriptomic

Introduction

Herbicides are major tools to control weeds and weed control failure caused by herbicide
resistance is an increasing and worldwide problem (Heap, 2013). The evolution of herbicide
resistance involved several mechanisms and has rapidly occurred when large and genetically
variable weed populations have been subjected to intensive herbicide selection (POWLES AND Yu,
2010). Target-site based herbicide resistance mechanisms confer resistance only to a selecting
herbicide chemistry/mode-of-action. In contrast metabolism-based herbicide resistance (MBHR)
mechanisms can induce resistance across diverse herbicide chemical classes having different
modes-of-action. Several studies in L. rigidum have shown that 1) herbicide cross-resistance
involves enhanced herbicide metabolism (PResTON, 2004), 2) MBHR can be selected through
several generations by the use of recurrent low rate of herbicides, in particular the acetyl-coA
carboxylase (ACCase) inhibitor diclofop-methyl (DFM; Neve AND POWLES, 2005), 3) cytochrome P450
monooxygenases (CytP450) might be involved since inhibitors like malathion can reverse MBHR
(Busl et al., 2013), 4) several loci are involved in MBHR (Busi et al., 2013). Therefore MBHR is a
heritable trait under the control of several genes involving probably several CytP450 genes (largest
gene family in plants) and other unknown relevant genes.

Next-generation sequencing technologies provide many advantages for quantitative
transcriptome-wide gene expression analyses (MOrROzovA and MARRA, 2008) and has the great
advantage to be applied to non-model species such as weeds, as reference transcriptomes
necessary for expression quantification can be obtained even when no previous transcriptome
data are available. Long length reads (400-500 bp) obtained using the 454 pyrosequencing
technology are useful for generating de novo reference transcriptomes (PENG et al., 2010; RIGGINS
et al., 2010). lllumina HiSeq technology provides shorter reads and higher coverage, and is useful
for the so-called RNA-Seq that enables transcript quantification even for genes expressed at a low
rate (LISTER et al., 2009). Using RNA-Seq transcriptome analysis of L. rigidum and genetic and
physiological validation experiments, our objective was to identify and validate specific genes
expressed in plants showing MBHR.

Material and Methods

The R population used for the reference transcriptome and for the RNA-Seq expression
quantification experiment was reported by Neve and PowLEs (2005) and produced by recurrent
selection at initially low doses of DFM. The Australian S population used in all studies was VLRI,
also described for DFM response by NEVE and PowLES (2005). The R population was selected from
its progenitor S population over three generations of recurrent selection (NEve and PowLES, 2005).
This provided a much higher level of similarity in genetic background than would be obtained by
comparing a field R population with an unrelated S population, and enabled us to minimize
genetic differences that were unrelated to the MBHR traits of interest (VILA-AIUB et al., 2011).
Individuals were vegetatively cloned by separating tillers and transplanting into separate pots. All
plants were grown and treatments performed as described in GAINES et al. (submitted, Plant J.).

Reference Transcriptome

Twelve R individuals were vegetatively cloned and a single R individual was chosen for the
reference transcriptome on the basis of surviving a 4 x (1500 g ha') DFM dose, lacking any ACCase
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or ALS target site resistance mutations (measured using a pyrosequencing assay), and having
increased DFM metabolism relative to S (measured through an in-vivo *C-DFM assay) (BEFFA et al.,
2012; Yu et al., 2013). Plant preparation, RNA extraction and cDNA library was performed as
described in GAINES et al. (submitted). cDNA library inserts were prepared for sequencing using
one pico-titer plate on the Roche/454 GS FLX+ Titanium platform (LGC Genomics, Berlin,
Germany). Contig assembly was performed using Newbler with the following parameters: seed
step 12, seed length 16, minimum overlap length 40, minimum overlap identity 90, alignment
identity score 2, and alignment difference score -3. Gene Ontology assignment used the best
BLAST hit with a cutoff value of E<1x10*.

RNA-Seq Expression Quantification

Four individuals each of R and S were vegetatively cloned. R individuals were selected for RNA-Seq
as described for the reference transcriptome, including ACCase and ALS genotyping and DFM
metabolism. S individuals were selected on the basis of not surviving a 1/2x (188 g ha') DFM dose
and having low DFM metabolism. Vegetative clones were used to produce three identically sized
clones of each individual. The experimental design included four biological replications of Rand S
for control untreated, surfactant (mock) only, and 1x (375 g ha™') DFM treatments. Leaf samples for
the untreated control were collected at time point 0, and leaf samples from the adjuvant only
control and DFM treatments were collected 24 h after treatment application. Each sample
consisted of a mixture of 4 cm of the newest emerging leaf, 2 cm of the stem below the whorl, and
2 cm of the first fully expanded leaf. Samples were frozen immediately in liquid nitrogen and
pulverized for total RNA extraction. Libraries for lllumina HiSeq 2000 sequencing were prepared
with 2 pg RNA following the lllumina TruSeq RNA prep protocols, including selection for main
library size of 270-320 bp and an average RIN value of 6 (LGC Genomics). lllumina sequencing of
100 bp paired-end reads was conducted for the 24 samples using bar-coded adapters in 8
channels of the lllumina flow-cell, followed by read processing and analyses as described in detail
(GAINES et al., submitted).

Candidate MBHR Contig Selection and Relative Gene Expression Quantification

Contigs were selected on the basis of statistical significance, magnitude of expression differences,
and annotations related to known herbicide metabolism genes and signaling functions. Contig
sequences were used to design primers for PCR quantification of gene expression (GAINES et al.,
submitted).

Forward Genetics Validation

A forward genetics approach was used to assess the linkage between candidate contig expression
and resistance phenotype in a previously described F, population segregating for DFM resistance
(Busi et al., 2013). Individuals from the F, were vegetatively cloned and assessed for resistance
phenotype by treating individual clones with 1/2x (188 g ha) and 1x (375 g ha') DFM. Individuals
were classified as susceptible (F»-S) if they did not survive the 1/2x treatment, and individuals were
classified as resistant (F2-R) if they survived the 1x treatment and exhibited robust growth. Leaf
samples for RNA extraction were collected from untreated clones of seven F»-S and nine F>-R, and
gRT-PCR was conducted as previously described (GAINES et al., submitted). Hierarchical clustering
was conducted using Genedata Analyst (Genedata AG, Basel, Switzerland) with normalized gRT-
PCR data (subtract contig 22“ mean and divide by contig standard error), Euclidean distance, and
complete linkage.

Physiological Validation

Individuals from the S population were vegetatively cloned to produce four identical clones. A
treatment with 2,4-D 24 h prior to DFM-treatment was used to induce protection against DFM as
previously described (HAN et al., 2013). The experimental design included an untreated control
and 2,4-D (3 kg ha') treatment. Vegetative clones of each individual were randomly assigned to
treatment groups. Leaf samples were collected at the same time from the control and from the
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2,4-D treatment (24 HAT). RNA extraction and relative expression quantification were performed
as previously described using qRT-PCR. The experiment included seven biological replications.

Results
Reference Transcriptome

In order to conduct RNA-Seq experiments in L. rigidum, a reference transcriptome sequence was
obtained using 454 pyrosequencing of a cDNA library developed from RNA of young seedling and
cloned tissues from a single R individual in both untreated and DFM-treated conditions.
Sequencing of one pico-titer plate produced 1,069,238 reads of average length 448 bp, with
405,875,904 bases sequenced in total. Assembly with Newbler (454 Life Sciences) resulted in
883,595 full assembled reads. In total 19,623 contigs greater than 100 bp in length were obtained
and 12,450 contigs greater than 500 bp long, with an average contig size of 1,049 bp and an N50
contig size of 1,150. The total number of bases contained in the reference was 15,040,525, and
97.43% had a quality score higher than Q40 (less than 0.01% chance of error). These contigs were
annotated using both UniProtKB (Uniprot Consortium, 2012) and Pfam (PuNTA et al., 2012)
databases with a cutoff value of £ < 1x10% and the top 3 hits from each database were returned.
Using these criteria, 56.7% of the 19,623 contigs had a hit in the Pfam database of protein families,
and 74.5% had a hit in the UniProt database.

Quantitative Rt-PCR and Forward Genetic Validation

RNA-Seq analyses showed differential expression (DE) between R and S in all three treatments
(untreated, mock, and DFM) for 278 contigs (GAINES et al., submitted). Selected contigs included
CytP450s and other contigs with oxidoreductase Gene Ontology molecular function, GSTs, GTs,
and ABC transporters (Tab. 1). Any CytP450 contigs with >2-fold higher expression in R, but a non-
significant P-value in the DESeq analysis were also selected (contigs 07659 and 12788). In addition,
contigs were selected with annotations related to signaling pathways (e.g., protein kinase,
phosphatase) and transcription factors, along with contigs having the largest fold-change
expression differences but unknown annotations. DE was confirmed for 24 of them using
quantitative real-time Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (qRT-PCR). All selected
contigs showed significant DE in RNA-Seq between R and S in the untreated condition, and 7
contigs were induced by DFM treatment in S (Tab. 2). qRT-PCR results were normalized as 22%
using the method of SCHMITTGEN and Livak (2008) and two internal control genes determined to be
stably expressed in all conditions using BestKeeper (r?=0.886, P=0.001) (PFAFFL et al., 2004).
Observed DE from the RNA-Seq experiment was validated by qRT-PCR for 24 of the 28 selected
contigs (Tab. 1).

The 24 validated contigs were next evaluated using a forward genetics approach with an F;
population derived from a cross of the R by S individuals. This F» population segregates for DFM
resistance with multi-genic inheritance Expression of the 24 contigs was evaluated in untreated
clones of the seven F2-S and nine F»-R individuals. Within the 24 contigs with RNA-Seq results
validated by qRT-PCR, 9 contigs had significant differences between F>-R and F2-S (Tab. 1). None of
the 9 contigs were highly expressed in any F»-S individuals. These contigs included three CytP450s,
a GT (UDP GT 73C6), three GSTs, a nitronate monooxygenase (NMO), and a contig with unknown
function.
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Tab. 1 Identification of differentially expressed contigs between diclofop-methyl resistant (R) and susceptible
(S) L. rigidum using RNA-Seq, followed by forward genetics and physiological validation of transcriptional
markers. Fold change in FPKM (fragments per thousand bases per million reads) and fold change in gRT-PCR
relative gene expression validation of RNA-Seq data, calculated using the 2-ACt method of Schmittgen and
Livak (2008). For validation experiments, fold change in 2-ACt between F2-R and F2-S untreated samples, and
fold-change in 2-ACt between 24 h after 2,4-D treatment and untreated. Control untreated (n), and diclofop-
methyl treated (t). Nitronate monooxygenase (NMO), Glutathione transferase (GST), transcription factor (TF). P-
value of < 0.05, 0.01,0.001, and 0.0001 indicated by *, **, *** and **** respectively, from DESeq analysis (FPKM
data) or GenePattern analysis (F2 and 2,4-D data). Fold change of 1 indicates no change, negative indicates
down regulation; italic font indicates qRT-PCR did not confirm RNA-Seq data.

Tab. 1 Unterschiedlich exprimierte Contigs zwischen Diclofop-methyl resistenten (R) and susceptiblen (S) L. rigidum
in der RNA-Seq Transkriptom Analyse, in der Validierung durch ,Forward Genetic” sowie in der physiologischen
Validierung. Unterschied (x-facher Unterschied) zwischen den FPKM-Werten (Fragmente pro Tausend-Basen pro
Millionen Reads) und Unterschied in der Validierung der RNA-Seq Daten durch die relative Gen Expression (iberpriift
durch gRT-PCR, berechnet durch die 2°“ Methode von Schmittgen und Livak (2008). In den
Validierungsexperimenten: Unterschied in 2 zwischen unbehandelten F2-R und F2-S Proben, sowie Unterschied in
24 24 h nach 2, 4-D Behandlung zwischen unbehandelten und mit 2, 4-D behandelten Proben. Kontrolle
unbehandelt (n), und Diclofop-Methyl behandelten (t). Nitronat Monooxygenase (NMO), Glutathion-S-Transferase

xxx

(GST), Transkriptions Faktor (TF). P-Wert < 0.05 ("), 0.01 (7), 0.001 (") und 0.0001 (") durch DESeq Analyse (FPKM
Daten) oder GenePattern Analyse (F> und 2,4-D Daten). Ein 1-facher Unterschied zeigt gleiche Expression, negative
Werte zeigen eine niedrigere Expression an, qRT-PCR Werte die die RNA-Seq Daten nicht bestdtigen sind in kursiver

Schrift dargestellt.
Fold Change: RNA-Scq and qRT-PCR Validation | - SH800
2 Fold
Ro/S, Ri/Rq 8e/3y Change
FPK FPK BR, 24D
Pfam Protcin Family FPEM 24 M 280 p 280 | RS n
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Physiological validation

We have established that protection against DFM phytotoxicity due to increased DFM metabolism
is inducible by pre-treatment with the auxin mimic 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) in the S
L. rigidum population used in our studies (HAN et al., 2013). The 2,4-D induced DFM protected
phenotype is similar to that observed in the R population, and due to the inducible nature, is
conferred by induced gene expression and not by any altered enzymatic activity due to mutations
in genes. Therefore, susceptible individuals were treated with 2,4-D and expression of the 24
contigs validated from the RNA-Seq experiment was evaluated 24 h after treatment in comparison
to an untreated control sampled at the same time point. Eight contigs were highly and
significantly (P<0.05) induced by 2,4-D treatment (Tab. 1), including two CytP450s, NMO, GT, and
four GSTs. Two contigs associated with resistance in the F> were not induced by 2,4-D, including
the CYP716A (Tab. 1).

Discussion

Twenty-eight candidate contigs, selected based on a global RNA-Seq transcriptome analysis of
MBHR L. rigidum, were subjected to two validation experiments. Seven contigs (two CYP72A, one
NMO, one GT, 3 GST) were linked to the MBHR response in both experiments, using forward
genetics, 2,4-D induced protection against DFM

Further evaluation using heterologous expression in yeast (CytP450s) and bacteria (others), or
ideally transgenic expression in Lolium, is necessary to define the biochemical roles in DFM
metabolism of the two CYP72A, NMO, three GST (two Tau class and one Phi class), and GT (UDP-GT
73C6) genes found in this study.

Changes in plant gene expression have been reported to occur through several mechanisms,
including specific promoter motifs and/or transcription factors (e.g., JEPSON et al., 1994; BAERSON et
al., 2005), gene duplication (GAINES et al., 2010), and heritable epigenetic changes in methylation
of genes and promoters (SCHMITZ et al., 2011). Protein activity of the identified genes may be
subject to additional layers of regulation, such as protein translation regulation by long non-
coding antisense RNA (CARRIERI et al., 2012), or post-translational modifications. Future research
will consider all these possibilities to determine the specific mechanism(s) that alter the heritable
gene expression patterns in this MBHR L. rigidum population. To our knowledge, systematic study
of endogenous genes involved in herbicide metabolic resistance was so far not been reported.
This study represents a milestone towards a greater understanding of evolutionary and ecological
functions of genetic traits that have major impacts on plant fitness and life history in the presence
of herbicide selection.

The L. rigidum reference transcriptome enabled an RNA-Seq approach to successfully characterize
transcriptomic level gene expression in a non-model species with no previously available
sequence information. Our results also highlight the importance of hypothesis testing using
forward genetics and physiological experiments for candidate genes identified by RNA-Seq.
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Zusammenfassung

Um Kandidatengene flir die metabolische Herbizid-Resistenz zu erfassen, wurde mithilfe eines
JTranscriptomics”-Ansatz ein quantitativer Vergleich der Genexpression zwischen sensitiven und resistenten
Biotypen des Acker-Fuchsschwanzs (ALOMY) durchgefiihrt. Ausgehend von einem metabolisch resistenten
Biotyp wurde im ersten Schritt mithilfe eines ,paired-end” RNA-Seq Protokolls ein Referenz-Transkriptom fir
ALOMY aus unbehandelten und Herbizid-behandelten Pflanzen erstellt. Im zweiten Schritt wurde die
Genexpression in verschiedenen metabolisch resistenten ALOMY-Biotypen sowie in einer reprdsentativen
Auswahl an sensitiven Wildtyp-Biotypen mithilfe einer 3"-spezifischen RNA-Sequenzierung bestimmt und mit
dem Referenztranskriptom abgeglichen. Durch Vergleich der Expressionshéhe einzelner Gene in Wildtyp und
resistenten ALOMY Biotypen wurden Kandidatengene aus der Gruppe der Glutathion-Transferasen
identifiziert. Weitere Analysen werden notwendig sein, um eine enge Korrelation mit der metabolischen
Resistenz zu verifizieren.

Stichworter: ALOMY, Acker-Fuchsschwanz, Glutathion S-Transferase, MACE, metabolische Resistenz,
Referenztranskriptom

Abstract

A transcriptomics approach was chosen in order to determine candidate genes for metabolic herbicide
resistance in a quantitative comparison of expressed genes in sensitive wild type and resistant blackgrass
(Alopecurus myosuroides = ALOMY) plants. Firstly a reference transcriptome for blackgrass was established by
means of a paired-end RNA-Seq protocol prepared from control and herbicide treated plants from a metabolic
resistant biotype. Secondly gene expression was measured in different metabolic resistant ALOMY biotypes
and a representative selection of sensitive wild type plants using a 3"-specific RNA sequencing strategy and
related to the reference transcriptome. By comparing expression levels for individual genes in wild type and
resistant blackgrass biotypes candidate genes from the group of glutathione transferases were identified.
Further analyses will be necessary in order to verify a close correlation with the metabolic resistance.

Keywords: ALOMY, blackgrass, MACE, non-target site resistance, reference transcriptome, RNA-Seq

Einleitung

Der Acker-Fuchsschwanz (ALOMY) ist im Wintergetreide eines der wichtigsten Unkrauter in
Westeuropa. Seine Anpassung an herbizide Wirkstoffe beruht bei resistenten ALOMY
Populationen nicht nur auf ,Target-Site”-Mutationen der Herbizid-Bindestellen der gut
untersuchten Zielgene Acetolactat-Synthase (ALS) und Acetyl-CoA-Carboxylase (ACCase), sondern
zu einem erheblichen Teil auch auf einer breiteren Nicht-Zielort-Resistenz (NTSR). Die daran
beteiligten Mechanismen sind vielfdltig und beinhalten eine verstarkte Metabolisierung von
Herbiziden sowie Kompensationsreaktionen von schadlichen Folgeprodukten wie freien
Sauerstoffradikalen (DELYE, 2013; YuaN et al, 2007). Die molekularen Ursachen fir die
metabolischen Resistenzen sind z. Zt. noch weitgehend unbekannt. Es gibt jedoch vermehrt
Hinweise, dass je nach Wirkstoffklasse unterschiedliche enzymatische Systeme - und
hdchstwahrscheinlich auch Kombinationen davon - beteiligt sein kdnnen, wie z. B. Glutathion-
Transferasen, Peroxidasen, Cytochrom P450 Monoxygenasen oder Glykosyl-Transferasen; haufig
Multi-Genfamilien, aus denen durch wiederholte Herbizidanwendung einzelne mutierte Allele
selektiert und angereichert werden kénnen (CummiNs et al., 1997; HALL et al.,, 1995; LeTouze und
GAZQUES, 2003; PReSTON, 2004; PoweLs und Yu, 2010). Genetische Untersuchungen zeigen, dass in
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metabolisch resistenten Populationen von Acker-Fuchsschwanz und Lolium Resistenzgene
dominant oder rezessive vererbt werden und mehrere verschiedene Gene dabei
zusammenspielen kdnnen (LETouzé und GASQuez, 2001; PeTIT et al, 2010; Busi et al, 2013).
AuBerdem kdnnen Resistenzgene konstitutiv oder Herbizid-induziert exprimiert werden (PETIT et
al., 2012; DoHoux und DELYE, 2013). Fir eine Glutathion-Transferase mit Peroxidase Aktivitat wurde
gezeigt, dass das zugehorige Gen differentiell auf Transkript- und Proteinebene in dem resistenten
Biotyp Peldon im Vergleich zum sensitiven Wildtyp hochreguliert ist (CummINs et al., 1999). Es ist
daher naheliegend, in resistenten Biotypen mit einer diagnostizierten NTSR mit einem globalen
»Screening”-Ansatz nach solchen Genen zu suchen, deren Expressionsverhalten sich vom Wildtyp
unterscheidet, um so mogliche Kandidaten aufzuspiiren, die flir metabolische Resistenz
verantwortlich sind.

Die sog. ,next generation”-Sequenziertechnologien (,NGS”) wurden in den letzten Jahren soweit
verbessert, dass sie sich inzwischen als globales Analyseverfahren gerade fiir molekularbiologisch
weitgehend unbearbeitete Organismen wie ALOMY anbieten (METzKER, 2010). Die Transkriptomik
ist dabei nicht auf die Entschlisselung des oftmals sehr komplexen Erbgutes/Genoms angewiesen
sind, sondern setzt direkt an der Genexpression, d.h. an der Globalanalyse aller erfassbaren
Transkripte an (WANG et al., 2009; BRAUTIGAM und Gowik, 2010) und ist u.a. wegen ihrer hohen
Sensitivitdt und ihrem breiten dynamischen Bereich zur Erfassung von Transkripten
unterschiedlicher Abundanzen herkdmmlichen Methoden wie Microarrays weit iberlegen. Zum
Screening von Herbizidresistenz-assoziierten Genen wurde daher ein genomweiter
Transkriptomansatz mit unterschiedlich resistenten und sensitiven ALOMY Biotypen etabliert.

Material und Methoden
Pflanzenmaterial

Fiir das ALOMY Referenz-Transkriptom wurde Gewachshausmaterial von F1-Pflanzen aus einer
Kreuzung zweier Einzelpflanzen einer multiresistenten Herkunft (710 A x 710 B) verwendet, fir die
bekannte Zielortresistenzen tber Pyro-Sequenzierung ausgeschlossen wurden (Rosenhauer et al.
2013). Der Auswahl der Eltern ging eine Selektion mit 500 g/ha Atlantis WG (Wirkstoffe:
lodosulfuron + Mesosulfuron) + 1,0 I/ha FHS voraus. F1-Pflanzen wurden sieben Wochen nach der
Keimung vegetativ vermehrt und fiinf resultierende Klone abziiglich einer Kontrollpflanze nach
einer weiteren Woche mit 500 g/ha Atlantis WG + 1,0 I/ha FHS behandelt. Blattmaterial der drei
behandelten Klone wurden jeweils 4h, 8 h und 25h nach Behandlung in Flissigstickstoff
eingefroren, die Ernte des Blattmaterials des unbehandelten Klons (u.) erfolgte zeitgleich mit dem
4h-Wert. Der verbliebene behandelte Klon diente der Verifizierung der Resistenz.

Fir die Genexpressionsanalysen wurden sechs resistente Biotypen (710, 601, Elbe, ST44, ST26 und
9509) ausgewadhlt und parallel unter Gewachshausbedingungen in sandiger Lehmerde mit ca. 2 %
organischen Material bei zusitzlicher Beleuchtung von 300 uE m? *s? zwischen 07:00 bis 10:00 und
16:00 bis 19:00 angezogen.

Von jeder Herkunft wurden mehrere Pflanzen ausgesat und nach 7 Wochen klonal vermehrt. Zwei
Klone jeder Herkunft wurden eine Woche spéter mit 1,2 I/ha Ralon Super (Biotypen: 9509, ST44,
ST26 und 601) bzw. mit 500 g/ha Atlantis WG (Biotypen: Elbe und 710) behandelt und von einem
Klon vier Stunden nach der Behandlung Blattmaterial geerntet und in Flissigstickstoff konserviert.
Der verbliebene behandelte Referenz-Klon wurde zur Verifizierung der Resistenz verwendet.
Zeitgleich wurden auch Blatter unbehandelter Klone jeder Herkunft geerntet und kryokonserviert.

Repréasentativ fiir den Wildtyp wurden zeitgleich mit den resistenten Biotypen 30 verschiedene
sensitive Biotypen ausgesit, kloniert und zum gleichen Zeitpunkt behandelt bzw. kryokonserviert.
Die Behandlung der Hélfte der Klone erfolgte mit 1,2 I/ha Ralon Super, die andere Hélfte diente als
unbehandelte Kontrolle. Blattprobenahme und Bonitierung von Referenz-Klonen erfolgten wie fiir
die resistenten Biotypen.
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Die Herbizid-Applikationen erfolgten mit einem Spritzautomat (SCHACHTNER) mit den
Einstellungen 250 I/ha Wasser, 2,5 km/h, 2,5 bar und einer Diise TEE JET 9502EVS 45 cm Uber den
Pflanzen. Die Bonitierung erfolgte jeweils vier Wochen nach Behandlung der Pflanzen. Es wurden
nur Pflanzen fiir die RNA-Isolation verwendet, deren Resistenz bzw. Sensitivitdt durch die
Bonitierung ihres Klons bestatigt werden konnte.

RNA-Isolation und QC

Gesamtblattmaterial von A. myosuroides wurde unter Flussigstickstoff-Bedingungen mit einer
Zellmiihle (MM200, Retsch, Haan) bei 30 Hz fiir 2 min pulverisiert und mit dem RNAeasy Plant
Mini-Kit (Qiagen, Hilden) die Gesamt-RNA isoliert. Aliquote dieser RNA wurden zur Eliminierung
von kontaminierenden gDNA-Resten mit Baseline-Zero™ DNase (Biozyme Scientific GmbH,
Hessisch Oldendorf) nach Herstellerangaben behandelt, Gber MinElute Cleanup-Kit (Qiagen,
Hilden) aufgereinigt und abschlieBend photometrisch vermessen (ND-1000, NanoDrop
Technologies, Wilmigton, USA). Fur alle zu sequenzierenden RNA-Proben wurde die RNA-Integrity-
Number-Werte mithilfe eines 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Waldbronn) bestimmt.

Normalisierte cDNA, Sequenzierung und Bioinformatik

cDNA aus A. myosuroides fur den 4 h- und 8 h-Wert wurde nach ihrer Umschreibung aus mRNA
mittels oligo-(dT)-Nukleotiden, mithilfe einer Doppelstrang-spezifischen Nuklease (DSN) zur
Reduktion haufiger Transkripte nach einem &hnlich zu dem von BoGDANOVA et al. (2010)
beschriebenen Verfahren normalisiert und vor Adaptor-Ligation mit Ultraschall fragmentiert. Die
Gesamt-RNA der unbehandelten Pflanze und aus der 25 h-Probe wurde mithilfe des Ribo-Zero
rRNA Removal Kits (Plant Leaf, Epicentre, Biozyme Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf)
behandelt. Aus den angereicherten mRNAs wurden nach Zink-Fragmentierung (WERY et al., 2013)
und direkter Adapter-Ligation RNA-Seg-Bibliotheken hergestellt. Die normalisierten cDNAs und
die resultierenden RNA-Seq Bibliotheken wurden von beiden Seiten her (= paired end) mit je 100
bp auf einem Hiseq2000 Gerat sequenziert. Kumulativ standen aus allen vier Bibliotheken nach
Duplikatebereinigung und Aussortieren von qualitativ minderwertigen Sequenzen sowie
Adaptersequenzen etwa 430 Megabasen an Sequenzinformation zur Verfligung. Die Qualitats-
bereinigten Einzelsequenzen wurden mittels Trinity (GRABHERR et al., 2011) und CAP3 (HUANG und
MADAN, 1999) de novo zu Contigs zusammengefligt. Zur funktionellen Annotation wurden diese
mit Hilfe der Datenbanken SwissProt und TrEMBL (Uniprot) mit dem BLASTX Algorithmus (NCBI,
Bethesda MD, USA) analysiert. Die Probenvorbereitung und Bioinformatik fanden bei der GenXPro
GmbH (Frankfurt am Main) statt.

MACE (Massive Analysis of cDNA Ends)

Massive Analysis of cDNA Ends (MACE) Bibliotheken wurden nach dem von der GenXPro GmbH
entwickelten Verfahren hergestellt, wie beschrieben in Zawapa et al. (2013) und mit 1x 100 bp
reads auf einer lllumina Hiseq2000 Lane sequenziert. Nach Aussortieren qualitativ minderwertiger
Sequenzen sowie dem Aussortieren von Adaptersequenzen mit ,TagDust” (LASSMANN et al., 2009)
wurden die einzelnen MACE Sequenzen der verschiedenen Bibliotheken mithilfe des
Referenztranskriptoms annotiert, die Haufigkeit der verschiedene Transkripte ermittelt und auf
Jreads per million” normalisert.

Analysen ausgewdhlter annotierter Referenz-Contigs und MACE-Contigs erfolgten mit dem
Lasergene Core Suite Software-Paket V.10 (DNASTAR Inc. Madison, USA).

Ergebnisse
ALOMY Referenztranskriptom

Als Basis fir die Genexpressionanalysen in Acker-Fuchsschwanz wurde zuerst ein Referenz-
Transkriptom aus einer F1-Pflanze eines multi-resistenten Biotyps hergestellt. Um den Anteil an
heterozygoten Allelen zu reduzieren, wurde dazu ein Kreuzungsschritt vorgeschaltet, was fur die
Assemblierung der RNASeqg-Daten von Vorteil ist (BRAUTIGAM und Gowik, 2010). Von dem F1-
Individuum wurden vier Klone hergestellt, von denen drei nach 4, 8 und 25 h nach einer
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Herbizidbehandlung mit Mesosulfuron beprobt wurden. Dadurch sollte der Anteil an durch die
Herbizidwirkung induzierbaren Gene im Referenz-Transkriptom gesteigert werden (PeTIT et al.,
2012). Die aus den vier Klonen resultierenden RNA-Seq Bibliotheken wurden separat sequenziert
und gemeinsam assembliert. Tabelle 1 fasst die Ergebnisse zusammen. Letztlich konnten 51609
contigs einem Protein aus der SwissProt Datenbank zugeordnet werden, wobei mit ca. 77 % die
Mehrzahl an 29078 Treffern auf A. thaliana und 10923 Treffern auf O. sativa entfiel.

Tab. 1 Assemblierung des Referenztranskriptoms.
Tab. 1 Assembly of the reference transcriptome.

Langster Contig 22.033b
Kurzester Contig 151b
Mittlere Contig-Lange 803 b
Contigs insgesamt 130.373
Basen insgesamt 104.750.629
Contigs annotiert [SWISSPROT] 51609

Die Abdeckung bekannter Transkripte durch die Contigs wurde anhand publizierter ALOMY
Sequenzdaten Uberprift und zeigte flir ACCase (Abb. 1) sowie fur ALS (Acc. AJ437300) und
Glutathion-S-Transferasen (Acc. AJ010451, jeweils Daten nicht gezeigt) Volllangentranskripte, die
teilweise 5’- und 3"-seitig zusatzliche Sequenzinformationen beinhalten.

l—b AM408430 - A. myosuroides ACCase gene, variety Plant E490, exons 1 -33 gDNA >12683 bp

P(A) 7 AJ310767 - ACCase mRNA>=7589 b

pP(A) comp28999_seql len=7747 b

treseenes D T T T P TR )

H i
+985b +63b

N=5uUtR > =71ss  [[]=ACCase-ORF  mB=Transit-Peptid [ |=3UTR

Abb. 1 Vergleich ACCase Gen AM408430 - mRNA AJ310767 - Contig 28999 aus dem ALOMY-
Referenztranskriptom.

Fig. 1 Comparison of ACCase gene AM408430 - mRNA AJ310767 - Contig 28999 ALOMY-Reference transkriptome.

Eine Schlagwortsuche im Referenzgenom zeigte fiir Genfamilien, die im Zusammenhang mit der
metabolischen Resistenz stehen, eine entsprechende Diversitdt an unterschiedlichen Contigs
(Tab. 2). Eine direkte Korrelation zu der Anzahl an im ALOMY Genom kodierten Gene besteht
allerdings nicht, da u. a. Splice-Varianten in unterschiedliche Contigs assembliert wurden und es
sich nicht in allen Fallen um Vollldangen-Sequenzen handelt, so dass diese partiellen contigs z. T.
auch nicht Gberlappen.
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Tab. 2 Contig-Treffer nach Schlagwortsuche im Referenztranskriptom.
Tab. 2 Contig-hits by keywords in the reference transcriptome.

Kontext Gen (-Familie/-Superfamilie) Contig-Treffer
. . Acetyl-CoA-Carboxylase 21
Target-Site Resistenz
Acetolactat-Synthase 7
ABC-Transporter 303
Cytochrom P450 Monoxygenasen 347
Glutathion-S-Transferase 148
Metabolische Resistenz
Glutathion Peroxidase 9
Peroxidase 207
Glykolsyl-Transferase 216
Actin (inkl. ,actin-related”) 22 (50)
Elongation Factor 1-alpha 22
. Chlorophyll a-b binding protein (CAB) 27
Diverse
Ribulose bisphosphate carboxylase small chain, rbcS 2
Rezeptor-like Protein Kinase 2855
Transcriptionsfactor 1066

Um einen Uberblick Giber die Situation fiir die Genfamile der Glutathion-S-Transferasen zu
erhalten, wurden alle 148 identifizierten Contigs den fiinf Klassen zugeordnet und miteinander
verglichen. Tabelle 3 zeigt den Vergleich mit der Situation in Reis (O. sativa) und Arabidopsis nach
CuMMINS et al. (2011) und DixoN und EDWARDS (2010). Die Anzahl der Contigs verringerte sich
dadurch von 148 auf 85.

Tab. 3 Glutation-Transferasen im Referenztranskriptom.
Tab. 3 Glutathione transferases in the reference transcriptome.

Glutathion-Transferase Klassen A. myosuriodes 0. sativa A. thaliana
(Contigs*) (Gene) (Gene)

GSTF (Phi) 21 16 13

GSTU (Tau) 39 52 28

GSTT (Theta) 18 1 3

GSTZ (Zeta) 6 4 2

GSTL (Lambda) 1 3 1

* nach Clusteranalyse mit SeqManPro-Modul der Lasergene Core Suite

MACE-Expressionsanalyse

Um Kandidatengene fiir die metabolische Herbizidresistenz zu identifizieren, deren Expression
sich deutlich von der im sensitiven Wildtyp unterscheidet, wurde mit einem 3’-spezifischen MACE-
RNASeqg-Ansatz die globale Genexpression in 6 gut charakterisierten Biotypen mit
unterschiedlichen metabolischen Resistenzmustern (ROSENHAUER und PETERSEN, personliche
Mitteilung, unverdffentlicht) gemessen und mit einem reprasentativen Pool sensitiver Biotypen
verglichen. Bei MACE wird von jedem Transkript-Molekdl lediglich ein Fragment des 3’ Endes
sequenziert (=MACE-tag). Somit erh6ht sich die Abdeckung mit Sequenzen fiir den 3'-Bereich, was
aullerdem eine geringere Sequenziertiefe erfordert, um selten exprimierte und kurze Transkripte
zu erfassen (KAHL et al., 2012). Fur jede Herkunft wurden mehrere Pflanzen kloniert und jeweils ein
Klon unbehandelt als auch ein Klon nach Herbizidapplikation analysiert. Nur solche Pflanzen
wurden verwendet, deren behandelter Referenzklon in der Bonitur den erwarteten Phanotyp
zeigte. Die MACE-Sequenzierung lieferte zwischen 7,2 bis 14,2 Millionen kurze DNA-Sequenzen,
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Tab. 4 MACE-Expressionsdaten fiir 3 putative Glutathion-S-Transferasen.

Tab. 4 MACE-Expression data for 3 putative Glutathione-S-transferases.

[rpm] 601 u Elbe u 710 u 9509 u ST44u ST26 u WTu
15 9 13 6 6 7 30
Contig11971 133,2 71,7 125,8 51,0 20,4 53,0 4,7
Comp39196 118,3 45,0 85,1 24,5 11,0 42,3 34
Comp40008 97,1 40,4 73,7 22,8 15,5 29,1 58
a: normalisierte MACE reads unbehandelte Biotypen
a: normalised MACE reads of untreated biotypes
[rpm] 601 + Elbe + 710 + 9509 + ST44 + ST26 + WT +
15 9 13 6 6 7 30
Contig11971 2794 204,3 145,9 1253 200,6 308,4 45,4
Comp39196 207,1 117,6 127,9 70,4 125,0 2453 31,8
Comp40008 162,8 67,3 102,2 50,8 36,9 92,8 21,6
b: normalisierte MACE reads, Biotypen 4 h nach Herbizid-Applikation
b: normalised MACE reads of biotypes 4 h after herbicide application
601 Elbe 710 9509 ST44 ST26 WT
Contig11971 2,1 2,8 1,2 2,5 9,8 58 9,7
Comp39196 1.8 2,6 1,5 29 11,3 58 9,5
Comp40008 1.7 1,7 1,4 2,2 24 3,2 3,7
c: Expressionsverhaltnis [rpm mit] / [rpm ohne] Herbizidbehandlung
c: expression ratio [rpm with] / [rpm without] herbicide treatment
601 u Elbe u 710u 9509 u ST44u ST26u
Contig11971 28,6 154 27,0 10,9 4,4 11,4
Comp39196 35,3 13,4 25,4 73 3,3 12,6
Comp40008 16,8 7,0 12,8 39 2,7 5,0
d: Expressionsverhaltnis [rpm] Resistenter Biotyp / [rpm] Wildtyp; ohne Herbizidbehandlung
d: expression ratio [rpm] resistant biotype / [rpm] wild type; without herbicide treatment
601 + Elbe + 710 + 9509 + ST44 + ST26 +
Contig11971 6,2 4,5 3,2 2,8 4,4 6,8
Comp39196 6,5 3,7 4,0 2,2 39 7,7
Comp40008 7,5 3,1 4,7 2,3 1,7 4,3

e: Expressionsverhdltnis [rpm] Resistenter Biotyp / [rpm] Wildtyp nach Herbizidbehandlung
e: expression ratio [rpm] resistant biotype / [rpm] wild type; after herbicide treatment

sog. ,reads”, fiir die 14 Einzelproben (d.h. 6 resistente Biotypen, 1 Wildtyp-Pool, jeweils mit
Herbizid behandelt bzw. unbehandelte Kontrolle), die den Contigs des Referenztranskriptoms
zugeordnet wurden. Das Filtern auf Contigs mit mehr als 50 ,reads” in mindestens einer der 14
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Proben ergab im Gesamtvergleich 31877 unterschiedliche Contigs die nach Normalisierung der
Jread”-Haufigkeiten je Contig auf ,reads” pro Million (rpm) zur Auswertung weiterverwendet
wurden. Aus diesen MACE-Daten konnten 134 Eintrdge fir Glutathion-S-Transferasen (GST)
herausgefiltert werden. Tabelle 4 zeigt ein Beispiel flr drei verschiedene Contigs, die aufgrund
Ihrer Sequenz zur Tau-Klasse (Contig11971 und Comp39196) bzw. zur Phi-Klasse (Comp40008) der
GSTs zugeordnet werden konnten. Tabelle 4a und Tabelle 4b geben die normalisierten MACE-tag
Werte fiir die unbehandelten (u) bzw. die mit Herbizid behandelten (+) Biotypen wieder. Alle drei
GST-Contigs wurden durch die Herbizid-Behandlung induziert (Tab. 4c), allerdings zeigten die
resistenten Biotypen 601, Elbe, 710 und 9509 im Verhéltnis einen deutlich geringen
Induktionsgrad als der Wildtyp (WT) und die resistenten Biotypen ST44 und ST26. Im direkten
Vergleich der Expressionshohe wiesen alle verschiedenen resistenten Biotypen (Tab. 4d und 4e)
eine deutlich hohere Expression als der sensitive Wildtyp auf, wobei die Unterschiede im Herbizid-
behandelten Zustand geringer werden. Die groBten Unterschiede zum sensitiven Wildtyp wiesen
die resistenten Biotypen 601, Elbe und 710 im unbehandelten Zustand auf (Tab. 4d).

Diskussion

Ein de novo Transkriptom von Acker-Fuchsschwanz bildet die Grundlage, Gene fiir die
metabolische Herbizidresistenz zu identifizieren. Ahnliche Ansétze wurden (PENG et al., 2010) und
werden derzeit verfolgt (GARDIN et al., 2013). Die vorliegende vergleichende Transkriptomanalyse
von sechs Herbizid-resistenten Acker-Fuchsschwanz Biotypen hat zur Identifizierung von drei
Glutathion-S-Transferasen gefiihrt, deren Expressionshéhe im Vergleich zum sensitiven Wildtyp
deutlich erhoht ist. Comp40008 entspricht einer AmGSTF1, von der schon eine differentielle
Expression in dem resistenten ALOMY-Biotyp Peldon beschrieben wurde und die aufgrund ihrer
Peroxidase-Aktivitdt zum generellen Schutz vor Herbizid-induziertem oxidativen Stress beitragt
(CuMMmINs et al, 1999). Es konnte auBerdem gezeigt werden, dass AmGSTF1 in transgenen A.
thaliana eine direkte regulatorische Funktion auf den Stoffwechsel austbt, der in der
Akkumulation von schiitzenden Flavonoiden resultiert (CumMmINS et al., 2013). Es liegt daher nahe,
zu vermuten, dass die erhdhte Expression der drei identifizierten GSTs Teil eines
Resistenzmechanismus ist, der in den untersuchten resistenten Biotypen vorhanden aber
unterschiedlich stark ausgepragt ist. Da diese Biotypen unterschiedliche multiple Resistenz- und
Kreuzresistenzmuster aufweisen (ROSENHAUER und PETERSEN, pers. Mitteilung), ist zu vermuten, dass
weitere Biotyp-spezifische Kombinationen von Resistenzgenen existieren, die in der Summe ihrer
Wirkung den Resistenzphdnotyp ausmachen. Zur Aufkldrung dieser Zusammenhdnge werden
Validierungen von Kandidatengenen Uber qPCR durchgefiihrt sowie in ,Bulked Segregrant
Analysen” (QUARRE et al, 1999) MACE Analysen anhand von ausgewdhlten Pools aus
aufspaltenden Populationen untersucht, die aus der Kreuzung von o.g. resistenten Biotypen mit
dem sensitiven Wildtyp stammen.
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Is hormesis an underestimated factor in the development of herbicide resistance?
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Abstract

The growing impact of herbicide resistant weeds increasingly affects weed management and the delay of
resistance evolution has become a major task of chemical weed control. Hormesis and, thus, the phenomenon
that low doses of herbicides can boost weed growth could be of importance in this regard since the
recommended field rate may represent a low dose for weeds that have evolved resistance to the applied
herbicide and, thus, a potential hormetic dose. Applying the field rate may thus not only directly select
resistant biotypes, it may also indirectly promote the success and spread of resistant biotypes via hormesis.
Nevertheless, hormetic effects in resistant weeds are hitherto merely randomly observed and, thus, a clear
quantitative basis to judge the significance of hormesis for resistance evolution is lacking. Therefore, this study
aimed at quantifying the degree and frequency of herbicide hormesis in sensitive and resistant weed species
in order to provide a first indication of whether the phenomenon deserves consideration as a potential factor
contributing to the development of herbicide resistance. In germination assays complete dose-response
experiments were conducted with sensitive and resistant biotypes of Matricaria inodora (ALS-target-site
resistant; treated with iodosulfuron-methyl-sodium/mesosulfuron-methyl), Eleusine indica (glyphosate-
resistant; treated with glyphosate), and Chenopodium album (triazine/triazinone-target-site resistant; treated
with terbuthylazine). After 10 days of cultivation under controlled conditions plant growth was analyzed by
measuring shoot/root length and mass. Results indicated that herbicide hormesis occurred on average with a
total frequency of 29% in sensitive/resistant biotypes with an average growth increase of 53% occurring
typically within a dose zone exceeding 350fold. Hormetic effects occurred, however, very variable and only for
specific endpoints and not plant growth in general. If such a variable stimulation of specific traits will translate
to resistance relevant growth promotion under more practical conditions is uncertain. None-the-less, for a full
understanding of the development of herbicide resistance, hormetic effects should be considered as a
potential factor in resistance evolution.

Keywords: Biphasic, growth stimulation, herbicides, target-site resistance

Zusammenfassung

Der wachsende Einfluss der Herbizidresistenz in Unkrautern erschwert zunehmend das Unkrautmanagement
und das Hinauszogern der Resistenzentwicklung ist zu einem wichtigen Aspekt der chemischen
Unkrautkontrolle geworden. Hormesis und damit das Phanomen, dass niedrige Dosierungen von Herbiziden
das Unkrautwachstum fordern konnen, konnte in diesem Zusammenhang von Bedeutung sein, da die
empfohlene Aufwandmenge fir resistente Unkrauter eine niedrige Dosis und somit eine hormetische Dosis
darstellen kann. Eine Applikation der empfohlenen Aufwandmenge kdnnte somit nicht nur direkt resistente
Biotypen selektieren, sondern die Ausbreitung von resistenten Biotypen durch Hormesis indirekt férdern.
Bisher wurden hormetische Effekte bei resistenten Unkrdutern allerdings nur zuféllig beobachtet, sodass die
Datenbasis nicht ausreicht, um die Relevanz hormetischer Effekte fiir die Resistenzentwicklung abzuschétzen.
Ziel dieser Studie war es deshalb, das Ausmaf und das Auftreten von Hormesis in sensitiven und resistenten
Unkautbiotypen zu untersuchen, um einen Hinweis darauf zu erhalten, ob Hormesis als potentieller
Mechanismus zur Resistenzentwicklung beitragen konnte. In Keimtests wurden deshalb Dosis-
Wirkungsversuche durchgefiihrt mit sensitiven und resistenten Biotypen von Matricaria inodora (ALS-Target-
Site Resistenz; Behandlung mit lodosulfuron-methyl-Natrium/Mesosulfuron-methyl), Eleusine indica (Glyphosat-
resistent; Behandlung mit Glyphosat) und Chenopodium album (Triazin/Triazinon-Target-Site Resistenz;
Behandlung mit Terbuthylazin). Nach 10 Tagen Versuchsdauer wurden die Lange und das Gewicht von Spross
und Wurzel als Wirkungsparameter erhoben. Die Ergebnisse zeigten, dass hormetische Effekte sowohl beim
sensitiven, als auch beim resistenten Biotyp im Durchschnitt mit einer Frequenz von 29% auftrat bei einer
durchschnittlichen Wachstumsstimulierung von 53% und einem hormetischen Dosisbereich von durch-
schnittlich Gber 350fach. Hormetische Effekte zeigten jedoch eine hohe Variabilitdt und waren nur jeweils fiir
spezifische Wirkungsparameter zu beobachten und nicht das Pflanzenwachstum im Allgemeinen. Ob die
beobachtete variable und spezifische Stimulierung einzelner Wachstumsparameter unter Praxisbedingungen
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zur Resistenzentwicklung beitragen kann ist fraglich. Fur ein vollstandiges Verstandnis der Entwicklung von
Herbizidresistenz sollten hormetische Effekte dennoch als ein potenzieller Faktor der Resistenzevolution in
Erwdgung gezogen werden.

Stichwaorter: Biphasisch, Herbizide, Wachstumsstimulierung, Wirkortresistenz

Introduction

The growing impact of herbicide resistant weeds increasingly affects chemical weed management
and the delay of resistance evolution has become a major task. Several factors that trigger and
accelerate the development of herbicide resistance have been discovered such as biological
factors (e.g., initial frequency of resistant biotypes), genetic factors (e.g., mechanism of resistance),
or weed management aspects (e.g., type of herbicide, rotation of modes of action) (e.g., RENTON et
al., 2011). Based on this, strategies have been deduced to reduce selection pressure on resistant
biotypes and are more and more adopted thanks to the growing awareness of the resistance
problem (BECKIE, 2006; NORSWORTHY et al., 2012). One aspect that is hitherto not on the list of factors
contributing to the development of herbicide resistance is stimulatory effects of herbicides or else
hormesis. However, the phenomenon that low doses of herbicides can boost weed growth may be
of particular importance for the use of herbicides for which weeds have evolved resistance (BELzZ et
al., 2011). Since the recommended field rate may represent a low dose and, thus, a hormetic dose
to the resistant biotype, the growth of herbicide-resistant weeds may be promoted by regular
herbicide applications. Moreover, highly resistant individuals are believed to be especially
responsive to hormesis (CALABRESE and BALDWIN, 2002). Hence, on the one hand field rates may
directly select resistant biotypes from a sensitive population and on the other hand they may
indirectly promote the success and spread of resistant biotypes due to hormetic growth
stimulation. Hormesis could thus indirectly influence the development of resistance by making
hormetically enhanced resistant weeds more competitive, more reproductive, or more resistant to
a second weed control measure rather than causing direct selection pressure (BELz et al., 2011). If
stimulated plants are more reproductive, hormesis may directly facilitate evolution of resistance
under field conditions. In an ecosystem context, a higher competiveness than weeds that are not
or are adversely affected by herbicides may lead to undesired changes in weed species
composition in favour of the resistant species (CEDERGREEN, 2008). A lower sensitivity to a second
weed control measure due to e.g. biomass gain or induction of detoxification processes may be
particularly unwanted since a second herbicide application is a common reaction to weed survival
in practice. Furthermore, if a lower sensitivity due to enhanced metabolic activity may be
epigenetically inherited without fitness consequences, coupling of the hormetic response with
detoxification gene induction may further assist in resistance development (GUEDES and CUTLER,
2013). Research addressing these issues is yet absent and reports on such a hormetic
enhancement of resistant weeds are lacking, especially when it comes to field conditions. Here,
however, a growth increase may not easily be detected nor explicitly attributable to herbicide
hormesis. Therefore, a first support for the hypothesis that resistant weeds may be prone to
herbicide hormesis stems accidentally from a few greenhouse studies conducted as part of
resistance monitoring projects. For example, at doses regularly applied to combat weeds, ACCase
target-site resistant biotypes of Alopecurus myosuroides Huds. (Leui7si-Allel) showed a maximum
stimulation of shoot biomass of 39% after treatment with fenoxaprop-P-ethyl and a maximum
stimulation of 54% at reduced cycloxydim doses (PETERSEN et al., 2008; BeLz et al., 2011).

In view of this, the current study was conducted to primarily demonstrate hormetic growth
stimulation in resistant weeds and to focus on the following objectives: (1) are resistant biotypes
more prone to develop hormesis?; (2) does hormesis promote overall plant fitness?; (3) does the
occurrence of hormesis influence the level of resistance?; and (4) is the hormetic effect frequent
enough to deduce an involvement in resistance development? For this purpose, complete dose-
response experiments were conducted for sensitive and resistant biotypes of three weed species,
namely Eleusine indica (L.) Gaertn. with resistance to glyphosate, Matricaria inodora L. with ALS
target-site resistance, and Chenopodium album L. with psbA target-site resistance. Experiments
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were conducted as germination assays as an experimental design that allows capturing hormesis
in a useful and promptly way. Early stage enhancement of root and shoot growth served as an
indicator for competitive ability and was evaluated in six independent experiments.

Material and Methods

Biotypes. For all three weed species used, a sensitive and a resistant biotype were included in the
present study (Tab. 1). While for the glyphosate-resistant biotype of E. indica the mechanism of
resistance is not characterized, the other resistant biotypes are characterized as target-site
resistant with resistance-endowing amino acid substitutions at position 197 on the ALS gene for
M. inodora conferring resistance to sulfonylurea herbicides and 264 on the psbA gene for C. album
conferring resistance to triazines and triazinones.

Herbicides. All herbicides used were commercially available formulated products (Tab. 1) that
were mixed in demineralized water to give various test solutions. Glyphosate treatments were
carried out within a concentration range of 1.0 pg/ml to 25.0 mg/ml, iodosulfuron-methyl-
sodium/mesosulfuron-methyl treatments within 0.008 pg/ml to 0.2 mg/ml, and terbuthylazine
treatments within 6.4 pg/ml to 20.0 mg/ml.

Experimental Design. Germination bioassays were done in form of dose-response experiments in
6-well cell culture plates (Cellstar, greiner bio-one). Each well was prepared with one layer of filter
paper (@ 34 mm, MN 615, Macherey-Nagel) and 15 seeds were transferred to each well before
1.5 ml of herbicide solution or demineralized water was added. Each experiment evaluated 12
herbicide concentrations that were replicated six times (one plate) and there were 12 control
replicates with demineralized water (two plates). Plates were sealed with parafilm and cultivated
according to a completely randomized design. Cultivation was done in a growth cabinet [Binder
KBW 720 (E5.1)] that was attuned to a day/night cycle of 12/12 h starting at 8 am with 24/18 °C and
a 12 h light period of 50-70 umol m-2 s-1 photosynthetic active radiation. After 10 days, plates
were frozen at -4 °C prior to measuring root and shoot length (= 1 mm), shoot fresh weight, and
root dry weight of 10 seedlings per replicate. If more than 10 seeds per well had germinated, 10
seedlings were randomly selected for measurement. In all other cases, all germinated seedlings
were selected and non-germinated seeds counted as zero. Effects on root elongation were
evaluated for all three species in six independent experiments of which three also evaluated
additional effects on shoot length and shoot/root mass.

Tab. 1 Specifications of biotypes and herbicides used.
Tab. 1 Spezifikationen der verwendeten Biotypen und Herbizide.

species origin (donor) resistance status treatment
Eleusine indica Herbiseed sensitive Glyfos Supreme
Eleusine indica Herbiseed resistant (450 g a.i./l glyphosate (607 g/l iscpropylamine salt)]
Matricaria inodora Herbiseed sensitive Aflantis OD )
| . (2 g a.i./l iodosulfuron-methyl-sodium;
Matricaria inodora Freiburg/Elbe, Germany (J. Petersen)  ALS' TSR* Prolinis7-Glycin 10 g a.i./l mesosulfuron-methyl)
Chenopodium album  Schriek, Belgium (J. Petersen) sensitive CLICK
Chenopodium album  Qutgaarden, Belgium (J. Petersen) psbA TSR Seringss-Glycin (500 g a.i/l terbuthylazine)

'ALS=acetolactate synthase; “TSR=target-site resistance

Statistical Analysis. Dose-response modeling was done with IBM® SPSS® Statistics 20. Responses
per dose (y) were modeled as a nonlinear function of dose (x) to the dose-response regression
model that provided the best fit for the dataset evaluated. Model comparisons for best fit were
based on the ratio of residual sum of squares and residual degrees of freedom (SS/df) derived from
the regression procedure so that the model with the lowest ratio was chosen. Reduced forms of
three models were considered: the monophasic function of STReiBIG (1988) (Eq. 1) and the biphasic
functions of BRAIN and COUSENS (1989) (Eq. 2) or CEDERGREEN et al. (2005) (Eq. 3).
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Egs. (1) ) (3)
y=d/(1+expb*In(x/EDs5y))) y=(d+ fx)/(1+expb*In(x/e))) y=(d+(fexp(-1/x*))/(1+exp(b*In(x/e)

where d denotes the mean response of the untreated control, b determines the slope of the
decreasing curve part, the size of a determines the steepness of the increasing curve part, and
ED50 the dose causing 50% inhibition, while parameters e and f have no straightforward
biological meanings (CEDERGREEN et al., 2005). Response variance heterogeneity was accounted for
by using the inverse variance of replicates at each dose as weight. The significance of hormesis
was assessed according to SCHABENBERGER et al. (1999) and was given if the 95% confidence interval
for the estimate of f did not cover the value zero. Besides the directly estimated parameters of the
original models, further quantities describing the stimulatory effect were estimated by
reparameterizations according to SCHABENBERGER et al. (1999) and BeLz and PIEPHO (2012, 2013a). The
dose where hormesis is maximal (M), the dose where the hormetic effect disappears or the limited
dose for stimulation (LDS), the distance between M and LDS doses (dist 2), and the doses causing
50% inhibition (ED50) were estimated. The corresponding maximum stimulatory response ymax at
M and the relative ymax value (ymax*100/d) were estimated as prediction at x=M. Resistance
factors between sensitive (S) and resistant biotypes (R) were calculated at the ED50 dose level as
ED50 (R)/ED50 (S).

Results

Effects on Root Elongation. Results revealed a general low frequency of hormesis in root
elongation with nine of the total 36 dose-response curves showing hormesis (25%). The frequency
of hormesis in root elongation was highest for M. inodora (33%) followed by E. indica (25%), while
terbuthylazine effects on C.album showed the lowest frequency of hormesis with 17%.
Stimulation of root elongation was observed for both biotypes except for C.album such that
resistant biotypes were stimulated within five assays and sensitive biotypes only in four (Tab. 2
and 3).

Experiments with E.indica showed significant hormesis or a biphasic curve as best fit for both
biotypes in exp. 1 and for the sensitive biotype in exp. 2 (Fig. 1A and 1B). All other dose-response
relationships were monophasic (Fig. 1C; Tab. 3). Hence, the frequency of monophasic dose-
response effects on root elongation was with a total of 75% considerably higher than the
occurrence of hormesis. Analyzing the quantitative features showed 11-48% maximum
stimulation of root length for the sensitive and 61% for the resistant biotype. The dose range
where hormesis occurred comprised a dose distance between M and LDS (dist 2) of 13-252fold for
the sensitive and 504fold for the resistant biotype (Tab. 2).

Experiments with M. inodora showed significant hormesis or a biphasic curve as best fit for the
sensitive biotype in exp. 1 (Fig. 1D) and 6 (Tab. 2) and the resistant biotype in exp. 2 (Tab. 2) and 5
(Fig. 1F). All other dose-response relationships were monophasic (Fig. 1E; Tab. 3). The occurrence
of monopasic dose-responses was thus prevailing with a frequency of 67%. Quantifying the
hormetic response of iodosulfuron-methyl-sodium/mesosulfuron-methyl on root elongation
showed 25-42% stimulation for the sensitive biotype and 14-43% stimulation for the resistant
biotype. The hormetic dose zone (dist 2) amounted at 3-12fold for the sensitive and 3-45fold for
the resistant biotype (Tab. 2).

Experiments with C. album showed significant hormesis in root elongation in exp. 1 and 5, but only
for the resistant biotype (Fig. 1G and 1l). All other dose-response relationships for the resistant
biotype and all dose responses for the sensitive biotype were monophasic (Fig. 1H; Tab. 3). The
observed increase in root elongation of the resistant biotype ranged between 37-57% and showed
a dist 2 of 13-708fold (Tab. 2).
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Tab. 2 Regression parameters for the biphasic modelling of dose responses of sensitive (S) and resistant (R)
biotypes of Eleusine indica treated with glyphosate, Matricaria inodora treated with iodosulfuron-methyl-
sodium/mesosulfuron-methyl, and Chenopodium album treated with terbuthylazine.

Tab. 2 Regressionsparameter der biphasischen Modellierung dosisabhdngiger Wirkungen in sensitiven (S) und
resistenten (R) Biotypen von Glyphosat-behandelter Eleusine indica, lodosulfuron-methyl-Natrium/ Mesosulfuron-
methyl-behandelter Matricaria inodora und Terbuthylazin-behandeltem Chenopodium album.

. . M LDS EDsq dist 2  Ymax
species biotype exp. parameter d b f a [ugiml] [ugiml] [ugiml] LDS/M [%]
1 root length 152mm 043 387 0.06 0.0041 1.045 19.100 252 148

s 2 root length 27.0mm 061 251 014 0.0226 0.296 6.604 13 1M

Eleusine 5  shootlength ~ 37mm 029 609 0.10 00012  0.854 50.095 685 177
indica 6 root weight 0.346 mg  0.37 1.1 0.05 0.0009 0.871 20.109 1025 160

1 root length 116mm 042 336 0.05 0.0026 1.333 22.042 504 161

R 5 shoot length 40mm 022 1392 0.10 0.0007 0.311 63.942 446 138

6 root weight 0.182mg  0.50 1.7 0.08  0.0091 3.644 22.999 399 270

1 root length 20.7mm 072 2627 0.15 0.0005 0.006 0.042 12 125

4 root weight 0.359mg 0.61 1.3 0.06 0.0001 0.009 0.066 77 156

s 5 shoot length 29mm 050 132 0.14 0.0044 0.033 0.806 7 112

shoot weight 6.2 mg 0.38 07 0.12  0.0002 0.036 0.749 208 179

L 6 root length 23.7mm 1.74 24003 - 0.0004 0.001 0.003 3 142
Marr/cana root weight 0.396mg 1.37 2904 - 0.0002 0.001 0.006 5 133
inodora 2 root length 273mm 050 317 008 0.0005 0.020 0.707 45 114
4 root weight 0900mg 076 1.1 0.12 0.0457 0.761 5.857 17 131

R 5 root length 264mm 175 76.5 - 0.3465 1.178 3.185 3 143

shoot length 43mm 105 24 009 0.1828 2.390 14.806 13 116

6 root weight 0404mg 1.35 2814 - 0.0005 0.008 0.056 15 190

shoot weight 73mg 255 116 008 1.2385 6.034 9.971 5 158

S 4 root weight 0309mg 048 11 004 00488 69.998 499.820 3832 218

Chenapodium 1 root length 272mm 0.38 550 0.05 0.0135 9.555 266.027 708 157
album R 5 root length 303mm 119 2754 - 0.2509 3.203 119.498 13 137
6 root weight 0598mg 033 35 014 00822 12606 330095 153 155

shoot weight 144mg 225 96 017 535717 3353.942 6185.991 6 147

Effects on Other Endpoints. The frequency of hormetic effects on other endpoints was with 14 out
of a total of 46 dose-response relationships (30%) somewhat higher as the observed frequency of
hormesis in root elongation. Most frequent were hormetic effects on root dry weight (50%)
followed by shoot length (22%) and shoot fresh weight (21%). Hormetic effects occurred for both
biotypes in all three species tested, however, most often with M. inodora (44%) followed by
E. indica (29%) and C. album (21%) (Tab. 2 and 3).

Experiments with E. indica revealed significant hormesis or a biphasic modelling as best fit for both
biotypes in exp. 5 for shoot length (Fig. 2B) and in exp. 6 for root dry weight (Fig. 2A), while exp. 4
showed no hormetic effect in any endpoint measured (Fig. 2C; Tab. 3). Hence, hormesis occurred
for all four endpoints measured with a total frequency of 27%, but in each case only for one of the
several endpoints measured. Quantifying the expression of hormesis revealed a maximum
increase of 38-170% and a hormetic dose zone (dist 2) of 399-1025fold. Thus, compared to effects
on root elongation, hormesis of glyphosate tended to be more pronounced in other endpoints,
especially in root dry weight (Tab. 2).

Experiments with M. inodora revealed significant hormesis or a biphasic modelling as best fit for
both biotypes in exp. 4 (Fig. 2D) and exp. 6 for root dry weight and in exp. 5 for shoot length (Fig.
2E). The shoot fresh weight was significantly stimulated in exp. 5 for the sensitive biotype (Fig. 2F)
and in exp. 6 for the resistant biotype. Hence, two experiments showed significant hormesis in two
endpoints, namely root/shoot length (exp. 5) and root/shoot weight (exp. 6) in case of the
resistant biotype and shoot length/weight (exp. 5) and root length/weight (exp. 6) for the sensitive
biotype (Tab. 2). Overall, hormesis occurred with a total frequency of 40% for all four endpoints
measured. Quantifying the expression of hormesis revealed a maximum increase of 12-90% and a
dist 2 of 5-208fold. Hence, as observed for glyphosate hormesis, the observed stimulation by
iodosulfuron-methyl-sodium/mesosulfuron-methyl tended to be more pronounced for other
endpoints than root elongation, especially regarding shoot weight (Tab. 2).
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Fig. 1 Ein- und zweiphasige Dosis-Wirkungszusammenhénge fiir die Reaktion des Wurzelldangenwachstums
von sensitiven und resistenten Unkrautbiotypen in drei von sechs unabhdngigen Versuchswiederholungen.
(A-C) Wirkung von Glyphosat auf Biotypen von Eleusine indica; (D-F) Wirkung von lodosulfuron-methyl-
Natrium/Mesosulfuron-methyl auf Biotypen von Matricaria inodora; (G-) Wirkung von Terbuthylazin auf
Biotypen von Chenopodium album.

Abb. 1 Mono- and biphasic dose-response relationships for the response of root elongation of sensitive and resistant
weed biotypes in three out of six independent experiments. (A-C) Effects of glyphosate on biotypes of Eleusine indica;
(D-F) effects of iodosulfuron-methyl-sodium/mesosulfuron-methyl on biotypes of Matricaria inodora; (G-I) effects of
terbuthylazine on biotypes of Chenopodium album.

Experiments with C.album revealed a significant hormetic effect on root dry weight of the
sensitive biotype in exp. 4 (Fig. 2G) and in exp. 6 for the resistant biotype. Shoot response
parameters measured were only stimulated once in the resistant biotype (Fig. 2H and 2I). Hence,
terbuthylazine-treated C. album showed hormesis primarily for root response parameters albeit
with a low total frequency of 19%. With a maximum increase of 47-118% and a dist 2 of 6-3832fold,

the stimulation also tended to be more pronounced in other endpoints than in root length (Tab.
2).
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Fig. 2 Ein- und zweiphasige Dosis-Wirkungszusammenhdnge fir verschiedene Wirkungsparameter bei
sensitiven und resistenten Unkrautbiotypen. (A-C) Wirkung von Glyphosat auf Eleusine indica; (D-F) Wirkung
von lodosulfuron-methyl-Natrium/Mesosulfuron-methyl auf Matricaria inodora; (G-1) Wirkung von
Terbuthylazin auf Chenopodium album.

Abb. 2 Mono- and biphasic dose-response relationships for different response parameters measured in sensitive and
resistant weed biotypes. (A-C) Effects of glyphosate on Eleusine indica; (D-F) effects of iodosulfuron-methyl-
sodium/mesosulfuron-methyl on Matricaria inodora; (G-) effects of terbuthylazine on Chenopodium album.

Resistance Factors (RF). The RFs varied in all three species tested depending on the response
parameter measured and the experiment conducted (Tab. 3). Overall, RF values increased in the
order E. indica < C. album < M. inodora from a total mean value of 3.5 in E. indica to 7.2 in C. album
to 131.6 in M. inodora.

Experiments with E.indica revealed RF values between 0.9-11.6. Root response parameters
showed lower RF values with a mean of 1.9 compared to 6.4 for shoot response parameters. The
occurrence of hormesis in one of the two biotypes or both was not obviously related to the degree
of resistance and the five highest RFs observed were achieved when hormesis was absent in the
response parameter evaluated (Tab. 3).

Experiments with M.inodora revealed RF values between 2.7-907.5. Here, root response
parameters showed considerably higher RF values than shoot response parameters with a mean of
206.7 for root length/mass compared to 18.9 for shoot length/mass. Relating the RFs to the
occurrence of hormesis did not indicate a clear relation, however, two of the three lowest RFs were
observed when only the sensitive biotype was stimulated (Tab. 3).
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Experiments with C album revealed RF values between 1.0-27.5. Root and shoot parameters
measured showed on average fairly equal RF values with a mean of 7.3 for root length/mass and
7.0 for shoot length/mass. A clear relation between the occurrence of hormesis and the level of
resistance was indeterminable here as well, however, the highest RF was observed when only the
resistant biotype was stimulated and the lowest RF when only the sensitive biotype was
stimulated (Tab. 3).

Tab. 3 Resistance factors (RF) and occurrence of hormesis depending on the response parameter measured
and the experiment conducted in sensitive (S) and resistant (R) biotypes of Eleusine indica treated with
glyphosate, Matricaria inodora treated with iodosulfuron-methyl-sodium/mesosulfuron-methyl, and
Chenopodium album treated with terbuthylazine.

Tab. 3 Resistenzfaktoren (RF) und Auftreten von Hormesis in Abhdngigkeit des gemessenen Wirkungsparameters
und der Versuchswiederholung in sensitiven (S) und resistenten (R) Biotypen von Glyphosat-behandelter Eleusine
indica, lodosulfuron-methyl-Natrium/Mesosulfuron-methyl-behandelter Matricaria inodora und Terbuthylazin-
behandeltem Chenopodium album.

Eleusine indica Matricaria inodora Chenopodium album
parameter exp. == hormesis’ - hormesis = hormesis
S R S R
1 1.2 v (48%)° ¥ (61%) 3.9 ¥ (25%) - 7.9 - v (57%)
2 1.5 ¥ (11%) - 74.7 — v (14%) 22 - -
root 3 1.2 - = 204 - - 27 - -
length 4 34 - - 100.4 - - 3.3 - -
5 31 - - 907 5 - v (43%) 275 - v (37%)
6 0.9 - - 54 v (42%) - 9.4 - -
root 4 — 88.8 v (55%) v (31%) 1.0 v (118%) -
dry weight 5 2.4 - - 649.5 - - —_
6 1.1 v (60%) ¥ (170%) 9.6 ¥ (33%) v (90%) 4.7 - v (55%)
shoot 4 16 - - 35.5 - - 6.3 - -
5 1.3 v (T7%) v (38%) 18.4 v (12%) v (16%) 6.8 - -
length
6 1.8 - - 12.7 - - 6.7 - -
shoot 4 9.4 - - 2.7 ~ - ) - 1.9 - -
fresh weight 5 — 20.1 (79%) - —
6 6.1 — - 24.1 - v (58%) 3.1 — v (47%)
v’ = significant hormesis or biphasic modelling as best fit, — = no significant hormesis or monophasic modelling as best fit; “relative stimulation

Discussion

Effects on Growth Parameters. The general hormetic increase observed in all fields of sciences, and
for different toxicants, organisms, and endpoints, ranges between 30-60% stimulation above
control although this average range can be considerably exceeded to up to 200% stimulation
(CALABRESE and BLAIN, 2005; CALABRESE, 2008). With a total average of 51% increase in the sensitive
biotypes and 55% in the resistant biotypes and a maximum of 170% stimulation, current
quantitative features are in line with the general hormetic increase reported in the literature. With
a total dose distance between M and LDS (dist 2) of 352fold and 42% of the hormetic curves
showing a dist 2 of >100fold, the current dose zones of hormesis are somewhat broader than the
reported mean hormetic dose zone of less than 100fold occurring in about 95% of reported
hormetic results (CALABRESE, 2008; CALABRESE and BALDwIN, 2003). However, such considerable
deviation from general quantitative features is known and presumed to be attributable to the type
of endpoint measured and/or the biological model used (CALABRESE and BLAIN, 2011). Nevertheless,
the observed average increase in early growth traits in the resistant biotypes of 55% appears to be
striking provided that it is translated into an increased competitive ability under more practical
conditions.

Hormesis is usually observed for a single endpoint and does not require or imply a stimulatory
response for any other endpoint at any time (DUKE et al., 2006; KENDIG et al., 2010; MUSHAK, 2013).
Therefore, stimulatory responses probably seldom lead to an over-all improvement of plant fitness
(PARSON, 2003; FORBES, 2000). This also widely applies to current results as mainly only one of the
four response parameters measured showed significant hormesis within one experiment and,
furthermore, not always the same endpoint. The only exceptions to this were two experiments
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with M. inodora where in each experiment and biotype two of the four parameters measured
showed stimulation by iodosulfuron-methyl-sodium/mesosulfuron-methyl. Thus, in some cases of
herbicide hormesis more than one endpoint may be stimulated or maybe even overall plant
fitness. However, the number of endpoints or traits measured to illustrate hormesis is usually low
and most studies have measured only a single endpoint. Therefore, it is yet uncertain if single
endpoint increases or rather an improvement of several traits may prevail in herbicide hormesis.
Since the observed frequency of hormesis increased in the order shoot weight (21%) < shoot
length (22%) < root length (25%) < root weight (50%) and root weight stimulation was most
pronounced, this endpoint may be most eligible to capture herbicide hormesis in germination
assays. Regarding the observed interassay variability of stimulated endpoints, it is however
indicated to measure several endpoints in order to capture hormesis. Nevertheless, if such an early
stage boost in one trait will ultimately translate into a higher competitiveness, a higher
reproductiveness, or lower herbicide sensitivity is yet questionable.

CALABRESE and BALDWIN (2002) hypothesized that highly resistant individuals may be especially
responsive to hormesis. In the present study, hormesis occurred nearly as often with the sensitive
biotypes as with the resistant biotypes. Furthermore, the most pronounced quantitative features
(maximum increase and hormetic dose zone) were primarily obtained with the sensitive biotypes
of the three weed species tested. Therefore, the present study is not in line with the assumption
that resistant biotypes are more prone to develop hormesis. Moreover, the occurrence of hormesis
in both target-site resistant biotypes may indicate that the hormetic effect is not related to the
herbicide target endowing adverse effects for iodosulfuron-methyl-sodium/mesosulfuron-methyl
and terbuthylazine. However, in some cases of target-site resistance, the target-site is still affected by
the herbicide, but at higher doses. Thus, whether the hormetic mode of action really differs from
the one at higher doses needs further evidence. In case of glyphosate, hormesis was absent in
crops made resistant with a glyphosate-resistant EPSP synthase indicating that in case of
glyphosate the hormetic effect is dependent on the same herbicide-sensitive target-site
responsible for phytotoxicity (VELINI et al., 2008). Since in this study the glyphosate-resistant
biotype of E. indica showed glyphosate-hormesis, it is to assume that the EPSP synthase of that
biotype is still affected by glyphosate or a mechanism endowing resistance other than a target-site
resistance exists.

Hormesis is not a universally distributed biological phenomenon and there is no evidence for a
high and consistent frequency of occurrence close to 100% in any case of hormesis reported
(MusHAK, 2013). A database study of CEDERGREEN et al. (2007) evaluating 687 dose-response curves
revealed a frequency of herbicide hormesis between <20 to >70% depending on the species and
the compound tested. Thus, the current frequency of 32% for the resistant biotype is in line with
previous findings, although at the lower end. The question is however, if the observed ‘lower end’
frequency of hormesis would be sufficient to figure in resistance development. On the other hand,
the frequency of hormesis was shown to dramatically vary with the biological species and the
herbicide (CEDERGREEN et al.,, 2007; MusHAK, 2013) and, therefore, an involvement may primarily be
indicated for those species/herbicide combinations showing a high frequency of hormesis.
Considerable research is yet needed to prove this hypothesis.

Resistance Factors. In dose-response studies evaluating interassay and interspecies variability of
hormesis, there appeared to be a positive correlation between the magnitude of hormesis and the
EDso such that the more pronounced the hormetic effect, the higher the EDso dose level (BELz and
PIEPHO, 2013a,b). Thus, theoretically, the occurrence of hormesis should impact the level of
resistance so that a solo stimulation of the sensitive reference should lower RF values, while a solo
stimulation of the resistant biotype should enhance RF values. Correlating the occurrence of
hormesis with observed RF values in this study did not provide clear evidence to support this
hypothesis. However, the observed incidences of hormesis in only one of the two biotypes may
have been too sparse to depict a general trend.
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A further aspect to consider for the involvement of hormesis in resistance development is the fact
that a sufficient difference in sensitivity between the sensitive and the resistant biotype is needed
so that the resistant biotype is promoted at doses efficiently controlling the sensitive biotype. In
this study, this was only the case for iodosulfuron-methyl-sodium/mesosulfuron-methyl-treated
M. inodora in exp. 5 showing an RF of 907.5 for root length responses (Fig. 1F). Here, the dose
giving 43% maximum stimulation (M) in the resistant biotype exceeded the EDy dose level of the
sensitive reference. On the contrary, RF values as low as currently especially observed for
glyphosate-treated E. indica will never facilitate a promotion of the resistant biotype at doses used
to control the species (e.g., Fig. 1A, 2A, and 2B). Based on this, it may be speculated that primarily
weeds with high resistance factors hold a risk for the involvement of hormesis in resistance
development. Due to the observed highest frequency of hormesis, the stimulation of more than
one plant trait and the high RF values, the actual used ALS-target-site resistant biotype of
M. inodora may hold such a risk. Nevertheless, two further important issues are to consider in this
context. First, the field rate does not necessarily represent the dose causing maximum stimulation
or a hormetic dose. Second, growth stimulation may have no long-term impact if boosted plants
are not more reproductive (BELzet al., 2011).

Getting back to the initial question if hormesis may be an underestimated factor in the
development of herbicide resistance, an answer is still pending. This study explored herbicide
hormesis in sensitive/resistant weed biotypes using an experimental design that allowed
capturing the phenomenon in a useful and promptly way. However, the findings relate to early
stage growth enhancement as a measure for competitive ability under controlled conditions in an
artificial bioassay system. It is thus uncertain if current findings can be transferred to more
complex biological systems. Therefore, the addressed potential implications of hormesis boosting
resistant weeds under more practical conditions are tentative and clearly need to be verified
under more practical conditions. Nevertheless, this study showed that herbicide hormesis has the
potential to considerably boost early stage growth traits and, thus, the competitive ability of
resistant weeds. On the other hand, results showed that rather single plant traits of resistant weed
biotypes were stimulated by herbicide hormesis than overall plant fitness. Furthermore, the
observed frequency of hormesis was moderate and high levels of resistance may be required for
hormesis to assist in resistance development. Therefore, it is indicated that hormesis may not
assist per se in resistance development, but only certain species/herbicide/mode of resistance
combinations may be at risk. Considerable research will be required to elucidate the interplay of
hormesis and herbicide resistance in weeds, however, for a full understanding of combating
weeds with herbicides, hormesis should be considered.
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Abstract

Aim of the presented study is to demonstrate the impact of two different irrigation methods, from below and
from above, and two different pendimethalin formulations, capsule suspension (CS) and suspension
concentrate (SC) on the control efficacy of pendimethalin against Silky bent-grass (Apera spica-venti) under
greenhouse conditions. We assume that changes regarding the efficacy level of pendimethalin due to
methodological factors will affect the reliability of resistance detection.

Five populations of Silky bent-grass were selected according to their various multi-resistance patterns. One
population was a standard sensitive reference population while the remaining four populations are
characterized by different resistance patterns against herbicides of the HRAC groups A, B, C2, K1 and N.
Pendimethalin dose response studies were performed by taking into account the experimental factors (1)
irrigation system and (2) pendimethalin formulation.

The results show that a combination of CS-formulation and irrigation from above resulted in a significantly
reduced efficacy of pendimethalin independent of the resistance profile of the tested populations. Therefore
no differentiation between susceptible and tolerant populations was possible. In contrary the SC-formulation
resulted in an overkill situation under irrigation from below even at dosages lower than 20% of the
recommended field rate. Thus the differentiation between the resistant and susceptible biotype was
impossible as well. For the detection of reduced tolerance against pendimethalin a combination of SC-
formulation and irrigation from above was found to be favourable and thus this should become the standard
procedure for pendimethalin resistance testing.

Keywords: Apera spica-venti capsule suspension, non-target-site resistance, pendimethalin, resistance
detection, suspension concentrate

Zusammenfassung

Ziel der vorgestellten Versuche ist es, die Auswirkungen unterschiedlicher Methoden der Bewdsserung
(Beregnung vs. Anstaubewdsserung) und unterschiedlicher Formulierungen von Pendimethalin
(Kapselsuspension, CS vs. Suspensionskonzentrat, SC) auf die Wirksamkeit von Pendimethalin unter
Gewachshausbedingungen zu untersuchen. Es ist anzunehmen, dass Veranderungen der Wirkung auf Grund
von methodischen Faktoren sich auf die Verlasslichkeit der Resistenzdetektion auswirken. Finf Windhalm
Populationen (Apera spica-venti) wurden auf Grund ihrer unterschiedlichen Resistenzprofile fir die Versuche
ausgewadhlt. Eine der Populationen war eine sensitive Standard-Population. Vier weitere Populationen zeigten
Resistenzen gegentiber Wirkstoffen aus den HRAC Gruppen A, B, C2, K1 und N. Fir den Wirkstoff
Pendimethalin  wurden Dosis-Wirkungs-Versuche durchgefiihrt unter Einbezug der genannten
Versuchsparameter (1) Bewdsserungsstrategie und (2) Pendimethalin Formulierung.

Die durchgefiihrten Versuche haben gezeigt, dass eine Kombination aus CS-Formulierung und Beregnung,
unabhdngig vom Resistenzprofil der getesteten Population, zu einer eingeschrankten Wirksamkeit von
Pendimethalin unter Gewachshausbedingungen fiihrt. Demzufolge war keine Unterscheidung zwischen der
sensitiven und der resistenten Population moglich. Im Gegensatz dazu fiihrte die Kombination aus SC-
Formulierung und Anstaubewasserung bereits bei Dosierungen von weniger als 20% der empfohlenen
Feldaufwandmenge zu 100 % Bekampfungserfolg. Demzufolge war auch hier keine Unterscheidung zwischen
der sensitiven und der resistenten Population moglich. Fur die Detektion erhohter Toleranzen gegeniiber
Pendimethalin hat sich eine Kombination aus SC-Formulierung und Beregnung als vorteilhaft erwiesen. Diese
Erkenntnisse sollten bei der Entwicklung eines standardisierten Testverfahrens berticksichtigt werden.
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Stichwaorter: Apera spica venti, Kapselsuspension, metabolische Resistenz, Pendimethalin, Resistenzdetektion,
Suspensionskonzentrat

Introduction

The excessive use of the HRAC group A and B herbicides for grass weed control in winter cereals
has caused the spread of herbicide resistant grass weed populations all over Europe and has
caused the selection of mainly non-target site resistant (NTSR) populations (SIEVERNICH et al., 2013).
Therefore non-target-site resistance (NTSR) has become the centre of herbicide resistance
research. NTSR causes, in contrary to target-site resistance (TSR), unpredictable multi-resistance
patterns across different modes of action. The underlying polygenetic NTSR mechanisms are
currently under intensive investigation but, due to their complexity and diversity, only slow
progresses in gaining knowledge are expected.

The number of HRAC group K- or N-tolerant grass weed populations is very low (Heap, 2013) and
these compounds are recommended as alternative modes of action, why herbicides like
pendimethalin (HRAC group K1) are important compounds for the control of ALS and ACCase
resistant weed populations as well as for the prevention of herbicide resistance development.
Considering the fact that due to the European Community regulation EC1107/2009 the diversity of
compounds will decrease and no new modes of action will be available in the near future, HRAC
group K1, K3 and N compounds will become the backbone of weed control in winter cereals.

Pendimethalin is currently approved for use in all European countries over a wide range of crops.
The compound is absorbed by roots, coleoptiles of emerging weeds and to a certain extend by
leafs. In winter cereals pendimethalin is used as pre-emergence as well as early-post and post-
emergence herbicide until weed BBCH 13. For control of silky bent grass pre-emergence and early
post-emergence treatments were found to be favourable.

Even if the number of pendimethalin tolerant grass weed populations is low, standardised efficacy
testing methods have to be developed to ensure a proactive and reliable monitoring of potential
resistance occurrences in the future. However, efficacy studies with soil active herbicides under
greenhouse conditions are problematic and deliver controversial data. Results highly depend on
soil types used for the trials, temperature conditions in the greenhouse, timing of herbicide
application and in the case of pendimethalin even on the type of formulation used.

Several methodological aspects have been discussed before, like the influence of various plant
densities on herbicide efficacy, effect of temperature on herbicide efficacy as well as the type of
irrigation system (MENNE and WAGNER, 2008; MENNE et al., 2012). Up to now the influence of
pendimethalin formulation as well as the combined effect of irrigation system and pendimethalin
formulation on resistance detection has not been discussed before.

Material and methods

In addition to a susceptible Apera spica-venti standard population four populations with different
resistance profiles were selected for the experiments, based on the results of previous herbicide
efficacy studies as well as field observations. Seeds of the tested herbicide tolerant populations
were collected from locations in Germany, Czech Republic and Poland. The biotypes were selected
specifically due to their various multi-resistance profiles against herbicides of the HRAC groups A,
B, C2, K1 and N. Single nucleotide polymorphisms (SNP) could be confirmed at the ALS genome for
all tested resistant populations. Herbicide resistances profiles for the selected biotypes as well as
the respective SNP profiles are shown in Table 2. For the selected herbicide tolerant biotypes a
certain level of NTSR (non-target-site resistance) can be assumed, since the SNP’s alone cannot
explain the multi-resistance profile.

For dose-response studies seeds were sown into 8 cm pots (Jiffy Products International B.V., NL).
filled with a soil mixture according to Table 1. Germination tests, realised with the same soil
mixture shown in Table 1, were used to estimate the germination capacity and thus for calculation
of the seed amount needed per pot for each biotype. Hence a target plant density of 8 plants per
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pot (+-2) could be realised. The pots were placed in a glasshouse at 15 °C day and 10 °C at night (+-
3°C), 60% humidity and with 12h additional illumination. Herbicides were applied three days after
sowing with a standard laboratory track sprayer (8002 EVS Teelet nozzle, pressure 320 kPa, water
amount 200 I/ha). The two tested formulations of pendimethalin were sprayed in five dosages
ranging from 2000 g a.i/ha to 250 g a.i/ha and an untreated control. Three repetitions per
treatment were realized.

The herbicide efficacy assessment took place 21 days after treatment by a colour threshold based
binary image analysis. A detailed description of the binary image analysis method in conjunction
with herbicide dose response pot experiments can be found in JAck et al. (2011) as well as in MASSA
and GERHARDS (2011).

For method comparison the experiment contained the following variables:

1) lrrigation conditions - from above and from below
2) Formulation of pendimethalin — capsulated suspension (Stomp Aqua®, BASF SE) and
suspension concentrate (Stomp SC®, BASF SE)

Pots treated with Stomp Aqua® and irrigated from below were once watered from above 24 h after
treatment for activation of the herbicide.

Tab. 1 Soil texture and organic matter content of the substrate used for experiments.

Tab. 1 KorngréBBenzusammensetzung und organische Substanz des verwendeten Bodensubstrates.

Soil texture %

Clay 14,9
Sand 58,3

Silt 26,8
Corg/Organic matter 1,29/2,23

Tab. 2 Resistance profile of the tested Silky bent grass populations. Resistance classification according to Moss
(1999).

Tab. 2 Resistenzprofil der getesteten Windhalm- Populationen. Resistenzklassifikation nach Moss (1999).
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SNP ALS - Pro197 Pro197Thr  Pro197ThrTrp574Leu  Pro197Ser

A dose response analysis was performed, using the non-linear regression model after STREIBIG
(1988), with the statistical language R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2010) and the R add-on package
drc (Ritz and STReBIG, 2005). ED50 and ED90 values were calculated and analysed for statistical
significant differences between the biotypes.
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Results

For analysis of the effects of formulation and irrigation, data of pendimethalin susceptible
populations were pooled (population 10-174-STD, 10-139, 12-134 and 12-215). Dose response
parameters of the pooled populations were not significantly different at p = 0.05. Dose response
curves for the two tested formulations (CS and SC) were compared by testing the ED50 and ED90
values for significant differences.

The type of irrigation significantly influenced the efficacy of the CS-formulation (Fig. 1, A). ED50
and ED90 values were significantly different at p = 0.05. As can be seen in Figure 1, irrigation from
above resulted in a faster release of pendimethalin from the capsules and hence in a lower ED50
value of 257.43 g a.i./ha compared to irrigation from below with an ED50 value of 567.2 g a.i./ha.
Nevertheless the ED90 value of the irrigation from above was significantly higher compared to the
irrigation from below. Under irrigation from above the pendimethalin dosage has to be 2.3 times
higher to reach an efficacy level of 90% compared to the irrigation from below. Both ED90 values
for the CS-formulation are much higher than the maximum recommended dosage of
pendimethalin under field conditions (2000 g a.i./ha).

The ED50 as well as ED90 values of the SC-formulation (Fig. 1, B) for the tested irrigation systems
were not significantly different (ED50 values: irrigation from above 188.7 g a.i./ha; irrigation from
below 51.2 g a.i/ha). The irrigation system did not affect the herbicide efficacy. Unless no
significant differences were found it could be observed that the efficacy at dosage below 100 g
a.i./ha was higher under irrigation from below compared to from above.

The observed effects of the tested irrigation systems and pendimethalin formulations influenced
the detection of the pendimethalin tolerant population. Considering the SC-formulation und
irrigation from below, no significant differences were found comparing population 12-259
(subsequently named tolerant) and the susceptible populations (Fig. 2, A). The low ED90 values
indicate that the herbicide efficacy under irrigation from below was high enough to affect
susceptible and tolerant populations to the same extend. Under irrigation from above ED90 values
of the susceptible and the tolerant population were significantly different at p = 0.05.
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Fig. 1 Dose response curves and ED90 values of susceptible populations for pendimethalin CS-formulation (A)
and SC-formulation (B) under irrigation from above and from below.

Abb. 1 Vergleich der Dosis-Wirkungs Beziehung und ED90-Werte sensitiver Populationen fiir Pendimethalin CS-
Formulierung (A) und SC-Formulierung (B) unter Bewdsserung von oben und Anstaubewdisserung.
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Fig. 2 Dose response curves and ED90 values of susceptible and tolerant populations for pendimethalin SC-
formulation under irrigation from below (A) and from above (B).

Abb. 2 Vergleich der Dosis-Wirkungs-Beziehung und ED90-Werte sensitiver und toleranter Populationen fiir
pendimethalin SC-Formulierung unter Anstaubewdisserung (A) und Bewdisserung von oben (B).

A resistance factor of 5.6 was found for the tolerant population, which corresponds with previous
greenhouse efficacy studies for this population. Differentiation between susceptible and tolerant
populations for the CS-formulation was not possible since a dose response analysis for the tolerant
biotype was not possible due to a very low herbicide efficacy under both tested irrigation system.
This finding corresponds with the high ED90 values found even for the susceptible populations
(Fig. 1).

Discussion

For herbicide resistance detection purposes it is essential to avoid a false positive or false negative
classification of suspicious weed populations. Therefore the methods used in the experiments
have to be selected carefully, especially when dealing with soil-acting compounds like
pendimethalin. So far a standard procedure for resistance tests with soil active herbicides is still
lacking.

The presented results could show that under greenhouse conditions the use of a pendimethalin
CS-formulation is accompanied by several difficulties. Release of active substance requires physical
stress due to soil water and temperature depending swelling and shrinking of the capsules. Under
greenhouse conditions, where environmental conditions are kept uniform and target plants
germinate and grow much faster than under field conditions, the compound has no chance to
develop its full efficacy.

Furthermore the artificial soil substrates used for greenhouse experiments are characterised by a
high proportion of coarse pores and a low proportion of fine pores especially when sand contents
are higher than 30% allowing a fast development of the root system within a short period after
emergence. Under these conditions, irrigation from above also forces an active transport of the
capsules by the water stream within the top layer of the soil, diluting the concentration of the
active substance at the soil surface. Summarized these effects lead to a severe underestimation of
the herbicide activity. In terms of resistance detection this may cause a high proportion of false
positive detections.

Treatment with the SC-formulation combined with irrigation from below resulted in much higher
efficacy of pendimethalin at lower dose rates. The irrigation from below is probably hindering a
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particle bound transport of pendimethalin within the top soil layer and most of the compound
concentrates at the soil surface where it is highly effective against germinating plants. This
resulted in an overkill situation were even a pendimethalin tolerant population was controlled by
100% at dosages far below the recommended field dose. For herbicide resistance detection this
means a high proportion of false negative detections, especially when dealing with populations
with an only slightly increased tolerance against the compound.

Summarised the following points should be considered for the development of standard
procedures for greenhouse trials with pendimethalin:

- SC-formulation of pendimethalin should be used instead of a CS-formulation, since the
release of the compound from the capsules is reduced and is following a different
release pattern under greenhouse conditions.

- lIrrigation from above has to be preferred, since the dose response curve is more gradual
with a better corresponding behaviour likewise as under field conditions.

- In case of dose response studies, ED90 values have to be preferred for resistance factor
determination since increased tolerances due to enhanced metabolism only tend to
become significant above the ED50 dose.

Beside the presented results other aspects have to be considered for the development of a
standard method, for example target plant density and temperature regime as discussed in MENNE
etal. (2012) and MeNNE and WAGNER (2008). Furthermore, transferability of greenhouse data to field
conditions for soil residual compounds needs to be further investigated to allow for a more
precise and reliable description of the susceptibility of tested biotypes. Smaller differences
observed under greenhouse conditions may not translate into a noticeable distinction of product
performance under field conditions.
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Abstract

A black-grass (Alopecurus myosuroides Huds.) resistance-monitoring conducted by BASF in 2010-2012
revealed a high number of accessions with resistance against imazamox. However, application of imazamox-
based products in a winter crop was limited to winter beans in France and United Kingdom only until the
introduction of the Clearfield’-production system in autumn 2012 in winter oilseed rape. It is therefore
assumed that the resistance mechanisms were probably selected by the frequent use of ACCase- and ALS-
inhibitors in winter crop rotations during the last 2 decades. Resistance level for each product-biotype
combination was calculated according the “R"-classification system (S, R?, RR, RRR) by directly comparing the
product performance on a biotype versus untreated control. Majority of resistant biotypes did not show a
target-site mutation at the known codon Pro197 or Trp574. In order to better evaluate the impact of Non-
Target-Site-Resistance  (NTSR) on the activity of BEYOND (imazamox), ATLANTIS WG
(mesosulfuron+iodosulfuron) and ABAK (pyroxsulam), biotypes who have shown an ALS-target-site mutation
were removed from further analysis.

At the dose rate of 35 g ai/ha BEYOND provided good activity on susceptible biotypes of black-grass almost
matching up with ATLANTIS WG and ABAK. However, activity of BEYOND declined stronger on biotypes
classified as R? or RR for that product, while ATLANTIS WG and ABAK hardly showed any decline in control on
this group of biotypes when applied at the recommended dose rate. It is assumed that the underlying NTSR-
mechanism is not effective enough yet to confer resistance to ATLANTIS WG and ABAK, but on BEYOND. In
contrast, biotypes classified as R? for ATLANTIS WG did show a stronger impact on the activity of BEYOND and
ABAK then of ATLANTIS WG. These differences in control level probably do translate into differences in
selection pressure as well.

Keywords: Mesosulfuron, NTSR, pyroxsulam, resistance

Zusammenfassung

In einem Ackerfuchsschwanz-Monitoring, das von der BASF in 2010-2012 durchgefiihrt wurde, zeigte eine
hohe Anzahl an Herkiinften eine Resistenz gegenlber Imazamox. Anwendungen von imazamox-basierten
Produkten in Winterungen waren bis zu diesem Zeitpunkt jedoch auf Winterbohnen in Frankreich und
GroBbritannien beschrankt. Erst mit der Einfiihrung des Clearfield -Produktionssystems im Herbst 2012 in
Winterraps ist eine Anwendung in einer flichenmaBig bedeutsamen Winterung moglich. Es ist daher
anzunehmen, dass die in diesen Herkiinften vorliegenden Resistenz-Mechanismen durch die haufige
Anwendung von ACCase- und ALS-Hemmern in Winterungen wahrend der letzten beiden Jahrzehnte
selektiert wurden. Die Einstufung des Resistenzgrades der gepruften Produkte auf die einzelnen Biotypen
wurde dabei nach dem ,R“-Klassensystem (S, R?, RR, RRR) vorgenommen. Die Mehrheit der resistenten
Biotypen zeigte keine Wirkort-Resistenz an den bekannten ALS-Mutationsstellen Pro197 und Trp574. Um den
Einfluss der Nicht-Wirkort-Resistenz auf die Aktivitait der Produkte BEYOND (imazamox), ATLANTIS WG
(mesosulfuron+iodosulfuron) und ABAK (pyroxsulam) besser beurteilen zu koénnen, wurden die
entsprechenden Biotypen mit ALS-Wirkort-Resistenz nicht in die weitere Analyse einbezogen.

Bei der Aufwandmenge von 35 g ai/ha erzielte BEYOND eine gute Wirkung auf sensitive Ackerfuchsschwanz-
Biotypen, wobei anndhernd das Wirkungsniveau von ATLANTIS WG und ABAK erzielt werden konnte.
Allerdings fiel die Wirkung von BEYOND deutlich ab, wenn Behandlungen auf die fiir dieses Produkt
zugeordneten Biotypen der Resistenzklassen R? oder RR erfolgten. Die Wirkung von ATLANTIS WG und ABAK
auf diese Biotypen wurde bei Anwendung der einfachen Aufwandmenge hingegen kaum beeinflusst. Es kann
angenommen werden, dass die vorliegenden Nicht-Wirkort-Resistenzmechanismen zu wenig ausgepragt
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waren um eine Resistenz gegeniiber ATLANTIS WG und ABAK herbeizufiihren. Im Gegensatz dazu fiel die
Wirkung von BEYOND und ABAK im Vergleich zu ATLANTIS WG stérker ab, wenn die Biotypen gegeniber
ATLANTIS WG die Einstufung R? zeigten. Es ist davon auszugehen, dass die beobachteten Unterschiede im
Wirkungsgrad sich auch als Unterschiede im Selektionsdruck wiederfinden werden.

Stichwaorter: Mesosulfuron, NTSR, Pyroxsulam, Resistenz

Introduction

Herbicide resistance in black-grass is already an established threat in winter annual cropping
systems in the maritime area of Western Europe, where resistance has constantly been evolved
over the last decades. Besides the mode of action specific target-site resistance, other mechanism,
described and cumulated as Non-Target-Site Mechanism (NTSR) are gaining importance because
of their unpredictable resistance to herbicides with different mode of action (PeTiT et al., 2010).
Black-grass population resistant to ACCase-inhibitors very often do possess high frequent target-
site mutation side by side with non-target-site mechanism. In ALS-resistant population occurrence
and frequency of the known mutation at Pro197 and Trp574 is lower, revealing a strong impact of
NTSR-mechanism (SIEVERNICH et al., 2013).

It was demonstrated that NTSR is under polygenetic control, but accumulation of up to at least
three NTSR loci in a single plant could be necessary to confer resistance. This leads to the
assumption that NTSR loci are accumulating within individual plants depending on the selection
pressure, which results in a gradual increase in the frequency of resistant plants and in the average
resistance level of an individual plant to a given herbicide (DELYE et al., 2010).

The introduction of the Clearfield’-production system in winter oilseed rape enables farmers for
the first-time to control a broad spectrum of problematic dicotyledonous weeds, including
brassicaceae by the use of products based on the ALS-inhibitor imazamox. The additional activity
on sensitive population of black-grass (Alopecurus myosuroides Huds.) raises the question whether
this use in winter oilseed rape generates additional selection pressure on-top of the commonly
utilized ALS-graminicides in cereals.

Material and methods

Seeds of black-grass were sampled during 2010-2012 throughout Europe to investigate the
resistance pattern against various graminicides with different modes of action. Sampling was done
in a non-randomized manner with major emphasis on Germany, France, United Kingdom, Belgium
and Netherland, including locations with product failure, suspicious resistance cases and trial sites.

Cultivation of black-grass was done primarily by direct sowing into plastic or Jiffy-pots (Jiffy
Products International B.V., NL) of about 8cm in diameter. At low germination rates, transplanting
of pre-cultivated plants were done at about 1-2 leaf stage approximately 4-5 days before
application to establish a minimum of 8 plants per pot.

Greenhouse trial design includes 3 replications per treatment and the inclusion of a sensitive
reference which was uniform through the years at all test locations.

Application was done at the 2-3 leaf stage of black-grass using 0.5x, 1x and 2x of the maximum
recommended dose rate of various post-emergence ALS-graminicides of different chemical
classes (Tab. 1). All products were applied with their recommended adjuvant.

Final efficacy evaluation was done 3-4 weeks after application as a visual assessment in % plant
damage in a treated pot compared to the untreated control.
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Tab.1 Gepriifte Produkte und deren Aufwandmengen.
Tab.1 Tested products and their dose rates.

Product Active Chemical Class Dose rate adjuvant
Substance(s) Product/ha gai/ha
BEYOND Imazamox Imidazolinone 0.5x 145 ml/ha 17,5 DASH EC

1x 290 ml/ha 35
2x 580 ml/ha 70

ATLANTIS WG Mesosulfuron + Sulfonylurea 0.5x  250g/ha 75+1,5 MERO
lodosulfuron 1x 500 g/ha 15+3
2X 1000 g/ha 30+6
ABAK Pyroxsulam Triazolopyrimidine 0.5x  125g/ha 9,38 RME
1Xx 250 g/ha 18,75

2X 500 g/ha 37,5

Product efficacy on a biotype was compared to the same treatments on the sensitive standard in
the trial and ascribed to one of four resistance classes (S, R?, RR, RRR) according to Moss (1999).

SNP (Single Nucleotide Polymorphism) analysis of biotypes classified as R?, RR or RRR was initiated
to investigate on any potential target-site mutation at position Pro197 and Trp574 of the ALS-
enzyme.

With the aim of this analysis, to focus on the impact of NTSR on the activity of various ALS-
inhibitors, biotypes in which an ALS-target-site resistance was detected have been excluded.
However, the set of biotypes still includes those biotypes with an ACCase target-site resistance.

Product performance was analyzed by comparing the activity of the tested products against a
defined group of black-grass biotypes. Definition of the group of biotypes was done according to
a selected resistance class of a product (e.g. all R?-classified biotypes of BEYOND).

The qualitative parameters (1) product and (2) dose rate as well as their interaction were tested for
significant differences with Tukey’'s HSD (Honestly Significant Difference) test at p=0.05,
performing a two-way ANOVA with the statistic software R (R Development Core Team 2010) and
the R add-on package agricolae (DE MENDIBURU, 2013)
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Results

A high uniformity in the performance of the tested products on the sensitive reference assures a
high trial and data quality. The “R"-system requested to have a minimum activity on the sensitive
reference of 80%. Herbicidal activity, as presented in Figure 1, of the three ALS-inhibitors ATLANTIS
WG, ABAK and BEYOND on the sensitive black-grass reference was at the expected high level with
a control of = 90% at the 1x dose rate. At the reduced dose rate of 0.5x herbicidal activity declined
slightly and revealed some differentiation between the products with a lower stability and
reliability in the activity of BEYOND compared to the other products (Fig. 1).

100 4 ) |
ol 0l Bl &M %Y P& & g
+| |
= 80 ] =
£ 70
8
__S 60 |
8 50
@
< 40
ES
30
20
10
0 L 1§ 1§ 1 1
Atlantis Capri Beyond
product + Mero + adjuvant + Dash EC
kg, fp/ha 1 05 | 025 0,5 025 | 0125 0,58 0,29 0,145
g ailha 30+6 1543 | 7.5¢15| 375 1875 | 94 70 35 17,5
Mean e 97 95 | 90 97 | 96 96 95 90 84
[Median a 98 95 90 95 97 95 95 95 90

Abb. 1 Herbizide Wirkung von ALS-Inhibitoren auf Ackerfuchsschwanz (sensitiver Standard).

Fig. 1 Herbicidal activity of ALS-inhibitors on black-grass (sensitive standard).
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Abb. 2 Herbizide Wirkung von ALS-Inhibitoren auf Ackerfuchsschwanz (sensitive Einstufung).

Fig. 2 Herbicidal activity of ALS-inhibitors on black-grass (sensitive classification).
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By selecting biotypes sampled at different locations in Europe (excluding the sensitive reference)
and classified as being susceptible to BEYOND (n=60) a similar result was obtained as with the
sensitive reference. At the 2x and 1x dose rate activity level of all products was quite similar (95-
96% resp. 93-96%), while at the 0.5x dose rate activity started to differentiate more (87-96%). At
the 1x rate, but even more pronounced at the 0.5x dose rate, black-grass control of BEYOND was
significantly lower than of ATLANTIS WG and ABAK (Fig. 2).

In a further approach, black-grass biotypes were selected who did show an R?-classification for the
use of BEYOND (n = 21). The R?-class is defined to show an early indication that resistance may be
developing (Moss et al., 1999).

BEYOND revealed a clear and significant dose response with black-grass activity stretching from
62% at 0.5x, 83% at 1x and 90% at the 2x dose rate. In contrast, herbicidal activity of ATLANTIS WG
and ABAK was still at a high level with 89-92% at the 1x dose rate, but with a certain decline in
control at the 0.5x rate. The loss in performance at the 0.5x rate was already significant for
ATLANTIS WG but not for ABAK (Fig. 3).
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Abb. 3 Herbizide Wirkung von ALS-Inhibitoren auf Ackerfuchsschwanz (R?-Einstufung).
Fig. 3 Herbicidal activity of ALS-inhibitors on black-grass (R?- classification).

On black-grass biotypes with an RR-classification on BEYOND (n = 50), activity level strongly drops
further to 43% at 0.5x, 62% at 1x and 79% at the 2x dose rate. However, declining activity at all
dose rates of ATLANTIS WG and ABAK was observed as well with 71-72%, 79-85% and 85-92%
control for dose rates of 0.5x, 1x and 2x respectively (Fig. 4).
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Abb. 4 Herbizide Wirkung von ALS-Inhibitoren auf Ackerfuchsschwanz (RR-Einstufung).
Fig. 4 Herbicidal activity of ALS-inhibitors on black-grass (RR- classification).
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Abb. 5 Herbizide Wirkung von ALS-Inhibitoren auf Ackerfuchsschwanz unter Beriicksichtigung verschiedener
Stufen der Resistenzauspragung bei Vorliegen einer Nicht-Wirkortresistenz.

Fig. 5 Herbicidal activity of ALS-inhibitors on black-grass considering different levels of resistance classes in presence
of non-target-site resistance.
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Figure 5 shows a summary of Figure 3 and 4 at the recommended field rate of the respective
tested herbicides.

Comparing biotype groups of black-grass classified as either R? on BEYOND (n =21) or ATLANTIS
WG (n = 16), a much stronger decline in activity was observed for the R?-group of ATLANTIS WG
than for those of BEYOND. Activity performance dropped for BEYOND 93%/83%/66%, ABAK
95%/89%/73% and ATLANTIS WG 95%/92%/88% for the S- and R?-class of BEYOND and R?-class of
ATLANTIS WG respectively (Fig. 5).

Discussion

Imazamox based products were hardly used in European winter crop rotation before the
introduction of CLEARFIELD -winter oilseed rape in 2012. The only exception is the use of a ready-
mixture with pendimethalin in winter beans in some areas of France and United Kingdom. Thus,
the number of black-grass population not possessing an ALS-target-site mutation, but already
conferring resistance to the active substance imazamox is surprisingly high. However, this is in line
with the assumption that NTSR revealing an unpredictable risk for herbicide performance
independent on the mode and site of action and the chemical class of the active substance. NTSR
mechanism conferring to the more or less expressed resistance to imazamox in black-grass must
have been selected by other grass weeds herbicides, such as ACCase- and other ALS-inhibitors
frequently used in winter crop rotations.

The inherent activity of an active substance on a weed is influenced by several factors, such as rate
of uptake and translocation, stability within the plant and inhibition level of the target enzyme(s).
Active substances providing similar control on a weed may vary in one or several of these
characteristics, which could then discriminate in the response of evolving NTSR-mechanism.
Resistance profile of a population depends on the NTSR loci conferring resistance, their
accumulation in the plant, inheritability and spread within the population (PeTiT, 2010). As such,
different populations or even individual plants within a population may vary in their response to
various herbicides, requesting the testing of a larger number of accessions to provide a better
overview how these principle findings apply under field conditions. A comparative setup of
resistance monitoring and a more stringent use of the generated data do already provide
additional useful information.

Activity of BEYOND declined stronger at the different resistance classes (R? & RR on BEYOND)
compared to ATLANTIS WG and ABAK. One can assume that the underlying NTSR-mechanism are
not effective enough yet to confer resistance to ATLANTIS WG and ABAK, but on BEYOND. A
further accumulation of NTSR loci in individual plants of the population seems to be necessary for
further evolving resistance towards these herbicides. This might happen already in those biotypes
classified as R? for ATLANTIS WG. However, activity of BEYOND and ABAK were even stronger
affected by the NTSR-mechanism present in these biotypes.

Resistance evolution is selection in progress and it requires selective pressure for a further
enrichment or (re-) combination of NTSR resistance genes within the population. It is yet not
understood whether and how different selection pressure due to the use of single products, tank-
mixtures or sequence application do have an influence on the dynamic of accumulation,
combination and spread of NTSR in a population.

The data presented does provide information on the different response of BEYOND, ATLANTIS WG
and ABAK on NTSR present in a broad collection of black-grass accessions from different locations
throughout major winter cropping areas in Western Europe. It is assumed that the difference in
control level does translate into a difference in selection pressure as well.

In Germany, imazamox is registered in CLEARFIELD -winter oilseed rape with a maximum dose
rate of 12.5 g ai/ha, which is even well below the 0.5x dose rate (17,5 g ai/ha) tested. Thus, the
declining activity response to the different groups of black-grass biotypes is even stronger, with a
corresponding reduction in selection pressure.
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Zusammenfassung

Anhand von Dosis-Wirkungsversuchen und molekularbiologischen Analysen wurde die Reaktion der
Gesamtpopulation eines Biotyps von Acker-Fuchsschwanz (Alopecurus myosuroides) mit Target-Site Resistenz
gegen ACCase-Inhibitoren (lle1781-Leu) auf die Wirkstoffe Clethodim und Cycloxydim mit der Reaktion der
homozygoten (reinerbigen) und der heterozygoten (mischerbigen) Teilpopulation verglichen. Um die
beobachtete Reaktion in die einer homo- und heterozygoten Teilpopulation aufzuschlisseln, wurden
individuelle Pflanzen beziiglich des Haplotyps Leu1781 mittels SNP-Analytik (Pyrosequencing) differenziert.
Fir die Gesamtpopulation ergaben sich signifikant unterschiedliche Resistenzfaktoren (RF) von 8 fiir Clethodim
und 153 flr Cycloxydim. Nach Korrelation der Phdno- und Genotypen ergab sich fir die heterozygote
Teilpopulation ein RF von 6 fiir Clethodim und 118 fiir Cycloxydim und fiir die homozygote Teilpopulation ein
RF von 10 fiir Clethodim und 136 fiir Cycloxydim. Obwohl sich die RF der homo- und heterozygoten
Teilpopulationen nicht signifikant unterschieden, zeigten die geringeren RF der heterozygoten
Teilpopulationen den deutlichen Trend einer verringerten Resistenzauspragung. Ldsst sich dieser Trend in
weiteren Versuchen bestatigen, so kann angenommen werden, dass die Selektion von Resistenz in einer Feld-
Population neben dem eingesetzten Wirkstoff auch von der Frequenz der Genotypen abhéngig ist. Die
beobachteten Unterschiede zwischen der Reaktion von Acker-Fuchsschwanz mit dem Haplotyp Leu1781 auf
die Wirkstoffe Clethodim und Cycloxydim verdeutlichen zudem die Bedeutung der stets individuell zu
betrachtenden Konstellation von Resistenzmechanismus, Genotyp und Wirkstoff fir die Selektion und
Ausbreitung von Resistenz.

Stichwaorter: Alopecurus myosuroides, Dosis-Wirkungsversuche, Pyrosequenzierung, Target-Site Resistenz

Abstract

In dose-response experiments and by molecular analyses the reaction of a black grass biotype (Alopecurus
myosuroides) with target site resistance to ACCase inhibitors (lle1781-Leu) was examined for the response to
clethodim and cycloxydim and compared to the responses of the homozygous and heterozygous sub-
populations. To decipher the population into the homo- and heterozygous sub-populations, individual plants
of the resistant biotype were analyzed for the haplotype Leu1781 by means of SNP analytics (pyrosequencing).
For the entire population, significant different resistance factors (RF) of 8 and 153 resulted for clethodim and
cycloxydim, respectively. For the heterozygous sub-population a RF of 6 was estimated for clethodim and 118
for cycloxydim. For the homozygous sub-population a RF of 10 for clethodim and 136 for cycloxydim was
estimated. The RF between the homo- and heterozygous sub-populations for each herbicide were, however,
not significantly different. Despite this, a tendency of the heterozygous sub-population being less resistant
was indicated. Therefore, it is hypothesized that the selection of resistance depends not only on the herbicide
used, but on the frequency of the genotypes in a field population. Furthermore, the significant different
reaction of black grass with the haplotype 1781 to both tested herbicides reflects the meaning of the
individual constellation of active ingredient, resistance mechanisms and genotype for selection and spread of
resistance.

Keywords: Alopecurus myosuroides, dose-response, pyrosequencing, target-site resistance

Einleitung

Herbizidresistente Unkrautpopulationen sind eine Folge der chemischen Unkrautbekampfung.
Die Identifizierung von Resistenzmechanismen und Kenntnisse tiber die Ausprdgung der Resistenz

106 Julius-Kuihn-Archiv, 443, 2014



26™ German Conference on weed Biology an Weed Control, March 11-13, 2014, Braunschweig, Germany

in Abhangigkeit des eingesetzten Wirkstoffes, der Unkrautart und der Genotypenfrequenz in einer
Gesamtpopulation sind elementare Grundlagen eines rationalen Resistenzmanagements (DELYE et
al., 2007). Eine wichtige KenngréBe zur Charakterisierung der Resistenzausprdagung ist der
Resistenzfaktor (RF), d.h. die Reaktion in Relation zu einem sensitiven Standard. Meist wird der RF
als Quotient der EDso-Werte der resistenten Population und einer sensitiven Referenzpopulation
angegeben. EDso-Werte kennzeichnen den Punkt einer Dosis-Wirkungsbeziehung, an dem 50 %
einer Wirkung erzielt wird. Der Quotient ergibt eine dimensionslose Zahl, die ein MaB fir die
Herbizidsensitivitat einer Population darstellt und spezifisch fiir jede Kombination von Herbizid,
Unkrautart und Resistenzmechanismus ist. Je hdher der RF einer Population, umso starker die
Resistenzauspragung und damit die Wahrscheinlichkeit, dass bei vorschriftsmaBiger Applikation
unter Praxisbedingungen keine ausreichende Kontrolle maglich ist. Die Ermittlung der fiir die
Bestimmung von RF-Werten notwendigen EDso-Werte erfolgt als Summe der Reaktionen von
Einzelpflanzen einer Population. Im Falle eines monogenetischen Resistenzmechanismus ergibt
sich bei der Bestimmung des EDso-Wertes einer Population das Problem, dass das Verhdltnis der
Frequenzen von sensitiven und hetero- bzw. homozygot resistenten Pflanzen in der Population
einen Einfluss auf die Hohe des EDso-Wertes und letztendlich auf den RF haben kénnte. Die EDso-
Werte und damit auch die RF-Werte von resistenten Populationen diirften deshalb bei gleichem
Resistenzmechanismus bei einer gegebenen Unkrautart von Feld zu Feld stark schwanken und mit
anzunehmender Sicherheit selbst an einer Stelle eines Ackers von Jahr zu Jahr variieren.

Der Acker-Fuchsschwanz (Alopecurus myosuroides Huds.) hat einen diploiden Chromosomensatz.
Eine Target-Site Resistenz (TSR) beruht auf einem Allel bzw. einem Haplotyp und kommt beim
Acker-Fuchsschwanz hetero- und homozygot vor. Eine beim Acker-Fuchsschwanz weit verbreitete
Target-Site Resistenz gegen ACCase-Inhibitoren ist der Haplotyp Leu1781 (DEeLYE, 2005). In
sensitiven Pflanzen kodiert das Basen-Triplet ATA an der korrespondierenden Position 1781 im
ACCase-Gen fir die Aminosdure Isoleucin (lle). Wird die erste Base des Triplets verandert (Abb. 1)
resultiert das Triplet CTA oder TTA welches fir die Aminosaure Leucin (Leu) kodiert. Die
Konsequenz dieser punktuellen Veranderung ist eine verminderte Empfindlichkeit der ACCase
gegenliber einer Inhibierung durch entsprechende herbizide Wirkstoffe. Dies wurde in
verschiedenen Arbeiten durch Messung der ACCase-Aktivitdt von Target-Site resistenten Biotypen
in Gegenwart verschiedener Wirkstoffe gezeigt (DELYE, 2005). Der Nachweis einer Target-Site
Resistenz in Einzelpflanzen erfolgt tber eine molekulargenetische Analyse. Mittels PCR werden
dabei zundchst Fragmente der ACCase amplifiziert, um anschlieend beispielweise durch
verschiedene Techniken der SNP-Analytik (Single Nucleotide Polymorphism) die Target-Site
Resistenz nachzuweisen und so letztendlich auch einen hetero- oder homozygoten Genotyp zu
bestimmen (KAUNDUN und WINDASS, 2006; WAGNER et al., 2008). Die Problematik der Aufspaltung
einer resistenten Gesamtpopulation mit dem Haplotyp 1781 in sensitive, heterozygote und
homozygote Genotypen ist flr Lolium spp. bekannt (Yu et al., 2007). Die Konsequenzen von
Frequenzunterschieden in den drei Genotypen in Acker-Fuchschwanz-Populationen fiir die
Herbizidwirksamkeit und die Resistenzbewertung unter Praxisbedingungen sind nicht naher
untersucht. Gleiches gilt fur die Quantifizierung moglicher Unterschiede in der Sensitivitdt von
hetero- und homozygoten Genotypen anhand von Dosis-Wirkungsversuchen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde deshalb die Reaktion einer Acker-Fuchsschwanz-Population mit
Vorkommen einer Leu1781 Target-Site Resistenz gegeniiber zwei ACCase-Wirkstoffen hinsichtlich
folgender Versuchsfragen analysiert:

a) Lassen sich unter Gewdchshausbedingungen signifikante Unterschiede in der Auspréagung des

Resistenzmechanismus bei der Anwendung von Clethodim und Cycloxydim quantifizieren und
wie hoch sind die resultierenden RF?

b) Wie wirkt sich eine heterozygote Resistenz im Vergleich zu einer homozygoten Resistenz aus
und lassen sich signifikante Unterschiede zwischen homo- und heterozygot resistenten Pflanzen
nachweisen?
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Bei dem verwendeten resistenten Biotyp konnte in Voruntersuchungen das Vorkommen des
Haplotyps Leu1781 bestdtigt werden und das Vorkommen weitere Haplotypen (Trp/Cys1999,
Trp/Cys2027, lle/Asn2041, Asp/Gly2078, Cys/Arg2088, und Gly/Ala2096) weitgehend
ausgeschlossen werden. Die Wahl der ACCase-Wirkstoffe fiel auf Clethodim und Cycloxydim, weil
bei diesen derzeit eine metabolische Resistenz in A. myosuroides ausgeschlossen wird. Fiir die
metabolische Resistenz bei A. myosuroides wird angenommen, dass diese bei den DIMs (ACCase
Inhibitoren der Wirkstoffklasse der Cyclohexandione) nicht oder nur in geringem Umfang
vorkommt (Moss et al., 2003; KAUNDUN et al., 2013). Fur die vorliegende Arbeit wurde damit
hypothetisch ausgeschlossen, dass sich andere Resistenzmechanismen als die TSR durch das
Leu1781 in dem Biotyp ausprdgen konnen. In Gewdchshausversuchen wurden fiir beide
Wirkstoffe Dosis-Wirkungsversuche durchgefiihrt und die behandelten Einzelpflanzen
anschlieBend molekulargenetisch analysiert und in sensitiv, heterozygot oder homozygot
klassifiziert. Anhand der fiir die Gesamtpopulation bzw. fiir die einzelnen Genotypen berechneten
RF-Werte wurden die Unterschiede in der Resistenzauspragung bewertet.

Material und Methoden
Etablierung von Pflanzenbestdnden im Gewdchshaus und Herbizidapplikation.

Samen eines Biotyps von A. myosuroides mit TSR (BPL12_510; Leu1781) und eines Referenz-Biotyps
(Ref_sens; Fa. Herbiseed, Twyford, England) wurden in Topfe (=10 cm) mit Lehmboden ausgesat
und nach dem Auflaufen mit einer Pflanzendichte von 1 Pflanze/Topf in neue Topfe pikiert. Bei
Erreichen des BBCH 13 bis 15 wurden die Pflanzen mit den entsprechenden Aufwandmengen in
200 I/ha Spritzvolumen behandelt. Fiir den Wirkstoff Clethodim wurde das formulierte Produkt
Select 240 EC (241,9 g a.i/l Clethodim) verwendet und fiir Cycloxydim das Produkt Focus Ultra
(100 g a.i/l Cycloxydim). Von beiden Herbiziden wurden acht bzw. neun Dosierungen angesetzt.
Die Aufwandmengen betrugen 0,06 - 8,0 I/ha fiir Select 240 EC und 0,16 - 160 I/ha fiir Focus Ultra
und wurden in einem Spritzstand ausgebracht. 21 Tage nach Behandlung wurden das
Frischgewicht der Pflanzensprosse bestimmt.

Entnahme von Pflanzenproben, DNA-Extraktion und PCR.

Position in der Primidrsequenz des Enzyms ACCase
. 1780 - 1781 - 1782...

sensitive Pflanze
. AAC - ETA - CAT ... DNA-Sequenz

. Asn - Ile - His ... Aminosaure

resistente Pflanze
. AAC - CTA - CAT ... DNA-Segquenz

. Asn - Leu - His ... Aminosaure

Abb. 1 DNA-Sequenz in sensitiven und resistenten Pflanzen an der korrespondierenden Stelle 1781 im Protein
und abgeleitete Aminosduren. Asn=Asparagin, lle=Isoleucin, Leu=Leucin, His=Histidin.

Fig. 1 DNA-sequence in sensitive and resistant plants at the corresponding position 1781 of the protein and coded
amino acids. Asn=asparagine, lle=isoleucine, Leu=leucine, His=histidine.

Nach Bestimmung der Frischgewichte wurden pro Einzelpflanze ca. 2 cm lange Blattstiicke von
vitalen Blattern abgeschnitten und bei Raumtemperatur getrocknet. Nach Trocknung wurde die
DNA der Pflanzen mit einem kommerziell erhéltlichen Kit zur DNA Aufreinigung (DNeasy Plant
Mini Kit, Fa. Qiagen, Hilden, Deutschland) extrahiert. Die DNA-Extrakte wurden als Template in
einer PCR eingesetzt um die entsprechenden Abschnitte des ACCase-Gens, die fiir das lle/leu1781
kodieren (Abb. 1), zu amplifizieren.
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Fir die Amplifikation wurden die Primer Fwd-Pyr-ACCase1781 und Rev-Pyr-ACCase1781
eingesetzt (Tab. 1). Als Ausgangsbasis flir das Primerdesign diente die genetische Information fiir
die ACCase von A. myosuroides in der Datenbank des NCBI (National Center for Biotechnology
Information, USA) mit der Bezeichnung AJ310767. Das zu erwartende Fragment betrug 182 bp.
Die PCR wurde in einem Volumen von 25 pl mit einem kommerziellen Master-Mix Kit (Taq PCR
Master Mix Kit, Fa. Qiagen, Hilden, Deutschland) durchgefiihrt. Die Konzentration der Primer
betrug jeweils 0,4 uM und als PCR-Template wurden 3 pl der DNA-Extrakte eingesetzt.

Tab. 1 Primer zur Amplifikation des ACCase-Abschnittes, der die Sequenz furr lle/Leu 1781 enthdlt.
Tab. 1 Primer for the amplification of the ACCase section containing the sequence for lle/Leu 1781.

Primer Sequenz (5'-3") Annealing- Lange des PCR-Fragments
Temp.

Fwd-Pyr-ACCase1781 gcacacaagatgcagctagatagt 53°C 182 bp

Rev-Pyr-ACCase1781 tccgattccaacagttcgt

Die Reaktion wurde in einem Thermocycler (Eppendorf Mastercycler® gradient, Fa. Eppendorf AG,
Hamburg, Deutschland) mit folgendem Temperaturprofil gefahren: Denaturierung bei 94 °C fir
5 min, danach 40 Zyklen (Denaturierung: 94 °C, 20 s; Annealing: 54 °C, 20 s; Elongation: 72 °C, 20 s).
Die PCR-Produkte wurden mittels Pyrosequencing (RONAGHI und ELAHI, 2002) auf einem
Pyrosequencer (PSQ 96MA, Fa. Qiagen, Hilden, Deutschland) analysiert. Fir die Sequenzierung
wurde der Primer Seq-ACCase1781 (Tab. 2) verwendet.

Tab. 2 Primer zur Sequenzierung und Pipettierschema der Nukleotide (Sequence to Analyze) im
Pyrosequencing-Verfahren.

Tab. 2 Primer for sequencing and pipetting scheme of the nucleotides (Sequence to Analyze) in the pyrosequencing
procedure.

Sequenzier-Primer Sequenz (5'-3) Sequence to Analyze

Seq-ACCase1781 atggactaggtgtggagaac htacatggaagtgctgctattgccagi

'h=Nukleotid in der Sequenz; kann A, C oder T sein

Statistische Analyse. Die Berechnung der Dosis-Wirkungskurven fiir den Parameter Frischgewicht
erfolgte unter Verwendung des nichtlinearen Regressionsmodels von STREBIG (1988) mittels IBM”
SPSS’ Statistics 20. Fur jeden Wirkstoff wurde die Dosis-Wirkungsbeziehung der Gesamtpopulation
modelliert und nach molekulargenetischer Auftrennung der Population in hetero- und
homozygote Einzelpflanzen auch fiir die misch- und reinerbigen Teilpopulationen. Mittels F-Test
(0=0.05) wurde die Signifikanz unterschiedlicher Kurvenverldufe gepruft. Resistenzfaktoren fir die
resistenten Populationen (R) wurden anhand der ermittelten EDso-Werte als Quotient EDso (R)/EDso
(Ref_sens) berechnet.

Ergebnisse und Diskussion
Resistenzfaktoren fiir Clethodim und Cycloxydim.

Die Dosis-Wirkungsbeziehungen (Abb. 3) ergaben fiir die sensitive Population einen EDso von
0,029 I/ha fiir Select 240 EC (Clethodim) und 0,161 I/ha fiir Focus Ultra (Cycloxydim). Fir die
resistente Population BPL12_510 ergab sich ein EDso von 0,234 |/ha fiir Select 240 EC und
24,29 |/ha fiir Focus Ultra. Der Resistenzfaktor (RF) lag somit fiir Focus Ultra bei 153 und fiir Select
240 EC bei 8. Die EDso der gesamten Population unterschieden sich fiir die beiden Wirkstoffe
statistisch signifikant voneinander. Beide Produkte lbten somit einen unterschiedlich hohen
Selektionsdruck auf Pflanzen mit dem Haplotyp Leu1781 aus. Die unterschiedlichen
Resistenzfaktoren fiir beide Wirkstoffe lassen in Ableitung daraus die Hypothese zu, dass das
Vorkommen der TSR lle/Leu1781 in einer Population die Empfindlichkeit der Pflanzen fir
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formulierte Produkte bzw. einzelne Wirkstoffe unterschiedlich stark beeinflusst. Focus Ultra sollte
aufgrund der starkeren Resistenzauspragung starker auf Leu1781 selektieren als Select 240 EC Die
Ergebnisse deuten darauf hin, dass fir jede individuelle Kombination von Wirkstoff und
Resistenzmechanismus im Ackerfuchsschwanz eine unterschiedlich stark ausgepragt Resistenz
angenommen werden kann. In der Praxis wird haufig nach der Erfahrung des Autors von einer
"totalen Resistenz" bei einer wirkortspezifischen Resistenz und einer parziellen Resistenz bei einer
metabolischen Resistenz gesprochen. Das hier aufgefiihrte Beispiel fiir Ackerfuchsschwanz, dem
Haplotyp Leu1781 und den Herbiziden Select 240 EC und Focus Ultra macht deutlich, dass eine
pauschale Zuordnung von Teilwirkungen (Ausreizung der Wirkungsreserven bei niedrigen RF) zu
einer metabolischen Resistenz als Mechanismus nicht gemacht werden kann. In dieser Arbeit
wurde mit Herbiziden gearbeitet, deren Wirkstoffe (DIMs) die Beteiligung anderer Mechanismen
als die durch das Leu1781 verursachte TSR weitgehend ausschlieBen. Somit ldsst sich die
beobachtete extrem unterschiedliche Reaktion gegeniiber Focus Ultra und Select 240 EC auf nur
einen Resistenzmechanismus zurtickfiihren. Eine TSR kann sich jedoch in diploiden Unkrautern
wie dem Acker-Fuchsschwanz homo- und heterozygot auspragen. Die zweite Fragestellung in
diesem Beitrag lautete daher wie sich der Genotyp einer resistenten Acker-Fuchsschwanzpflanze
auf die Resistenzauspragung auswirkt. Dazu wurden die phédnotypische und genotypische
Reaktion miteinander korreliert und die jeweiligen Dosis-Wirkungskurven berechnet.

Differenzierung homo- und heterozygot resistenter Genotypen

Mittels Pyrosequencing wurden die Allele identifiziert und die behandelten Einzelpflanzen
genotypisiert. Die PCR-Produkte jeder einzelnen Pflanze enthalten i.d.R. immer die Information
Uber die Abschnitte des ACCase-Gens beider Chromosomen eines diploiden Satzes. Somit gibt es
bezogen auf die beiden Haplotypen lle1781 (sensitiv) und Leu1781 (TSR) immer drei Genotypen
des Acker-Fuchsschwanz: homozygot sensitiv, heterozygot resistent und homozygot resistent.
Heterozygot resistent bedeutet, dass in der Pflanze sowohl das resistente wie auch das sensitive
Allel der ACCase (der allgemein: des Target-Gens) zugleich vorkommen. Sie tragen beide
Erbkomponenten zu je 50 %. Aufgrund dessen kdnnte eine Resistenz in heterozygoten Pflanzen
abgeschwachter auftreten als in homozygoten Pflanzen, was zu einem niedrigeren Resistenzfaktor
als bei homozygoten Pflanzen fiihren wirde. Zur Klarung dieser Hypothese wurden die
Uberlebenden Pflanzen aus verschiedenen Dosierungen mittels Pyrosequencing auf ihren
Genotyp hin analysiert und im Anschluss in eine hetero- und homozygote Teilpopulation
gruppiert. In Abbildung 2 sind die Pyrogramme fiir sensitive, heterozygot resistente und
homozygot resistente Pflanzen dargestellt. Die PCR-Produkte enthalten immer Informationen
beider Allele. Die gelb hervorgehobenen Bereiche in Abbildung 2 markieren den Bereich der
Sequenz, der variieren kann. Die Anschluss-Sequenz ACA ist fir alle Proben gleich und dient als
Qualitatskontrolle einer erfolgreichen Sequenzierung. Die Sequenz kann fir sensitiv (ATA) und
homozygot resistent (CTA) abgelesen werden. Bei einer heterozygoten Pflanze finden sich die
Nukleotide A und C zu je 50 % vertreten (Abb. 2).

In der Select 240EC (Clethodim)-Behandlung wurden insgesamt 52 Pflanzen molekulargenetisch
analysiert (Tab. 3, links). Zusatzlich wurden 15 Pflanzen aus verschiedenen Dosierungen (0,03 -
0,25 I/ha) der sensitiven Referenz analysiert. Sie zeigten alle den sensitiven Genotyp ATA. Die
resistenten Pflanzen des Biotyps BPL12_510 zeigten unterschiedliche Anteile (Frequenzen) der
beiden Genotypen A/CTA (heterozygote) und CTA (homozygote) mit einer Frequenz von 0,23 fir
den heterozygoten Genotyp und 0,77 fiir den homozygoten.
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Abb. 2 Pyrogramme von sensitiven, mischerbigen (heterozygoten) und homozygot resistenten Pflanzen des
Acker-Fuchsschwanz an der Position 1781 der ACCase.

Fig. 2 Pyrogram of sensitive, heterocygot, and homocygot resistant plants of blackgrass at position 1781 on the
ACCase.

Tab. 3 Summe der Analysen des Genotyps der Pflanzen aus den entsprechenden Dosierungen nach Select
240EC (Clethodim)-Behandlung (links) und nach Focus Ultra (Cycloxydim)-Behandlung (rechts).

Tab. 3 Summary of the analyses of resistant plants from the respective doses after treatment with Select 240EC
(clethodim) (left) and Focus Ultra (cycloxydim) (right).

Geno- Genotyp Genotyp
Select240EC  Summe Genotyp ;y/i e DTRA U™ Genatyp i/ecn ouP e
Clethodim analysierter ~ A/A (homc')- Cycloxy- ?ir:g-r A/A N i (homozygot;
(Iha) Pflanzen (sensitive) Lf;zt:tr'o- zy?ot, dim ol (sensitive) ¢ éterozygot, resistent)

d resistent) (I/ha) anzen resistent)

resistent)
0,060 7 0 2 5 0,160 5 0 3 2
0,125 7 0 0 7 0,600 5 0 0 5
0,250 7 0 1 6 1,250 5 2 2 1
0,5 7 0 2 5 25 9 1 3 5
1,0 7 0 2 5 10,0 9 0 2 7
2,0 7 0 3 4 20,0 7 0 3 4
4,0 7 0 2 5 40,0 7 0 2 5
8,0 3 0 0 3 80,0 3 0 0 3
- 160,0 4 1 3 0
Summe 52 0 12 40 Summe 54 4 18 32
Frequenz 0 0,23 0,77 Fre- 0,07 0,33 0,59

quenz

Aus der Focus Ultra (Cycloxydim)-Behandlung wurden 54 Pflanzen analysiert (Tab. 3, rechts).
Zusatzlich wurden auch hier 12 Pflanzen aus verschiedenen Dosierungen der sensitiven Referenz
analysiert, welche alle den sensitiven Genotyp ATA aufwiesen. Die resistenten Pflanzen zeigten
unterschiedliche Anteile der zwei Genotypen mit einer Frequenz von 0,33 fir A/CTA
(hetereozygot) und 0,59 fiir CTA (homozygot). Darliber hinaus zeigten vier Uiberlebende Pflanzen
nach Focus Ultra (Cycloxydim)-Behandlung das sensitive Allel A/A (Frequenz=0,07). Das
Vorkommen sensitiver Allele konnte dadurch bedingt gewesen sein, dass die Pflanzen zwar letal
geschadigt waren, aber noch nicht vollstindig abgestorben waren. Eine andere Interpretation
ware, dass ein anderer Haplotyp vorlag, der jedoch aufgrund der im Vorfeld durchgefiihrten
Stichprobenanalyse nicht detektiert wurde.
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Abb. 3 Dosis-Wirkungsbeziehungen eines Clethodim (Select 240EC)- bzw. Cycloxydim (Focus Ultra)-haltigen
Herbizids auf die Gesamtpopulation eines sensitiven (Ref_sens) und eines resistenten Biotyps von Alopecurus
myosuroides sowie der homo- bzw. heterozygot-resistenten Teilpopulationen.

Fig. 3 Dose-response relationship for a clethodim (Select 240EC) and cycloxydim (Focus Ultra) containing herbicide
on the overall population of a sensitive (Ref_sens) and a resistant biotype of Alopecurus myosuroides as well as the
homo- and heterozygous-resistant sub-populations.

Fir die Dosis-Wirkungsbeziehung der heterozygoten Teilpopulation (lle/Leu1781) und Select
240EC (Clethodim, Abb. 3) wurde ein EDso von 0,17 I/ha ermittelt. Im Verhaltnis zur sensitiven
Referenzpopulation ergab sich somit ein signifikanter RF von 6, der damit unter dem RF der
Gesamtpopulation lag. Der EDso der homozygoten Teilpopulation betrug 0,29 I/ha und der
resultierende RF 10, der damit Gber dem RF der Gesamtpopulation und der heterozygoten
Teilpopulation lag. Die EDso-Werte der hetero- und homozygoten Teilpopulationen waren jedoch
nicht signifikant verschieden voneinander.

Fir Focus Ultra (Cycloxydim, Abb.3) konnte fiir die heterozygote Teilpopulation eine Dosis-
Wirkungsbeziehung mit einem EDso von 21,98 |/ha ermittelt werden. Der resultierende RF betrug
137 und war damit ebenfalls geringer als der RF der Gesamtpopulation. Der EDso der
homozygoten Teilpopulation betrug 26,32 I/ha und der resultierende RF 164, der somit héher war
als der RF der Gesamtpopulation und der heterozygoten Teilpopulation. Die EDs-Werte von
hetero- und homozygoter Population waren jedoch auch fiir Cycloxydim nicht signifikant
verschieden voneinander, jedoch jeweils signifikant hoher als der Wert der sensitiven
Referenzpopulation.

Obwohl jeweils keine signifikanten Unterschiede zwischen homo- und heterozygot resistenten
Genotypen beobachtet wurden, zeigte sich bei beiden Wirkstoffen der gleiche Trend, dass
heterozygote Pflanzen eine schwéchere Resistenzauspragung zeigten als homozygote Pflanzen.
Dies kdnnte durch das in den heterozygot-resistenten Pflanzen immer noch vorhandene sensitive
Allel der ACCase zustande kommen. Die Gesamtpopulation als Mischpopulation hetero- und
homozygoter Genotypen lag bei beiden Wirkstoffen in der Resistenzauspragung zwischen den
Teilpopulationen.

Lasst sich der in dieser Studie beobachtete Trend in weiterfliihrenden Untersuchungen bestatigen,
so konnte eine Quantifizierung der Herbizidresistenz in Abhangigkeit von der Auspragung der
Haplotypen zu einer detaillierteren Kenntnis der Populationsstruktur und des Resistenzniveaus
fuhren. Eine Aufschliisselung und Beschreibung der Allelauspragung in Unkrautbiotypen kdnnte
zu praziseren Resistenzfaktoren fiir einzelne Unkrautarten flihren und zu einem besseren
Verstandnis der Resistenzdynamik innerhalb einer Unkrautpopulation. Weiterfihrende
Untersuchungen zur Dynamik der Etablierung homozygot- bzw. heterozygot-resistenter
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Einzelpflanzen kénnten somit flr die Resistenzentwicklung von Interesse sein. Weiterhin konnte
eine Klassifizierung von Wirkstoffen und Resistenzmechanismen nach Héhe ihres Selektionsdrucks
Chancen fiir einen optimierteren Wirkstoffwechsel ergeben.

Danksagung

R.G. Belz wurde durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft geférdert (DFG), Projekt
BE 4189/ 1-1).

Literatur

DELYE, C.,, 2005: Weed resistance to acetyl coenzyme A carboxylase inhibitors: an update. Weed Sci. 53, 728-746.
DELYE, C., Y. MENCHARI, J-P. GUILLEMIN, A. MATEJICEK, S. MICHEL, C. CAMILLERIA und B. CHAUVEL, 2007: Status of black grass (Alopecurus
myosuroides) resistance to acetyl-coenzyme A carboxylase inhibitors in France. Weed Res. 47, 95-105.

KAUNDUN, S. S. und J. D. WINDASS, 2006: Derived cleaved amplified polymorphic sequence, a simple method to detect a key point
mutation conferring acetyl CoA carboxylase inhibitor herbicide resistance in grass weeds. Weed Res. 46, 34-39.

KAUNDUN, S. S., S-J. HUTCHINGS, R.P. DALE und E. MCINDOE, 2013: Role of a novel 11781T mutation and other mechanisms in
conferring resistance to acetyl-CoA carboxylase inhibiting herbicides in a black-grass population. PLoS One. 8(7),
doi:10.1371/journal.pone.0069568.

Moss, S. R., K. M. COCKER, A. C. BROWN, L. HALL und L. M. FIELD, 2003: Characterisation of target-site resistance to ACCase-inhibiting
herbicides in the weed Alopecurus myosuroides (black-grass). Pest Manag. Sci. 59, 190-201.

STREIBIG, J. C., 1988: Herbicide bioassay. Weed Res. 28, 479-484.

RONAGHI, M. und E. ELAHI, 2002: Discovery of single nucleotide polymorphisms and mutations by Pyrosequencing. Comp.
Funct.Genomics, 3, 51-56.

WAGNER, J., B. LABER B, H. MENNE und HJ. KRAEHMER, 2008: Rapid analysis of target-site resistance in blackgrass using
pyrosequencing® technology. Proceedings 5" International Weed Science Congress, 23-27 June 2008, Vancouver, Canada.

Yu Q, A. CoLLAVO, M.Q. ZHENG, M. OWEN und S.B. PowLEs, 2007: Diversity of acetyl-coenzyme mutations in resistant Lolium
populations: evaluation using clethodim. Plant Physiol. 145, 547-558.

Julius-Kuihn-Archiv, 443, 2014 113



26. Deutsche Arbeitsbesprechung tiber Fragen der Unkrautbiologie und -bekdmpfung, 11.-13. Marz 2014 in Braunschweig

Sektion 2: Klimawandel, Populationsdynamik und Biodiversitat
Section 2: Climate change, population dynamics and biodiversity

Use of the crop maize to reduce yellow nutsedge (Cyperus esculentus L.) pressure in
highly infested fields in Switzerland

Mais als mégliche Sanierungskultur fiir stark mit Erdmandelgras (Cyperus esculentus L.) verseuchte
Fldchen in der Schweiz

Martina Keller'*, Jiirgen Krauss’, Reto Neuweiler' and René Total’

"Forschungsgruppe Extension Gemiisebau Forschungsanstalt Agroscope Changins-
Wadenswil/ Schloss 1, 8820 Wadenswil, Schweiz
*Corresponding author, martina.keller@agroscope.admin.ch

DOI 10.5073/jka.2014.443.013

Abstract

Cyperus esculentus L. causes high yield losses in many crops worldwide. In Switzerland it was observed for the
first time about 30 years ago. Since then it has become a serious weed in several regions - especially where
vegetables are produced. Growing vegetables in heavily infested fields should be abandoned due to their low
competitiveness and the lack of available, effective herbicides. Contrarily, in maize several herbicides with a
partial effect on C. esculentus are registered. Thus, continuous cultivation of maize including the use of the
most effective herbicides against C. esculentus could help reducing infestation levels in heavily infested fields.

Field trials were carried out at two sites in maize during 2011 and 2012. Different herbicide combinations,
hoeing and herbicide applications combined with hoeing were the applied treatments. Split application was
compared with one single application of the same amount of product. The effect of an additional, late under
leaf herbicide application was determined as well.

Cyperus esculentus coverage was estimated in the fields in 2011. Plots were sampled in spring 2011, autumn
2011 and autumn 2012. The Number of C. esculentus sprouts germinated from the soil samples was
determined under greenhouse conditions.

The most effective herbicide combination of registered active ingredients was rimsulfuron and mesotrione. S-
metolachlor was effective as well, especially if combined with mechanical weed control. Halosulfuron-methyl
applied twice provided the best C. esculentus control. Split application tended to be more effective than a
single application. Control of C. esculentus could be improved considerably with an additional herbicide
application in late June (under leaf).

The treatments with highest C. esculentus control determined in the field trials and combinations thereof are
effective treatment options for C. esculentus control in maize. These findings indicate and confirm that maize
cropped for several years with intensive weed control could successfully decrease C. esculentus infestation
levels in farmers’ fields.

Keywords: Halosulfuron-methyl, late application, mechanical weed control, S-metolachlor, splitting

Zusammenfassung

Cyperus esculentus verursacht in vielen Kulturen weltweit erhebliche Ertragsausfalle. In die Schweiz wurde es
etwa vor 30 Jahren eingeschleppt. Seither ist es in mehreren Regionen zu einem Problemunkraut geworden -
besonders in Gemiisebauregionen. Der Anbau von Gemdsekulturen auf betroffenen Flachen ist jedoch nicht
sinnvoll, da deren Konkurrenzkraft gering ist und keine wirksamen Herbizide zur Verfligung stehen. Im
Gegensatz dazu sind im Mais mehrere Herbizide mit einer Teilwirkung auf C. esculentus zugelassen. Daher
konnte Maisanbau tiber mehrere Jahre kombiniert mit intensivem Einsatz von Herbiziden den Befallsdruck in
stark befallenen Flachen reduzieren.

Feldversuche wurden an zwei Standorten 2011 und 2012 in Mais durchgefiihrt. Verschiedene
Herbizidkombinationen, Hacken sowie Herbizide kombiniert mit Hacken wurden untersucht. Zudem wurde
die Wirkung einer Splittingapplikation mit einer einmaligen Anwendung derselben Aufwandmenge verglichen
und die Wirkung einer Spatapplikation (unter Blatt) untersucht.
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Die C. esculentus Bedeckung wurde im Sommer 2011 im Feld bonitiert. Die Parzellen wurden im Frihjahr 2011,
Herbst 2011 und Herbst 2012 beprobt. Die Bodenproben wurden im Gewdchshaus angetrieben und anhand
der Anzahl der Erdmandelgraskeimlinge wurde die Wirkung der Versuchsglieder bestimmt.

Die wirksamste Herbizidmischung zugelassener Wirkstoffe war Rimsulfuron und Mesotrione. S-metolachlor
war auch wirksam, besonders in Kombination mit mechanischer Unkrautkontrolle. Mit Halosulfuron-methyl
wurde die beste Wirkung auf C. esculentus erzielt. Grundsatzlich war eine Splittingapplikation wirksamer als
eine einmalige Behandlung. Die Bekdmpfung von C. esculentus konnte noch verbessert werden, wenn
zusatzlich eine Spatapplikation (Ende Juni, Unterblatt) erfolgte.

Aus unseren Ergebnissen kdnnen Landwirte mehrere wirksame Optionen zur Bekdmpfung von Erdmandelgras
in Mais ableiten. Die Ergebnisse der wirksamsten Versuchsglieder zeigen und bestatigen, dass ein intensiver
Maisanbau kombiniert mit konsequenter Bekdmpfung tber die Jahre den Befallsdruck zu reduzieren vermag.

Stichwaorter: Halosulfuron-methyl, mechanische Unkrautkontrolle, S-metolachlor, Spatapplikation, Splitting

Introduction

Cyperus esculentus (yellow nutsedge) causes high yield losses in many regions and many crops
worldwide (KeeLEy, 1987). Originally, C. esculentus was confined to warmer regions and its natural
habitat were riparian areas. Today it is found also in regions with colder climate (RIEMENS et al.,
2008; ANONYMOUS). In Switzerland it was observed for the first time about 30 years ago. In the
meantime it has spread to several regions and has become a difficult to control weed especially in
vegetable growing areas. C. esculentus reproduces vegetatively by forming tubers in the soil
(RIEMENS et al., 2008). These tubers are the overwintering plant parts and are easily transported
mainly with machinery, infested soil, planting material or harvesting remains. The former is
becoming more and more relevant because of the region-wide operating contractors. Infested
fields should be managed last and neither soil, nor planting material nor harvesting remains
should be transported from affected fields to other fields. The thorough cleaning of machinery at
the spot further reduces the risk of dispersal (these advices can be found in leaflets of different
extension services, reports or articles e.g. KELLER et al. (2013)).

It is crucial to stop further dispersal of C. esculentus. If C. esculentus is carried to a new field, early
detection is of high importance. Small patches can still be removed with moderate effort. For
already highly infested fields strategies need to be found to reduce infestation pressure of C.
esculentus to a steadily low level. In the long run the eradication of C. esculentus in these fields
should be aimed at. Vegetable crops, sugar beet and potatoes should not be grown in infested
fields, because these crops are of low competitiveness, little effective control measures are
available and the risk of transporting tubers to new fields is high.

Several herbicides with some efficacy are registered for use in Switzerland, the majority of them in
maize (Zea mays L.). Several aspects suggest the planting of maize to reduce C. esculentus pressure
in heavily infested fields: i) the range of herbicides available (ANONYMOUS), ii) the possibility to hoe,
iii) the similar germination requirements of yellow nutsedge and maize (RIEMENS et al., 2008)
allowing to optimize timing of weed control, iv) the strong shading of maize plants after canopy
closure (KeeLey, 1987), and v) the low risk of further spreading.

Thus, the aims of this study were i) to test different herbicides and herbicide combinations for their
efficacy against C. esculentus in maize, ii) to investigate the effect of splitting and a late herbicide
application, iii) to investigate the effect of mechanical control and the combination of it with
chemical control measures.

Material and Methods

Field trials were installed at site A (47.386358° 9.635847°, 406m) and site B (47.187080°, 7.723559,
260m) in 2011 and 2012. The trials were carried out at the same coordinates in both years to
investigate the effect over years in promising treatments. The soil at site A is a loamy clay and has
a high organic content, average temperature in 2011 was 11.7 °C and in 2012 10.2 °C. Annual
precipitation was 1302 mm in 2011 and 1322 mm in 2012 (nearest by weather stations,
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www.agrometeo.ch). At site B soil type is loam, average temperature was 9.9 °Cin 2011 and 9.2 °C
in 2012. In 2011 annual precipitation was 1819 mm and in 2012 1937 mm (nearest by weather
station, www.agrometeo.ch). The sites were chosen because C. esculentus infestation was relatively
high and the farmers were willing to participate. Maize was cropped according to regional
practices.

At site "A three trials with a randomized complete block design each were carried out: In
experiment 1 mainly single herbicide treatments and the effect of splitting were investigated.
There were 4 replicates; plot size was 6 m by 10 m. For splitting the plot of the respective herbicide
combination was split in two subplots: in subplot “a” the herbicide was applied as a single
application and in subplot “b” as split application (two applications). In experiment 2, hoeing and
herbicide application combined with hoeing was tested with two replicates. Plot size was 6 m by
20 m. In experiment 3, different herbicides were combined and up to three applications were
carried out. Plot size was 6 m by 10 m with three replicates. At site B, experiment 1 and experiment
2 were carried out, accordingly.

Treatment levels carried out in 2011 are given in Table 1. In treatment 12 2011, a third application
with bentazon was scheduled, but could not be carried out. Thus, treatment 11 2011 and 122011 were
identical. Some of the treatments were replaced by more promising herbicide treatments in 2012
(Tab. 2).

Herbicide application took place at the 3 leaf stage of maize (first split or single application) and at
the 6 leaf stage (second split) with an experimental plot sprayer (1.7 bar, IDK 12002 nozzles,
3.6 km/h, nozzle distance 0.25 m, 400 L/hal/ha). Late herbicide application was carried out at a
maize height of about 2 m in late June with a backsprayer (Foxmotori.IT, IDK 12002 nozzles, 2 bar,
400 L/ha). 0.5 L/ha Excell (anionic surfactants) (2011) and 0.5 L/ha Break-thru (trisiloxane based)
(2012) were added to the post-emergence applications (POST) to enhance spreading and wetting
of the C. esculentus plants. For treatment C_»11, S-metolachlor was applied after sowing and one
day before sowing in treatment B and Czo12. The combined sowing machine ensured incorporation
of the herbicide into the soil. Hoeing was carried out twice using a tool carrier (FOBRO-Mobil,
Bartschi-FOBRO AG) according to weather condition of the respective year. Two rows at a time
were hoed. Plot length of these treatments was doubled to ensure optimal working conditions in
the inner part of the plots where samples were taken.

Before initiation of the trials in spring 2011, and after experimentation in autumn 2011 and in
autumn 2012, 4 soil samples were taken within each plot and subplot (treatments in which
splitting was compared) and pooled to a bulk sample (10 L soil). Soil samples were stored for some
weeks at 0°-1°C to mimic the cold season. Thereafter, they were transferred into shallow pots in
the greenhouse. The number of C. esculentus sprouts emerged after 8 weeks were counted (N_c) in
the greenhouse. For the initially taken soil samples in spring 2011 the number of C. esculentus
sprouts emerged after 4 weeks was only recorded. For experiment 3 no initial soil samples could
be taken.

To investigate the relationship between N_ce determined in the greenhouse and Cyperus esculentus
coverage estimated in the field, Cyperus esculentus coverage estimated in the fields 8 weeks (site
A) and 7 weeks (site B) after the second split application in 2011 and N_ct of the soil samples taken
in autumn 2011 were correlated.

Due to the low number of sites and years, trials were analyzed separately. In experiment 1 two
treatment levels were exchanged after the first year of experimentation (2011). In experiment 2,
one treatment was replaced. In experiment 3, five treatments were modified. To account for the
different plot history due to different infestation levels at trial start and due to these changes in
the treatments (compare Tab.1 and Tab. 2), number of C. esculentus sprouts counted in the
greenhouse in the soil samples of the previous year in the respective plot or subplot were
included as co-variable in the model, if data was available. The model presented in the syntax
according to PIEPHO et al. (2004) in equation 1 was employed for analyses.
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N_ce = treatment + N_ce_year before + block: e 1)

Where N_c: denotes number of emerged C. esculentus sprouts after 8 weeks in the greenhouse per
10-L soil, treatment denotes the factor treatment. For the trial year 2012, N_ce year before is the
number of emerged C. esculentus sprouts after 8 weeks in the greenhouse per 10 L soil in the same
plot/subplot the year before. For 2011, the number of C. esculentus sprouts emerged after 4 weeks
in the greenhouse from the initially taken soil samples served as co-variable for the analyses; block
codes for the replicates and e denotes the error. Block was taken as fixed effect. Subplot error was
not accounted for. The co-variable N_ct year befre Was dropped from the model if its estimate was
positive and clearly above zero and lack of fit test indicated that the two models were not
significantly different. Analyses were carried out in R (R Core TeAam, 2012), using the default
packages and the ‘Ismeans’ package (LENTH, 2013). If Ismeans (least-squares means) estimates were
below zero, value was adjusted to zero. For the relationship between C. esculentus coverage and
N_cca simple linear model was employed for site A and site B.

Results

At the beginning of the trials, N_c: averaged 6.2 and 14.9 per 10 L soil at site A and site B,
respectively. Infestation of C. esculentus was highly variable and patchy within the fields. This
resulted in considerable variation within the trials. Apart from C. esculentus main weeds were
Polygonum persicaria and millets (mainly Echinochloa crus-galli).

The linear models explained only 3.5% (site A) and 16% (site B) of the variance (adjusted R? in %)
and no clear relationship could be found between C. esculentus coverage and N_ct (Fig. 1).

In experiment 1, there was a trend of lower N_czin the split treatment of mesotrione (3b) compared
with single application of mesotrione (3a) in three out of four trials (Tab. 1 and Tab. 2). In contrast,
for nicosulfuron (4a_x011, 4b_2011) and the herbicide containing isoxaflutole and thiencarbazone
(4a_2012, 4b_2012) no difference could be observed between single application and splitting. For
4b 011 and 4a_ 012, N_ce was found to be significantly higher compared with the halosulfuron-
methyl treatment at site A. This treatment was the most effective in experiment 1.

The late application of bentazon tended to decrease N_c: independent of the control methods
applied before: Treatment C 2012 versus B (2012); 132012 versus 11 2012. In experiment 2 (2012),
treatment efficacy was increased if S-metolachlor was incorporated in the soil before sowing and
hoed twice thereafter compared with the mechanical treatment (A). If an additional application of
bentazon was carried out late in the season N_c: was even lower. At site A the incorporation of S-
metolachlor tended to be more effective than the PRE-emergence application, whereas at site B it
was vice versain 2011.

In experiment 3, the high efficacy of applying bentazon could be clearly observed in 2011. Several
applications and the combination of different active ingredients resulted in low values of N_c In
2012, N_cs was significantly higher in treatment 12,012 compared with the other treatments of
experiment 3. In treatment 12012, the herbicides were applied in sequence and not in
combination, and no bentazon was applied late in the season.
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Tab. 1 Treatment levels and Ismeans of the number of C. esculentus germinated in the greenhouse, counted
after 8 weeks, site Aand B (2011).

Tab. 1 Versuchsvarianten und Ismeans der Anzahl gekeimter C. esculentus nach 8 Wochen im Gewdichshaus 2011,
Standort A und B.

treatment description N_ce (N germinated per
101 soil)
mechanical / applied active ingredient, application site A site B
herbicides g/ha time
(BBCH)
Trial 1
1 untreated control - 15.4 (4.8)4 23.6 (5.4)
22011 Dual Gold S-metolachlor, 1920 PRE? 3.1(3.1) 4.0 (6.1)
3a Callisto mesotrione, 150 13 18.0 (4.9) 4.4 (5.5)
3b Callisto mesotrione, 2 x 75 13,16 7.2(4.9) 5.4 (5.5)
4a_2011 Dasul nicosulfuron, 60 13 18.9 (4.8) 6.9 (5.2)
4b_2011  Dasul nicosulfuron, 2 x 30 13,16 26.1(4.8) 7.9(5.2)
5 Permit halosulfuron- 13,16 24(4.7) 5.6 (5.3)
methyl', 2x 15

p-value 0.03 0.18
Trial 2
A Harrowing 13,16 13.1(0.5) 7.0(13.5)
B Dual Gold, S-metolachlor, 1920 1BS3 0.0 (0.5) 20.0 (13.5)

harrowing 13,16
C_2011 Dual Gold, S-metolachlor, 1920 PRE 3.8(0.4) 6.0 (16.5)

harrowing 13,16
p-value 0.06 0.76
Trial 3
10_2011 Permit halosulfuron- 13,16 6.3(2.4)

Titus methyl', 2x15 13,16

Basagran rimsulfuron, 2 x 5 63

Callisto bentazon, 960 63

mesotrione, 75

11_2011 Basagran bentazon, 2 x 960 16,63 6.3 (2.4)

Callisto mesotrione, 75 63
12_2011  Basagran bentazon, 2 x 960 16,63 2.7 (2.4)

Callisto mesotrione, 75 63
13_2011  Titus rimsulfuron, 2 x 5 13,16 0.7 (2.4)

Callisto mesotrione, 3x 75 13,16,63

Basagran bentazon, 960 63
14_2011  Callisto mesotrione, 150, 75 16, 63 3.7(24)

Basagran bentazon, 960 63
p-value 0.46
" not registered for use in Switzerland 2PRE-emergence 3incorporated before sowing *standard
error
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Tab. 2 Treatment levels and Ismeans of the number of C. esculentus germinated in the greenhouse, counted

after 8 weeks, site A and B (2012).

Tab. 2 Versuchsvarianten und Ismeans der Anzahl gekeimter C. esculentus nach 8 Wochen im Gewdchshaus 2012,

Standort A und B.
mechanical / applied activeingredients,g/ha application N_ce (N germinated
herbicides time per 10| soil)
(BBCH) site A site B
Trial 1
1 untreated control - 36.2(10.2* 61.9(11.8)
2 2012 Adengo isoxaflutole, 2 x 37.1; 13,16 30.4 (10.0) 1.6(13.4)
thiencarbazone, 2 x 14.85;
Callisto cyprosulfamide’, 2 x 24.8 13,16
mesotrione, 2 x 75
3a Callisto mesotrione, 150 13 29.8 (10.0) 24.7 (11.3)
3b Callisto mesotrione, 2 x 75 13,16 20.0 (10.5) 10.0(11.3)
4azn2 Adengo isoxaflutole, 742; 13 60.9 (10.1) 25.5(11.3)
thiencarbazone, 29.7;
cyprosulfamide’, 49.6
4b 2012 Adengo isoxaflutole, 2 x 37.1, 13,16 54.2(11.4) 32.0(11.3)
thiencarbazone, 2 x 14.85;
cyprosulfamide’, 2 x 24.8
5 Permit halosulfuron-methyl? 2 x 15 13,16 4.7 (11.0) 1.5(11.3)
p- 0.05 0.03
value
Trial 2
A Harrowing 13,16 23.0(9.6) 15.1(2.9)
B Dual Gold, harrowing S-metolachlor, 1920 IBS3, 13,16 13.0(9.6) 9.8 (3.6)
C 2012 Dual Gold, harrowing, S-metolachlor, 1920 IBS, 13,16 5.0 (9.6) 0.0(2.3)
Basagran SG bentazon, 960 63
p- 0.53 0.26
value
Trial 3
10 2012  Permit halosulfuron-methyl, 2 x 15 13,16 3.1(3.1)
Titus rimsulfuron, 2 x 5 13,16
112012 Titus, Callisto rimsulfuron, 2 x 5; mesotrione, 13,16 10.6 (3.2)
2x75
12 2012 Titus rimsulfuron, 10 13 21.5(3.0)
Callisto mesotrione, 150 16
132012 Titus, Callisto rimsulfuron, 2 x 5; mesotrione, 13,16 1.7 (3.1)
Basagran SG 2x75 63
bentazon, 960
14 5012 Titus rimsulfuron, 10 13 1.8(2.9)
Callisto mesotrione, 150 16
Basagran SG bentazon, 960 63
p- 0.01
value

' safener 2 not registered for use in Switzerland
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Fig. 1 Number of emerged Cyperus esculentus sprouts in 10 L soil after 8 weeks in the greenhouse versus
Cyperus esculentus coverage 7-8 weeks after the second split application (2011). Lines indicate the modeled
linear relationship between the two parameters. Adjusted R in % was 3.5% at site A and 16% at site B.

Abb. 1 Anzahl gekeimter Cyperus esculentus-Keimlinge in 10/ Boden nach 8 Wochen im Gewdichshaus gegen
Cyperus esculentus-Bedeckung 7-8 Wochen nach der zweiten Splitapplikation (2011). Ein lineares Model wurde
verwendet, um den Zusammenhang zwischen den beiden Parametern zu zeigen. Adjustiertes R? in % betrug 3.5 %
am Standort A und 16 % am Standort B.

Discussion

Weeds often occur in patches (NORDMEYER and Zuk, 2002; GERHARDS and OEBEL, 2006). Due to its
means of dispersal and vegetative growth (ANONYMOUS), this is even more the case for C. esculentus.
This patchiness resulted in high variability within the trials, thus merely trends can be stated in this
study.

FeLix and NEwseRRY (2012) found a clear relationship between coverage and number of tubers in
the soil, their analyses were based on aggregated data yet. In this study N_c: was used to compare
efficacy of different treatments. However, no clear relationship between C. esculentus coverage
and N_c could be found. This implies that ratings of C. esculentus control based on estimated
coverage should be interpreted with caution as they lack predictive power for the seasons to
come. This confirms the statement of BOHREN and WIRTH (2013) who stated that there is no clear
relationship between above ground biomass and the number of tubers formed. They favour the
use of number of tubers to rank herbicide efficacy. Compared with rinsing, sieving soil samples
and counting tubers directly, our approach requires less working hours. Generally, soil sampling
may introduce more variation due to intraplot variability, whereas coverage estimates give a more
general rating. With the soil samples technical difficulties were encountered in 2011, which were
solved the next year. This may have contributed to the generally higher level of N_ct in samples
taken 2012 which rendered comparison between years difficult.

For further experimentation apart from the untreated control, a treatment with a herbicide
controlling present weeds in the field but with no or marginal effect on C. esculentus should be
included. This is necessary, because in the untreated control emerging weeds strongly compete
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with C. esculentus which is not the case neither in the herbicide treatments nor under normal field
conditions.

Splitting improved C. esculentus control compared with a single herbicide application provided
that the herbicide was at least partially effective in controlling C. esculentus. A further application
of bentazon late in the season improved C. esculentus control. In contrast, applying a herbicide
with no or marginal effect on C. esculentus, but with complete control of other weeds, resulted in
high C. esculentus infestation levels. By applying herbicides and removing other weeds competing
with C. esculentus, the proliferation of C. esculentus seems even to be promoted. This was also
observed in the southeastern United States, where the broad use of herbicides controlling grasses
and broadleaved weeds opened a niche which was readily filled by sedge weeds (BRYSoN and
CARTER, 2008).

The most effective treatments were the ones with halosulfuron-methyl showing consistent low
infestation levels thereafter. Halosulfuron-methyl is not registered for use in Switzerland (compare
official online database http://www.blw.admin.ch/psm). In ltaly it is registered in rice (compare
official online database http://www.salute.gov.it. Several products containing halosulfuron-methyl
are registered in the US in turfs, other non-crop sites and many arable (corn, grain sorghum, rice,
sugarcane etc.) and many vegetable crops (asparagus, dry beans, pumpkin etc.) (compare official
online database http://www.epa.gov/pesticides/). FeLix and NEwBERrRY (2012) found high C
esculentus control if S-metolachlor was incorporated into the soil before sowing and halosulfuron-
methyl was applied after emergence with dicamba and at a later stage glyphosate was applied
(glyphosate tolerant maize). This corresponds to a rather intensive control program comparable
with the treatments in experiment 3 in our study.

S-metolachlor incorporated into soil before sowing, combined with mechanical weed control and
application of bentazon at later growth stage was also a promising treatment. The high efficacy of
S-metolachlor was also found in other studies, and the EPPO data sheets on quarantine pests
suggests for C. esculentus a yearlong use of this active ingredient to reduce infestation levels in
highly infested fields (ANONYMOUS, 2013).

Herbicide combinations, working with split application and late application or mechanical control
combined with herbicides and late application of e.g. bentazon may suppress and control C.
esculentus infestation to a similar extent as halosulfuron-methyl. However, this requires much
more effort of the farmers and costs more. Halosulfuron-methyl did not control millet weeds,
which strongly competed with emerging C. esculentus and the crop in 2012. The addition of a
herbicide controlling these weeds would be mandatory for further experimentation.

In maize, the critical period for weed control cannot be applied to heavily infested C. esculentus
fields, if the aim is to reduce C. esculentus infestation (BOHREN, 2012). Even late application (under
leaf, patchwise) should be considered. Generally, the number of applications and amount of
herbicides being applied and being released in the environment increases considerably in C.
esculentus infested fields. This counteracts the general aim to reduce herbicide release in the
environment (e.g. MOSER, 2012; ANONYMOUS 2013). However, the scattered pattern of emerging C.
esculentus requires several herbicide applications. Therefore, the prevention of the further spread
of this difficult to control weed is of high importance.

In Switzerland, the national subsidy systems require a minimal crop rotation. Farmers can choose
between two protocols: in one protocol, the number of years until the same crop is allowed to be
grown on the same field again are given by the regulation. In the other protocol the farmer has to
grow at least four crops (to count as a crop, the crop must be grown on more than 10% of the
cropped area of the farm), upper limits of the allowed share of the cropped area with distinct crops
is also given. Yet, the single field can be cropped continuously with maize in this system
(http://www.agrigate.ch/de/pflanzenbau/943/944/950/).

Thus, cropping maize for some years with intensive and continuous control measures is possible
and farmers may achieve to decrease infestation levels in highly infested fields in Switzerland. The
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effective treatments tested in these field trials provide a “small toolbox” for farmers trying to
reduce infestation levels in their fields.
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Zusammenfassung

Eine groBe Anzahl an Einzeluntersuchungen hat sich in den vergangenen Jahren mit unterschiedlichen
Aspekten der Folgen des Klimawandels fiir Biologie und Schadpotential von Ackerunkrdutern befasst.
Allerdings finden sich wenige Beispiele, die fiir einen definierten geographischen Raum und fir einzelne
Unkrautarten oder Anbausysteme ein umfassendes Bild liefern. Im Rahmen des Projektverbunds zur
Klimafolgenforschung in Niedersachsen (KLIFF) wurde ein Forschungsansatz erprobt, der mehrere
Skalenebenen Ubergreift und unterschiedliche Methoden verbindet. Dieser Ansatz sollte eine Moglichkeit
liefern, die Folgen verdnderter Klimabedingungen fiir Verbreitung und Leistungsfahigkeit einzelner
Unkrautarten umfassend und mit moglichst hoher Vorhersagegenauigkeit abzuschatzen. Die Arten Abutilon
theophrasti, Amaranthus retroflexus, Echinochloa crus-galli, Datura stramonium, Iva xanthiifolia und Setaria viridis
wurden anhand eines solchen Vorgehens untersucht. Hierzu wurde eine korrelative
Artverbreitungsmodellierung (regionale Skalenebene) mit kontrollierten GefaBversuchen zu vegetativer und
generativer Leistungsfahigkeit der Arten unter den fir das Ende des Jahrhunderts fiir Niedersachsen
erwarteten Klimabedingungen (lokale Skalenebene) verbunden. Bei der Zusammenfiihrung der Daten zeigte
sich, dass die Ergebnisse von der Modellierung und den empirischen Experimenten im Wesentlichen gut
Ubereinstimmen. Fir A. retroflexus, D. stramonium, E. crus-galli und S. viridis wiesen die Ergebnisse beider
Untersuchungsmethoden auf eine neutrale bis positive Wirkung zukinftiger Klimabedingungen hin, fur /.
xanthiifolia hingegen auf eine negative Wirkung. Lediglich fiir A. theophrasti lieBen sich die Ergebnisse von der
Artverbreitungsmodellierung und den GefaBversuchen nicht vollstandig zur Deckung bringen. Insgesamt
lassen unsere Ergebnisse die Einschatzung zu, dass der Ansatz, die Folgen von Klimawandel auf
Ackerunkrauter mit einer mehrere Methoden und Skalenebenen verbindenden Herangehensweise zu
untersuchen, zahlreiche Starken aufweist. Diese Vorgehensweise erlaubt es, fir eine definierte
Untersuchungsregion  unterschiedliche  Datensdtze zu  einem  detaillierten  Gesamtergebnis
aneinanderzupassen, und kann aus diesem Grunde, ggf. um weitere Aspekte erweitert, fir die Untersuchung
regionaler Klimawandelfolgen fir Ackerunkrauter empfohlen werden.

Stichwaorter: Bioklimatische Nische, Habitateignung, korrelative Artverbreitungsmodellierung, regionales
Klimamodell, tatsachliche Verbreitung

Abstract

In the past years, a large number of studies have examined various aspects of possible consequences of
climate change for the biology and damage potential of arable weeds. However, there are merely a few
examples that have comprehensively investigated individual weed species or arable crop systems within a
clearly delimited geographical area. In the frame of the research co-operation KLIFF (Climate change impact
and adaptation research for Lower Saxony), we tested an approach that combines a number of methods to
span several scale levels and types of environmental factors, which was intended to provide as accurate as
possible an estimate of the potential distribution and performance of individual arable weed species under the
predicted future climate conditions. This approach was put to practice for the species Abutilon theophrasti,
Amaranthus retroflexus, Echinochloa crus-galli, Datura stramonium, Iva xanthiifolia and Setaria viridis. We
combined projections of the potential future distribution of the individual weed species based on a correlative
distribution modelling approach (regional scale level) with pot experiments (local scale level) on the vegetative
and generative performance of these species under climatic conditions predicted for the end of the current
century for Lower Saxony. A synopsis revealed that the results obtained from the different approaches
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corresponded to a large extent. For A. retroflexus, D. stramonium, E. crus-galli, and S. viridis, both approaches
indicated a neutral or positive effect of the predicted future climate on their potential distribution and
performance, whereas the opposite was found for I. xanthiifolia. Merely for A. theophrasti, results of the two
methods did not fully concur. Altogether, our results highlight that investigating climate change impact on
weeds by combining several methods to span several scale levels allows fitting various data sets to a
comprehensive picture for a delimited region. It has a number of strengths which may be augmented by the
inclusion of further aspects. Therefore, this approach can be recommended for research of the regional
impacts of climate change on arable weeds.

Keywords: Bioclimatic niche, correlative distribution modelling, habitat suitability, regional climate model,
realized distribution

Einleitung

Zahlreiche Untersuchungen haben sich in den vergangenen Jahren mit den Folgen des
Klimawandels fiir die Biologie und dem Schadpotential von Ackerunkrdutern befasst. Das aus
Einzelstudien und Ubersichtsbeitrdgen verfiigbare Wissen ist mittlerweile immens.

Dennoch ist die Literaturabdeckung des Themenbereichs sehr heterogen. Eine Ursache dafiir ist
die Vielzahl von Modellarten, Methoden und Regionen, welche die Grundlage der Studien bilden.
Aus den vorhandenen Studien ldsst sich schwer ein Gesamtbild entwickeln, denn es finden sich
wenige Beispiele, die fiir einen definierten geographischen Raum fiir einzelne Unkrautarten oder
bestimmte Anbausysteme eine umfassende, auf mehrere Methoden griindende
Zusammenstellung geben. Dadurch sind nach wie vor relevante Wissensliicken vorhanden, die es
erschweren, plausible Prognosen fiir bestimmte Regionen, deren Landnutzungsformen und dort
vorkommende Unkrautarten zu erstellen.

Im Rahmen des Projektverbunds zur Klimafolgenforschung in Niedersachsen (KLIFF) wurde der
Ansatz verfolgt, eine herbologische Forschungsfrage durch eine mehrere Skalenebenen
Ubergreifendende und unterschiedliche Methoden verbindende Herangehensweise zu
bearbeiten. Die Datengrundlage wurde dabei durch eine Kombination von Literaturstudien,
empirischen Experimenten und Modellierung geliefert.

Die geographische Verbreitung und das Vorkommen von Ackerunkrautern wird durch eine Reihe
von Faktoren bestimmt, welche auf unterschiedlichen Skalenebenen wirken (Abb. 1). Die
weitrdumig wirkenden Einflussfaktoren sind dabei das Klima (lUberregionale Ebene) und die
Topographie. Regional und kleinrdumig bis zur Ebene des lokalen Standorts wirken schlie3lich der
Umweltfaktor Boden und die Landnutzung auf Pflanzenarten ein. Das Ensemble dieser Faktoren
definiert die bioklimatische Nische einer Art. Diese wird weiter durch limitierende biotische
Faktoren wie Verbreitungswege, Stérung und Konkurrenz eingeschrankt, welche schlieBlich die
tatsachliche Verbreitung der Art bestimmen.

Um die Verbreitung und das Schadpotential von Unkrautern unter zukiinftigen klimatischen
Bedingungen umfassend und mit moglichst hoher Vorhersagegenauigkeit abschatzen zu kénnen,
ist es notwendig, diese auf unterschiedlichen Skalenebenen wirkenden Faktoren zu
beriicksichtigen. Zu diesem Zweck wurden in dem hier vorgestellten Ansatz eine
Artverbreitungsmodellierung und die GefdBversuche unter kontrollierten Bedingungen
miteinander verbunden. Dieser umfangreiche Ansatz sollte genauere Informationen Uber die
Breite der tatsachlichen Nische der untersuchten Unkrduter und Uber ihre vegetative und
generative Leistungsfahigkeit unter den fiir das Ende des Jahrhunderts fiir Niedersachsen
erwarteten Klimabedingungen liefern.

Hier zeigen wir die Ergebnisse eines derartigen methodischen Vorgehens. Der Fokus lag dabei auf
sechs Unkrautarten, die in sommerannuellen Kulturen, insbesondere in Mais, vorkommen und in
Europa bereits hohe Relevanz fiir die Unkrautbekdmpfung haben (z.B. MEeissLE et al., 2010),
beziehungsweise fiir die eine zunehmende Bedeutung erwartet wird (WEBer und Gurt, 2005):
Abutilon theophrasti Medik., Amaranthus retroflexus L., Datura stramonium L., Echinochloa crus-galli
L., Iva xanthiifolia Nutt. und Setaria viridis L.
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UMWELTFAKTOREM nach Skalenebene ihrer
hauptsachlichen Wirkung
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Abb. 1 Auf unterschiedlichen Skalenebenen wirkende Faktoren, welche das tatsachliche Verbreitungsgebiet
von Pflanzenarten bestimmen. Eigene Darstellung, verandert nach PEARSON und DAWSON (2003) und MCDONALD
etal. (2009).

Fig. 1 Factors determining the realized distribution of plant species and primary scale levels of their action. Adapted
from PEARSON and DAWSON (2003) and MCDONALD et al. (2009).

Material und Methoden

Gesamtkonzept

Auf Basis einer umfangreichen Literaturstudie erfolgte zundchst die Auswahl von sechs
Unkrautarten, die den Schwerpunkt dieser Studie bilden. Fiir diese Arten wurden die Folgen der
fur Niedersachsen prognostizierten Klimaveranderung auf mehreren Skalenebenen untersucht:
Zur Abdeckung der regionalen Ebene wurde die derzeitige und die potentielle zukiinftige
Habitateignung  fir jede der Arten flr Niedersachsen  mittels  korrelativer
Verbreitungsmodellierung bestimmt und daraus ihre potentielle zukiinftige Verbreitung in diesem
Gebiet abgeleitet. Die lokale Wirkung prognostizierter zukiinftiger Temperatur- und verdanderter
Bodenfeuchtebedingungen auf die vegetative und generative Leistungsfahigkeit der Unkrduter
im Anbausystem wurde anhand von Gefa3versuchen unter Gewachshausbedingungen schlief3lich
untersucht. Die fiir die einzelnen Skalenebenen erzielten Ergebnisse wurden in einer
abschlieBenden Gesamtbetrachtung zusammengefiihrt.

Literaturstudie

Knapp 200 Literaturstellen zu den Auswirkungen des Klimawandels auf Unkrauter und Ungréser
der sommerannuellen Anbausysteme Mais, Zuckerriibe und Kartoffel aus internationalen
Fachjournalen, Tagungsbeitrdgen, deutschsprachiger Fachliteratur und Monographien wurden
gesichtet. Die Auswahl der fiir die Studie betrachteten Arten erfolgte aufgrund einer Reihe von
Kriterien, u.a.:
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e  Thermophile Art, daher ein potentieller Profiteur einer Klimaerwarmung

e  Potentiell invasiv oder mit einer Ausbreitungstendenz in Niedersachsen

e Hohe Relevanz durch hohes Schadpotenzial insbesondere in Sommerkulturen
e  Gute Abdeckung in der vorhandenen Literatur

Anhand dieser Kriterien wurden Abutilon theophrasti Medik., Amaranthus retroflexus L., Datura
stramonium L., Echinochloa crus-galli L., Iva xanthiifolia Nutt. und Setaria viridis L. fir die
vorliegende Studie als Fokusarten ausgewahlt.

Korrelative Artverbreitungsmodellierung

Die Grundannahme der korrelativen Verbreitungsmodellierung lautet, dass das Auftreten von
Arten an einem Ort maB3geblich durch die vorherrschenden Umwelteigenschaften bestimmt wird.
Die von einer Art eingenommene Nische wird durch ein mathematisch-statistisches Modell
beschrieben, mit welchem die Verbreitung der Art unter den Umweltbedingungen eines anderen
geographischen Raums oder in einer anderen Zeit abgeschatzt werden kann. Dabei basiert die
Vorhersage auf einer Bewertung, wie gut die dort (oder dann) vorliegenden Umweltbedingungen
fur die untersuchte Art geeignet sind. Die Modellierung erfolgte mit MaxEnt (PHILLIPS et al., 2006),
einer etablierten Methode zur Verbreitungsmodellierung mit Vorkommensdaten (presence-only).
Die Grundlage der Modellierung bildeten die Koordinatenangaben zu Fundorten der
Unkrautarten aus verschiedenen Vegetationserhebungen in Europa sowie hochaufgel6ste
Rasterdateien von verschiedenen Umweltparametern (Tab. 1). Die Klimadaten wurden durch
Boden- und Landnutzungsdaten erganzt, um diese wesentlichen lokalen Einflussfaktoren mit zu
beriicksichtigen (Abb. 1; HYVONEN et al., 2012).

Tab. 1 Fiir Artverbreitungsmodellierung verwendete Daten und deren Quellen.
Tab. 1 Data and sources used of correlative distribution modeling.

Daten Original- Datenquelle
auflosung
Vegetationsdaten <10 km GBIF und verschiedene nationale Datenbanken
(www.gbif.org)
Historische Klimadaten in Europa, 10° WORLDCLIM-Datenbank (HIUMANS et al., 2005)

Set von 19 BIOCLIM-Variablen
(inkl. Saisonalitat)

Zukinftige Klimadaten in 10x 10 km regionales Klimamodell REMO, Lauf UBA, IPCC-
Niedersachsen 2070-2099 Szenario A1B (PANFEROV et al., 2011)

errechnet aus bias-korrigierten

Monatswerten fiir Temperatur

und Niederschlag

Bodeneigenschaften 1 km European Soil Data Base
(http://eusoils.jrc.ec.europa.eu/)

Landnutzung und je 1km Global Land Cover Facility

Landbedeckung (http://glcf.umd.edu/data/landcover),

ISCGM International Steering Committee for Global
Mapping (http://www.iscgm.org/browse.html)

Die Modellgiite wird mit dem AUC (area under curve) angegeben, der zwischen 0,5 und 1,0 liegen
kann (PeTERSON et al., 2011). Im Allgemeinen werden Werte ab 0,7 als akzeptabel und Werte tber
0,9 als sehr gut eingestuft. Fir alle sechs hier gezeigten Arten wurde eine hohe Modellgiite
erreicht (AUC > 0,75). AnschlieBend wurde die zukiinftige Habitateignung fiir das Gebiet
Niedersachsens unter Verwendung der fir das Ende des Jahrhunderts simulierten
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Klimabedingungen projiziert. Weitere Details werden in BURGER et al. (2014), im gleichen Band)
beschrieben.

GeféBversuche

Die Wirkung erhohter Temperatur und reduzierter Wasserverfiigbarkeit auf die sechs gewahlten
Arten wurde in zwei separaten Experimenten, die jeweils nur die drei C4- bzw. die drei C3-
Pflanzenarten umfassten, untersucht.

Auflaufen und vegetatives Wachstum der Arten A. theophrasti, D. stramonium und [. xanthiifolia
(C3-Pflanzen) wurden unter Bedingungen von reduzierter Wasserverfiigbarkeit (pF 3 bis 4,2) und
erhdhter Temperatur (durchschnittlich 25 °C) im Vergleich zu guter Wasserverfligbarkeit (pF 1,8)
und Umgebungstemperatur (durchschnittlich 22 °C) in vier Boden (auf Lehm, L6ss, Sand und Torf
basiertes Gemisch) ermittelt. Das gesamte Experiment erfolgte als vierfach replizierter
Gefdlversuch, der als Wiederholung in der Zeit in zwei aufeinander folgenden Jahren
durchgefiihrt wurde. Die Auflaufrate (Anzahl der aufgelaufenen im Verhaltnis zur Anzahl der
gesdten Samen), sowie die Zeitdauer bis zur maximalen und zur halbmaximalen Auflaufrate
wurden bestimmt. Aus diesen Gréf8en wurden Ruckschliisse Uber die relative Eignung der
einzelnen Kombinationen von Boden-, Feuchte- und Temperaturbedingungen fir das Auflaufen
der drei Unkrautarten gezogen.

Keimlinge aller drei Arten wurden anschlieBend in Mischkultur zusammen mit je zwei
Maiskeimlingen in PflanzgefaBen von 3 Liter Volumen unter den Bedingungen von reduzierter
Wasserverfligbarkeit (pF 3 bis 4,2) und erhéhter Temperatur (durchschnittlich 25 °C) im Vergleich
zu guter Wasserverfligbarkeit (pF 1,8) und Umgebungstemperatur (durchschnittlich 22 °C) in vier
Boden (auf Lehm, L6ss, Sand und Torf basiertes Gemisch) kultiviert. Alle Pflanzen wurden nach 45
Tagen destruktiv beerntet und die oberirdische Biomasse aller Pflanzen sowie die Wurzelbiomasse
und -lange, das Spross-Wurzel-Verhéltnis und die Blattfliche der Unkrduter bestimmt. Die
Unkrauter befanden sich zum Zeitpunkt der Datenerhebung im BBCH-Stadium 50 bis 65 (letzteres
in der erwarmten und trockenen Variante), Mais in BBCH 14 (bis 16 in der erwarmten Variante). Die
Wirkung der einzelnen Kombinationen von Boden-, Feuchte- und Temperaturbedingungen auf
die Morphologie der drei Arten wurde bestimmt und daraus Riickschliisse auf die morphologische
Plastizitdt und die Leistungsfahigkeit der Arten unter den jeweiligen Umweltbedingungen
gezogen.

Im einem zweiten Experiment wurden vegetative und generative Parameter der Arten A.
retroflexus, E. crus-galli und S. viridis (C4-Pflanzen) wunter simulierten zukinftigen
Klimabedingungen bestimmt (Temperaturerhéhung von 2 °C, reduzierte Luftfeuchtigkeit: 55 %
»zuklnftiges Klima“ vs. 68 % ,heutiges Klima“). Die drei Unkrautarten wurden als Reinkultur und im
Mischbestand mit Mais in Klimakammern gesdat und kultiviert. Die Zeitdauer bis zur
halbmaximalen und maximalen Auflaufrate, die Biomasse der Gesamtpflanzen und die Anzahl der
Samen wurden bestimmt.

Ergebnisse
Korrelative Artverbreitungsmodellierung

In Tabelle 2 werden die relative Habitateignung unter derzeitigen Bedingungen, die
prognostizierte relative Habitateignung und die potentielle zukiinftige Verbreitung (Zeithorizont
2070 bis 2100) fur das Gebiet Niedersachsen fiir die sechs betrachteten Unkrauter und Ungraser
vergleichend dargestellt.
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Tab. 2 Relative Habitateignung (derzeitiger Status und Projektion fiir den Zeithorizont 2070-2100) fiir sechs
Arten von Ackerunkrdutern und -ungrasern in Niedersachsen.

Tab. 2 Relative habitat suitability (current status and projection for 2070-2100) for six species of arable weeds in

Lower Saxony.
Relative Habitateignung in Niedersachsen Veranderung
Art heute 2070-2100 heute vs. Zukunft
Abutilon starker Gradient der Fir ein Vorkommen der Art Deutliche
theophrasti Habitateignung von Osten geeignete Bedingungen in weiten  Verringerung der
(Nordniedersachsen und Teilen Niedersachsens; Areale mit
stidostl. Lineburger Heide vergleichsweise beste vergleichsweise sehr
vergleichsweise sehr gut) nach  Habitateignung an der Kiiste und guter
Westen (vor allem Weser-Ems- in den Borden; in grofen Teilen Habitateignung;
Region und Kiiste der Region Weser-Ems, gleichmaBigere
vergleichsweise sehr geringe Zentralniedersachsens und der Verteilung von
Habitateignung) Lineburger Heide dagegen Arealen mit
zahlreiche Areale mit moderater bis guter
vergleichsweise geringerer Habitateignung
Eignung Uber ganz
Niedersachsen
Amaranthus starker Gradient der Fur Vorkommen der Art gut GleichmaBigere
retroflexus Habitateignung von Osten geeignete Bedingungen in ganz Verteilung von
(Nordniedersachsen und Niedersachsen Arealen mit relativ
stidostl. Liineburger Heide guter
vergleichsweise sehr gut) nach Habitateignung
Westen (vor allem Weser-Ems- Uiber ganz
Region vergleichsweise sehr Niedersachsen
geringe Habitateignung)
Datura starker Gradient der Fir Vorkommen der Art Insgesamt
stramonium Habitateignung von Osten geeignete Bedingungen in ganz gleichmaBigere
(Nordniedersachsen und Niedersachsen; relativ geringere Verteilung der fir
stdostl. Lineburger Heide Habitateignung in der Staderund  Artverbreitung
vergleichsweise sehr gut) nach  Oldenburger Geest; geeigneten Gebiete
Westen (vor allem Weser-Ems- vergleichsweise beste Uber Niedersachsen.
Region vergleichsweise sehr Bedingungen in den Borden
geringe)
Echinochloa starker Gradient der Fur Vorkommen der Art gut VergroBerung des
crus-galli Habitateignung von Osten geeignete Bedingungen in ganz fur die
(Nordniedersachsen und 6stl. Niedersachsen; relativ beste Artverbreitung gut
der Lineburger Heide Bedingungen in der Region S-W- geeigneten Gebiets
vergleichsweise sehr gut) nach ~ Weser-Ems auf ganz
Westen (vor allem Niedersachsen und
Kustenregion vergleichsweise insgesamt eine
sehr geringe Habitateignung) Verbesserung der
Habitateignung in
ganz Niedersachsen
Iva starker Gradient der Fir Vorkommen der Art Starke Verringerung
xanthiifolia Habitateignung von Osten geeignete Bedingungen lediglich  des fiir die

(Nordniedersachsen und
stidostl. Lineburger Heide
vergleichsweise sehr gut) nach
Westniedersachsen (vor allem
Kistenregion vergleichsweise
sehr geringe Habitateignung)

in den Regionen
Nordniedersachsen, der stdl.
Lineburger Heide und
Sudhannover

Artverbreitung
geeigneten Gebiets
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Relative Habitateignung in Niedersachsen Veranderung
Art heute 2070-2100 heute vs. Zukunft
Setaria viridis  starker Gradient der Fur Vorkommen der Art gut VergroBerung des
Habitateignung von Osten geeignete Bedingungen in ganz fur die
(Nordniedersachsen und Niedersachsen; vergleichsweise Artverbreitung gut
sidostl. Lineburger Heide etwas geringere Habitateignung geeigneten Gebiets
vergleichsweise sehr gut) nach  in der Kiistenregion auf ganz
Westen (vor allem Weser-Ems- Niedersachsen

Region und Kiiste
vergleichsweise sehr geringe
Habitateignung)

GefaBversuche

Die Gefalversuche zeigten erstens, dass sowohl das Auflaufverhalten als auch das vegetative
Wachstums der drei untersuchten Unkrautarten A. theophrasti, D. stramonium und I. xanthiifolia in
unterschiedlichem MaBe durch die angewandten Temperatur- und Feuchtestufen beeinflusst
wurden. Zweitens verdeutlichten die Ergebnisse, dass die Bodenart unter den prognostizierten
zukiinftigen Bedingungen, und vor allem bei limitierter Wasserverfligbarkeit eine wichtige
Einflussgrofe fiir das Auflaufen und das Wachstums der untersuchten Arten ist.

Abutilon theophrasti wies bei héherer Temperatur eine erhdhte Auflaufrate und eine kirzere
Zeitdauer bis zur maximalen und halbmaximalen Auflaufrate auf, was ein Hinweis darauf ist, dass
das Temperaturoptimum dieser Art bei tiber 22 °C liegt (GUILLEMIN et al., 2013). Im Gegensatz dazu
war die Keimungsrate von [ xanthiifolia bei héherer Temperatur reduziert (vgl. EDLER und
STEINMANN, 2012). Bei D. stramonium wurde kein Einfluss der Temperatur auf die Auflaufrate
festgestellt. Die Reduktion der Bodenfeuchte bedingte prinzipiell bei den drei Unkrautern eine
reduzierte Auflaufrate; bei A. theophrasti wurde bei erhohter Temperatur allerdings unabhéngig
von der Bodenfeuchte eine relativ hohe Auflaufrate beobachtet, die durch Temperaturwerte nahe
des Optimums erklart werden kénnte (KeBREAB und MURDOCH, 1999). Der Zeitverlauf des Auflaufens
und die Auflaufrate wurden bei allen drei Unkrautarten durch die Bodenart beeinflusst. Unter
Bedingungen der reduzierten Bodenfeuchte und der erhdhten Temperaturen waren die
Auflaufraten im Torfboden vergleichsweise hoher als in den anderen Bodenarten, insbesondere
héher als im Sandboden.

Die Untersuchungen zeigten ferner, dass auch das vegetative Wachstum von A. theophrasti, D.
stramonium und [ xanthiifolia artspezifisch in unterschiedlicher Weise durch verénderte
Temperatur- und Feuchtebedingungen beeinflusst wurde. Im Mischbestand war die oberirdische
Biomasse aller drei Unkrduter und vom Mais bei geringer Wasserverfiigbarkeit, und insbesondere
bei gleichzeitig erhdhter Temperatur, deutlich reduziert. Bei erhohten Temperaturen war der
Anteil vom Mais an der oberirdischen Biomasse des Gesamtbestands unabhdngig von der
Wasserverfligbarkeit erhoht. Die Unkrautarten zeigten je nach Bodenart unterschiedliche
morphologische Veranderungen. Abutilon theophrasti war die einzige Unkrautart, deren Anteil an
der oberirdischen Biomasse des Gesamtbestands unter Bedingungen reduzierter
Wasserverfligbarkeit stieg und die keine Veranderung des Wurzel-Spross-Verhéltnisses zeigte. Die
Ergebnisse deuten darauf hin, dass Trockenheit eine vergleichsweise geringe Auswirkung auf die
Etablierung und das Wachstum dieser Art haben kdnnte, wohingegen fiir I. xanthiifolia eine
vergleichsweise hohe Abhdngigkeit von guter Wasserverfiigbarkeit zu bestehen scheint.

Das Experiment 2 zeigte, dass sowohl das Auflaufverhalten als auch die Biomasse- und generative
Entwicklung der drei untersuchten Unkrautarten A. retroflexus, E. crus-galli und S. viridis in
unterschiedlichem Maf3e durch die angewandten Temperatur- und Luftfeuchtestufen beeinflusst
wurden. Amaranthus retroflexus und S. viridis liefen unter den prognostizierten zukinftigen
Bedingungen friiher auf als unter derzeitigen Bedingungen; bei E. crus-galli wurde in Bezug auf
diesen Parameter kein Unterschied festgestellt. Die vegetative Biomasse von E. crus-galli und S.
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viridis war unter ,zukilnftigen” Klimabedingungen signifikant erhéht. Echinochloa crus-galli bildete
unter ,zukiinftigen” Bedingungen zudem mehr Samen als unter ,derzeitigen” Klimabedingungen.
Die Ergebnisse dieses Versuchs weisen darauf hin, dass sich eine erhdhte Temperatur und eine
reduzierte Luftfeuchte positiv auf die Leistungsfahigkeit von E. crus-galli und in gewissem Ausmald
auf die von S. viridis auswirken konnen.

Zusammenfiihrung der Skalenebenen

Bei der Zusammenfiihrung der Modellierung und der empirischen Experimente zeigt sich, dass die
Ergebnisse im Wesentlichen gut Gbereinstimmen. Fiir A. retroflexus, D. stramonium, E. crus-galli und
S. viridis wurde in den Gefédf3versuchen eine hohe Auflaufrate, flr E. crus-galli auch ein hohes
vegetatives Wachstum unter den zukiinftigen Bedingungen gemessen; dies deckt sich mit der
durch Modellierung prognostizierten sehr guten (E. crus-galli) bis guten relativen Habitateignung
fur diese vier Arten in ganz Niedersachsen. Fiir . xanthiifolia wurde eine negative Wirkung der
prognostizierten Klimabedingungen fiir das Auflaufen und Wachstum im GefaBversuch
festgestellt, welche mit der in der Artverbreitungsmodellierung prognostizierten geringen
relativen Habitateignung der Art in ganz Niedersachsen gut Ubereinstimmt. Lediglich bei A.
theophrasti lassen sich die Ergebnisse der beiden Ansétze stellenweise nicht ganz zur Deckung
bringen: fir diese Art hatten die GefdBversuche eine positive Wirkung der zukiinftigen
Bedingungen auf das Auflaufen und Wachstum, auch auf unterschiedlichen Béden, hingewiesen.
Die Artverbreitungsmodellierung prognostizierte hingegen starke regionale Differenzen beziiglich
der relativen Habitateignung und insgesamt eine Verringerung des fiir ein Vorkommen dieser Art
geeigneten Gebiets in Niedersachsen.

Diskussion

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es auf Basis eines mehrere Skalenebenen lbergreifenden
Ansatzes die Auswirkungen der fiir das Ende des Jahrhunderts fiir Niedersachsen prognostizierten
klimatischen Veranderungen auf die potentielle Verbreitung und die Leistungsfahigkeit einer
Reihe von Ackerunkrdutern zu untersuchen. Dieser Ansatz sollte der Tatsache gerecht werden,
dass die tatsachliche Verbreitung von Pflanzenarten das Ergebnis des Einwirkens einer Reihe von
Umweltfaktoren und biotischen Variablen ist, welche auf unterschiedlichen Skalenebenen wirken.

Die Ergebnisse der Artverbreitungsmodellierung stimmten fiir den GroBteil der untersuchten
Arten gut mit denen der GefaBversuche Uberein. Dies unterstreicht die Komplementaritdt der
unterschiedlichen  hier verwendeten Methoden und die Leistungsfahigkeit der
Artverbreitungsmodellierung.

In den Gefalversuchen wurde auch die Wirkung der lokal am Standort vorherrschenden
Bodenbedingungen auf die Pflanzen untersucht. Das Ergebnis, dass der Faktor Boden die
Leistungsfahigkeit der untersuchten Arten unter veranderten Klimabedingungen in sehr
unterschiedlicher Weise beeinflusst, kann die Interpretation der Ergebnisse der
Artverbreitungsmodellierung (z.B. unterschiedliche Habitateignung von Standorten in
unterschiedlichen bodenklimatischen Regionen) unterstiitzen.

Einige Aspekte der Wirkung von veranderten Klimabedingungen auf Ackerunkrduter konnten
nicht von dem hier verwendeten Modellierungsansatz abgebildet werden. Insbesondere fir
folgende Daten haben sich die Gefdfversuche als notwendige Ergdnzung zur Modellierung
erwiesen:

e  zur quantitativen Erfassung vegetativer (z. B. Biomasse, Wuchshéhe) und generativer
(z. B. Anzahl gebildeter Samen) Parameter der Unkrauter

e  zur Abbildung der Leistungsfahigkeit der betrachteten Art unter den Bedingungen der
interspezifischen Konkurrenz durch andere Unkrautarten und/oder die Kulturpflanze
(biologisch reduzierte Nische) und des Einflusses verdnderter Klimabedingungen auf
diese interspezifischen Wechselwirkungen
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Fur die untersuchten Arten konnte somit ein relativ umfassendes Bild der Wirkung veranderter
Umweltbedingungen erstellt werden. Die gute Kongruenz der Ergebnisse deutet darauf hin, dass
aus der Zusammenfiihrung aller erzielten Ergebnisse eine haltbare Abschdtzung der méglichen
Folgen des Klimawandels fiir die betrachteten Arten von Ackerunkrdutern fir den Raum
Niedersachsen erzielt wurde.

In einer Weiterentwicklung des hier vorgestellten Ansatzes sollten in ergdnzenden Versuchen
zusatzliche Aspekte Eingang finden, welche im Rahmen der vorliegenden Projektteile nicht
bearbeitet werden konnten. Insbesondere ist hierbei die Berlicksichtigung intraspezifischer
genetischer Variation der betrachteten Arten von Bedeutung. Diese sollte sich einerseits auf die
Unterschiede zwischen etablierten regionalen Populationen beziehen (WESTERMAN et al., 2012).
Andererseits sollten flr Arten, die ihr Verbreitungsgebiet erweitern, mogliche evolutiondre
Veranderungen des Genotyps und der tatsachlichen Nische abgebildet werden (BROENNIMANN et al.,
2007, CLEMENTS und DITOMMASO, 2011).

Insgesamt lassen die hier gezeigten Ergebnisse die Einschatzung zu, dass der Ansatz, die Folgen
des Klimawandels auf Ackerunkrduter mit einer mehrere Methoden und Skalenebenen
verbindenden Herangehensweise zu untersuchen, zahlreiche Starken aufweist. Die hier
beschriebene Vorgehensweise erlaubt es flir eine definierte Untersuchungsregion
unterschiedliche Datensdtze zu einem detaillierten Gesamtergebnis aneinanderzupassen. Aus
diesem Grunde kann die hier vorgestellte Herangehensweise fiir die Untersuchung regionaler
Klimawandelfolgen flr Ackerunkrauter empfohlen werden.
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Die biologische Wirksamkeit von Maleinsaurehydrazid auf Erdmandelgras
(Cyperus esculentus L.)
Biological effect of maleic acid hydrazide on Yellow Nutsedge (Cyperus esculentus L.)

Christian Bohren*, Roger Azevedo und Judith Wirth

Agroscope, Route de Duillier 50, Case Postale 1012, CH- 1260 Nyon, Suisse E E
*Korrespondierender Autor: christian.oohren@agroscope.admin.ch r

DOI 10.5073/jka.2014.443.015 E;ll-'

Zusammenfassung

Erdmandelgras (Knollchenzyperngras) Cyperus esculentus L. gehort zu den Sauergrasern (Cyperaceae) und zéhlt
zu den invasiven Neophyten. Es vermehrt sich ausschlieBlich Gber Knéllchen im Boden. In den letzten zwei
Jahrzehnten hat dessen Verbreitung in der Schweiz stark zugenommen. Griinde dafiir sind veranderte
Landnutzung und Bewirtschaftung der Felder, enorm schwierige Unkrautkontrolle und der geringe
Bekanntheitsgrad dieses lastigen Unkrauts unter den Bewirtschaftern. Die Verschleppung von Knéllchen durch
Arbeitsgerate und Ernteprodukte (Wurzelfriichte), der Mangel an parzellengenauen Daten des Vorkommens
und fehlende flankierende MaBBnahmen férdern zurzeit die Verbreitung von Erdmandelgras. Abhilfe wiirde
eine Bekampfungspflicht schaffen, die sich Bewirtschafter, Lohnunternehmer und Abnehmer von
Ernteprodukten zu Nutze machen kdnnten. Die Sanierung von stark verseuchten Parzellen ist aufwandig und
fur den Bewirtschafter kostspielig. Maleinsaurehydrazid wird aktuell unter anderem zur Keimhemmung bei
Lagerkartoffeln  eingesetzt. In einem Gewidchshausversuch wurde die Wirkung von Fazor
(Maleinsaurehydrazid) sowie der Mischung von Fazor und Asulox (Asulam) untersucht. Vorstellbar ware eine
Wirkung zur Reduktion der Keimféhigkeit der Knollchen. Die Ergebnisse unseres Versuches sind eindeutig. Die
erwartete Wirkung wurde nicht festgestellt. Im Weiteren werden in diesem Artikel die Komplexitat der
Probleme mit Erdmandelgras in der Landwirtschaft angesprochen und einige Hinweise zur mdoglichen
Bekdampfungsstrategie gegeben.

Stichwaorter: Bekdmpfung, Cyperaceae, Erdmandelgras, invasive Pflanze, Keimung, Landnutzung, Strategie

Abstract

Yellow Nutsedge (Cyperus esculentus L.) belongs to the family of Cyperaceae. It propagates exclusively with
tubers in the ground. Its abundance has strongly increased in Switzerland in the last two decades. Main
reasons for this increase are changing land use and production systems, a difficult herbicide control and a low
awareness level among the farmers. The actual invasion is enhanced by unintended dislocation of tubers by
machines or crops/crop waste, lack of knowledge of infested fields and missing supporting measures. An
obligation to announce infested fields and to control Yellow Nutsedge is currently discussed in Switzerland.
Such an obligation would help contractors and buyers of crops to reduce unintended dislocation of tubers.
Cleaning up infested plots is quickly expensive and complex. Maleic acid hydrazide is actually used for
preventing potato tubers to germinate in stock. We tested Fazor (maleic acid hydrazide) and Asulox (asulam)
for its efficacy on preventing germination of Yellow Nutsedge tubers. The results of our pot trial in the
greenhouse are clear. The expected efficiency was not observed. Furthermore the complexity of problems with
this species in agriculture is discussed and some ideas for a control strategy are given in this paper.

Keywords: Changing land use, control, Cyperaceae, germination, invasive neophyte, strategy, Yellow
Nutsedge

Einleitung

Erdmandelgras (Cyperus esculentus L.) ist ein Sauergras aus der Familie Cyperaceae. Es ist ein
invasiver Neophyt, der fast ausschlieBlich auf landwirtschaftlichen Nutzflachen Probleme bereitet.
Bekannt sind zwei Unterarten (ZANGHERI, 1976): subspecies (ssp.) sativus Boeck. (wird vor allem in
der Gegend von Valencia, Spanien, wegen der grof3en, siiBen Knollen als ,Chufa” kultiviert) und
subspecies aurea Ten. (blihendes Sauergras mit kleinen rundlichen Knélichen). Die genaue
Bezeichnung fiir unser Problemunkraut ist Cyperus esculentus ssp. aurea Ten. Im englischen
Sprachraum wird die Bezeichnung ,yellow nutsedge” verwendet. Diese Art wurde bereits in den
1970er Jahren auf der Liste der weltweit gefahrlichsten Unkrauter auf Platz 16 aufgefiihrt (Howm et
al., 1977). In der Schweiz wurde dieses Problemunkraut schon vor einiger Zeit beschrieben
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(SCHMIDT und SAHLI, 1992). In den letzten Jahren hat das Office Central Vaudois de la Culture
Maraichére (www.legumes.ch) in seinen Jahresberichten regelméafig auf Erdmandelgras als sich
rasch ausbreitendes Problemunkraut in einigen Regionen der Westschweiz hingewiesen. Die
einkeimblattrige, ausdauernde Pflanze dhnelt im Aussehen einheimischen Seggen (Carex); Stéangel
und Blatter haben aber eine charakteristisch gelbgriine Farbe. Erdmandelgras vermehrt sich
ausschlieBllich Gber Wurzelknéllchen, die auf landwirtschaftlich genutzten Flachen mit Maschinen
aller Art, Ernteprodukten (Wurzelfriichte) und Ernteabféllen oder Schuhwerk verschleppt werden.
Griffige Methoden zur langfristig wirkungsvollen Bekdmpfung von Erdmandelgras in Acker- und
Gemiusebaukulturen sind bisher nicht bekannt. Die Erfahrung zeigt, dass die bisher angewendeten
Bekdmpfungsmalinahmen ein Fortschreiten der Invasion durch Erdmandelgras nicht aufzuhalten
vermochten. EinzelmaBnahmen wie die ,normale” Unkrautbekdmpfung mit Herbiziden oder ein
zusatzlicher Hackdurchgang wirken zu wenig nachhaltig. Geschwachtes Erdmandelgras kann sich
in der Kultur rasch regenerieren und gentigend neue Knollchen bilden, um im Folgejahr noch
zahlreicher aufzutreten. Um das Problemunkraut in den Griff zu bekommen, braucht es eine
Bekampfungsstrategie, die tiber den Feldrand hinaus reicht (BOHREN und WIRTH, 2013). Es kann nur
dann gelingen die Invasion zurlick zu drédngen, wenn verschiedene Elemente der Bekdmpfung
miteinander in Wechselwirkung gelangen. Griinde fiir das vermehrte Auftreten von
Erdmandelgras in der Schweiz sind hauptsdchlich in der modernen Landnutzung zu finden.
Vermehrt werden Parzellen in einem gréBeren Umkreis als friher durch einen Bewirtschafter
bebaut und vermehrt kommen Lohnarbeiten zum Zug. Hot spots des Vorkommens sind vor allem
in Zonen wo sich Gemise- und Ackerbau die Parzellen teilen zu finden. Agroscope fiihrt
Gewadchshaus- und Feldversuche zur Erarbeitung einer nachhaltigen Bekdmpfungsstrategie durch.
Wir testen chemische und mechanische MalBnahmen sowie allelopathische Wirkungen von
Griindiingern. Als Ergdnzung des Versuchsprogramms haben wir im Gewdchshaus einen Test mit
Maleinsdurehydrazid durchgefiihrt. Der Wirkstoff wird seit den 1950er Jahren im Pflanzenbau
eingesetzt. Die Substanz wirkt systemisch und wird bis in die Wurzelvegetationspunkte
transportiert. Dort unterbindet der Wirkstoff die Zellteilung in den Bildungsgeweben und
verhindert so Austrieb und Wurzelwachstum. Die in der Schweiz aktuelle Bewilligung von
Maleinsdurehydrazid erlaubt eine Vorernte-Behandlung von Kartoffeln zur Verhinderung des
Austriebs der Knollen am Lager sowie von Zwiebeln, Knoblauch und Schalotten zur Festigung der
AuBenhaut sowie eine Anwendung in Tabak zur Hemmung der Bildung von Seitentrieben. Der
hier beschriebene Gewdchshausversuch sollte die Frage beantworten, ob Maleinsdurehydrazid
das Keimverhalten der Erdmandelgras-Kndllchen beeinflussen kann.

Material und Methoden

Knollchen wurden im Winter (Januar) auf einem Feld in einem verseuchten Gebiet von der
Bodenoberflache aufgesammelt und im Gewachshaus in Petrischalen auf feuchtem Léschpapier
bei 20° C und 12/12 h Licht vorgekeimt. Topfe mit ca. 16 cm Durchmesser (ca. 1.5 Liter Volumen)
wurden mit gesiebter Felderde gefiillt. In jeden Topf wurden 4 etwa gleich groBe, keimende
Knollchen gesteckt. Es gab 10 Wiederholungen pro Verfahren; insgesamt wurden 80 Topfe
vorbereitet. Es gab zwei Pflanzdaten mit vorgekeimten Knollchen, sodass zur Zeit der Behandlung
genligend Topfe mit Erdmandelgras-Pflanzen im 2 -4 Blatt-Stadium (BBCH 12 - 14) sowie im
Stadium der beginnenden Bliite (BBCH 50 - 60) zur Behandlung zur Verfiigung standen.

Zur Auswahl standen die Pflanzenschutzmittel Fazor (60 % Maleinsdurehydrazid) und Asulox (400
g/l Asulam). Die gepriften Verfahren lauteten Fazor Normaldosierung und Doppeldosierung
sowie die Mischung Fazor (5 kg/ha) + Asulox (6 I/ha). Die Herbizide wurden in der Spritzkabine mit
2,8 bar Druck, 300 Liter Wasser / ha appliziert: Fazor (Maleinsdurehydrazid) 5 kg/ha; Fazor 10 kg/ha;
Fazor + Asulox 5 kg/ha + 6 I/ha; reines Wasser (unbehandelt). Die Pflanzen wuchsen in ihren
Topfen im Gewdchshaus bei ca. 20 °C und 12/12 h Licht weiter und wurden regelmaflig gewdssert.
35 Tage nach der Applikation wurde der Versuch ausgewertet. Die griinen Pflanzenteile des
Erdmandelgrases wurden entsorgt und die Erde ausgewaschen. Die aufgefundenen Knéllchen je
Topf wurden gezdhlt und in Vorkeimschalen bei 20 °C und 12/12 h Licht im Gewdchshaus unter
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feuchten Bedingungen (kein stehendes Wasser) zur Keimung ausgelegt. Die Keimrate wurde nach
10 und 22 Tagen ermittelt.

Ergebnisse und Diskussion

In unserem Gewachshausversuch mit Maleinsdurehydrazid haben wir zwei Pflanzenstadien
behandelt. Junge Pflanzen (BBCH 12 - 14) konnen innerhalb einer Kultur (z. B. Mais) im 2 - 4 Blatt-
Stadium behandelt werden. Die Frage stellt sich, ob so junge Pflanzen genligend Wirkstoff
aufnehmen koénnen, der seinerseits solange wirksam bleibt, dass die ndchste Generation von
Knélichen unfruchtbar wird. Altere Pflanzen haben bereits Knélichen gebildet, welche sie noch bis
zur Vollreife mit Nahrstoffen versorgen. Hier stellt sich die Frage, ob der Wirkstoff (iberhaupt bis zu
den Wurzelknollchen gelangt und dort seine Wirkung entfalten kann.

Der oberirdischen Pflanzenmasse wurde keine Beachtung geschenkt. Visuell waren keine
Unterschiede in der Pflanzenentwicklung zu erkennen. Da wir die Wirkung der Behandlung Gber
die Reduktion der Zahl der neu gebildeten Knollchen und iber deren Keimrate definieren,
konzentrierten wir uns bei der Auswertung auf die Zahl der keimfdahigen Knéllchen. Die Knollchen
entstehen aus Verdickungen der Rhizome. Sie sind im jungen Stadium weiss und weich und
werden im Verlauf der Reife braun/schwarz und fest.

Die durchschnittliche Anzahl der gebildeten Kndlichen (Tab. 1) lag natiirlicherweise bei den im
alteren Stadium behandelten Pflanzen auf einem signifikant hheren Niveau als bei den im jungen
Stadium Behandelten. Die Kndllchen der im dlteren Stadium behandelten Pflanzen setzten ihre
natlrliche Reife fort und wechselten ihre Farbe nach Braun. Die Kndllchen der im jiingeren
Stadium behandelten Pflanzen waren durchwegs weiss. In beiden Gruppen von behandelten
Pflanzen wurden weisse Knéllchen beobachtet, die auskeimten.

Tab. 1 Durchschnittliche Anzahl Erdmandelgras-Knéllchen pro Topf (4 Pflanzen) 35 Tage nach der Behandlung
sowie Anzahl und Prozente gekeimter Knollchen nach 22 Tagen.

Tab. 1 Mean number of tubers / pot (4 plants) of yellow nutsedge 35 days after the treatment and number and
percentage of germinated tubers after 22 days.

Behandlung im Stadium:
Versuchsverfahren BBCH 50-60 BBCH12-14
@ Anzahl @ Anzahl Keimung % | @ Anzahl @ Anzahl Keimung %
Kndllchen keimende Knollchen keimende
Fazor+Asulox 105,8a 23,5 236a 16,6 a 1,5 9,1a
Fazor 2n 99,1a 241 129a 20,5 ab 5,0 110a
Fazor Tn 883a 12,5 25,6a 26,2b 2,7 214a
unbehandelt 94,2 a 25,1 26,8a 17,0 ab 4,72 27,0a
p=0,399 p=0,33 p = 0,037 p = 0,404
a = keine sign. Unterschiede
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Abb. 1 Keine signifikanten Unterschiede in der Zahl (Median) der Erdmandelgras-Knollchen zwischen den
Behandlungen in beiden Behandlungsstadien.

Fig. 1 No significant difference in number (median) of yellow nutsedge tubers between the treatments.
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Abb. 2 Keine signifikanten Unterschiede der Keimrate (Median) von Erdmandelgras-Knélichen zwischen den
Behandlungen in beiden Behandlungsstadien.

Fig. 2 No significant difference in germination rate (median) of yellow nutsedge tubers between the treatments.

Die Behandlungen hatten keinen signifikanten Einfluss auf die Zahl der gebildeten Kndllchen nach
der Behandlung (Abb. 1). Die Homogenitat der Einzelresultate erlaubte eine statistische Analyse
ANOVA mit Tukey Test. Einzig unter den im jungen Stadium behandelten Pflanzen wurde eine
Signifikanz zwischen den Verfahren Fazor 1n und Fazor+Asulox festgestellt. Die Keimraten der
Knollchen (Abb. 2) der im alteren Stadium behandelten Pflanzen schwankten weniger als die
Keimraten der im jingeren Stadium behandelten. Weder Normal- und Doppeldosierung von Fazor
noch die Mischung mit Asulam — wie sie friiher in den Vereinigten Staaten zur Kontrolle von
mehrjahrigen Grasern an Wasserldufen (Levi, 1954) eingesetzt wurde - hatten einen negativen
Einfluss auf die Knéllchenzahl oder auf die Keimrate. In beiden Féllen kann der Wirkstoff Zahl und
Qualitat der neu gebildeten Knéllchen nicht beeinflussen. Aus diesen Resultaten kann der Schluss
gezogen werden, dass Maleinsdurehydrazid nicht geeignet ist, die Keimrate der Kndllchen von
Erdmandelgras auf ein nachhaltig dessen Vermehrung verhinderndes Niveau zu senken.
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Angesichts der wachsenden Probleme mit diesem ausdauernden Unkraut muss nach anderen
Lésungswegen gesucht werden (DODET et al., 2008).

Erdmandelgras — ein auBBergewdhnliches Unkraut

Erdmandelgras Uberwintert und vermehrt sich ausschlieBlich mittels Wurzelknéllichen. In
verschiedenen anderen Gewadchshausversuchen haben wir in Topfen (n=450) mit einem
Volumen von ca. 1.5 | nach 110 Tagen eine durchschnittliche Kndéllchenbildungsrate von 1:35
ermittelt. Die Spanne gebildeter Kndllchen pro Mutterknéllchen reichte dabei von 10 bis 120. Die
Keimrate dieser Knollchen lag zwischen 85 und 90 %. Daraus ldsst sich schlie3en, dass auch durch
Herbizide geschadigte aber nicht abgetdtete Pflanzen - welche nach einer 60 - 90 % Herbizid-
Wirkung immer noch zahlreich vorhanden sein kénnen - noch Knélichen bilden, die eine hohe
Keimrate aufweisen. Unter dem Strich steigt daher die gesamte Anzahl an Knéllchen stetig, ja mit
zunehmender Erdmandelgras-Dichte exponentiell an. Daraus lasst sich folgern, dass eine Herbizid-
Behandlung welche die oberirdischen Pflanzenteile in dem Masse zerstort, damit die Kultur
ungestort wachsen kann, die Zunahme der Vermehrung von Erdmandelgras keineswegs
eindammt. Die konventionelle Beurteilung der Wirkung reicht somit nicht aus; die Wirkung kann
nur iber die Reduktion der Knéllchenbildung definiert werden.

Je friher BekdmpfungsmafBnahmen im Sinne der Reduktion der Knéllchenbildung ergriffen
werden konnen, desto weniger aufwandig gestaltet sich die Bekampfung. Ein gro3es Hindernis fiir
einen friihzeitigen Beginn der Bekdampfung ist der geringe Bekanntheitsgrad von Erdmandelgras
bei den Bewirtschaftern. Das Gras wird oft mit Hirsen verwechselt, sodass Primarbefall meist
unbemerkt und ungestort bleibt. Vermerkt der Bewirtschafter ein neues Problem, sind
BekdmpfungsmalBnahmen bereits dringend notwendig. Sie koénnen einschneidende
Konsequenzen haben, denken wir an die Anpassung der Fruchtfolge oder den Verzicht von
Ertrdgen auf den befallenen (Teil-)Parzellen zwecks Sanierung einer Flache.

Warum ist es ein Problemunkraut?

Man erkennt es nicht friih genug: Im Jugendstadium dhnelt Erdmandelgras von Weitem sehr stark
den Hirsen. Dies erschwert die Friherkennung. Allerdings erweisen sich die gelblich-griine
Blattfarbe sowie die hart sich anfiihlenden Blatter sowie die typisch V-formige Blattspreite mit
deutlich sichtbarer Rille als zuverldssige Erkennungszeichen. Die Erkennung von einzelnen
Pflanzen in neu verseuchten Feldern erfordert genaues Hinsehen. Je mehr Pflanzen vorhanden
sind und je grosser diese werden, desto auffallender macht sich die typische gelbgriine Farbung
bemerkbar. Griinde fiir die gegenwartig feststellbare starke Verbreitung von Erdmandelgras in der
Schweiz sind bei der vermehrten liberbetrieblichen Zusammenarbeit zu suchen und liegen in der
Tatsache, dass das Unkraut noch zu wenig bekannt ist.

Verschleppung der Knéllchen: Auf dem Acker ist die Mehrzahl der Knéllchen, die als einziger
Pflanzenteil den Winter tiberdauern, vor allem in der obersten Bodenschicht bis 20 cm zu finden;
vereinzelt werden sie auch in tieferen Schichten (bis 50 cm) aufgefunden. Die Knéllchen haften an
Wurzelfriichten wie Kartoffeln, Zuckerriiben, Randen, Karotten und vielen anderen Ernteglitern,
sowie an Maschinenteilen und Réddern von Fahrzeugen und Schuhwerk. Dadurch werden sie auf
Ackern und Gemiisefeldern mittels Maschinen und Fahrzeugen direkt oder iiber Ernteabfille und
Erdverschiebungen (Erdtransporte?)indirekt verteilt.

Schlechte Herbizidwirkung auf Knéllchenbildung: Die nach oben strebende Stellung der Blatter
sowie die Beschaffenheit der Blattoberfliche macht es Herbiziden nicht einfach, an den Blattern
haften zu bleiben. Dennoch gibt es einige Herbizide, mit deren Hilfe auch bei starker Verseuchung
des Feldes Erfolge erzielt werden kénnen (z. B. Dual Gold in Mais). Allerdings findet Erdmandelgras
trotz guter Herbizidwirkung auf die oberflichlich sichtbaren Blatter und Stdngel (von
beispielsweise 60 -95 %, was zum Schutz der Kultur vor Unkrautkonkurrenz ausreichend sein
kann), immer wieder Nischen zur Bildung von Kndllchen. Unter dem Strich steigt daher die
gesamte Anzahl an Kndllchen stetig, ja mit zunehmender Cyperusdichte exponentiell an.
Resistenzfalle von C. esculentus L. var. aurea gegen Herbizide sind nicht dokumentiert.
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Invasiver Neophyt: Erdmandelgras wird auf der Watch-Liste (Beobachtungsliste) von info flora
(friher SKEW-CPS), dem nationalen Daten- und Informationszentrum der Schweizer Flora, geflihrt
(www.infoflora.ch). Auf dieser Liste stehen invasive Neophyten, die das Potenzial haben, grof3e
Schdden zu verursachen; deren Ausbreitung muss daher Gberwacht und wenn nétig eingeddammt
werden. Das invasive Potenzial des Erdmandelgrases belastet landwirtschaftliche Kulturen - in
anderen Umgebungen kommt es kaum vor — durch seine spezielle Fortpflanzungsform mittels
Knollchen (Erdmandeln). Die Lebensdauer der Knollchen im Boden wird in der Literatur mit ca. 5
Jahren angegeben, wobei die Keimfahigkeit mit den Jahren abzunehmen scheint (KassL, 1992).

Bekdmpfung von Erdmandelgras

Friherkennung: Die Friiherkennung von neuen Befallsherden ist fiir die Wirksamkeit der
BekdmpfungsmalBnahmen von grofler Bedeutung (NEUWEILER, 2011). Kleine Vorkommen mit
wenigen Pflanzen kdnnen ausgegraben und entsorgt (nicht im Kompost und nicht auf dem Mist)
oder durch Bodensterilisation abgetotet werden. Je weiter die Invasion fortgeschritten ist, desto
intensiver und teurer wird die Bekdampfung.

Erste MaBnahmen: Umfassende Aufkldrung und Beratung der Landwirte und Lohnunternehmer
sind der erste Schritt zur erfolgreichen Bekdmpfung von Erdmandelgras. Dabei muss jeder
Bewirtschafter die Verantwortung fiir seine Felder (ibernehmen. Vor allem in betroffenen
Regionen, aber auch in allen anderen Gebieten, sollen die Bewirtschafter Gelegenheit bekommen,
diese Pflanze in Natura (Topfen) zu sehen und anzufassen. Informationen sollen miindlich und
schriftlich weitergegeben werden. Abnehmer von Wurzelfriichten sollen Produkte aus
verseuchten Feldern kennzeichnen und gesondert behandeln.

Herbizide: Die chemische Bekdampfung ist nur bedingt erfolgversprechend. Innerhalb der
Kulturpflanzenbestande kdnnen nur wenige Herbizide angewendet werden, die einen guten
Wirkungsgrad besitzen. Die spezifischen Graserherbizide wirken auf Erdmandelgras nicht.

Bodenbearbeitung: Erste Erfahrungen aus unseren Versuchen zeigen, dass eine
Bodenbearbeitung im frihen Wachstumsstadium des Erdmandelgrases die Knéllchenbildung
erheblich reduziert. Eine Wiederholung dieser MaBnahme verbunden mit sofortiger Einarbeitung
von Herbiziden erhdht den Effekt. Hacken oder Striegeln in Hackkulturen sind fir die
Cyperusbekdampfung nicht ausreichend, da nur etwa 2/3 der Flache bearbeitet werden kénnen.

Grindinger: Der Anbau von konkurrenzstarken Griindiingern wie Griinroggen, Buchweizen,
Sorghum oder Hafer nach einer spaten Bodenbearbeitung kann die Vermehrung von
Erdmandelgras erheblich bremsen. Erste Ergebnisse aus Gewdchshausversuchen sind
vielversprechend; Feldversuche dazu sind in Planung.

Bodensterilisation: Kleine verseuchte Flachen, die der Produktion von Spezialkulturen dienen,
kdnnen sterilisiert werden. Es gibt Apparate zur Dampfbehandlung, die den Boden bis zu einer
Tiefe von 30 cm auf 80-90 °C erhitzen (KELLER, 2013). Das Verfahren ist jedoch teuer; zudem
werden durch die Hitze nahezu alle Bodenlebewesen vernichtet.

Kombination der MaBnahmen: Alle beschriebenen EinzelmaBnahmen alleine sind nicht
ausreichend, da sie hinsichtlich des Zurlickdréngens der Art ungeniligend sind. Um eine
erfolgreiche und nachhaltige Bekampfungsstrategie zu entwickeln, missen die MaBnahmen
kombiniert getestet werden. Dazu sind bei Agroscope entsprechende Versuche in Planung.
AuBerdem missten HygienemalBnahmen zur Verhinderung der weiteren Ausbreitung - wie
Reinigung von Schuhwerk, Gerdten und Fahrzeugen - durchgesetzt werden kénnen. Durch eine
grindliche Kontrolle von verseuchtem Substrat, Ernteprodukten und Ernteabfdllen sowie
Pflanzgut wie Kartoffeln, Gemisepflanzen, Blumenzwiebeln (-knollen), Baumschulerzeugnisse und
Zierpflanzenstauden wiirde eine weitere Ausbreitung verhindert. Letztendlich missen alle
Bekdmpfungsmalinahmen auf eine deutliche Reduktion der Kndllchenzahl im Boden abzielen.

Fruchtfolge: Der Anbau von Hackfriichten auf verseuchten Parzellen ist problematisch. In
Kartoffeln, Zuckerriiben und Wurzelgemuse ist die Verschleppungsgefahr durch Erntegiiter und
Erntemaschinen sehr hoch. Das gleiche gilt fiir die Stoppelbearbeitung, sofern die Gerdte nach der
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Arbeit nicht sorgfaltig gereinigt werden. In konkurrenzstarkem Getreide verhindern auch dichte
Bestdnde nicht, dass sich Erdmandelgras vor allem in Bestandesliicken und Fahrgassen entwickeln
und eine gentigende Anzahl Knéllchen bilden kann, die das Problem im Folgejahr verstarken. In
Kunstwiesen kann sich Erdmandelgras vor allem im ersten Jahr noch stark vermehren, wenn deren
Bestand noch nicht die volle Dichte erreicht hat. Die Zerstérung eines dichten Kunstwiesen-
Bestandes durch Weide kann die Kndllchenbildung fordern. Es wird angenommen, dass eine
3jahrige, dichte Kunstwiese den Besatz an Erdmandelgras stark vermindert, sodass das Problem in
den Folgejahren Uberschaubar bleibt. Diese Vermutung ist bisher noch nicht durch Versuche
belegt.

Sanierung von verseuchten Feldern: Stark verseuchte Felder muissen aus der Fruchtfolge
genommen und saniert werden. Gemal3 ersten Versuchsergebnissen von Agroscope fiihrt eine
Herbizidbehandlung im spdten Frihjahr auf die jungen Triebe mit anschlieBender
Bodenbearbeitung zu einer sehr hohen Bekdmpfungswirkung. Der Erfolg ist noch besser, wenn
das Verfahren 6 - 8 Wochen spater wiederholt wird. Das ist zeitraubend und eine Kultur kénnte
erst im Frihsommer angebaut werden, wobei diese mit dem eingesetzten Herbizid vertraglich
sein muss. Diese MaBnahme misste (iber mehrere Jahre wiederholt werden, bis die Verseuchung
ein ertragliches Maf erreicht hat. Die Planung der MaBnahmen zur Sanierung eines Feldes muss in
der Fruchtfolgeplanung berlicksichtigt werden.

Die Verschleppung der Knélichen direkt von Feld zu Feld oder indirekt durch Abfdlle von
Feldprodukten oder durch Ernterilickstande ist der Hauptfaktor der fortschreitenden Invasion. Eine
Kartierung von befallenen Parzellen ware hilfreich. Verseuchte Felder diirften nur am Ende der
Ernteperiode abgeerntet und Produkte von verseuchten Feldern erst am Schluss einer Kampagne
verarbeitet werden. Ernterlickstdnde von verseuchten Feldern missten wieder auf diese
zurlickgebracht werden.

Flankierende MalBnahmen sind notig

Die Produzenten allein kdnnen die Invasion und Verschleppung von Erdmandelgras nicht
aufhalten. Eine wichtige Voraussetzung fir eine effiziente Bekdmpfung ware eine Deklaration als
,besonders gefdhrliches Unkraut” sowie eine Melde- und Bekdampfungspflicht. Die Meldepflicht
darf nicht als Instrument zur Bestrafung betroffener Bewirtschafter dienen. Die Meldepflicht wiirde
es erleichtern, befallene Parzellen zu kartieren. Diese Kartierung kdnnte einerseits dazu dienen,
den Maschinen- und Fahrzeugverkehr von verseuchten zu sauberen Feldern zu unterbinden. Den
Bewirtschaftern und vor allem den Lohnunternehmern wiirde so die bedeutsame Rolle zufallen,
die weitere Verschleppung von Knodllchen zu unterbinden. Andererseits wirde die
Bekampfungspflicht die Abnehmer von Ernteglitern wie Zuckerriiben, Kartoffeln und
Wurzelgemuse verpflichten, die Reihenfolge der Abnahme so zu steuern, dass Produkte von
verseuchten Feldern gesondert angenommen werden kdnnen. Eine Bekampfungspflicht, welche
nie eine Ausrottungspflicht sein kann, wiirde das Durchsetzen koordinierter HygienemafBnahmen
erleichtern.

Es sollte keinen Bewirtschafter mehr geben, der auf dem Feld bemerken muss, dass ,das neue
Gras” nicht auf die Graserbekdmpfung reagiert und sich bereits stark ausgebreitet hat. Die
Beratung ist gefordert, alle Landwirte - nicht nur diejenigen in betroffenen Gebieten - rechtzeitig
zu informieren. Alle Beteiligten miissen am gleichen Strick ziehen. Nur so kann eine Verseuchung
des Agrarlandes im ganzen Land verhindert werden.
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Zusammenfassung

Die pfluglose Bodenbearbeitung nahm in den letzten Jahren in Deutschland auf fast 40 % der Anbauflache
stark zu. Durch den Verzicht des Pfligens wird im Allgemeinen eine Zunahme der Verunkrautung beobachtet.
Gleichzeitig nimmt der Einsatz von Herbiziden bei pflugloser Bewirtschaftung zu. Die langfristigen
Auswirkungen der pfluglosen Bodenbearbeitung hinsichtlich Unkrautauflauf und Herbizidanwendung werden
in einem Dauerversuch in Dahnsdorf (Bundesland Brandenburg) untersucht. Die Anwendung von Glyphosat
zur Saatbettbereitung muss dabei nicht zwangslaufig erfolgen, sondern in Abhangigkeit von den
Auflaufbedingungen der Unkrauter und der Vorkultur; so war zum Beispiel im Erntejahr 2010 gar kein Einsatz
notig. Die Bekampfung des Getreidedurchwuchses im Winterraps in den pfluglosen Varianten erforderte in 6
von 7 Jahren den Einsatz von Graminiziden. Der Unkrautauflauf wird primar durch die vorhergehende
Fruchtfolge (Marktfrucht mit 67 % Getreide oder Futterbau mit 50 % Getreide) und die Intensitat der
Herbizidanwendung bestimmt. Erst nach vier Jahren zeigt sich der Einfluss der pfluglosen Bodenbearbeitung
auf das Auflaufverhalten der dikotylen Unkrauter. Der Auflauf wird durch die nicht-wendende
Bodenbearbeitung gefdrdert, insbesondere in Kombination mit leicht reduzierten Herbizidaufwandmengen
(Strategie IPS). Die dikotylen Unkréauter bestehen zu ca. 70 % aus den funf Arten Viola arvensis, Veronica spp.,
Stellaria media, Matricaria spp. und Centaurea cyanus. Bei den monokotylen Arten ist Windhalm die
dominierende Art. Der Auflauf ist hier starker von der aktuellen Jahreswitterung und insbesondere den
Keimbedingungen im Herbst abhéngig.

Stichwaorter: Apera spica-venti, Durchwuchs, Fruchtfolge, Glyphosat, Pflug

Abstract

In Germany reduced tillage (without ploughing) increased to nearly 40% of arable land. Without using a
plough weed infestation generally rises. Simultaneously the use of herbicides increases. In a long-term field
trial in Dahnsdorf (federal state of Brandenburg, Germany) the impact of reduced tillage on weed occurrence
and herbicide use is investigated. The use of glyphosate for seedbed preparation is not always necessary, e.g.
in the crop year 2010 glyphosate was not used. The use depends on the rate of weed emergence and the
precedent crop. For canola the situation is different, volunteer cereal plants had to be controlled by a
graminicide in 6 out of 7 years. In the first years weed emergence is determined by the former crop rotation
(cash cropping with 67% cereals vs. forage cropping with 50% cereals) and the herbicide strategy. Round
about after four years the influence of the reduced tillage appears in case of the dicotyledonous weeds.
Emergence of these weeds is promoted by the reduced tillage especially in combination with slightly reduced
herbicide amounts (strategy IPS). The species of the dicotyledonous weeds are mainly (about 70%) Viola
arvensis, Veronica spp., Stellaria media, Matricaria spp. and Centaurea cyanus. For Apera spica-venti the
emergence is mainly based on the weather conditions and the germinative terms in autumn.

Keywords: Apera spica-venti, crop rotation, glyphosate, plough, volunteer crop

Einleitung

In Deutschland hat die pfluglose Bodenbearbeitung in den letzten Jahren stark zugenommen. Im
Anbaujahr 2003/2004 wurde rund 23 % der Ackerflaiche pfluglos bearbeitet, im Anbaujahr
2009/2010 rund 39 % (STATISTISCHES BUNDESAMT, 2011). Die Art der Bodenbearbeitung hat einen
wesentlichen Einfluss auf die nachfolgende Verunkrautung, bedingt durch die Schaffung
unterschiedlicher Keimbedingungen (PALLUTT und BENNEWITZ, 1996; SPRENGER et al., 2002; ROLLER und
ALBRECHT, 2006). In einigen Studien wird die Zunahme von Grasern durch die nicht-wendende
Bodenbearbeitung hervorgehoben (AMMAN, 1991; DITTMANN, 2012). Andererseits finden sich
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Untersuchungen, welche die Zunahme monokotyler Arten nicht pauschal bestdtigen kénnen
(ALBRECHT, 2004). Den Einfluss der Fruchtfolge in Verbindung mit pflugloser Bodenbearbeitung am
Standort Glaubitz beschreibt PALLUTT (2010). Bei getreidebetonten Fruchtfolgen und Verzicht auf
Hackfriichte nehmen monokotyle Arten stark zu.

Aus dem Netz der Vergleichsbetriebe ist bekannt, dass die pfluglose Bodenbearbeitung mit
héherem Aufwand an Herbiziden einhergeht: in Getreide ist der Behandlungsindex (BI) um rund
0,3 und in Raps um 0,6 erhoht (FReier et al., 2012).

Mittels eigener langfristiger Untersuchungen soll geprift werden, inwieweit die pfluglose
Bodenbearbeitung sich auf den Unkrautauflauf, besonders auch der Gréaser und den Auflauf von
Ausfallkulturen auswirkt und welche Konsequenzen sich daraus fiir die Intensitdt des Einsatzes
von Herbiziden ergeben.

Material und Methoden

Die Untersuchungen zum Einfluss der pfluglosen Bodenbearbeitung werden auf der
Versuchsflache Dahnsdorf des Julius Kiihn-Institutes durchgefiihrt. Dahnsdorf liegt im stdlichen
Brandenburg (52.108494 N, 12.636338 E) nahe der Stadt Bad Belzig im Naturraum Hoher Flaming.
Der Boden des Versuchsfeldes ist ein lehmiger Sandboden mit 57,9 % Sand, 37,5 % Schluff und
4,6 % Ton. Die Bodenwertzahl betragt im Mittel 48 Punkte, der pH-Wert liegt bei 5,8. Die durch
eine eigene Wetterstation auf dem Versuchsfeld gemessenen Werte der mittleren
Jahrestemperatur (1997 - 2012) und des mittleren Jahresniederschlages betragen 9,4 °C und 599
mm. Die Region ist durch eine hdufige Vorsommertrockenheit gekennzeichnet. Der Standort
drfte fur rund 1/3 der Ackerflachen der Neuen Bundeslander typisch sein.

Der Dauerversuch wurde im Jahr 1995 angelegt und 12 Jahre (2 Rotationen) mit zwei
unterschiedlichen Fruchtfolgen — Marktfrucht (67 % Getreide) und Futterbau (50 % Getreide) -
zwei Intensititen der Pflanzenschutzmittelanwendung - situationsbezogen und 50% von
situationsbezogen — und in jeder Intensitatsstufe vier Pflanzenschutzmittelstufen — unbehandelte
Kontrolle (UK), Fungizid (F), Herbizid (H) und Herbizid und Fungizid (HF) - durchgefiihrt. Zu
weiteren Versuchsdetails siehe PALLUTT et al. (2010).

Seit dem Herbst 2007 wurden beide Fruchtfolgen im Rahmen einer Neuausrichtung zu Winterraps
- Winterweizen - Winterroggen - Griinschnittroggen/Sorghum-Hirse - Erbsen - Triticale
vereinheitlicht.

Der Faktor Grundbodenbearbeitung wurde in den Stufen ,gepfliigt (wendend)” und ,pfluglos
(nicht-wendend)” mit jeweils 5 Wiederholungen durchgefihrt.

Die Intensitat der Pflanzenschutzmittelanwendung erfolgt nun in den Varianten ,Gute fachliche
Praxis (GFP)” und ,Integrierter Pflanzenschutz (IPS)”, wobei die Variante ,GFP” auf die ehemalige
situationsbezogene und die Variante ,IPS” auf die ehemalige 50 % von situationsbezogen gelegt
wurde. Im Rahmen der ,Guten fachlichen Praxis (GFP)” werden die Pflanzenschutzmittel
praxisiiblich unter Einbeziehung der Hinweise des amtlichen Pflanzenschutzdienstes angewandt.
Bei ,IPS” erfolgt eine starkere Berlicksichtigung von Schwellenwerten, eine situationsbezogene
Dosierung und eine ein- bzw. mehrfache Anwendung reduzierter Aufwandmengen (Splitting).

Innerhalb der beiden Strategien ,GFP” und ,IPS” werden die Nachwirkungen aus den
vorgehenden 12 Jahren der vier Pflanzenschutzmittelstufen (H1, H, HF1 und HF) ermittelt. Dabei
bedeutet ,H1” (ehemalige UK), dass hier bis Herbst 2007 kein Einsatz von Pflanzenschutzmitteln
erfolgte. Seit Herbst 2007 werden Herbizide eingesetzt, jedoch erfolgt weiterhin kein Einsatz von
Fungiziden im Getreide bzw. Insektiziden in Raps/Erbsen. Ahnlich ist die Stufe ,HF1” (ehemalige F);
hier erfolgte bis Herbst 2007 ebenfalls kein Einsatz von Herbiziden, jedoch wurden Fungizide in
Getreide bzw. Insektizide in Raps/Erbsen eingesetzt.

In der Stufe ,H” wurden seit Versuchsbeginn immer Herbizide eingesetzt, jedoch erfolgt (seit 1996)
kein Einsatz von Fungiziden im Getreide bzw. Insektiziden in Raps/Erbsen. Die Stufe HF bedeutet,
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dass seit 1996 Herbizide und auch Fungizide im Getreide bzw. Insektizide in Raps/Erbsen
eingesetzt werden.

Ausgedriickt als Behandlungsindex (Bl) der Herbizide ergeben sich fiir die Strategien in
Abhangigkeit von der Bodenbearbeitung folgende Werte: ,GFP” wendend ein Bl von 1,0; ,GFP”
nicht-wendend ein Bl von 1,6; ,IPS” wendend ein Bl von 0,8 und ,IPS” nicht-wendend ein Bl von
1,3.

Nach der Ernte und der Stoppelbearbeitung wird fiir jede Kulturart und jedes Jahr entschieden, ob
eine Behandlung der funf pfluglosen Wiederholungen mittels Glyphosat erfolgt.

Vor der Durchfiihrung einer Herbizidbehandlung wird in jeder einzelnen der Versuchsparzellen
der Unkrautauflauf nach Art und Anzahl an vier Zahlstellen mit 0,25 m” GréRe erfasst. Dies erfolgt
meist im Herbst, teilweise bei Weizen auch im Frihjahr. Ebenfalls wird an vier Zahlstellen der
Getreidedurchwuchs (Triticale) im Winterraps gezéhlt. Anhand der Auflaufzahlen wird tber die
Notwendigkeit einer Graminizidbehandlung entschieden.

Im Folgenden werden nur die immer mit Herbiziden behandelten Varianten ,H” und ,HF”
betrachtet, die ehemals nicht mit Herbiziden behandelten Varianten (H1 und HF1) werden hier
nicht betrachtet. Die Varianten ,H” und ,HF” werden, getrennt nach den Strategien ,GFP” und
,IPS” zusammengefasst (SCHWARZ und MoLt, 2010).

Fir die weitere Betrachtung des Unkrautauflaufs wird ein Mittelwert Gber die Kulturarten Triticale,
Winterweizen und Winterroggen berechnet. Durch diese Mittelwertbildung wird die Anzahl der
Versuchsparzellen vergréBert und die Aussagesicherheit, besonders vor dem Hintergrund der
heterogenen Unkrautverteilung auf Ackerflichen (z.B. MORTENSEN et al., 1993; Norbeo und
CHRISTENSEN, 1995), erhoht.

Ergebnisse

Glyphosat

Die Anwendung von Glyphosat und die erforderliche Aufwandmenge in den pfluglosen Varianten
hangen stark von der Anzahl und der GroBe der Durchwuchspflanzen der Vorkultur und den
vorhandenen Unkrdutern ab. Im Erntejahr 2008 wurde in allen Kulturen auf den pfluglosen
Flachen Glyphosat vor der Saatbettbereitung angewandt, da witterungsbedingt eine wenig
intensive Bodenbearbeitung durchgefiihrt werden konnte und somit die Ausfallpflanzen und die
Unkrauter in einem fortgeschrittenen Stadium waren. Uber die anderen Jahre gibt Tabelle 1
Auskunft und zeigt in welchen Kulturen Glyphosat mit entsprechender Aufwandmenge,
angegeben in aktiver Wirksubstanz (active ingredient) in Gramm je ha, angewandt wurde. Bei der
Dosierung wurde berticksichtigt in welcher Dichte und welchem Entwicklungsstadium der
Durchwuchs war bzw. welche Unkrauter in welchen Stadien vorhanden waren.

Durchwuchsbekampfung Raps

Im Winterraps erfolgte, auBer im Erntejahr 2011 (also Herbst 2010), immer eine
Durchwuchsbekdampfung in den pfluglosen Varianten mittels eines Graminizids. In Tabelle 2 sind
die Ergebnisse der Zdhlungen der Durchwuchspflanzen im Winterraps je m? als Mittelwert aller
Strategien und Varianten flr die wendende und nichtwendende Bodenbearbeitung angegeben.
Bei der Behandlungsentscheidung flossen auch die teilweise schlechteren Auflaufzahlen vom
Winterraps der pfluglosen Varianten mit ein.

Hervorzuheben sind die Erntejahre 2010 und 2013 mit 82 und 103 Durchwuchspflanzen je m?.
Durch eine trockene Witterung im August (unzureichende Bodenfeuchte) erfolgte der
Ausfallgetreideauflauf erst nach der Rapssaat und konnte im Vorfeld nicht mechanisch bekamft
werden.
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Tab. 1 Anwendung von Glyphosat vor Saatbettbereitung in den pfluglosen Varianten mit Angabe der aktiven
Wirksubstanz (active ingredient) in Gramm je ha in Klammern.

Tab. 1 Use of glyphosate before seedbed preparation in non-ploughed treatments with information on active
ingredient in gram per hectare in brackets.

Erntejahr Kulturen in denen Glyphosat eingesetzt wurde und angewandte aktive Wirksubstanz
2009 Winterroggen, Griinschnittroggen, Triticale, Winterraps (alle 675 g/ha)

2010 keine Anwendung

2011 Winterweizen, Triticale (beide 900 g/ha)

2012 Winterweizen, Winterroggen, Triticale (alle 900 g/ha)

2013 Winterweizen (1.360 g/ha), Winterroggen (1.800 g/ha), Triticale (1.800 g/ha)

2014 Winterweizen (1.125 g/ha), Winterroggen (720 g/ha)

Tab. 2 Anzahl der Durchwuchspflanzen in Winterraps in Abhdngigkeit von der Bodenbearbeitung (Mittelwert
Uber beide Stufen (GFP, IPS) der Herbizidintensitat).

Tab. 2 Number of volunteer plants in winter oilseed rape, differentiated by tillage system (mean of both herbicide
intensities, GFP and IPS).

Erntejahr Anzahl Durchwuchspflanzen pro m?
wendend nichtwendend
2008 1,1 20,8
2009 0,1 6,6
2010 1,4 82,2
2011 0,1 0,1
2012 0,2 15,8
2013 03 103,2
2014 0,5 7,6

Entwicklung der Verunkrautung

Betrachtet man den Auflauf der dikotylen Unkrauter, so sind verschiedene Zusammenstellungen
moglich. Aufgrund der Nachwirkungen der unterschiedlichen Fruchtfolgen in Verbindung mit den
Pflanzenschutzmittelintensitdten (SCHWARZ et al., 2012), werden die beiden Strategien ,GFP” und
JPS” in zwei verschiedenen Abbildungen dargestellt. Innerhalb jeder Abbildung werden die
beiden ehemaligen Fruchtfolgen (Marktfrucht und Futterbau) und der Effekt der
Bodenbearbeitung vergleichend dargestellt.

In der Strategie ,GFP" (Abb. 1) ist bei der wendenden Bodenbearbeitung der Auflauf dikotyler
Unkrduter in der Marktfruchtfolge und der Futterbaufruchtfolge vergleichbar. Ab dem fiinften Jahr
(2012) ist eine Zunahme der dikotylen Verunkrautung bei Pflugverzicht in beiden ehemaligen
Fruchtfolgen zu beobachten.
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Abb. 1 Auflauf von dikotylen Unkrdutern in der Strategie ,GFP” in Abhangigkeit von ehemaliger Fruchtfolge
und Bodenbearbeitung.

Fig. 1 Weed emergence of dicotyledonous weeds in the strategy “GFP” in dependency of former crop rotation and
soil cultivation.
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Abb. 2 Auflaufvon dikotylen Unkrdutern in der Strategie ,IPS” in Abhdngigkeit von ehemaliger Fruchtfolge und
Bodenbearbeitung.

Fig. 2 Emergence of dicotyledonous weeds in the strategy “IPS” in dependency of former crop rotation and soil
cultivation.
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In der Strategie ,IPS” (Abb. 2) sind die Auflaufzahlen dikotyler Unkrauter generell hoher als in der
Strategie ,GFP” Auch hier sind seit dem Erntejahr 2012, in den jeweiligen ehemaligen
Fruchtfolgen, die Auflaufzahlen bei der nicht-wendenden Bodenbearbeitung hoher. Besonders
augenscheinlich sind die sehr hohen Auflaufzahlen von 344 und 333 dikotylen Unkrdutern je m*in
den Jahren 2012 und 2013 in der ehemaligen Marktfruchtfolge. Bei der wendenden
Bodenbearbeitung ist in dieser Strategie seit dem fiinften Jahr (2012) ein Anstieg der
Auflaufzahlen erkennbar, jedoch trifft dies nicht auf die Strategie ,GFP“ zu. Bei dikotylen

Unkrdutern war eine geringe Nachwirkung der Fruchtfolge erkennbar.

Tab. 3 Auflauf von Windhalm (Apera spica-venti) in der Strategie ,GFP” und ,IPS* in Abhangigkeit von
ehemaliger Fruchtfolge und Bodenbearbeitung.

Tab. 3 Weed emergence of Apera spica-venti in the strategies “GFP” und “IPS” in dependency of former crop

rotation and soil cultivation.

Erntejahr Anzahl Windhalmpflanzen pro m*

GFP
Marktfrucht Futterbau
nicht- nicht-
wendend wendend wendend wendend
2008 57,7 34,1 28,6 22,8
2009 59,2 36,9 29,8 14,7
2010 49,9 60,6 36,0 333
2011 35,6 52,4 235 18,3
2012 31,9 70,4 27,5 27,8
2013 23,8 65,9 18,3 38,7
IPS
Marktfrucht Futterbau
nicht- nicht-
wendend wendend wendend wendend
2008 47,3 54,9 27,0 25,5
2009 55,7 62,9 38,1 27,6
2010 47,7 107,5 61,3 109,3
2011 33,3 79,4 22,6 28,9
2012 36,2 68,4 34,7 40,0
2013 31,8 119,0 29,0 82,2
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Die Zusammensetzung der dikotylen Unkrduter nach Arten ergibt, dass im Mittel finf Arten ca.
70% der dikotlyen Unkrautarten ausmachen: Viola arvensis, Veronica spp., Stellaria media,
Matricaria spp. und Centaurea cyanus. In der ehemaligen Marktfruchtfolge tritt C. cyanus verstarkt
auf, allerdings sind in den letzten Jahren auch in der ehemaligen Futterbaufruchtfolge in der
nichtwendenden Bodenbearbeitungsvariante mehr Kornblumen aufgelaufen. In der ehemaligen
Futterbaufruchtfolge tritt hingegen V. arvensis im starkeren Umfang auf.

Die Tabelle3 zeigt die Entwicklung der Verunkrautung mit Apera spica-venti, ebenfalls
zusammengefasst nach den Pflanzenschutzstrategien.

In der Strategie ,GFP” sind in der ehemaligen Futterbaufruchtfolge die Auflaufzahlen des
Windhalms geringer als in der ehemaligen Marktfruchtfolge. Der anfanglich hohere
Windhalmbesatz in der wendenden, ehemaligen Marktfruchtfolge ging im Laufe der Jahre zuriick,
wahrend in der nicht-wendenden, ehemaligen Marktfruchtfolge ab dem dritten Jahr ein stéarkerer
Auflauf zu beobachten ist. Bei der ehemaligen Futterbaufruchtfolge tritt dieser Effekt in der nicht-
wendenden Bodenbearbeitung, auf geringerem Niveau, erst ab dem sechsten Jahr auf.

In der Strategie ,IPS” ist eine vergleichbare Entwicklung zu beobachten. Beim Verzicht auf den
Pflug in Verbindung mit der verminderten Herbizidintensitait nehmen die Auflaufzahlen des
Windhalms starker zu.

Trotz der gemeinsamen Auswertung von mehreren Getreidearten zeigt sich ein starker
Jahreseinfluss, z. B. im Erntejahr 2010 und 2013, auf das Auflaufverhalten des Windhalms.

Diskussion

Durch die Zunahme der pfluglosen Bodenbearbeitung in Deutschland ergeben sich
Fragestellungen hinsichtlich der langfristigen Auswirkungen, z.B. die Entwicklung der
Verunkrautung, und beziiglich des Einsatzes von Herbiziden. Neben den positiven Wirkungen der
pfluglosen Bewirtschaftung, z.B. eine Energieeinsparung (z. B. SCHWARz, 2013), wird der damit
verbundene Einsatz von Glyphosat kritisch gesehen (z. B. STEINMANN, 2013).

Die Hohe des Unkrautauflaufs, insbesondere des Windhalms und des Durchwuchses hangt sehr
stark von der Jahreswitterung und der damit verbundenen Bodenfeuchte ab.

In unseren Versuchen war der Einsatz von Glyphosat nicht immer nétig, sodass im Erntejahr 2010
konnte generell darauf verzichtet werden konnte. Durch die Verteilung des Niederschlages der
Monate August und September 2009 (61,6 mm) mehrheitlich auf die letzte August- und erste
Septemberdekade (in Summe 40,6 mm) konnten die Ausfallkulturen keimen und so vor der
Aussaat mechanisch bekdampft werden. Die Niederschlagssumme der beiden Monate liegt unter
dem langjdhrigen Mittel von 95,6 mm. Im Jahr 2012 fielen im August und September ebenfalls
weniger Niederschlage als im langjahrigen Mittel. Die Summe der beiden Monate belduft sich auf
nur 50,1 mm, wobei sich die Hauptniederschldge hier auf die erste August- und letzte
Septemberdekade verteilen (in Summe 34,3 mm). Somit waren die Keimbedingungen ganzlich
andere als im Jahr 2009 und die Beseitigung der Durchwuchskulturen konnte nicht mechanisch
erfolgen. Die Verteilung des Niederschlages hat somit einen starken Einfluss auf den Besatz mit
Ausfallkulturen.

Die Getreidedurchwuchsbekdampfung im pfluglosen Winterraps war in 6 von 7 Jahren nétig,
lediglich im Erntejahr 2011 konnte darauf verzichtet werden. Dies war durch den sehr nassen
Herbst 2010 (275 mm Regen im August und September) begriindet, in welchem in den ersten
beiden Augustdekaden 89,2 mm Niederschlag fiel. Der Getreidedurchwuchs lief nahezu
vollstandig vor der Rapsaussaat auf und konnte mechanisch bekampft werden.

Die pfluglose Bodenbearbeitung bedingt einen hoéheren Aufwand an Herbiziden. Im Mittel
unserer Versuche stieg der Behandlungsindex (Bl) um ca. 0,5 an. Ebenfalls einen erhdhten
Behandlungsindex der Herbizide bei pflugloser Bodenbearbeitung um rund 0,3 und bei Raps um
0,6 ermittelt FREIER et al. (2012) im ,Netz Vergleichsbetriebe Pflanzenschutz”. Die etwas geringere
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Zunahme des Bl in den Vergleichsbetrieben bei pflugloser Bodenbearbeitung ist vermutlich auf
die dort héhere Herbizidintensitat (Bl Herbizid bei rund 1,7) zuriickzufiihren.

Die Bodenbearbeitung, die Intensitat der Herbizidanwendung und die Fruchtfolge beeinflussen
die Entwicklung der Verunkrautung. Die Auswirkungen der Bodenbearbeitung und der Intensitat
der Herbizidanwendung sind finf bis sechs Jahre lang erkennbar. Fruchtfolgebedingte
Nachwirkungen bleiben insbesondere bei pflugloser Bodenbearbeitung lange erhalten. Der Effekt
der Fruchtfolge ist bei Herbizidverzicht deutlich starker ausgeprdagt und resultiert aus dem
hoéheren Getreideanteil in der Fruchtfolge (SCHWARz et al., 2012).

Beim Windhalm hat die Jahreswitterung einen starken Einfluss auf das Keimverhalten, da
Windhalm aus einer geringen Tiefe auflauft. Aus diesem Grund schlagen sich die
witterungsbedingten Unterschiede in den einzelnen Jahren wesentlich starker nieder als bei der
Summe der dikotylen Arten.

Nach Anwendung von um ca. 20 % reduzierten Herbizidaufwandmengen (Strategie ,IPS”) in
Verbindung mit der pfluglosen Bodenbearbeitung, steigt die Verunkrautung stetig an. Eine
reduzierte Bodenbearbeitung ist mit einer verstirkten Herbizidanwendung verbunden. Bei
erfolgreicher Nutzung reduzierter Herbizidaufwandmengen kann auf eine Pflugfurche
grundsatzlich nicht verzichtet werden.

Dies bestdtigen auch Untersuchungen am Standort Glaubitz (PALLuTT, 2010). Dort fihrten
verringerte Herbizidaufwandmengen in Verbindung mit getreidebetonter Fruchtfolge und
pflugloser Bodenbearbeitung zu einer starkeren Verunkrautung mit dikotylen Arten und
Windhalm. Ahnliche Effekte bei Pflugverzicht sind auch im 6kologischen Landbau zu beobachten
(DITTMANN, 2012).
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Zusammenfassung

Viele Studien belegen, dass ein regionales Auftreten von gut angepassten Unkrautarten in Verbindung mit
regional angebauten Fruchtfolgesystemen steht. Selbstfruchtfolgen oder sehr enge Fruchtfolgen werden als
besonders kritisch fir die Etablierung und Verbreitung von Problemunkrautern angesehen. Diese Studie
untersucht den Einfluss der Fruchtfolge auf das Auftreten von Amaranthus retroflexus (L.), Anchusa arvensis (L.)
M. Bieb., Echinochloa crus-galli (L.), Galium aparine (L.), Geranium pusillum (L.), Sisymbrium officinale (L.), Solanum
nigrum (L)), Stellaria media (L.) Vill. und Viola arvensis Murray in Fruchtfolgen mit unterschiedlichen
phytomedizinischen Risiken. An zwei Standorten in Deutschland werden in einem Feldversuch die
Energiepflanzen Mais (M), Winterraps (WR) und Winterweizen [mit friiher (WWF) und spéter Aussaat (WWS)]
seit 2008 (Rostock) beziehungsweise 2009 (G6ttingen) in vier Fruchtfolgen (M, WR - WWF, WR - M - WWS und
WR - WWF - M - WWS) angebaut. Eine Aussaat der genannten Unkrautarten zu Beginn des Versuchs simuliert
in allen Systemen einen vergleichbaren kiinstlichen Unkrautdruck. Die Unkrautartendichten wurden in einem
standardisierten Erhebungsverfahren vor dem Einsatz von Herbiziden erfasst. Eine Auswertung der ersten vier
beziehungsweise drei Versuchsjahre liefert Hinweise auf fruchtartspezifische Effekte beziiglich des regionalen
Auftretens von A. arvensis, E. crus-galli, G. pusillum, S. nigrum und S. media. Aus ersten fruchtfolgespezifischen
Effekten kann geschlossen werden, dass eine Auflockerung eine wirksame vorbeugende MalRnahme zur
Verminderung der Unkrautdichten darstellt.

Stichwéorter: Energiepflanzen, Fruchtfolgegestaltung, Mais, Solanum nigrum, Stellaria media,
Unkrautmanagement, Winterraps

Abstract

Several studies indicate links between regional occurrence of well adapted weed species and crop rotations.
Monocultures or very short crop rotation, which increased in the past decades are crucial for the establishment
and dispersion of problematic weed species. In this study the impact of crop rotation on the occurrence of the
species Amaranthus retroflexus (L.), Anchusa arvensis (L.) M. Bieb., Echinochloa crus-galli (L.), Galium aparine (L.),
Geranium pusillum (L.), Sisymbrium officinale (L.), Solanum nigrum (L.), Stellaria media (L.) Vill., Viola arvensis
Murray is investigated in four crop rotations with varying potential of crop health risks. Therefore, maize (M),
oilseed rape (WR) and winter wheat [early sowing (WWF) and late sowing (WWS)] are cropped in four different
rotations (M, WR - WWF, WR - M - WWS and WR - WWF - M - WWS) at two study sites in Germany since year
2008 (Rostock) and 2009 (Gottingen). At the start of the project selected weed species were sown into some
plots in order to simulate an artificial similar weed pressure. In all plots weed species densities were counted
before spraying in a standardized observation method. Analyses of four, respectively three years give
evidences of crop specific effects regarding A. arvensis, E. crus-galli, G. pusillum, S. nigrum and S. media.
Moreover, first effects of crop rotations on problematic weed species indicates that expanding crop rotations is
a preventive tool to reduce weed densities.

Keywords: Crop rotations, energy-crops, maize, oilseed rape, Solanum nigrum, Stellaria media, weed
management

Einleitung

Der Anbau nachwachsender Rohstoffe besitzt in der landwirtschaftlichen Praxis einen hohen
Stellenwert. In den vergangenen Jahren hat sich diese Anbauflache mehr als verzehnfacht. Es wird
vermutet, dass die Nachfrage von Energiepflanzen schon in naher Zukunft zu einer
Flachenausdehnung von mehreren Millionen Hektar fiihren wird (ZEGADA-LIzARAZU und MONTI,
2010). Parallel dazu ist weltweit eine Verklrzung von Fruchtfolgen bis hin zu Selbstfolgen zu
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beobachten (BENNETT et al, 2012). In Deutschland sind es vor allem die Energietrdger Mais,
Winterraps und Wintergetreide (STEINMANN und DoBers, 2013) die durch eine wachsende
ackerbauliche Spezialisierung das agrarische Landschaftsbild hdufig in  Form von
Selbstfruchtfolgen und sehr engen Fruchtfolgen pragen. Aus phytomedizinischer Sicht und mit
Blick auf die Entwicklung von Problemunkrautarten, das heilt Unkrautarten mit kulturell
dhnlichen  phénologischen  und  physiologischen  Eigenschaften und  negativen
Agrarokosystemfunktion, tragen Maisselbstfolgen und enge Winterrapsfruchtfolgen gréRere
Risiken. Zum Beispiel kann ein einseitiges Herbizidmanagement das Auftreten von gut
angepassten Unkrautarten begiinstigen (GRUNDY et al., 2010). Des weiterem zeigten FRIED et al.
(2008), dass grof3e Unterschiede zwischen flachenspezifischen Unkrautgesellschaften mit der Wahl
der Vorfrucht und Wahl der aktuellen Kultur zusammenhéngen. So begiinstigen Maisselbstfolgen
signifikant das Auftreten von gut angepassten Unkrautarten wie Echinocloa crus-galli und
Amaranthus retroflexus (FRIED et al., 2010). HANzLK und GEROwITT (2010) zeigten, dass auch auf
Winterrapsflachen in Deutschland groe Unterschiede zwischen Unkrautgesellschaften mit der
Wahl der Vorfrucht zusammenhangen. Vor allem Geranium spp., Sisymbrium spp. und Anchusa
spp. waren in intensiv bewirtschafteten Winterrapsanbaugebieten zu finden (HANzLK und
GEROWITT, 2012).

Diese Studie untersucht in Feldversuchen, ob eine Auflockerung von engen Fruchtfolgen
(Maisselbstfolge; Winterraps — Winterweizen) eine wirksame phytosanitdre MaBnahme darstellt
und dem Auftreten von Problemunkrdutern in Mais und Winterraps entgegenwirkt.

Material und Methoden
Versuchsdesign

In einem Feldversuch werden an den Standorten Rostock (N 54.061595, E 12.083277; HRO) und
Gottingen (N 51.557883, E 9.917639; GOE) die Energiepflanzen Mais (M), Winterraps (WR) und
Winterweizen (WW) seit 2008 beziehungsweise 2009 in vier unterschiedlich konzipierten
Fruchtfolgen (FF) in einem Split-Plot Design angebaut. Bedingt durch die Stellung innerhalb der
Fruchtfolgen erfolgt der Anbau von WW zu einem frilhen (September; WWF) oder spatem
(Oktober; WWS) Aussaattermin. Neben einer Selbst- und engen Fruchtfolge [M (FF1) und WR -
WWEF (FF2)] erfolgt die Kultivierung von M und WR in zwei weiteren Fruchtfolgen [WR - M - WWS
(FF3) und WR - WWF - M — WWS (FF4)]. Es handelt sich an beiden Standorten um einen echten
Fruchtfolgesystemversuch, das heif3t jedes Fruchtfolgeglied wird in jedem Jahr, auf vier Parzellen
(HRO: a = 6m x 6 m; GOE: a = 8 m x 7,5m) und mit vier Wiederholungen angebaut (Split). Ein
weiterer Versuchsfaktor ist die Einsaat von ausgewdhlten Unkrautarten (Plot). Neben drei
Maisunkrautarten [Amaranthus retroflexus, Echinochloa crus-galli, Solanum nigrum] wurden drei
Rapsunkrautarten [Anchusa arvensis, Sisymbrium officinale, Stellaria medial, so wie drei
kulturlibergreifende Arten [Galium aparine, Geranium pusillum, Viola arvensis] in den Oberboden
eingesat. Der bodenbiirtige Samenvorrat wurde an beiden Standorten in allen Fruchtfolgefeldern
in zwei Parzellen durch eine Einsaat von 1.200 Samen/m? und Art (FF1, FF3, FF4) beziehungsweise
600 Samen/m? und Art (FF2) in einen Sub-Plot/Parzelle (2 m x 4 m) erhéht. Da der Anbau von FF2
durch ein konservierendes Bodenbearbeitungssystem ohne Pflug erfolgt, wurde die Anreicherung
des Samenvorrats im Oberboden auf 600 Samen/m? und Art verringert. Insgesamt erfolgte eine
Anreicherung des Bodensamenvorrats um 10.800 Samen/m? (FF1, FF3, FF4) beziehungsweise
5.400 Samen/m? (FF2).

Standorte und agronomische MalBnahmen

Das Bodengeflige am Standort HRO besteht aus einem sandigen Lehm (ber Grundmordnen-
Geschiebe und besitzt eine Bodenzahl von 45. Die Bodeneigenschaften am Standort GOE
entsprechen einem tonigen Schluff auf tiefgriindigem Auenlehm und einer Bodenzahl von 86. In
den FF1, FF3 und FF4 wird an beiden Standorten vor und nach Mais bis zu einer Tiefe von 25 cm
gepfligt. In FF2 wird der Boden konservierend bearbeitet. Aussaaten, DiingemaBnahmen und
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Ernten erfolgen an beiden Standorten zu agronomisch sinnvollen Terminen. Der Herbizideinsatz
richtet sich nach dem situationsbedingten Unkrautdruck. Der Einsatz von Fungiziden und
Insektiziden erfolgt je nach Notwendigkeit und unter Beriicksichtigung der Empfehlungen des
Pflanzenschutzdienstes der Landwirtschaftskammer Niedersachsen (Warndienst) und dem
Landesamt fiir Landwirtschaft, Lebensmittelsicherheit und Fischerei in Mecklenburg-Vorpommern
(Warndienst).

Datenerhebung und -analyse

Die Erfassung ausgesdter Unkrautarten erfolgte durch ein standardisiertes Boniturverfahren. Mit
dem Géttinger Zdhl- und Schatzrahmen (0,10 m?) wurden die Abundanzen (Pflanzen - m?) der
Unkrautarten durch 10 Messwert-Wiederholungen pro Parzelle ermittelt. Der Erhebungszeitpunkt
richtete sich in jedem Anbaujahr nach den Entwicklungsstadien der Kulturen (BBCH =12-14;
M = Mai/Juni, WR = September/Oktober, WWF = Oktober/November). Bedingt durch einen
spateren Aussaattermin erfolgte die Datenerhebung im WWS im Friihjahr (April/Mai) einer jeden
Anbauperiode. Alle Erhebungen fanden vor dem Einsatz von Herbiziden statt. Die ermittelten
Unkrautdichten wurden artspezifisch fiir jede FF lber den Versuchszeitraum von 2008 -2011
(HRO) beziehungsweise 2009-2011 (GOE) zu einer Stichprobe aggregiert und mittels
Verteilungsanalysen auf eine Etablierung in den Fruchtfolgen untersucht. Die aggregierten
Stichproben wurden mit dem Shapiro-Wilk Test auf Normalverteilung geprift. Es lagen keine
Normalverteilungen vor. Die Etablierung der ausgesaten Unkrautarten wird fruchtfolgespezifisch
fur beide Standorte durch Berechnung der oberen Quartilwerte (Qs), fiir Parzellen mit
bodenbiirtiger sowie bodenbiirtiger + eingesater Verunkrautung, dargestellt. Qs bezeichnet den
Wert, der die Messwerte in 75 %-Anteile unterhalb und 25 % oberhalb trennt so wie der Median
die Stichprobe in jeweils zwei 50 % Bereiche aufteilt (KOHLER et al., 2012). Wir nutzen den Qs anstatt
des Medians, um die Werte grafisch darstellen zu kénnen. Eine Etablierung der ausgesdten
Unkrautarten in den Fruchtfolgen wurde als erfolgreich gewertet, wenn Qs = 3 Pflanzen - m?- a™.
Auftreten und Dichte der Unkrautarten wurde, aufgrund fehlender Normalverteilung, mittels
Rangvarianzanalyse (Kruskal Wallis Test) auf signifikante Unterschiede (a = 0,05) zwischen den
Fruchtfolgen und Fruchtfolgegliedern untersucht. Statistische Auswertungen erfolgten mit R
Software und den Paketen agricolae und stats (R CORre TEAm, 2013).

Ergebnisse
Etablierung ausgesdter Unkrautarten

Am Standort HRO konnten sich fiinf der neun ausgesdten Unkrautarten in den Fruchtfolgen
etablieren. S. media besitzt in den FF1 - 4 ein hohes Vorkommen in Parzellen mit bodenblirtiger
Verunkrautung (Abb. 1a), wahrend die Abundanz auf den Parzellen mit gezielter Einsaat (Abb. 1¢)
zusatzlich erh6ht werden konnte. Weitere Einsaaterfolge zeigen sich flr A. arvensis, E. crus-galli, G.
pusillum und V. arvensis. Die Dichte von G. pusillum und V. arvensis konnte in Parzellen mit
Unkrauteinsaat in allen Fruchtfolgen um ein Vielfaches gesteigert werden, wahrend fir A. arvensis
und E. crus-galli nur geringe Verdanderungen im Auftreten erkennbar sind. Dartiber hinaus konnten
keine Effekte der Einsaat fir A. retroflexus, G. aparine, S. nigrum und S. officinale am Standort HRO
gemessen werden (Abb. 1e). Am Standort GOE fiihrte die Aussaat von G. pusillum, S. media und V.
arvensis zu einer Erhohung der Artdichten auf Parzellen mit Unkrauteinsaat (Abb. 1b und 1d). Im
Gegensatz dazu konnte nur ein leichter Anstieg von S. nigrum auf Parzellen mit Unkrauteinsaat
gegenliber Parzellen mit bodenbiirtiger Verunkrautung gemessen werden. Bei A. arvensis, A.
retroflexus, E. crus-galli, G. aparine und S. officinale traten keine Effekte der Einsaat am Standort GOE
auf (Abb. 1f). Fiir weitere Betrachtungen wurden Arten ohne erkennbaren Einsaaterfolg (Abb. 1e-f)
standortspezifisch aussortiert.
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Abb. 1 Obere Quartilwerte (Qs; Pflanzen - m? - a’') ausgesiter Unkrautarten fiir Parzellen mit
bodenbiirtiger [a) und b)] und kiinstlicher Etablierung [bodenbiirtig + eingesat; c) - f)].

Fig. 1 Upper quartile (Qs; Plants - m- yr') of sowing weed species for plots with soil-borne [a) and b)]
and artificial establishment [soil-borne + added weed seeds; c) - f)].

Fruchtfolge- und fruchtartspezifische Unkrautverteilung

Tabelle 1 zeigt fruchtfolge- und fruchtartspezifische Schwerpunkte im Auftreten von A. arvensis, E.
crus-galli, G. pusillum, S. media und V. arvensis am Standort HRO. Die Verteilung der Dichte von A.
arvensis und E. crus-galli unterscheidet sich signifikant zwischen den Fruchtfolgen (¥* > 7,81; P <
0,05) und sinkt mit abnehmendem Maisanteil in der Rotation. Hohe Unkrautdichten von S. media
treten vor allem in Fruchtfolgen mit WR- und WW-Anteilen auf. Das Vorkommen von S. media
unterscheidet sich dabei signifikant zwischen den Fruchtfolgen (y* > 7,81; P < 0,05), wobei die
hochsten Unkrautdichten im WR und WWF auftreten. Im Gegensatz dazu kann kein signifikanter
Unterschied im Auftreten von V. arvensis und G. pusillum zwischen den Fruchtfolgen festgestellt
werden. Tendenziell hoéhere Dichten beider Unkrautarten kommen in WR und WWS
beziehungsweise WR, WWF und WWS vor.
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Tab. 1 Obere Quartilwerte (Qs; Pflanzen - m? - a”) von A. arvensis, E. crus-galli, G. pusillum, S. media
und V. arvensis in den Fruchtfolgen (FF1 - FF4) sowie kulturspezifisch fir alle Fruchtfolgeglieder
(Mais FF1 — WWS FF4) am Standort HRO (2008 — 2011). x>Werte und P-Werte (Kritische Werte:
Xaoes = 7,81; X095 = 16,92) kennzeichnen signifikante Unterschiede in der artspezifischen
Verteilung zwischen den Gruppen (Kruskal Wallis Test). Gruppen mit gleichem Buchstaben zeigen
keine signifikanten Unterschiede in der Verteilung. a = 0,05.

Tab. 1 Upper quartile (Q3; Plants - m2- yr') of A. arvensis, E. crus-galli, G. pusillum, S. media and V.
arvensis at study side HRO (year 2008 — 2011) for crop rotations (FF1 — FF4) and crops of each rotation
(Mais FF1 — WWS FF4), respectively. x*values und P-values (critical values: x%:.0.0s = 7,81; X%00.95 = 16,92)
denotes significant differences in weed density dispersion between groups (Kruskal Wallis Test). Groups
with same letters were not significantly different. a = 0,05.

A. arvensis E. crus-galli G. pusillum 8. media V. arvensis

n Qz x* P Qz x* P Qz x* P Q x* P Qz x* P
Fruchtfolge 37 =0.001 69 «0,001 1 077 34 =0,001 41 025
FF1 64 60 a 33 a 4,0 100 ¢ 1,0
FF2 128 1.0 ¢ 0 c 1.3 570 a 2,0
FF3 186 | 20 b 0 b 25 222 b 4.0
FF4 252 1.0 bc 0 b 4.0 242 b 3.0
Kultur + Fruchtfolge 54 =0,001 124 «0,001 12 0.1 92 =0,001 39 =0,001
Mais FF1 64 60 a 3,3 a 4,0 10,0 ¢ 1,0 cde
Mais FF3 64 3,3 ab 1,0 ab (1] 11,0 ¢ 0 [z}
Mais FF4 64 2,0 bc 0,3 bc 1,0 3,3 «C 1,0 de
WR FF2 64 1,0 d 0 e 5,5 44,0 ab 2,0 abc
WR FF3 B0 2,0 cd 0o d 10,3 31,3 b 10,5 ab
WR FF4 60 2,0 cd 0 «cd 9,0 253 b 10,5 abc
WWF FF2 64 1,0 d 1] e 1,0 203,0 a 2,0 bed
WWF FF4 64 1,0 d 1] e 15,0 83,0 a 33 ab
WWS FF3 64 1,0 «cd ] e 3,8 28,3 ab 75 a
WWS FF4 64 L0 d 0 e 2,8 180 b 55 ab

Am Standort GOE sind Unterschiede im Auftreten von G. pusillum, S. nigrum, S. media und V.
arvensis (Tab. 2) erkennbar. Die Dichten von G. pusillum und S. media unterscheiden sich signifikant
zwischen den Fruchtfolgen (¥ > 7,81; P < 0,05), wobei hohe Dichten nur beziehungsweise vor
allem im WR der FF2-4 auftreten. Auch das Auftreten von S. nigrum unterscheidet sich signifikant
zwischen den Fruchtfolgen. Als Schwerpunkt fiir hohe Dichten wurde FF1 sowie Mais als
Fruchtfolgeglied in FF3 und FF4 ermittelt. Im Gegensatz dazu weisen die Dichten von V. arvensis
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Fruchtfolgen auf, obwohl ein signifikanter
fruchtartspezifischer Effekt im Auftreten sichtbar ist.
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Tab. 2 Obere Quartilwerte (Qs; Pflanzen - m™ - a) von G. pusillum, S. nigrum, S. media und V.
arvensis in den Fruchtfolgen (FF1-FF4) sowie kulturspezifisch fiir alle Fruchtfolgeglieder (Mais FF1
— WWS FF4) am Standort GOE (2009 — 2011). x>Werte und P-Werte (Kritische Werte: x*s095 = 7,81;
X’s09s = 16,92) kennzeichnen signifikante Unterschiede in der artspezifischen Verteilung zwischen
den Gruppen (Kruskal Wallis Test). Gruppen mit gleichem Buchstaben besitzen keinen
signifikanten Unterschied in der Verteilung; a = 0,05.

Tab. 2 Upper quartile (Qs; Plants - m2-yr?) of G. pusillum, S. nigrum, S. media and V. arvensis at study
side GOE (year 2009 — 2011) for crop rotations (FF1 — FF4) and crops of each rotation (Mais FF1 - WWS
FF4), respectively. x*values und P-values (critical values: %095 = 7,81; X%095s = 16,92) denotes significant
differences in weed density dispersion between groups (Kruskal Wallis Test). Groups with same letters
were not significantly different; a = 0,05.

G. pusillum S. nigrum 5. media V. arvensis
n Qz x* P Qs x* P Q: x* P Q: x* P

Fruchtfolge 12 <0,001 52 =0,001 47 <0,001 3 035
FF1 48 0 b 1122 a 0 [ 2.0

FF2 96 12 a 1.2 ¢ 155 a 14,0

FF3 136 0 ab 242 b 40 b 23,0

FF4 192 0 b 6,0 b 12 b 12,0

Kultur + Fruchtfolge 67 =0,001 311 =0,001 118 =0.001 44 <0,001
Mais FF1 48 0 b 1123 b [1] e 0 bed

Mais FF3 40 [} b 83,0 ab 0 de 0 de

Mais FF4 48 [} b 161,83 a [} e 0 cde

WR FF2 48 26,5 a 4,3 ¢ 20,5 a 33 a

WR FF3 48 29,0 a 11,3 ¢ 23,5 ab 1,3 ab

WR FF4 48 36,0 a 3,0 ¢ 30,0 ab 1,0 ab

WWF FF2 48 0 b 0 d 6,8 b 0 cde

WWF FF4 48 0 b 0 d 1,3 0 e

WWS FF3 48 0 b 0 d 2,0 0 bc

WWS FF4 48 0 b 0 d 1,0 «cd 0 bc
Diskussion

Untersuchungen von Fruchtfolgeeffekten auf Unkrautarten beziehungsweise
Unkrautgesellschaften bendtigen hdufig lange Zeit bevor der Samenvorrat und die daraus
auflaufende bodenbiirtige Verunkrautung reagieren (GEROWITT und BODENDORFER, 1998; DOUCET et
al., 1999). Um Fruchtfolgeeffekte, das heilt eine Beeinflussung der Verunkrautung in Vielfalt und
Dichte, schneller erkennen und messen zu konnen, erfolgte zu Beginn dieser Studie eine
parzellenspezifische Aussaat von Problemunkrautarten.

In Regionen mit intensivem Maisanbau gehdren E. crus-galli und S. nigrum zu den 15 wichtigsten
Unkrautarten (MEHRTENS et al., 2005). In dieser Studie fiihrte eine Auflockerung von
Maisselbstfolgen mit Winterraps und Winterweizen zu einer fruchtfolgespezifischen Abnahme von
A. arvensis und E. crus-galli am Standort Rostock, so wie S. nigrum am Standort Géttingen. HANZLIK
und GEROWITT (2012) fanden einen Zusammenhang zwischen dem Vorkommen von A. arvensis und
Regionen mit intensivem Rapsanbau. Hier trat diese Art auch im Mais héufig in hohen Dichten auf.
Dieser Befund liefert einen Hinweis darauf, dass A. arvensis durchaus nicht auf Raps als Feldfrucht
beschrankt ist. Auch E. crus-galli und S. nigrum traten im Mais haufig in hohen Dichten auf. Dies
kann auf den artspezifischen Lebenszyklus beziehungsweise die fiir die Keimung notwendige
Basistemperatur sowie die potentielle Keimperiode von E. crus-galli und S. nigrum zuriickgefthrt
werden (GUILLEMIN et al., 2012). Wahrend die Dichte von A. arvensis und E. crus-galli durch
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erweiterte Fruchtfolgegestaltung im Mais sinkt, konnte ein solcher Effekt fiir S. nigrum nicht
gemessen werden.

Eine Auflockerung von Winterraps - Winterweizen Fruchtfolgen mit Mais flihrte zu einer
fruchtfolgespezifischen Abnahme von S. media am Standort Rostock, sowie zu einer Abnahme von
G. pusillum und S. media am Standort Gottingen. Hohe Dichten von G. pusillum und S. media traten
in Gottingen vor allem im Winterraps auf. In Rostock weisen vor allem Winterweizen und
Winterraps hohe Dichten von G. pusillum und S. media auf. S. media fiihrt bereits bei geringer
Dichte (1,4 Pflanzen - m?) zu einem Ertragsverlust (5 %) im Winterraps (LUTMAN et al., 2000). Die Art
zadhlt zu den wichtigsten Unkrdutern in Deutschland (GOERKE et al., 2008; HANZLIK und GEROWITT,
2012). Eine erweiterte Fruchtfolgegestaltung flihrte am Standort Rostock zu einer Abnahme von S.
media im Winterraps und Winterweizen.

Die Auswertung liefert erste Hinweise darauf, dass eine Auflockerung von Maisselbstfolgen und
engen Winterrapsfolgen dem Auftreten von regional bedeutsamen Problemunkrautarten
entgegenwirkt und somit eine wirksame phytosanitdare MaBBnahme darstellen kann.
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Summary

Bromus sterilis L. (barren brome) has become a troublesome weed of winter cereals in reduced tillage systems,
mainly in South and North America, middle and Western Europe. In the Czech Republic, its importance has
increased dramatically over the past 10 years. Barren brome is reported as a problem weed in other winter
crops such as oil seed rape, in vineyards and in other cultivated places. In this study, the dormancy and
germination under different temperatures, water and light regimes were investigated. Emergence from
different depths and persistence in the soil profile were investigated under field conditions. The seeds of
Bromus sterilis showed broad ecological valence to hydrothermal factors germinating in the wide range of 5 to
35 °C. Similarly, no strong effect on the germination in an environment with low water potential was observed.
The response to light at various temperatures showed that seeds germinated better in darkness. The
emergence declined significantly with burial depth (under 40 mm). The loss of primary dormancy was rapid in
time and only 50% of the seeds germinated within 8 weeks after collecting from maternal plants. The seeds
were not able to survive in the soil seed bank for a longer time and fall seeds lost viability 1 year after burial in a
soil profile.

Keywords: Bromus sterilis, emergence, germination, seed dormancy, viability

Zusammenfassung

Bromus sterilis L. (Taube Trespe) hat sich in den letzten Jahren zu einem problematischen Unkraut im
Wintergetreide bei reduzierter Bodenbearbeitung, vor allem in Siid-und Nordamerika sowie in Mittel- und
Westeuropa entwickelt. Seine Bedeutung hat auch in der Tschechischen Republik in den vergangenen 10
Jahren stark zugenommen. In dieser Arbeit wurden die Dormanz und Keimung unter verschiedenen
Temperatur-, Wasser- und Licht-Regimen untersucht. Auch der Auflauf aus unterschiedlichen Bodentiefen und
die Lebensfahigkeit im Boden wurden unter Feldbedingungen untersucht. Die Samen der Tauben Trespe
zeigten breite Okologische Valenz in Bezug auf hydrothermale Faktoren und keimten in einem breiten
Temperaturbereich von 5 - 35 °C. Ebenso wurde kein starker Einfluss des niedrigen Wasserpotentials auf die
Keimung festgestellt. Die Samen keimen unabhédngig von der Temperatur besser im Dunkeln als im Licht. Der
Auflauf nahm signifikant mit der Bodentiefe (unter 40 mm) ab. Ein relativ rascher Verlust der primaren
Dormanz wurde beobachtet und die Samen keimten 8 Wochen nach dem Absammeln von den
Mutterpflanzen nur noch zu 50 %. Die Samen waren nicht imstande in der Samenbank fiir langere Zeit zu
Uberleben. Nach einem Jahr im Boden waren die Samen nicht mehr lebensfahig.

Stichwaorter: Auflauf, Bromus sterilis, Dormanz, Keimung, Lebensfahigkeit

Introduction

Bromus sterilis L. (Anisantha sterilis, barren brome) has become a troublesome annual weed of
winter cereals in reduced tillage systems, mainly in South and North America, Middle and West
Europe (BupD, 1981; HAFLIGER and ScHoLz, 1981; FROUND-WILLIAMS, 1983; EGGERS, 1990; ALLEN and
MEYER, 2002; ANDERSSON et al., 2002; MIKULKA et al., 2005). This weed is very difficult to control
especially in cereals, because of its fast population dynamics and the lack of efficient herbicides
available. In the Czech Republic, its importance has increased dramatically over the past 10 years.
Barren brome is reported as a problem weed in other winter crops such as oil seed rape, in
vineyards and in other cultivated plants.

Primary dormancy of B. sterilis is very short (HILTON, 1984). Typically, B. sterilis emerges in early
autumn, together with winter cereals and overwinters in the cereals stands (KouskovA, 2001). The
temperature optimum for germination ranges between 5 and 23 °C (HiLTON, 1984). Mature dry
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seeds germinate best at a temperature of 15 °C without light as a trigger (BUHLER and HOFFMAN,
2000). Germination of freshly harvested seeds can be inhibited by red light (HiLTON, 1987). Light
induced dormancy was observed by POLLARD (1982) and PETERS et al. (2000). The seeds of B. sterilis
are able to germinate from at 0 to 7 cm soil depths. Their persistence in soil is short (ROBERTS, 1986).
KouskovA (2001) reported that the seeds did not emerge after burial at 7 to 10 cm.

This research is focused on the influence of hydrothermal and light conditions on viability,
germination and emergence of a selected Czech population of Bromus sterilis.

Material and Methods

Seeds of B. sterilis for experiments were collected in July 2011 and 2012 in one locality close to
Diemcice (50° 28' 28"N, 13° 54’ 47"E) in the Czech Republic. Seeds were air dried after collection
and stored dry in darkness at 20 °C in the lab until use.

Dormancy and germination laboratory tests

Seed germination was tested in 12-cm-diam Petri dishes. Into these dishes, smaller Petri dishes of
7-cm-diam were inserted upside-down and covered by cellulose filter paper. The cellulose filter
paper was moistened with 20 ml of distilled water or polyethylene-glycole 6000 (PEG) solution. 25
seeds were placed per Petri dish in four replicates for each treatment. Two different light regimes
(12 hour light/ 12 hour darkness and permanent darkness) were used. Germination tests were
carried out under fluorescent light (growth chamber Sanyo MLR-350H), providing a photo flux
density of approximately 160 uE m? s’ and R/ FR ratio of 15. For germination in complete
darkness, the Petri dishes were wrapped in one layer of aluminium foil. Seeds were inspected for
germination in Petri dishes for 21 days; germinated seeds were counted daily. The dishes in the
darkness regime were inspected under green light of a wavelength of 532 nm, which does not
affect the seed dormancy.

Each remaining not germinating seed was tested for viability by the tetrazolium chloride test.
Seeds were placed in a Petri dish containing 10 ml of freshly prepared 0.2% solution of 2, 3, 5-
triphenyl tetrazolium chloride and incubate for half an hour. The seeds coloured pink or red were
considered viable.

A. Dormancy was tested at temperatures of 20 °C, 10 °C and 20/10 °C in one week intervals (first 2
months) and one month intervals until 12 months after harvest.

B. Germination was tested in a wide range of temperatures. Seeds were incubated at 0 °C, 5 °C,
10°C, 20 °C, 25 °C, 30 °C, 35 °C, 40 °C, and 45 °C. The experiment was carried out with fully matured
non-dormant seeds.

C. Effect of water stress on germination was simulated by usage of the PEG 6000 solution.
Temperatures in climatic chambers were set to 20 °C and 10 °C. The concentrations of PEG 6000
solutions were calculated according to Michel and Kaufmann (1973): = -0.25, -0.5, -0.75, -1, -1.25,
and -1.5 MPa for 20 °C and ¥=-0.075, -0.1, -0.25, -0.5, -0.75, -1 for 10 °C. As the control variant, a
germination in distilled water (W= 0) was used. The experiment was carried out with fully matured
non-dormant seeds.

The outputs of the B and C experiments were the seed germination values (%) and time, which is
necessary for germination of 50% of all germinated seeds during an observation period for each
treatment (Tso, days). Tso values were calculated using non-linear regression (Log-logistic four
parameters model).

Dynamics of Bromus sterilis emergence under field conditions

B. sterilis seeds were sown in the autumn of 2012 on an experimental field of CULS (50°7'39.803"N,
14°22'28.136"E) at different depths (0, 2, 4, 8, and 12 cm) with four replications each. This
experiment started at the 12 of September 2012. For each treatment and replication, 500 seeds
per Tm? were sown. Emergence was counted every week on Tm?2, Soil moisture and temperature
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were recorded using automatic sensors (2 x Pt1000+MinikinTT and Gypsum block GB3+MicroLog
SP3).

Persistence of Bromus sterilis seeds in a soil profile

A field trial on annual dynamics within a soil seed bank was established in 2012 starting on the 12
of September. 50 seeds were packed in plastic net bags together with 100 ml of soil. The seed
bags were buried in different depths of a soil profile (4, 12, and 24 cm) in four replications. The
bags were excavated monthly and viable seeds were recorded.

Analysis of variance was used for data evaluation in the Statistica program (version 10) and non-
linear regression in R-Project (version 2.15.2).

Results

Dormancy and germination

A. The primary dormancy of B. sterilis seeds was very short, only one month (Fig. 1-3). The seeds
did not germinate well in July. Just one week after the harvest of seeds from maternal plants, the
germination was only 10% under 12/12 light/darkness and 30% in darkness at 20 °C. In following
the 5 weeks, the germination increased to 60% under light and to 92% in darkness. In the
following months, the differences in germination at 20 °C were not statistically significant between
all light regimes at the probability level o = 0.05 (Fig.1). Below 10 °C temperature, the germination
one week after harvest was only 20% under light and 90% in darkness. Germination of seeds at
10 °C was lower, increased during the season but reached a maximum only 80% under the light
regime. In general, the lower temperature inhibited the germination in July and caused the
highest differences between the light and darkness regimes for a whole testing period (F = 10.958,
p>0.001) (Fig. 2). At changing temperature regimes of 20 °C with light and 10 °C in darkness, the
germination was 60% and 100% one week after harvest. Five weeks after the harvest, 93% of the
seeds germinated under light and 100% in the darkness regime with changing temperatures.
Germination in the months between August and June of the following year did not differ
significantly (F = 3.9064, p = 0.00019) at 20/10 °C.

The seeds of B. sterilis germinated better in darkness than under a light regime at all tested
temperatures.
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Fig. 1 Germination of B. sterilis at 20 °C.
Abb. 1 Keimung von B. sterilis bei 20 °C.

158 Julius-Kuihn-Archiv, 443, 2014



26" German Conference on weed Biology an Weed Control, March 11-13, 2014, Braunschweig, Germany

100
80 -
g
£ 60 -
2
€ 40 -
%
20 +
0 =

Y % R S
weeks

light W darkness

Fig. 2 Germination of B. sterilis at 10 °C.
Abb. 2 Keimung von B. sterilis bei 10 °C.
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Fig. 3 Germination of B. sterilis at 20/10 °C.
Abb. 3 Keimung von B. sterilis bei 20/10 °C.

B. The seeds did not germinate at either very low or very high temperatures such as 0 °C, 40 °C,
and 45 °C. The optimum temperature for germination ranged between 20 and 30 °C, when the
germination reached 95 to 100%. The seeds of B. sterilis germinated usually better in darkness than
in light. Only at 30 °C, the 12/12 light regime gave better germination than in darkness (Fig. 4).

The time which is necessary for germination of 50% of seeds under different temperatures is
presented in Table 1. The seeds germinated most quickly at the temperatures 20 °C and 25 °C in
both light regimes where 50% germination was achieved earlier than within one day. On the
contrary, at 5 °C under both light regimes, the Tso value ranged between 5 and 6 days.
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Fig. 4 Germination of B. sterilis seeds at different temperatures.
Abb. 4 Keimung von B. sterilis bei verschiedenen Temperaturen.

Tab. 1 Tso values (days) of B. sterilis at different temperatures.
Tab. 1 Ts-Werte (Tage) fiir B. sterilis bei verschiedenen Temperaturen.

light darkness

temperature Tso SE Tso SE
5°C 5.95 0.15 541 0.13
10 °C 393 0.096 2.09 0
20°C 0.53 0 0.53 0
25°C 041 0 0.63 0
30°C 1.49 0.25 215 0.14
35°C 1.64 0.006 0.21 0

Tso- number of days for germination of 50% seeds, SE- standard error

C. Germination tests under conditions of water stress showed big differences between two light
regimes. Substantially higher germination rates were found in darkness, especially for lower water
potentials. At 20 °C and darkness, the germination was up to -1.0 MPa similar to control (more than
80%). More intensive water stress caused a decrease of germination rate to 50% for the two lowest
potentials. This is still a rather high germination rate showing that B. sterilis is able to germinate
quite well under conditions of water shortage. Different results were obtained for germination in
12/12 light the regime where already the water potential of -0.25 substantially reduces the
germination rate. A water potential of -0.5 MPa decreased the germination to a rate below 20%. At
-1.0 MPa and lower, no germination was observed. As presented in Table 2, a decreasing water
potential prolonged also the time needed for germination of 50% of the seeds.

At 10 °C, the impact of water stress on germination was higher compared to 20 °C. In permanent
darkness, the water potential of -1.0 MPa decreased the germination to 50%. In the 12/12 light
regime, the germination rate amounted only to 20% under a potential of -0.075 MPa. No
germination was observed at the potentials -0.75 MPa and lower. The influence of water stress on
the Tsovalue at 10 °C is presented in Table 3.

160 Julius-Kuihn-Archiv, 443, 2014



26" German Conference on weed Biology an Weed Control, March 11-13, 2014, Braunschweig, Germany

100

80

60

40

germination (%)

20

0
0 -0.25 -05 -0.75 -1 -1.25 -1.5
-20 concentration PEG
light M darkness

Fig. 5 Germination of B. sterilis at decreasing water potential at 20 °C.
Abb. 5 Keimung von B. sterilis bei sinkendem Wasserpotential bei 20 ° C.

Tab. 2 Tso-values (days) at decreasing water potential (V).
Tab. 2 Tsp-Werte (Tage) bei sinkendem Wasserpotential (V).

temperature 20°C  light darkness

Y Tso SE Tso SE

0 0.53 0 0.53 0
-0.25 1.44 0.057 111 0.03
-0.5 2.37 0.075 1.64 0.09
-0.75 5.24 0.38 1.67 0.04
=1 4.69 011 272 0.03
-1.25 6.18 0.23 414 0.07
-1.5 1449 0.015 463 0.045

Tso- number of days for germination of 50% seeds ¥ (MPa)- values of water potential, SE- Standard error
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Fig. 6 Germination of B. sterilis at decreasing water potential at 10 °C.
Abb. 6 Die Keimung der B. sterilis bei sinkendem Wasserpotential bei 10 °C.
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Tab. 3 Tso-values (days) at decreasing water potential.
Tab. 3 Ts-Werte (Tage) bei sinkendem Wasserpotential.

temperature 10°C  light darkness

[\ Dso SE Dso SE

-0 393 0.096 2.09 0
-0,075 4.68 0.14 296 0.006
-01 484 0.09 333 0.018
-0,25 591 0.19 394 0.005
-0,5 5.99 0.24 448 0.017
-0,75 9.8 0.004 521 0.054
-1 0 0 5.64 013

Tso- number of days for germination of 50% seeds W (MPa)- values of water potential, SE- standard error

Emergence under field conditions

Seed emergence decreased significantly with seed depth but also seeds placed on the soil surface
emerged with lower rates than those at 2 cm depth (Fig. 7). This can be explained by a seed-soil
contact and a lack of moisture necessary for seed imbibitions (BRUCKLER, 1983). Seeds were not able
to emerge from 12 cm.
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Fig. 7 Emergence of B. sterilis seeds from different depths of soil profile.
Abb. 7 Auflaufvon B. sterilis Samen aus unterschiedlichen Bodentiefen.

Viability of seeds in a soil profile

The majority of seeds (95%) germinated within one month in a soil profile. After the winter, no
viable seeds were found in bags buried in the soil profile. The average temperature in the soil (8
cm depth) was 1.07 °C during winter (December-February). Minimum temperature was reached at
9t of December 2012 (-1.58 °C) after starting the project.

Discussion

Except for a few species that germinate mostly in a single flush, many grass weeds demonstrate
residual dormancy that protracts germination over several waves during the cropping season or
several cropping seasons (KoN et al., 2007).

Some Bromus species such as Bromus rigidus and Bromus dianthus, important to Southern
Australia, start to germinate 8 months after maturity (KLEeMenN and GiLL, 2013) to be able to
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overcome dry periods. On the contrary, B. sterilis and B. tectorum demonstrate a very short primary
dormancy only (FROUND-WILLIAMS, 1981; PETERS, 2000; ANDERSSON, 2002).

Also for the tested population of B. sterilis in our study, a short and weak primary dormancy was
documented.

Based on the results of all germination tests, our study confirmed that seed viability of B. sterilis
was very high, ranging between 90-100%, similarly to results of HULBERT (1955), HARRADINE (1986),
CHEAM (1987), BURNSIDE et al. (1996), LINTELL et al. (1999), but germination ability was inhibited by
light. The inhibition by light was observed also for other relative species such as B. rigidus
(KLEEMANN and GiLL, 2006) and Bromus dianthus (MONTE and DORADO, 2011).

B. sterilis is probably more tolerant to drought during the germination at 20 °C (Fig. 3) than Bromus
tomentelus, Bromus inermis and B. dianthus species studied by TaviLl et al. (2011), MONTE and DORADO
(2011). TaviLl et al. (2011) tested the effect of water potential on germination of Bromus inermis and
Bromus tomentellus, but because they used a temperature of 25 °C and different concentrations of
PEG other than we did, the results are not fully comparable. Nevertheless, all Bromus species
germination dropped under high water stress.

The field emergence of B. sterilis was very high, especially from upper soil layers. The best
emergence was obtained from a depth of 2 cm (58.5%) followed by soil surface (53%). Similarly,
MikuLka and KNEIFELOVA (2004) found that seeds of B. sterilis emerged best from a depth of 2 cm
(95%) and 4 cm (90%). For deeper layers, HOWARD (1991) published that seeds of B. sterilis emerged
at arate of 5% from 10 cm depth. Also other species such as B. tectorum (THILL et al., 1984;
UPADHYAYA et al., 1986) and B. dianthus (HARRADINE, 1986) did not emerge from soil depths below 15
cm.

The viability of B. sterilis seeds in a soil profile was less than one month which is in accordance with
data published by FROUD-WILLIAMS (1981), ROBERTS (1986), and LINTELL et al. (1999). After one month,
the majority of seeds germinates in a soil profile. Bromus rigidus and Bromus dianthus are more
persistent in the soil seedbank (GiLL and CARSTAIRS, 1988; KON and BLACKLOW, 1988; KLEEMANN and
GILL, 2006; KLEEMANN and GiLL, 2009) because of dormancy which prevents the germination for
some time.

The study documents that the complex of ecological properties of Bromus sterilis (short dormancy,
high germination rate especially from upper soil layers, tolerance to light, temperature and water
regime) is an adaptation strategy which makes the species successful in current farming systems
with a high share of winter crops and reduced soil tillage.
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Which factors support the occurrence of Chenopodium album in maize fields in Northern Germany?

Christoph v. Redwitz* und Barbel Gerowitt

Phytomedizin, Agrar- und Umweltwissenschaftliche Fakultat, Universitat Rostock
*Korrespondierender Autor, Christoph v. Redwitz, christoph.redwitz@uni-rostock.de ,E E

DOI 10.5073/jka.2014.443.019 E*

Zusammenfassung

Der Maisanbau hat in Deutschland in den letzten Jahren immer mehr zugenommen. Unkrdutern wird im Mais
nur geringe Beachtung geschenkt, weil sie gut zu bekampfen sind. Probleme mit gut angepassten Unkrautern
sind aber zukiinftig zu erwarten, wenn Maisanbauhdufigkeit und -intensitdt weiter zunehmen. Um diese
Einflisse auf Maisunkrauter besser einschatzen zu kdnnen, ist es wichtig, mehr Gber das Aufkommen typischer
Unkrduter im Mais zu wissen.

In einer Unkrauterhebung in den Jahren 2011 und 2012 wurden in vier Regionen Norddeutschlands auf 169
Maisflachen Unkrautarten und deren Dichten bestimmt. Angaben tber das Management dieser Flachen und
die bewirtschaftenden Betriebe wurden erfragt. Eines der am weitesten verbreiteten Unkrauter im Mais ist
Chenopodium album, das auch zu hohen Ertragsverlusten fiihren kann. Hier wurden mit einem generalisierten
gemischten linearen Modell die Einflussgrofen bestimmt, die das Auftreten von Chenopodium album
beglinstigen. Diese waren die Niederschlagssummen zwischen Aussaat und Bonitur, der Anbau von Mais im
Vorjahr, die Ausbringung von Mist, der Gehalt an organischer Substanz im Boden und der Gehalt an
pflanzenverfiigbarem Phosphor.

Stichworter: Gemischtes Modell, GLMM, Management, Norddeutschland, Phosphor, Unkraut

Abstract

The area cultivated with maize in Germany is continuously increasing throughout the last years. Nevertheless
weeds in maize get small notice, probably since they are still easy to control. If maize cropping frequency and
intensity continue to increase, problems with adapted weeds are likely to occur. To face these effects, it is
worthwhile to know more about the appearance of typical maize weeds.

In 2011 and 2012 a weed survey took place in four regions of Northern Germany. Weed species were identified
and counted on 169 fields cropped with maize. Data about management of these fields was collected. One of
the most wide spread weeds was Chenopodium album, which can also cause high yield losses. With a
generalized linear mixed model five parameters were identified which influence the emergence of C. album:
precipitation, cropping maize in the previous year, fertilizing with manure, soil organic matter and plant
available phosphorous.

Keywords: Corn, GLMM; mixed model, management, Northern Germany, phosphorus, weed

Einleitung

In den letzten 60 Jahren hat der Anteil von Mais in den Fruchtfolgen immer starker zugenommen.
Inzwischen ist Mais nach Weizen die am meisten angebaute Fruchtart in Deutschland (BMELv,
2012). Dieser Trend wird sich zwar vermutlich abschwachen, der Maisanteil wird aber auf einem
sehr hohen Niveau bleiben. In Anbetracht dieser Entwicklung ist es erstaunlich, wie wenig
Beachtung die Unkrduter in Mais erhalten. Das liegt wohl vor allen Dingen an ihrer guten
Bekdmpfbarkeit. Auch so genannte ,Problemunkrauter” wie Solanum nigrum oder Echinocloa crus-
galli (EDER, 2006) sind meist gut zu bekampfen. Allerdings gibt es Griinde dafir, auch im Mais
zukinftig Probleme mit sehr gut angepassten Unkrautern zu erwarten. Diese liegen vor allem im
hohen  Selektionsdruck  durch  Herbizide, aber auch allen gleichbleibenden
ManagementmafBnahmen (Bodenbearbeitung, Diingung, Saat, Ernte) wenn Mais in immer
engeren Fruchtfolgen steht. Um mit diesen Entwicklungen umgehen zu kdnnen, ist es notwendig
mehr Uber das Auftreten von Unkrautern auf Maisflaichen zu erfahren: Mehr Uber die
Vergesellschaftung der Arten, aber auch tiber einzelne Arten im Speziellen.
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In den Jahren 2000 bis 2005 wurde von MEHRTENS (2005) ein deutschlandweites Maismonitoring
durchgefiihrt. Hier wurden — vor allem in den fir ihren Maisanbau bekannten Gebieten -
Spritzfenster auf Maisflachen angelegt und die Unkrautarten sowie ihre Dichten aufgenommen.
Chenopodium album war dabei das am weitesten verbreitete Unkraut. Von dieser Art ist bekannt,
dass sie zu hohen Ertragsverlusten im Mais flihren kann (FIsCHER et al., 2004). Dabei ist vor allem ihr
relatives Auflaufen zum Mais ausschlaggebend (SaraBi et al., 2013).

Daher soll hier untersucht werden, welche Einfllisse das Vorkommen in Haufigkeit und vor allem in
Dichten von C. album auf Maisflachen erklaren konnen.

Material und Methoden

In den Jahren 2011 und 2012 wurde in den norddeutschen Regionen ,Diepholz”, ,Uelzen”,
,Flaming” und ,Oder-Spree” eine Unkrauterhebung auf Maisflachen durchgefiihrt. Diese Regionen
sind Teil des Projektes ,Nachhaltiges Landmanagement im norddeutschen Tiefland” (NALAMA-NT,
2013). Sie liegen auf einem klimatischen Gradienten von West nach Ost und umfassen Gebiete in
Niedersachsen, Sachsen-Anhalt und Brandenburg und sind zwischen 1500 und 2200 km? grof3. Die
Flachenwahl wurde pragmatisch geldst: Uber projektinterne Kontakte und Berater wurden
landwirtschaftliche Betriebe erfragt. Die einzige Aufgabe war es, ein Fenster von ~100 m?
anzulegen, in dem keine Unkrautbekdampfung durchgefiihrt wird. Diese Fenster sollten weder im
Randbereich des Schlages noch auf dem Vorgewende angelegt werden.

In diesen herbizidfreien Fenstern wurden alle Unkrauter auf insgesamt einem Quadratmeter (10 *
0,1 m? gezihlt und bestimmt. Zur Bestimmung des pflanzenverfiigbaren Phosphorgehalts und
des Gehalts an organischer Substanz wurden auflerdem Mischproben aus den oberen 30 cm des
Bodens (20 Einstiche mit einem Bohrstock von 2 cm Durchmesser) im Spritzfenster genommen.
Die Untersuchung fand im Zeitfenster bis max. 10 Wochen, méglichst aber 4 bis 6 Wochen nach
der Aussaat statt. Managementdaten dieser Flachen wurden - ergdnzt durch einige allgemeine
Betriebsdaten - mit einem Fragebogen, der an die Betriebe versandt wurde, erhoben. Dariiber
hinaus konnten Wetterdaten des Deutschen Wetterdienstes (Dwb, 2013) genutzt werden.

Von allen gesammelten GréBen wurden diejenigen ausgewdhlt, von denen auf Grundlage von
Literatur (z. B. LEBLANC et al., 2002; LEHOCZKY et al., 2003) und plausiblen Uberlegungen ein Einfluss
auf C. album vermutet wurde. Die Erhebungsgtite dieser 17 Parameter unterscheidet sich (Tab. 1).
Wéhrend der pflanzenverfligbare Phosphor und der Gehalt organischer Substanz sehr genau, d.h.
als g/100g Boden bzw. Prozentwert bestimmt wurden, wurde die Diingung nur sehr grob mit ,ja"
und ,nein” betrachtet. Das lag vor allen Dingen daran, dass die Fragebdgen zur Erfassung von
Managementdaten einfach gehalten wurden, um ihre Ricklaufquote zu erhéhen. Es wurden also
keine Diingermengen abgefragt, sondern nur die eingesetzten Diingerquellen. Der etwas
ungewohnliche Parameter ,Maisanbaustufe” bildet in vier Kategorien ab, vor wie vielen Jahren das
erste Mal Mais auf der Flache stand.

Durch die Erhebungsmethode (groBes Aufnahmegebiet mit einem Klimagradienten, Praxisschlage
— keine Versuche, unterschiedliche strukturelle Bedingungen in Brandenburg und Niedersachsen)
entstanden mit einem grof3en statistischen ,Rauschen” behaftete Daten. Dieses ,Rauschen” sorgt
dafiir, dass die abhdngige Variable eines statistischen Modells scheinbar willkirliche Werte
annimmt. Die Ursache kann in fehlenden Parametern liegen oder auch darin, dass bestimmte
Effekte nur die Varianz aber nicht die Hohe der Variablen beeinflussen. Untersuchungen auf
Artenebene gestalten sich daher schwierig. Eine Moéglichkeit diesem Umstand zu begegnen, ist
der Einsatz von gemischten Modellen.

In (generalisierten) gemischten Modellen werden Parameter, die Rauschen verursachen, als
JZufallseffekte” behandelt und von direkten, ,festen” Effekten (diese beeinflussen auch den
Intercept) getrennt. So kdnnen vorhandene Trends klarer in Erscheinung treten. Daher wurde hier
auf die Methode der gemischten Modelle zurlickgegriffen.
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Zur Modellbildung wurden die in Tabelle 1 gelisteten Parameter genutzt. Da einige
Kombinationen von diesen Parametern spezielles Interesse wecken, wurden diese explizit in das
Modell als Interaktion aufgenommen: Ist es wichtig, ob die Temperatur und der Niederschlag
gemeinsam reagieren (SB_mitT:SB_N)? Wird der Maisanbau in den vergangenen zwei Jahren erst
durch den Pflugeinsatz relevant (Pflug:Maisanbau_vor_01, und Pflug:Maisanbau_vor_02)? Ist es
speziell wichtig ob, in beiden vergangenen Jahren Mais angebaut wurde
(Maisanbau_vor_02:Maisanbau_vor_01)?

Mit ,Region” und ,Betrieb in Region” als Zufallseffekte sollen einige der Griinde firr das Rauschen
in den Daten abgedeckt werden.

Da eine ,Overdispersion” vorlag, wurde eine Quasi-Poissonverteilung angenommen. Die
Modelvereinfachung geschah durch ,Backwardselection”: Ein Modell mit allen Parametern wurde
errechnet. Danach wurde jeder Parameter mittels t-test auf einen signifikanten Modelleinfluss
getestet und dann der Parameter mit dem geringsten, nicht signifikanten Einfluss aus dem Modell
entfernt. Dieser Vorgang wurde so oft wiederholt, bis nur noch signifikante Einfliisse tibrig waren
(CRAWLEY, 2007).

Von insgesamt 169 untersuchten Flachen auf 38 Betrieben ergaben sich 167 vollstandige
Datensétze fiir das nach Backwardselection gewahlte Modell - nur diese wurden untersucht.

Die gesamte statistische Analyse wurde mit R 2.15.2 (R CORe TeaM, 2012) durchgefiihrt. Fiir das
generalisierte gemischte Modell (GLMM) wurde auf das R-Paket ,MASS” (VENABLES und REePLEY, 2002)
zuriickgegriffen.

Tab. 1 Name und Einheit aller untersuchter Parameter.
Tab. 1 Name and unit of all used parameter.

Variable Beschreibung Einheit

CHEAL Chenopodium album Pflanzen /m?
zeitdiff Tage zwischen Aussaat und Bonitur d

P_GEH Pflanzenverfiigbarer Phosphor Phosphor (g) /100g Boden
HUMUS Gehalt an organischer Substanz %

Sandgehalt Sandgehalt abgeleitet von der Bodenart %

Ackerzahl Bodengiite -

PFLQM Aussaatstarke von Mais Pflanzen /m?
Duengung_Mist Misteinsatz ja/nein
Duengung_Guelle Gllleeinsatz ja/nein
Duengung_mineralisch Einsatzvon mineralischem Diinger ja/nein

Pflug Pflugeinsatz ja/nein
PS_vorauflauf wurde vor dem Auflaufen von Mais Pflanzenschutzbetrieben ja/nein
Maisanbaustufe vor wievielen Jahren stand zum ersten mal Mais aufder Fliche 0/1,2-6,7-12,>12
Maisanbau_vor_01 wurde letztes Jahr Mais angebaut ja/nein
Maisanbau_vor_02 wurde vorletztes Jahr Mais angebaut ja/nein
Bewaesserung Bewdsserung mm

SB_N Niederschlagssumme von Aussaat bis Bonitur mm

SB_mitT mittlere Tagestemperatur zwischen Aussaat und Bonitur c°
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Ergebnisse

Das Auftreten von C. album in den Spritzfenstern schwankte zwischen 0 und 1602 Pfl./m> Die
mittlere Dichte lag bei 67 Pfl./m2. Uber die Regionen betrachtet tritt eine gewisse Schwankung auf
(Abb. 1). Das Auftreten von C. album in den einzelnen Betrieben variiert starker (Daten sind nicht
abgebildet).

log (Pflanzen/m?+ 1)

Diepholz Uelzen Flaeming OderSpree

Abb. 1 Auftreten von C. album Uber die Regionen.
Fig. 1 Occurrence of C. album in the regions.

Das ,beste Modell” enthielt nach ,Backwardselection” noch flinf Parameter: Gehalt an
pflanzenverfiigbaren Phosphor, Gehalt organischer Substanz, Diingung mit Mist, der Maisanbau
im Vorjahr und die Niederschlagssumme zwischen der Aussaat und der Bonitur. Die Zufallseffekte
waren gesetzt und nicht Teil der Modellvereinfachung.

Tab. 2 Werte des generalisierten gemischten Modells.
Tab. 2 Values of the generalized mixed effect model.

Variable Wert | Std. Fehler FG t-Wert p-Wert
(Intercept) 1.08 0.55 124 1.95 0.05
pflanzenverfiigbarer Phosphor 0.07 0.03 124 2.73 0.01
Gehalt organischer Substanz 0.11 0.02 124 4.63 0.00
Misteinsatz “ja” 0.76 0.27 124 2.77 0.01
Wurde letztes Jahr Mais angebaut “ja” | 0.64 0.27 124 2.40 0.02
Niederschlagssumme von Aussaat bis | 1.18 0.27 124 437 0.00
Bonitur
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Die Zufallseffekte haben GréBen von 0,46 (,Region”) und 0,67 (,Betrieb in Region”). Die Residuen
liegen bei 10,30. Alle festen Effekte, die in das Modell eingehen, haben einen positiven Einfluss auf
das Auftreten von C. album (Tab.2). Der Grof3te unter ihnen ist der Wetterparameter
Niederschlagssumme mit 1,18. Danach folgen zwei Managementparameter: Misteinsatz (0,76) und
Maisanbau im letzten Jahr (0,64). Die Bodenparameter Gehalt an organischer Substanz (0,11) und
pflanzenverfiigbarer Phosphor (0,07) haben die geringsten Werte.

Um die relative Bedeutung der gewahlten Zufallseffekte besser beurteilen zu kdnnen, wurde ein
alternatives Modell getestet, in dem nur die Zufallseffekte durch ,Jahr” und ,Betrieb in Jahr”
ersetzt wurden, die festen Effekte aber beibehalten wurden. Die EinflussgroBen der festen
Modellparameter anderten sich kaum, die Werte der Zufallsvariablen waren 0,00 fiir das ,Jahr” und
0,82 fiir ,Betrieb in Jahr” bei 9,45 Residuen.

Diskussion

Die durchgefiihrte Erhebung von Unkrautern auf herbizidfreien Flachen in Praxisschlagen liefert
eine Art Daten, die meistens mit Hilfe multivariater Verfahren ausgewertet werden. Auch der
vorliegende Datensatz wurde mit dem Vorkommen aller Unkrautarten bereits derartigen
Auswertungen unterzogen (v. REDWITZ und GEROWITT, 2013). Dabei konnte gezeigt werden, dass
zwei Arten den Datensatz hinsichtlich Prasenz und Aufkommen dominieren: C. album und
Echinochloa crus-galli. Dieses starke mengenmaBige Aufkommen ermdglicht es, die
artspezifischen Daten auch mit univariaten Ansatzen, wie z. B. gemischten linearen Modellen zu
untersuchen.

Fur diesen Beitrag wurde C. album ausgewahlt. Faktoren fiir das Auftreten dieser Art in Mais
genauer zu kennen, ist schon allein wegen ihres Schadpotentials eine wichtige Aufgabe (FISCHER et
al. 2004). Die hier genutzte Herangehensweise ermdglicht es, ein Bild zum Aufkommen von
C.album auf Maisflachen in Norddeutschland zu zeichnen, das Utber die Erkenntnisse aus
klassischen Feldversuchen hinausgeht.

MEHRTENS (2005) wertete eine bundesweite Unkrauterhebung von Maisflachen mittels deskriptiver,
univariater Methoden aus. Das von uns festgestellte Auftreten von C. album lasst sich mit dieser
Erhebung vergleichen und einordnen. MeHRTENS (2005) fand eine maximale Auftrittsstarke von 730
Pfl./m? von Chenopodium spp. - der Autor fasste verschiedene Spezies der Gattung Chenopodium
zusammen. Wir unterschieden alle Chenopodium-Pflanzen auf Art-Ebene, trotzdem ist allein die
maximale Auftrittsstirke von C. album mit 1602 Pfl/m? mehr als doppelt so hoch. Auch die
mittlere Dichte von Chenopodium spp. lag bei MEHRTENS (2005) mit 47,3 Pfl./m? unter der hier
vorgefundenen 67 Pfl./m? Diese Unterschiede sind bemerkenswert, da MEHRTENS (2005) mit 2602
Standorte bundesweit eine grofRere Menge und eine weitere raumliche Verteilung von Flachen
einbezog. Extrema im Auftreten von C. album sollten daher gut erfasst gewesen sein. Die Flachen
lagen allerdings gehauft in ,typischen” Maisgebieten, die im Stidosten oder im Nordwesten von
Deutschland anzutreffen sind. In anderen Gebieten, wie z.B. dem Nordosten Deutschlands
befanden sich deutlich weniger Aufnahmefldchen. Obwohl die Probenahme also nicht ohne
Einschrankungen zu vergleichen ist, kdnnen die hier prasentierten Werte im Vergleich zu MEHRTENS
(2005) auch auf steigende Tendenzen der Dichten von C. album in Maisflachen hinweisen.

Das hier abgebildete Modell beschreibt das Vorkommen von C. album unter Ausschluss des
Einflusses durch Region und den Betrieben in den Regionen. Beim Vergleich mit dem alternativen
Modell, das das Jahr statt der Region als Zufallseffekt enthielt, fiel auf, dass die Betriebe im Jahr
einen groBeren Effekt enthielten als die Betriebe in den Regionen: Die individuellen
Begebenheiten der Betriebe im Jahr sorgen fir mehr Unterschiede im Auflaufen von C. album, als
die Regionen mit ihren klimatischen Gradienten und sonstigen strukturellen Unterschieden. Bei
der Hohe der Residuen beider Modelle im Vergleich mit der Hohe der Zufallseffekte wird klar, dass
ein groBer Teil des ,Rauschens” noch nicht abgebildet ist. Wesentliche Zufallseffekte in den
Modellen sind mit den genutzten Variablen noch nicht identifiziert bzw. zugeordnet.
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Von den signifikanten festen Effekten (Tab.2) hat die Niederschlagssumme mit Abstand den
groBten Einfluss. Nach ELLENBERG et al. (1992) ist C. album mit einer Feuchtezahl von 4 aber eher
eine Pflanze von maBig trockenen Fldachen. LEBLANC et al. (2004) konnte mit dem Sandanteil und
der Luft- und Bodentemperatur das Auflauflaufen von C. album sehr gut vorhersagen.
Interessanterweise ist hier dagegen die Temperatur nicht relevant und auch die Interaktion
zwischen Temperatur und Niederschlag wurde nicht in das Modell aufgenommen. C. album
scheint unabhdngig von der Temperatur mit steigenden Niederschldgen starker aufzulaufen. Die
beiden Parameter des Managements ,Misteinsatz” und ,Maisanbau im letzten Jahr” haben in etwa
die gleiche Einflusshohe. Es war nicht wichtig, ob der Maisanbau im letzten Jahr mit Pflugeinsatz
kombiniert wurde. Wesentlich war vor allem, dass im vorhergehenden Jahr &hnliche
Anbaubedingungen (Mais) herrschten. Obwohl prinzipiell der Pflug den Unkrautbesatz senkt,
kommt C. album doch relativ gut damit zurecht (LEHOCzKy et al., 2013), so dass der Pflugeinsatz
nicht in das Modell aufgenommen wurde. Die Kombination von groflen persistenten
Samenbanken, die die Art aufbaut (HANF, 1990; RAHMAN et al., 2006) und ihr weitverbreitetes
Auftreten auf Ackerflaichen kdnnte der Grund hierfiir sein. Der positive Einfluss von Mistdlingung
auf C. album wurde auch in Versuchen von CIUBERKIS et al. (2006) gefunden. Die Bodenparameter
Gehalt organischer Substanz und pflanzenverfligbarer Phosphor bleiben signifikant im Modell,
obwohl ihre Einflusshéhe deutlich geringer als die der Ubrigen Parameter ist. Wie der leicht
positive Einfluss des Gehalts organischer Substanz zeigt, férdern humose oder moorige Béden C.
album. In einem Versuch beeinflusste Phosphor C. album im Vergleich zu anderen Unkréautern
stark (ANDREASEN et al., 2006). Das hier auf Basis von Praxisschldagen aufgestellte Modell zeigt, dass
sich dieser Einfluss auch auf Feldern messen l3sst.

Insgesamt ermittelt das hier erstellte Modell einige aus Versuchen bekannte Einfllisse fur das
Aufkommen von C. album auch mit Daten, die auf Praxis-Feldern ermittelt wurden. Andere
EinflussgroBBen, wie die Temperatur oder der Sandgehalt scheinen in der ,Natur” fir C. album
weniger Bedeutung zu haben, als es Versuche vermuten lassen.
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Zusammenfassung

Aufgrund einer kurzen Generationszeit verbunden mit einem hohen Samenbildungsvermdgen sowie einer
zligigen und Uber das gesamte Jahr moglichen Keimung ist das Gemeine Kreuzkraut (Senecio vulgaris)
besonders in gartnerischen Kulturen eine der wichtigsten Unkraut-Arten. Wie alle Kreuzkraut-Arten enthalt
Senecio vulgaris Pyrrolizidinalkaloide, die in der Leber zu gesundheitsschadlichen Substanzen umgewandelt
werden. Aus diesem Grund sollte ein versehentlicher Verzehr dieser Art komplett unterbleiben. Zu den
Korbblutlern gehérig ist die Pflanzenart im Gemiseanbau und speziell in Salatkulturen mit Herbiziden nur
schwierig zu bekdmpfen.

Anhand eines Modellversuches im Freiland wurden das Auflaufverhalten und die Entwicklung von Senecio
vulgaris in Schnittsalaten untersucht. Als erster Schritt erfolgte die Einbringung von Kreuzkraut-Samen in die
Versuchsparzellen. Dazu wurden Senecio vulgaris-Pflanzen in drei unterschiedlichen Pflanzdichten (1, 2 und 10
Pflanzen je m?) in die dafiir vorgesehenen Parzellen gepflanzt. Alle Parzellen wurden mit Vlies abgedeckt, um
eine ungeregelte Verteilung der Samen Uber die Parzellen zu vermeiden. Nach Samenreife der Pflanzen wurde
das Vlies entfernt, die Pflanzen abgeschnitten und das Pflanzenmaterial inklusive der Samen in den Boden
eingearbeitet. AnschlieBend wurden lber mehrere Anbausatze Schnittsalate (Rucola, Asia Green, Spinat,
Feldsalat) in die Parzellen eingesdt und im Weiteren der Auflauf von Senecio vulgaris und die damit
einhergehende mdgliche Kontaminierung der Blattsalate festgehalten. Ab dem Zeitpunkt der Vliesabnahme
wurde sehr genau darauf geachtet, dass keine Kreuzkrautpflanzen mehr zur Samenreife kamen, um einen
neuerlichen Sameneintrag zu verhindern. Ein Eintrag von au3en konnte ausgeschlossen werden.

Wurden nach der ersten Einsaat der Schnittsalate je nach Variante noch 71, 55 und 216 Senecio-Pflanzen/m?
gezahlt, waren es nach der sechsten Einsaat nur noch sieben sowie neun und 16 Pflanzen/m?> Es zeigte sich,
dass die Abnahme des Samenpotentials im Boden zlgig erfolgt, aber auch nach mehreren
Anbaudurchgéngen noch mit einem Auflauf der Kreuzkrautpflanzen und damit einer moglichen
Kontamination der Salaternte zu rechnen ist. Der Versuch soll solange fortgefiihrt werden, bis praktisch kein
Auflauf von Senecio vulgaris mehr festzustellen ist.

Stichworter: Gemiisebau, Populationsdynamik, Salat, Samenpersistenz, Unkrautbekampfung

Abstract

Due to a short generation time associated with a high seed production and a quick germination, which is
possible throughout the year, Senecio vulgaris is especially in horticultural crops one of the most important
weed species. Like all ragwort species, also Senecio vulgaris contains pyrrolizidine alkaloids which are
converted in the liver to harmful substances. For this reason an accidental consumption of this species should
be avoided completely. Belonging to the Compositae, chemical control of this weed species in vegetable
crops, particularly in lettuce, is difficult.

Based on a field-grown model experiment the emergence behavior and growth of Senecio vulgaris in leafy
lettuce was studied. The first step was the contamination of the trial plots with Senecio seeds. For this purpose
Senecio plants were planted at three different densities (1, 2 and 10 plants m?) in the designated plots. All plots
were covered with fleece in order to prevent an unregulated dispersal of seeds. After seed maturity the fleece
was removed, plants were cut into small pieces and the plant material including the seeds was incorporated
into the soil. Then different leafy lettuces crops (rocket, asia green, spinach, lamb’s lettuce) were cultivated in a
six-crop sequence over two years (three crop sopecies per year). The development of Senecio vulgaris and the
resulting possible contamination of the lettuces with Senecio leaves was recorded. From the date of removing
the fleece on seed-production a shedding of Senecio plants was prevented to avoid further contamination.
Also the entry from outside the plots was excluded.
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Depending on the initial plant density, the 71, 55 and 216 Senecio plants m? which emerged after the first
sowing of lettuce dropped to 7, 9 and 16 plants m? after the sixth sowing. Thus, the density of S. vulgaris plants
rapidly decreased but there was still a significant potential of emerging seedlings potentially contaminating
the lettuce crops after six rotations. The trial will be continued until no germination of S. vulgaris plants occurs
anymore.

Keywords: Population dynamics, salad, seed persistence, vegetables, weed control

Einleitung

Das Gemeine Kreuzkraut ist weltweit verbreitet und tritt in Deutschland haufig auf. Es wachst vor
allem auf trockenen, stickstoffreichen Stellen in Garten, Weinbergen, Ackern und Gemiisefeldern
(KASTNER et al., 2001). Es gehort zur Familie der Korbblitler und kann schon nach fiinf Wochen reife
Samen produzieren (LEISS und MULLER-SCHARER, 2001). Dieses ist in einigen Regionen Deutschlands
schon wéhrend eines Anbauzyklus von Kopfsalat mdoglich. Da in Salatkulturen Senecio vulgaris oft
nicht ausreichend bekampft wird, tragt diese Kultur vermutlich besonders stark zur Verbreitung
dieses Unkrautes bei. Nach Ellenberg ist Senecio vulgaris eine Halblichtpflanze, die nicht unbedingt
das volle Sonnenlicht bendtigt und sich auch noch im Halbschatten gut entwickeln kann
(ELLENBERG et al. 1992). In Deutschland sind beim Kreuzkraut drei bis vier Generationen im Jahr
moglich. Im Frihjahr beginnt die Keimung, wenn der Boden wdrmer als 10 Grad ist (KASTNER et al.,
2001). Mit der Samenreife sind die Samen von Senecio vulgaris sofort keimfdhig, wobei die
Uberlebensfihigkeit der Samen unter Feldbedingungen rasch abnimmt (ROBINSON et al. 2003).
Alleinstehende Pflanzen brachten in einer Untersuchung 8000 bis 12000 Samen pro Pflanze
(LUTMAN et al., 2008). Es ist somit bei vier Generationen pro Jahr ausreichend, dass pro Pflanze nur
100 Samen Uberleben miissen, um pro Jahr 1 Mio. Nachkommen zu produzieren. Gemeines
Kreuzkraut kann direkt nach der Samenreife keimen (ROBERTS, 1982). Halbreife Samen kénnen auch
auf gejateten oder geschlegelten Pflanzen noch voll ausreifen. Keimungsversuche zeigten ein
nahezu 100 %-iges Auflaufen bei frischen Samen (FIGUEROA, 2003). Senecio vulgaris ist ein
Lichtkeimer (HiLTON, 1983), wobei die Samen bis zu einer Bodentiefe von 4 cm keimen kdnnen.
Wechseltemperatur, Licht und Kaltereize regen die Keimung an (REN und AsBOTT, 1991).
Keimanregend wirkt in warmeren Perioden auch ein Regen oder generell eine Bodenbearbeitung.
Eine wichtige Strategie bei der Bekdmpfung ist es, die Samenbildung zu vermeiden. Mehrfach
wurde in den letzten Jahren Senecio vulgaris in Rucola bzw. Schnittsalaten nachgewiesen. Bereits
2007 hat das Bundesamt fiir Risikobewertung in einer umfangreichen Stellungnahme auf das
Risiko durch den versehentlichen Verzehr von Senecio vulgaris hingewiesen (BFr, 2007). Im Jahr
2009 kam es nach einem Kreuzkrautfund in einer Rucolapackung zu einem grof3flichigen
Umbruch von Rucola-Flachen, da diese Salate aus dem Sortiment genommen wurden und die
Ernten nicht mehr abgesetzt werden konnten. Aufgrund dieses Hintergrundes wurde im Jahr 2012
am JKI in Braunschweig ein Versuch angelegt, in dem die Populationsdynamik von Senecio vulgaris
nach einem einmaligen Sameneintrag in danach angebauten Schnittsalaten untersucht wurde.

Material und Methoden

Die Versuchsanlage liegt auf dem Geldnde des JKI in Braunschweig. Dabei wurde der Versuch in
einer von einem Betonrahmen umgebenen Flache durchgefiihrt, die in 2 m? grofle Parzellen
unterteilt war und vor Versuchsbeginn gedampft wurde damit keine keimfahigen Unkrautsamen
mehr im Boden vorhanden waren. Samtliche durchgefiihrte Arbeiten wurden von Hand verrichtet.
Als erster Schritt in der Versuchsdurchfiihrung wurden Senecio vulgaris-Pflanzen in gleichmaBigen
Abstdnden in drei unterschiedlichen Pflanz- oder Ausgangsbesatzdichten (1, 2 und 10
Pflanzen/m?) in die dafir vorgesehenen Parzellen gepflanzt. Jede Parzelle fiir sich wurde
tunnelartig mit 19 g/m? Ernte-Verfriihungsvlies abgedeckt, um eine spatere ungeregelte
Ausbreitung der Samen Uber die Gesamtflache zu verhindern. Nach der Samenreife der Pflanzen
wurde das Vlies entfernt und die Pflanzen an Ort und Stelle ab- und zerschnitten. Im Anschluss
wurde das Pflanzenmaterial inklusive der Samen mit einem Spaten in den Boden eingearbeitet
(max. 10 c¢cm). AnschlieBend wurde Uber den gesamten Versuchszeitraum keine wendende
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Bodenbearbeitung mehr durchgefiihrt, sondern es erfolgte immer nur ein flaches Bearbeiten der
oberen Bodenschicht. Dieses Vorgehen entspricht sicherlich nicht der Praxis, allerdings sollten im
Versuch ,worst case” Bedingungen geschaffen werden. Nach der Einarbeitung der Senecio-
Pflanzen wurde jeglicher Sameneintrag dieser Art von auen unterbunden. Weiterhin wurde ab
dem Zeitpunkt der Vliesabnahme sehr genau darauf geachtet, dass keine Kreuzkrautpflanzen zur
Samenreife kamen, um einen neuerlichen Sameneintrag zu vermeiden.

Nachfolgend wurden Uber mehrere Anbausdtze Schnittsalate (Rucola, Asia-Green, Spinat,
Feldsalat) in die Parzellen eingesat (Tab. 1 und Tab. 2).

Tab. 1 Angebaute Schnittsalate.
Tab. 1 Used leafy lettuce.

Artbezeichnung Sorte Aussaatstarke Reihenabstand

Asia Green- Mizuna Brassica rapa Mandovi 7 kg/ha 20cm
Var. Japonica

Feldsalat Valerianella locusta ~ Granon 5 Mio. Korn/ha 20cm

Rucola Eruca sativa Mill. Salatrauke 10 kg/ha 20cm

Spinat Spinacacia Tornado F1 3 Mio. Korn/ha 20cm
oleracea

Tab. 2 Aussaat und Ernte der Schnittsalate.
Tab. 2 Sowing and harvest of the leafy lettuces.

Aussaattermin Kultur | Kultur Il Ernte

1. Anbausatz 29.06.2012 Rucola Asia Green 18.07.2012
2. Anbausatz 02.08.2012 Asia Green Rucola 23.08.2012
3. Anbausatz 04.09.2012 Rucola Asia Green 09.10.2012
4. Anbausatz 18.04.2013 Feldsalat Spinat 21.05.2013
5. Anbausatz 25.06.2013 Rucola Asia Green 15.07.2013
6 . Anbausatz 31.07.2013 Asia Green Rucola 29.08.2013

Die Versuchsanlage war so angelegt worden, dass jede der drei Senecio-Ausgangsbesatzdichten in
vier Parzellen (Parzelle = Wiederholung) vorkam. Jede dieser vier Parzellen wiederum wurde
nochmals unterteilt, indem sie mit zwei verschiedenen Salatarten (Kultur | und Kultur Il, siehe
Tab. 2) bestellt wurden. Fiir die weitere Versuchsauswertung wurden die Werte beider Salatarten
innerhalb einer Parzelle zusammengefasst, da die Unterschiede zwischen den beiden Salatarten
nur gering waren.

In jeder Parzelle wurden vierzehn Reihen (sieben Reihen je Salatart) auf einer Lange von jeweils
einem Meter ausgesat.

Vor jeder Aussaat des nachsten Anbausatzes wurden die Parzellen geharkt und Reihen
vorgezogen, in die das Saatgut abgelegt wurde. Hervorzuheben ist, dass bei jedem Arbeitsschritt
die Bearbeitung immer nur parzellenweise durchgefihrt wurde, damit keine
Samenverschleppung von einer auf die ndchste Parzelle erfolgen konnte.

Die Dichteermittlungen der Senecio-Pflanzen erfolgten anhand einer Bonitur mit einem Géttinger-
Zéhlrahmen unmittelbar vor der Ernte der Salatpflanzen jedes Anbausatzes. So wurden in jeder
Parzelle sechs Zéhlungen durchgefiihrt, wobei immer eine Salatreihe mit im Zdhlrahmen integriert
war. Zusatzlich wurde wahrend der Ernte der Besatz innerhalb der Salatreihen (von Reihenmitte
2,5 cm zu jeder Seite) ermittelt. In den Salatreihen erfolgte durch das Reihenziehen und die
Aussaat eine zusétzliche Bodenbewegung, so das nicht ausgeschlossen werden konnte, dass hier
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auf den m2? umgerechnet mehr Senecio-Pflanzen aufliefen als zwischen den Reihen, da die
Keimung von Senecio-Samen durch jede Bodenbearbeitung geférdert wird.

Zum Erntetermin variierte das Entwicklungsstadium der Senecio-Pflanzen sehr stark. Es reichte
vom Keimblattstadium bis BBCH 51 (Blutenanlagen sichtbar) und wurde fiir die weitere
Versuchsauswertung nicht weiter beriicksichtigt.

Die Aussaat der Salate fand je nach Witterung mehr oder weniger ziigig nach der Ernte des
jeweilig letzten Anbausatzes statt, wobei die letzte Aussaat im Jahr 2012 am 04.09. und die erste
Aussaat im Jahr 2013 am 18.04. erfolgte.

Um festzustellen, ob die verschiedenen Pflanzdichten (1, 2 und 10 Pflanzen/m?) Uber die
Anbausédtze hinweg zu unterschiedlichen Auflaufdichten fiihren, wurde die Anzahl der
aufgelaufenen Senecio-Pflanzen mittels Varianzanalyse und anschlieBenden Tukey-Test a = 0,05
verrechnet.

Zur Kalkulation einer durchschnittlichen Verlustrate der Senecio-Samen wurden zunédchst die
aufgelaufenen Pflanzen variantenweise aufsummiert und dieser Summenwert fiir eine
anschlieBende Regressionsrechnung verwendet, wobei eine Exponentialfunktion angepasst
wurde (Excel).

Ergebnisse

Der Unkrautbesatz nahm tiber den Betrachtungszeitraum von 2012 bis 2013 insgesamt deutlich
ab (Tab. 3). Die Bonituren wdhrend des ersten Anbausatzes ergaben die hochsten Senecio-Dichten.
In der Variante mit der héchsten Ausgangsbesatzdichte wurden dabei mit 217 Pflanzen/m? rund
drei- bis viermal mehr Pflanzen gezihlt als in den beiden anderen Varianten. Uber den gesamten
Beobachtungszeitraum blieb zwischen den Varianten zwar ein Dichteunterschied erhalten, jedoch
nahern sich die Auflaufzahlen nach dem sechsten Anbausatz mit sieben, neun und 16 Pflanzen/m?
an. Die Ausgangsbesatzdichten mit einer und zwei Senecio-Pflanzen/m? unterscheiden sich
insgesamt relativ wenig voneinander. Dabei waren innerhalb einer Variante grof3e Streuungen
festzustellen, sodass zwischen den Varianten kaum signifikante Unterschiede zu ermitteln waren.

Bei allen Varianten zeigte sich nach dem Winter, also zur Bonitur des vierten Anbausatzes, wieder
ein Anstieg der Senecio-Dichten gegeniiber dem letzten Anbausatz vor dem Winter.

Die Aufsummierung aller aufgelaufenen Pflanzen im Beobachtungszeitraum ergibt fiir die drei
Ausgangsbesatzdichten Werte von 117, 104 und 447 Pflanzen/m> Werden diese Summenwerte als
Grundlage fiir eine Regressionsrechnung verwendet, kommt man zu den in Abbildung 1 und
Tabelle 4 dargestellten Verldufen und Funktionsgleichungen. Dabei wurden durchschnittliche
Verlustraten pro Anbausatz von 0,36 bis 0,49 ermittelt.

Neben der Pflanzenzdhlung mit dem Goéttinger Zahlrahmen erfolgte eine Zdhlung der
Kreuzkrautpflanzen innerhalb der Salatreihen wéahrend der Ernte (Tab. 5). Dabei wird deutlich, dass
teilweise eine grof3e Anzahl an Kreuzkrautpflanzen innerhalb einer Salatreihe aufwachsen konnte.
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Tab. 3 Anzahl der Senecio-Pflanzen/m? in Abhangigkeit von der Ausgangsbesatzdichte. Ungleiche Buchstaben
innerhalb eines Anbausatzes kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Ausgangsbesatzdichten (a
=0,05).

Tab. 3 Number of Senecio-plants m? as a function of the initial density. Not identical letters within a cultivation
indicates significant differences between the initial densities (a = 0.05).

Ausgangsbesatzdichte Senecio-Pflanzen/m?

1 2 10
1. Anbausatz 71a 55a 217 b
2. Anbausatz 6a 8a 97b
3. Anbausatz 4a 3a 18a
4. Anbausatz 17 a 19a 60 a
5. Anbausatz 12a 10a 39a
6 . Anbausatz 7a 9a 16a

Tab. 4 Abnahme der Senecio-Pflanzen/m? in Abhangigkeit von der Ausgangsbesatzdichte tber die
Anbausatze.

Tab. 4 Number of Senecio plants m~as a function of the initial density throughout the individual cultivations.

Ausgangsbesatzdichte Exponentialfunktion Bestimmtheitsmaf3 R2
1 Pfl./m? Y =78,783e-0,399x 0,4529

2 Pfl./m? Y =64,7e-0,355x 0,414

10 Pfl./m? Y =489,01e-0,494x 0,751

Tab. 5 Anzahl der Senecio-Pflanzen je laufendem Meter in der Reihe. Ungleiche Buchstaben innerhalb eines
Anbausatzes kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Ausgangsbesatzdichten (a = 0,05).

Tab. 5 Number of Senecio plants per meter in the row. Dissimilar letters within cultivation indicates significant
differences between the initial densities (a = 0.05).

Ausgangsbesatzdichte Senecio-Pflanzen/m?

1 2 10
1. Anbausatz 143 a 107 a 317b
2. Anbausatz 5a 8a 70b
3. Anbausatz 9a 5a 29a
4. Anbausatz 16 a 15a 59a
5. Anbausatz 11a 6a 34a
6 . Anbausatz 7a 8a 22a
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Anbausitze

Abb. 1 Auflaufdichte (Pflanzen/m?) von Senecio vulgaris in Abhangigkeit unterschiedlicher
Ausgangsbesatzdichten (1, 2 oder 10 Pflanzen/m?).

Fig. 1 Density (plants m?) of Senecio vulgaris as a function of different initial densities (1, 2 or 10 plants m?).

Diskussion

Auf Basis eines bisher von April 2012 bis jetzt laufenden Modellversuchs im Freiland wurden die
Nachwirkungen einer einmaligen Verunkrautung von Senecio vulgaris mit drei unterschiedlichen
Ausgangsbesatzdichten  quantifiziert. Bei vollstdndiger Ausschaltung eines erneuten
Sameneintrags nahm der Unkrautbesatz im Beobachtungszeitraum deutlich ab, ohne dass es zu
einer Erschopfung des Samenvorrats kam. Die Kreuzkrautdichte geht zwar gegen null, steigt aber
mit dem vierten Anbausatz, also nach dem Winter, sogar wieder deutlich an, um dann wieder
abzufallen.

LUTMAN et al. (2008) beschreiben, dass eine Senecio-Pflanze, die konkurrenzlos aufwéchst, mehr als
12000 Samen bilden kann. Bezogen auf den oben beschriebenen Versuchsansatz wiirden dabei
Senecio-Samendichten von 12000 bis 120000 Samen/m? herriihren. Betrachtet man diese Zahlen,
erscheinen die im Versuch aufgelaufen Pflanzenzahlen eher gering. Zwar muss man davon
ausgehen, dass sich noch ein Teil keimfdhiger Samen im Boden befindet, da aber die
Uberdauerungsfahigkeit der Samen im Boden mit nicht viel mehr als 2 Jahren angegeben wird
(FIGUEROA et al., 2007), ist kein groBes Auflaufpotential mehr zu erwarten.

Die Ursachen des Samenverlustes wurden hier nicht im Einzelnen ermittelt. In der Literatur wird
die sofortige Keimfahigkeit und anschlieBende Keimung der Samen von Senecio vulgaris als gré3te
Verlustquelle der Samenbank angegeben (RoBerTs und FeasT, 1973). Typisch flr Senecio vulgaris ist
ein Dormanzzyklus von zunachst fehlender Dormanz und Dormanzinduktion in Abhédngigkeit von
der Temperatur (FIGUEROA et al., 2007). Im Rahmen des angelegten Versuchs bestatigt sich dieser
Zyklus, indem nach dem Winter wieder deutlich hohere Auflaufzahlen als vor dem Winter
festzustellen waren.

Dass die Art generell durch vermehrte Bodenbearbeitung und Lichteinfluss zur Keimung angeregt
wird (FIGUEROA et al., 2007), bestatigt sich im Versuch dadurch, dass die Auflaufraten innerhalb der
Salatreihen (Reihenmitte 2,5 cm zu jeder Seite) hoher waren als auf der Flache zwischen den
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Reihen. Vergleicht man namlich die Anzahl der Kreuzkrautpflanzen/m?, ermittelt mit Hilfe des
Gottinger Zahlrahmens (Flache innerhalb sowie zwischen den Salatreihen), mit den Zahlungen zur
Ernte innerhalb einer Salatreihne waren die Dichten innerhalb der Salatreihe auf den m?2
umgerechnet deutlich héher (nicht dargestellt). Erklaren kann man dieses damit, dass es innerhalb
der Reihen durch Reihenziehen, Einmischen der Salatsaat und dem Festdriicken der Saat mit einer
Harke zu zusédtzlichen Bodenbewegungen kam, die zwischen den Reihen nicht durchgefihrt
wurden. In diesem Zusammenhang stellten ROBERTS und FEAST (1973) ebenso wie FIGUEROA (2007)
fest, dass die Uberdauerungsfihigkeit der Samen in unbearbeiteten Boden héher liegt. Fiir die
Praxis bedeutet dieses, dass grundsétzlich jeder flache Bodenbearbeitungsgang ein Auflaufen der
Senecio-Pflanzen férdert und zu einer Reduzierung der Samen in der Samenbank fiihrt.

Teilweise wurden sehr hohe Kreuzkrautbesatzdichten innerhalb einer Salatreihe ermittelt, die
hoéchstwahrscheinlich auch zu einer Kontaminierung abgepackter Salatportionen gefiihrt hatten.
Allerdings entsprach die Versuchsdurchfiihrung absoluten ,worst case” Bedingungen, da vor der
ersten Salataussaat weder eine tief mischende Bodenbearbeitung noch eine Pflugfurche
durchgefiihrt wurde und somit eine ungewdhnlich groe Zahl an Senecio-Samen nahe der
Bodenoberflache verbleiben konnte. Weiterhin erfolgte grundsatzlich wahrend der Kulturzeit der
Salate weder eine mechanische noch eine chemische Bekdmpfung. Lediglich vor jeder Einsaat
wurde eine etwa 5 cm tiefe Bearbeitung mit einer Harke durchgefiihrt. Senecio-Pflanzen in der
Bliite wurden allerdings grundsatzlich aus den Parzellen entfernt, da schwer einzuschédtzen war
wann diese Pflanzen die Samenreife erreichen wiirden. Von diesen Pflanzen wiirde die Gefahr eine
Neukontaminierung ausgehen. Allerdings war der Anteil dieser Pflanzen sehr gering. Demzufolge
ist er fiir die durchgefiihrten Bonituren zu vernachldssigen. Obwohl beim Z&dhlen der Kreuzkrduter
innerhalb der Salatreihen eine Vielzahl der Kreuzkrauter kaum Uber das Keimblattstadium hinaus
entwickelt war, wurden samtliche Pflanzen mitgezéhlt. Die kleinen Pflanzen héatten in der Praxis
aber nicht zu einer Kontamination der Salate flihren kénnen.

In der Praxis ist es nahezu unwahrscheinlich, dass die Samenbank im Boden durch eine
Kontamination von Samen aus einer Generation besteht. Im Normalfall wird die Samenbank in
jedem  Jahr  durch unvollstandige Bekampfungsergebnisse =~ oder  unterlassene
Bekampfungsmalnahmen in unkontrollierbarer Weise mit weiteren Samengenerationen
aufgefiillt, sodass exakte Aussagen zur Persistenz einzelner Samen nicht méglich sind.

Die hier gefundene exponentielle Abnahme der Verunkrautung Uber die Anbausdtze stimmt
prinzipiell mit anderen Versuchen Uber die Abnahme von Senecio-Samen im Boden Uberein
(FIGUEROA, 2003). Wie der Versuch dokumentiert ist das Risiko einer Folgeverunkrautung von der
tolerierten Restverunkrautung abhdngig.

Senecio vulgaris wird als wenig konkurrenzkraftige Unkrautart mit relativ gering ausgepragter
Samenpersistenz im Boden beschrieben (LUTMAN et al., 2008). Da fiir die Kontaminierung von
Blattsalaten aber eine Nulltoleranz besteht, ist es aus populationsdynamischer Sicht angezeigt,
eine konsequente Unkrautbekdmpfung durchzufiihren und insbesondere Brachephasen, in denen
eine Reproduktion und Ausbreitung von Senecio vulgaris in einem gréBeren Umfang stattfinden
konnte, zu vermeiden. Neben intensiven BodenbearbeitungsmalSnahmen, die die Keimung der
Samen anregt, sollte vor allem die Fruchtfolge zur indirekten Bekdmpfung der Art genutzt werden.
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Zusammenfassung

Der rasante technische Fortschritt der Landwirtschaft wahrend der letzten Jahrzehnte hat einen dramatischen
Rickgang seltener Ackerwildpflanzen verursacht. Um diesem Riickgang Einhalt zu gebieten, wurden
verschiedene Artenschutzkonzepte wie das Ackerrandstreifenprogramm oder das aktuelle Programm ‘100
Acker fiir die Vielfalt' entwickelt. Fir Sand- und Kalkicker sind geeignete Bewirtschaftungsmethoden zur
Erhaltung seltener Arten inzwischen gut erforscht. Fiir saisonal verndsste Ackerflachen, die ebenfalls viele
seltene Arten aufweisen konnen, ist dagegen wenig tiber naturschutzfachlich geeignet Standortfaktoren und
Bewirtschaftungsmethoden bekannt. Untersuchungen an sieben zeitweise (iberstauten Ackersenken bei
Parstein (Brandenburg) zeigten, dass das Uberstauungsregime und insbesondere die Dauer der Uberstauung
die Artenzusammensetzung der Bestdande stark beeinflussen. Die aktuelle Bewirtschaftung zeigte dagegen
weniger deutliche Auswirkungen auf Populationen der Zielarten Myosurus minimus und Elatine alsinastrum. Ein
weiteres aktuelles Problem des Ackerwildpflanzenschutzes ist, dass seltene Arten oft auf Flachen vorkommen,
wo ihr Uberleben durch die derzeitige Bewirtschaftung akut gefahrdet ist. Da die Richtlinien der 6kologischen
Anbauverbinde intensive Bewirtschaftungsverfahren weitgehend einschrinken, bietet der Okologische
Landbau giinstige Voraussetzungen fiir den Schutz gefahrdeter Ackerwildpflanzen. Wie deren Populationen
erfolgreich in 6kologisch bewirtschafteten Feldern etabliert werden kénnen, wird in einem Feldversuch bei
Gréfelfing in der Miinchner Schotterebene untersucht. Erste Ergebnisse zu den winterannuellen Arten Legousia
speculum-veneris und Consolida regalis zeigen, dass sich diese Arten erfolgreich in 6kologisch bewirtschafteten
Ackern etablieren lassen. Friihe Herbstsaat und eine reduzierte Kulturpflanzenkonkurrenz im Ansaatjahr
erbrachten dabei die besten Erfolge. Bei reduzierter Kulturpflanzendichte fiihrte Dinkel zu deutlich hoheren
Etablierungsraten als Roggen. Die Ergebnisse dieser Studie konnen einen wesentlichen Beitrag zur Erhaltung
gefahrdeter Arten in der Agrarlandschaft leisten, wenn der Transfer gefahrdeter Ackerwildpflanzen in
okologisch bewirtschaftete Ackerflachen umgesetzt wird.

Stichwérter: Artentransfer, Bewirtschaftung, Okologischer Landbau, Uberstau

Abstract

Over the past decades, the rapid improvement of agricultural technology has caused a dramatic decrease of
rare arable plants. This process has stimulated the development of various concepts to protect these species
such as the field margin program or more recently the program ‘100 fields for biodiversity'. For fields with
sandy or calcareous soils, management practices to conserve the specific arable flora are well explored. For
occasionally wet sites, however, which may also harbour various threatened species, little is known about
suitable site conditions and conservation management. Studying seven seasonally flooded field sites close to
Parstein (Brandenburg) showed that the flooding regime and particularly the duration of flooding strongly
affect the composition of the apparent plant communities. Effects of different arable farming practices on the
populations of the two target species Myosurus minimus and Elatine alsinastrum were less pronounced.
Another urgent problem of arable plant conservation is that rare species frequently grow at sites where they
are threatened by current cultivation. As management is less intense under organic farming, this system could
provide suitable conditions for the conservation of threatened species. However, locally extinct species need
to be actively reintroduced to overcome dispersal limitations. How these plants can be successfully established
in fields under organic farming was studied in a field trial at Gréfelfing (Bavaria). Preliminary results on the
winter annuals Legousia speculum-veneris and Consolida regalis indicate that rare arable plants can be
successfully introduced to organic fields. Early autumn sowing and a low crop competition provide the most
favourable conditions for their establishment. At reduced sowing rates, winter spelt allowed a much better
establishment than winter rye. If the idea of transferring rare arable plants to organic farmland establishes in
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practice, results of this study could substantially contribute to the conservation of rare species in arable
landscapes.

Keywords: Arable weed, flooding, management, organic farming, species transfer, threatened species, wet
field

Introduction

Over the past decades, the diversity of arable plant communities has severely declined and many
of its characteristic species have become endangered (ALBRECHT, 1995; SuTcLIFFE and Kay, 2000;
LososovA et al., 2004; FRED et al, 2009; MEeYER et al., 2013). To counteract this development,
conservation concepts were developed already in the 1970s. Quite successful was the Field Margin
Program, initiated in North Rhine-Westphalia in 1978 by ScHUMACHER (1980) and adopted in most
other federal states of Germany during the 1980s and 1990s (MEeYer et al., 2010). Monitoring
surveys revealed that these strips harboured various threatened species, some of which were
considered locally extinct. Thus, numbers of species listed in the Red List of the corresponding
states were 45 for Lower Saxony (SCHACHERER, 1994), 43 for in North Rhine-Westphalia (FRIEBEN,
1995) and 47 for Rhineland-Palatinate (Oesau and JORG, 1994). However, factors such as weed
infestation problems in parts of the fields, difficulties of enforcing contractual obligations,
inflexible management agreements, insufficient financial support, difficulties of integrating the
strips into the operational process of the farm, and increasing numbers of competing agro-
environmental schemes (flower strips, renewable resources etc.) caused a severe decline of the
number of protected field strips in Germany during the 2nd half of the 1990s (Wickg, 1998). A
survey on arable plant conservation in Germany showed that only 170 sites with a main focus on
arable plant conservation were left in 2007 (MEeYER et al.,, 2008), and most of these conservation
projects were dependent on local activities. Therefore, a nationwide network ‘100 Fields for
Biodiversity’ was established in 2009 to conserve threatened arable plants and plant communities
within their original landscape and land use context (MEYER et al., 2008). Important elements of this
concept are long-term financing, a regular support and supervision by experts and a management
concept which is developed in cooperation with the farmers and focused on the requirements of
the target species.

For fields on sandy soils, chalk or limestone, management practices to preserve the specific arable
flora have been well explored (SCHNEIDER et al., 1994). For seasonally wet sites, however, which can
also harbour a whole series of endangered species, little is known about adaptation to the specific
site conditions and agricultural management. Therefore, the sensitivity of species such as Elatine
alsinastrum, Limosella aquatica, Peplis portula or Myosurus minimus to flooding, tillage, fertilization
and herbicide application was analyzed to provide basic information how these communities
could be promoted by arable management.

Another current problem in the conservation of arable plants is that many populations grow at
sites where they are endangered by intensive cultivation. Farming practices that frequently
threaten these species are the application of herbicides, strong crop competition due to
fertilization and narrow crop rotations (WILSON, 1990; SCHNEIDER et al., 1994). An option to maintain
these populations in their specific landscapes is to transfer them to sites with a lower
management intensity. As regulations of organic farming limit nitrogen input and exclude
herbicide spraying, this management system could provide suitable conditions for the
conservation of threatened plant populations. Moreover, a survey by WIESINGER et al. (2010)
demonstrated that many organic farmers are willing to accept rare species in less productive parts
of their arable land if their introduction does not result in significant yield losses and the spread of
noxious weeds. As rare species established from transferred seeds are highly susceptible to
mechanical weed control and competition (VAN ELSEN and HOTzE, 2008; ALBRECHT et al., 2009), good
knowledge is required of the management conditions that ensure the successful establishment of
the corresponding populations. Therefore, the development of suitable methods to successfully

Julius-Kuihn-Archiv, 443, 2014 181



26. Deutsche Arbeitsbesprechung tiber Fragen der Unkrautbiologie und -bekdmpfung, 11.-13. Marz 2014 in Braunschweig

establish rare arable plants in fields under organic management is one of the main objectives of
the project ‘Re-Introduction of Rare Arable Plants on Organic Farms'.

Effects of land use and flooding on arable plant populations of seasonally wet fields

The investigations were carried out at seasonally flooded arable field depressions close to Parstein
on the Barnim Plateau in north-eastern Brandenburg. Seasonally wet fields of this region are
characterized by an outstanding composition of rare plant species (FISCHER, 1983). To detect the
effects of management factors such as the presence of crops, ploughing and herbicide
application, two different species were studied at seven different field depressions. Myosurus
minimus (Ranunculaceae) is a winter annual adapted to frequent disturbances and seasonal water
logging. Arable fields are one of the major habitats of this species. Elatine alsinastrum (Elatinaceae)
occurs on sites with a water table just below or above the soil surface. It usually emerges in early
summer from the bare ground of drained ponds, backwater pools of rivers or even from wet arable
fields (PoPIELA et al., 2013). In the Red List of threatened plants of Germany, M. minimus is classified
as ‘vulnerable’ and E. alsinastrum as ‘critically endangered’ (category 2) (LubwiG and SCHNITTLER,
1996).

The experimental plots were located in seven field sites where the target species were present in
summer 2012. As all plots are situated in fields of one farm, they also share a common
management history. Treatments: with and without 160 kg N/ha; with and without herbicide
(Tribenuron 55 g/ha); and with and without cover crop (winter wheat). Field data were sampled
during the summer 2013 in 1 x 1 m plots with six replicates per treatment. To test the effect of
different flooding regimes, soil was taken from six field depressions and mixed to one composite
sample from topographically higher sites which are scarcely flooded, and one sample within the
depressions. Each of the two large mixed samples was divided in 72 portions of soil each with 1 kg
fresh weight. These portions were filled in plant pots and transferred to artificial water basins at
the University of Regensburg where they were exposed to the following flooding treatments for
one year: Duration of flooding: never, 2 weeks, 8 weeks, permanent. Flooding depths: 0 cm, 5 cm,
15 ¢cm and 40 cm. For each combination six replicates were tested.

During the first year of the experiment, the different treatments led to some differences in field
emergence of M. minimus (seedling establishment in plots with application of herbicides was
slightly decreased). The overall differences between the treatments, however, were not significant
(Fig. 1). E. alsinastrum, which usually emerges long after the application of herbicides, showed a
generally poor field emergence in 2013 (results not shown). This may be due to the fact that the
summer of 2013 was hotter and dryer than that of 2012, when the plots were selected based on
the occurrences of rare species. Hence, no statistically significant effects of the different
treatments could be detected. This lack of significance and the considerable variation observed
within the treatments give a first indication that other factors such as water regime may impact
the rare species of this habitat type. Therefore, the effects of different flooding regimes were
tested in an experiment where soil of the study area was exposed to different durations and
depths of flooding.

Axis 1 of a DCA ordination (Fig. 2) show that the flooding regime clearly separated the species
spectrum emerging from the soil seed bank into typical arable weeds of terrestrial sites and
species well adapted to flooding. The large distance between species such as Myosurus minimus
and Alisma plantago-aquatica, which both prefer (seasonally) wet soils, suggests that there is still a
large variation among environmental requirements of indicators for moist or wet habitats. High
correlation between the duration of flooding and the first ordination axis (Kendal Tau t: 0.725)
emphasizes that this difference was mainly caused by the duration of flooding. Axis 2 segregated
samples taken from the upper and lower parts of the field depressions, reflecting the long-term
flooding regime at these areas. Depth of flooding hardly affected species composition.
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Fig. 1 Effect of cover crop (wheat) (c). fertilization (f) and herbicide application (h) on establishment of
Myosurus minimus in field plots. Fertilization: 0 or 160 kg N/ha; herbicide: 0 or 55 g Tribenuron/ha at BBCH 34;
and crop: with or without winter wheat cv. Akteur. Kruskal-Wallis test indicates no significant differences
among the treatments (P < 0.05).

Abb. 1 Wirkung von Deckfrucht (Weizen) (c), Diingung (f) und Herbizidbehandlung (h) auf das Auflaufen von
Myosurus minimus in den Behandlungsplots. Diingung: 0/160 kg N/ha; Herbizid: 0/55 g Tribenuron/ha in BBCH 34;
und Kultur: mit/ohne Winterweiten Sorte Akteur. Nach Kruskal-Wallis-Test keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Behandlungen (P < 0.05).

Our results suggest that flooding regime and particularly the duration of flooding strongly
affected the composition of the plant communities emerging from the soil seed bank. Effects of
different arable farming practices on the populations of rare species were less pronounced. This
may be - at least for E. alsinastrum — due to the dry and hot summer in 2013 which negatively
affected field establishment. To which extent these treatments control the establishment of rare
species on temporarily wet soils in general remains to be seen. Further field investigations and
seed bank analyses may reveal the long term development of the populations.

Establishment of threatened arable plants in organic farmland

The investigations were carried out in the northern Munich Plain. This landscape is characterized
by a high percentage of arable farming and formerly harboured various rare species, specifically
adapted to calcareous soils.

During the past decades, however, these species significantly declined (ALBRECHT, 1989) and some
of them are now close to regional extinction. Therefore, the arable field reserve ‘Kastner Grube’
was established in 1999 to conserve the remaining populations of rare arable plants in the
northern Munich Plain (MATTHEIS, 2003). Seeds from this reserve were propagated by a regional
seed producer and transferred to experimental field plots of the Seidlhof Stiftung, close to
Gréfelfing to the west of Munich. The investigated species were the comparatively large-seeded
and tall Ranunculaceae Consolida regalis and the small-growing and small-seeded Campanulaceae
Legousia speculum-veneris. Both species are classified as ‘endangered’ (category 3) in the Red List
of endangered plants in Germany (LUDWIG and SCHNITTLER, 1996). In addition, they are also listed
among the 40 species that are of particular importance for arable plant conservation throughout
Europe (STORKEY et al., 2012). In a preliminary survey none of these species occurred at the plots
prior to sowing.
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Fig. 2 DCA ordination biplot of the species composition emerging from the soil seed bank of six field
depressions which are regularly affected by flooding. Samples come from frequently (A) and scarcely (A)
flooded parts of the depressions. Duration of flooding: never, 2 weeks, 8 weeks, and permanent. Flooding
depths: 0 cm, 5 cm, 15 cm and 40 cm. Species occurring in less than six samples were removed. Before the
ordination data were square root transformed. Length of gradient for Axis 1 is 2.96. Percentages of variance
explained: Axis 1 36.1%, Axis 2 13.6%.

Abb. 2 DCA-Ordination Biplot der aus Samenbankproben von sechs saisonal (iberfluteten Ackersenken
aufgelaufenen Artenzusammensetzung. Die Probefldchen stammen von héufig (A) und selten (A) liberstauten
Bereichen der Senken. Uberflutungsdauer: nie, 2 Wochen, 8 Wochen sowie permanent. Uberstautiefen: 0 cm, 5 cm,
15 cm und 40 cm. Arten mit weniger als sechs Vorkommen wurden ausgeschlossen. Vor der Ordination erfolgte eine
Quadratwurzel-Transformation. Gradientenlédnge von Axis 1 war 2,96. Anteil der durch die Achsen erklérten Varianz:
Axis 1 36,1%, Axis 2 13,6 %.

As winter annual crops are known to provide the most favourable establishment conditions for the
target species (SCHNEIDER et al., 1994; GUNTER, 1997), winter rye and winter spelt were used to test
how the presence and density of crops affected arable plant establishment. The sowing rates
usually applied in organic fields of the region are 160 kernels/m” for hulled spelt and 350 seeds/m’
for rye. To detect how the rare species establish under reduced crop competition, these ‘normal’
sowing rates were complemented by two treatments with reduced sowing rates and one variant
without any crop. Reduced sowing rates were a quarter of the usual seed numbers, ie. 40
kernels/m? for spelt and 88 seeds/m” for rye.
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Fig. 3 Effects of crop species and sowing densities on the number of established Legousia speculum-veneris
plants. Sowing rates: L. speculum-veneris 500 seeds/m?; spelt 40, 160 spelt seeds with husk/m? and rye 88, 350
seeds/m?. Different letters (a,b,c) indicate significant differences between treatments (Kruskal-Wallis test and
Mann-Whitney U-test; P < 0.05). To correct alpha error by multiple comparison HOCHBERG (1988) correction was
used.

Abb. 3 Effekt von Art und Saatstdrke der Kulturpflanzen auf die Individuendichte von Legousia speculum-veneris.
Saatstdrke: Spelt 40, 160 Dinkelfesen/m?* Rye 88, 350 Roggensamen/m? and L. speculum-veneris = 500 Samen/m>
Verschiedene Buchstaben (a,b,c) kennzeichnen signifikante Unterschiede (P < 0.05) beim generellen (Kruskal-Wallis
Test) und paarweisen (Mann-Whitney U-Test) Behandlungsvergleich. Eine Alpha-Fehlerkorrektur erfolgte nach
HOCHBERG (1988).
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Fig. 4 Effects of crop species and sowing densities on the number of established Consolida regalis plants.
Sowing rates: C. regalis: 200 seeds/m?; spelt 40, 160 spelt seeds with husk/m? and Rye 88, 350 seeds/m>,
Statistical analysis see Figure 3.

Abb. 4 Effekt von Art und Saatstdrke der Kulturpflanzen auf die Individuendichte von Consolida regalis. Saatstdrke:
Dinkel (Spelt) 40, 160 Fesen/m? Roggen (Rye) 88, 350 Samen/m? C. regalis 200 Samen/m? Statistische Auswertung
wie in Abbildung 3.
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Fig. 5 Effects of different crop species and sowing rates on the biomass of Legousia speculum-veneris plants.
Sowing rates (seeds/m?): Spelt 40, 160 = spelt seeds with husk; and Rye 88, 360 = rye seeds. 500 seeds of L.
speculum-veneris. For statistical analysis see Figure 3.

Fig. 5 Effekt verschiedener Arten und Saatstdrken von Kulturpflanzen auf die Biomasse von Legousia speculum-
veneris. Saatstdrken: Dinkel (Spelt) 40, 160 Fesen/m? Roggen (Rye) 88, 350 Samen/m?und L. speculum-veneris 500
Samen/m? Statistische Auswertung wie in Abbildung 3.
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Fig. 6 Effects of different crop species and sowing rates on the biomass of Consolida regalis plants. Sowing
rates (seeds/m?): Spelt 40, 160 = spelt seeds with husk; Rye 88, 360 = rye seeds. 500 seeds of L. speculum-
veneris. Statistical analysis see Figure 3.

Fig. 6 Effekt von Art und Saatstdrke der Kulturpflanzen auf die Biomasse von Consolida regalis. Saatstdrken: Dinkel
(Spelt) 40, 160 Fesen/m?’ Roggen (Rye) 88, 360 Samen/m? und C. regalis 200 Samen/m?. Statistische Auswertung wie
in Abbildung 3.

For both L. speculum-veneris and C. regalis Figures 3-6 showed that plant density and the
phytomass per plant significantly declined at increasing sowing rates of the crop. These results
indicate that both species are highly susceptible to crop competition. As plant phytomass is
closely correlated with seed production (corresponding results by LUTMAN et al. (2011) were also
confirmed for the target species; data not published), the impact of competition on plant number
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and fitness is particularly important. It suggests that crop competition may essentially affect seed
production and thus the establishment and long-term survival of populations. Despite the
differences in plant and seed size, this seems to apply for both species. In order to establish
threatened species successfully, this means that reduced crop sowing rates favour establishment
and survival of the target species. If crops shall be sown, spelt may be preferred over rye, which
showed a higher competitiveness even at reduced sowing rates.
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Fig. 7 Effects of different sowing dates on the number of established plants of Legousia speculum-veneris.
Sowing rates: L. speculum-veneris 500 seeds/m?, and winter rye 360 seeds/m?. For statistical analysis see
Figure 3.

Abb. 7 Auswirkung verschiedener Saattermine auf die Individuendichte von Legousia speculum-veneris.
Saatstéirken: L. speculum-veneris 500 Samen/m? und Winter-Roggen 360 Samen/m?. Statistische Auswertung wie
in Abbildung 3.
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Fig. 8 Effects of different sowing dates on the number of established plants of Consolida regalis. Sowing rates:
C. regalis 200 seeds/m?, and winter rye 360 seeds/m”. Statistical analysis see Figure 3.

Fig. 8 Auswirkung verschiedener Saattermine auf die Individuendichte von Consolida regalis. Saatstdrken C. regalis
500 Samen/m? und Roggen 360 Samen/m?®. Statistische Auswertung wie in Abbildung 3.
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Another important factor affecting arable plant establishment is the time of sowing. As most
threatened arable plant species are winter annuals (ALBRECHT and MATTHEIS, 1998), an early, an
intermediate and a late autumn sowing date as well as one date in spring were compared (Fig. 7
and 8). Early sowing in autumn significantly increased the establishment of both species. In
contrast to C. regalis, L. speculum-veneris also showed substantial emergence when sown in a pure
stand without cover crops in spring. These individuals, however, did not develop flowers before
harvest (results not shown). Both species produced more biomass when winter spelt was used as
the crop.

These results indicate that rare arable plants can be successfully introduced into fields under
organic management when certain constraints are considered. Hence, early autumn sowing and
reduced crop competition may provide the most favourable conditions for a successful
establishment of threatened winter annual plants. With reduced crop sowing rates, winter spelt
allows a much better seedling establishment than winter rye. In future experiments, the effects of
grass-clover mixtures in crop rotations, of modified sowing densities of the arable plants and the
establishment of other rare species will be studied. If the idea of transferring rare arable plants
from their original habitats to organic farming fields finds its way into practice, results of this study
could contribute substantial information on how species diversity of arable landscapes could be
developed in the future. Compared to isolated field reserves, this seeding method has also the
advantage that populations from a number of farms can be transferred to sites with different
management conditions. Diverging selection mechanisms at these sites may maintain or even
increase morphological, phenological and genetic diversity within a landscape.
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Zusammenfassung

Die Rote Liste der gefahrdeten Pflanzen Deutschlands weist die Gruppe der annuellen Arten der Segetalflora
als die am starksten gefdhrdete Artengruppe in Deutschland aus. Neben den Herausforderungen des
Landnutzungswandels durch die Intensivierung der Landwirtschaft stellt in Zukunft auch der Klimawandel die
Anpassungsfahigkeit der Ackerwildkrauter auf die Probe. Im Zuge der globalen Erwarmung wird es auch in
Mitteleuropa zu Veranderungen der klimatischen Verhéltnisse kommen. Grundsatzlich werden haufiger
Extremwetterlagen erwartet. So wird davon ausgegangen, dass die Pflanzen Mitteleuropas haufiger mit
extremer Hitze und Trockenheit konfrontiert werden. Damit konnten sich die Standortfaktoren Temperatur
und Wasserverfligbarkeit zum Teil erheblich verdndern und so eine Anpassungsreaktion der Vegetation
erforderlich machen.

Vor diesem Hintergrund wurde die Keimungselastizitit von funf haufigen und finf seltenen
Ackerwildkrautarten hinsichtlich der Standortfaktoren Temperatur und Wasserverfligbarkeit untersucht. Damit
sollen die Fragen beantwortet werden i) wie die Arten dieser Artengruppe im Allgemeinen auf die
Veranderungen von Temperatur und Wasserverfligbarkeit wahrend des Keimungsprozess reagieren und ii) ob
es in diesem Zusammenhang einen signifikanten Unterschied zwischen haufig vorkommenden und seltenen
Arten gibt.

Stichwaorter: Ackerwildkrauter, Anpassungsfahigkeit, Keimung, Klimawandel, Temperatur,
Wasserverfligbarkeit

Abstract

Arable weeds are one of the most endangered species groups in Europe. Modern agriculture and intensive
land use management with the application of herbicides and fertilisers, enhanced seed cleaning, simplified
crop rotations and abandonment of marginal arable sites are the main causes for the continuous decline of
arable weeds. However, besides these changes in land use also global climate change may challenge the
adaptability of arable weeds. Most scientists agree that the frequency of extreme meteorological conditions
will increase in the future. As a consequence, plants of Central Europe will be subject to higher temperatures
and reduced water supply due to longer intervals without precipitation during the growing season.

We exposed seeds of five common and five endangered arable weed species to different temperatures and
water potentials to study i) how this plant group responds to higher temperatures and lower moisture during
germination in general and ii) whether there is a significant difference between common and endangered
species in this respect.

Keywords: Adaptability, arable weeds, climate change, germination, temperature, water availability

Einleitung

Ackerwildkrauter wurden einst gemeinsam mit dem Wissen der Landbewirtschaftung und den
ersten Kulturpflanzen eingefiihrt und durch die stattfindende Co-Evolution geférdert. Dabei
haben sie stets mit den Kulturpflanzen um die vorhandenen Ressourcen konkurriert (ELLENBERG et
al., 2010). Heute zahlen sie zu den am starksten gefdhrdeten Artengruppen in Europa (BRUTTING et
al., 2012; MEYER et al., 2008). Als Gefahrdungsursache steht die Intensivierung der Landwirtschaft
seit den 50er Jahren mit dem Einsatz von Herbiziden und Mineraldiinger, verbesserter
Saatgutreinigung, Vereinfachung der Fruchtfolgen, friihem Stoppelumbruch und der Aufgabe von
Grenzertragsstandorten im Mittelpunkt (ALBRECHT, 1995; MATSON et al., 1997; GEROWITT, 2003; FRIED et
al., 2008).
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Durch die moderne Landbewirtschaftung hat sich das Artenspektrum auf den landwirtschaftlich
genutzten Flachen in Europa verschoben (SutcuiFre und Kay, 2000; HAWES et al., 2010; STORKEY et al.,
2011). Dabei bestehen haufig komplexe Zusammenhdnge zwischen den oben beschriebenen
Verdnderungen der Landnutzung und anderen Standortfaktoren, wie z.B. Temperatur und
Wasserverfligbarkeit wahrend der Vegetationsperiode. Ackerwildkrautarten, die innerhalb einer
breiten Temperaturspanne keimen koénnen, wurden geférdert, wohingegen solche, die eine
engere Temperaturspanne fiir die Keimung aufweisen, zuriickgingen. Diesen Trend beschreibt
OTTE (1994) in einer breit angelegten Studie zu den Temperaturanspriichen von
Ackerwildkrautern. Demnach sind Arten mit einer engen Bindung an kihle
Keimungstemperaturen und einer damit verbundenen kurzen Auflaufphase zwischen den 1950er
und 1990er Jahren stark zuriickgegangen. Zu diesen riickldufigen Arten zdhlen insbesondere
Frihjahrskeimer wie z.B. Legousia speculum-veneris. Dabei konnte als Ursache fiir diese
Entwicklung u.a. das Zusammenspiel von Keimungsverhalten im Jahresverlauf und
Herbizideinsatz identifiziert werden. Nach OTTE (1996) spielt die Temperatur und damit die
Jahreszeit, in die das Auflaufen der Keimlinge féllt, eine entscheidende Rolle fiir die erfolgreiche
Etablierung der Art und damit fiir die heutige Gefahrdungssituation. Die Giberwinternden oder sich
im zeitigen Frihjahr entwickelnden Arten werden durch den Herbizideinsatz im Friihling zu
Beginn der Hauptwachstumsphase der Kulturpflanzen abgetdtet und kdnnen nur unter duBlerst
glinstigen Bedingungen erneut auflaufen und ihren Vegetationszyklus erfolgreich abschlieBen
(OTTE, 1994). In diesem Zusammenhang liegt die aktuelle Gefdhrdung vieler Ackerwildkrduter
begriindet.

Neben den Verdnderungen in der Landnutzung wird auch der Klimawandel die
Anpassungsfahigkeit der Ackerwildkrduter auf die Probe stellen (THUILLER, 2005; DREESEN et al., 2012;
PETERS et al., 2012). Aktuelle Szenarien lassen eine allgemeine Erwdrmung um 0,5-2 °C bis 2050
erwarten. Zudem wird davon ausgegangen, dass in Zukunft haufiger Extremwetterlagen auftreten
werden. So werden Starkregenereignisse und die Anzahl der Tage mit Temperaturen liber 30 °C
stark zunehmen. In den meisten regionalen Klimaszenarien ist der Jahresniederschlag kaum
verandert. Jedoch soll sich der Trend zur jahreszeitlichen Ungleichverteilung des Niederschlags
fortsetzen. Daher ist auch in Zukunft mit mehr Niederschlag im Winter und weniger im Sommer zu
rechnen (IPCC, 2007; WALKENHORST et al., 2009).

Dies kann firr die Pflanzen Mitteleuropas bedeuten, dass sie bei héheren Temperaturen und
geringerem Niederschlag wahrend der Vegetationsperiode ihren Lebenszyklus abschlieBen
mussen (KNAPP et al., 2008; DREeSEN et al, 2012). Durch die prognostizierte weiter steigende
Jahresmitteltemperatur ergibt sich fir die Pflanzen Mitteleuropas eine verldangerte
Vegetationsperiode. In den letzten Jahren traten Ereignisse, wie z. B. die Ankunft von Zugvégeln,
das Laichen von Fréschen, der Blattaustrieb und die Baumbliite messbar friher ein und
verschoben dadurch den phénologischen Frihlingsanfang (PARMESAN und YOHE, 2003; MENZEL et al.,
2006). Allerdings filhren hohere Temperaturen wahrend dieser Vegetationsperiode in
Kombination mit geringeren Niederschlagen im Sommer vermehrt zu Phasen, in denen die
Pflanzen unter Wasserstress leiden. Insbesondere, wenn die sommerlichen Niederschlage als
Starkregenereignisse auf den Boden treffen und daher nicht optimal ausgenutzt werden kénnen.
Durch Veranderung von Temperatur und Wasserverfligbarkeit sind durch den Klimawandel
jedoch auch die fur die Keimung wichtigsten Standortfaktoren betroffen (WaLck et al., 2011).

Der Keimungsprozess ist eine entscheidende Phase im Leben einer Pflanze. Eine erfolgreiche
Keimung ist der erste Schritt hin zur Reproduktion des Individuums. Da Temperatur und
Wasserverfiigbarkeit den Keimungsprozess der Samen maBgeblich steuern, kdnnen Anderungen
dieser Faktoren grofBe Auswirkungen auf die Keimungsrate und damit auf die Etablierung von
Pflanzenarten haben (BAskIN und BAskIN, 2001; HEDHLY et al., 2008, WALcK et al., 2011).

Durch die oben beschriebene Ausweitung der Vegetationsperiode kdnnen Pflanzenarten mit
einem bestimmten Temperaturoptimum fiir den Keimungsprozess zu einem friiheren Zeitpunkt
keimen (PARMESAN und YOHE, 2003; MENzEL et al, 2006; MoNDONI et al., 2012). Es ist sehr
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wahrscheinlich, dass eine Verschiebung des artspezifischen Zeitfensters fiir die Keimung der
Ackerwildkrauter ~ Auswirkungen auf deren gesamten  Lebenszyklus und ihre
Okosystemdienstleistungen hat. ALBRECHT (2003) sieht die Ackerwildkrauter auf Grund der hohen
Korrelation mit dem Gesamtartenreichtum einer Landschaft als so genannte Schliisselarten der
Biodiversitdt an und hebt die groBe 6kosystemare Bedeutung der Ackerbegleitflora hervor. Eine
zeitliche Verschiebung der Keimung durch héhere Temperaturen ist jedoch nur eine Moglichkeit,
wie sich die klimatischen Verdnderungen auswirken kénnen. Ein gegenldufiger Effekt konnte
entstehen, wenn héhere Temperaturen im Friihjahr auch von geringerem Niederschlag begleitet
werden, was wiederum die Keimung unter Umstanden weitgehend verhindern wiirde.

Die Einrichtung eines nachhaltigen Schutzkonzepts fir geféhrdete Pflanzenarten, wie die Gruppe
der Ackerwildkrauter, und deren Schutz auf Landschaftsebene setzen eine verlassliche Prognose
ihrer Reaktion auf sich verandernde Standortbedingungen voraus. Vor diesem Hintergrund soll
diese Studie dazu beitragen folgende Fragen zu beantworten: i) wie reagieren Ackerwildkrduter im
Allgemeinen auf die Verdnderungen von Temperatur und Wasserverfliigbarkeit wahrend des
Keimungsprozess? und ii) gibt es in diesem Zusammenhang einen signifikanten Unterschied
zwischen hdufigen und seltenen Arten?

Material und Methoden

Ackerwildkrauter haben mehrere typische Eigenschaften, durch die sie sich als eine eigenstandige
Gruppe abgrenzen lassen. Ein groBer Teil der Ackerwildkrauter befindet sich in Mitteleuropa am
Rande  des  Verbreitungsareals. Die  meisten Ackerwildkrdauter  haben ihren
Verbreitungsschwerpunkt im submediterranen und mediterranen Raum. Alle Arten haben die
Gemeinsamkeit, dass sie nur auf relativ offenen Boden konkurrenzfdahig sind und damit in
Mitteleuropa eng an die anthropogene Landbewirtschaftung gebunden sind (HormEISTER und
GARVE, 2006). Nach SCHNEIDER et al. (1994) zeichnen sich die Samen der Ackerwildkrauter meist
durch ein Stadium der Keimruhe aus. Ihr Lebenszyklus ist iberwiegend innerhalb von einem bzw.
zwei Jahren abgeschlossen und unter hohen Diingergaben sind viele nicht mehr konkurrenzfahig,
insbesondere wegen ihres hohen Lichtbedarfs.

Fir diese Studie wurden fiinf Paare von Ackerwildkrautarten gewdhlt (Tab. 1). Ein Paar umfasst
jeweils eine haufige und eine seltene Art einer Pflanzenfamilie; damit wird eine phylogenetische
Balanciertheit und dadurch eine hohere Aussagekraft der Ergebnisse sichergestellt (GITZENDANNER,
2000). Der Rote Liste Status bezieht sich auf die Rote Liste der gefdhrdeten Pflanzen in
Deutschland (LubwiG und SCHNITTLER, 1996) und Hessen (BVNH, 2008). Die benétigten Samen fiir
dieses Experiment wurden von einem kommerziellen Saatguthdndler bezogen (Rieger und
Hoffmann GmbH, Blaufelden-Raboldshausen, Germany).

Mit Hilfe eines faktoriellen Versuchsaufbaus wurden die Effekte Art (k = 10) verschachtelt in Status
(k = 2; haufig vs. gefahrdet), Wasserpotential (k = 5; 0,-0,3, -0,6, -0,9 und -1,2 MPa) und Temperatur
(k=2;15/5 °C und 20/10 °C) auf den Keimungsprozess untersucht.

Um die definierten Wasserpotentiale einzustellen wurde das osmotische Agens Mannitol benutzt
(D-Mannitol, Euro OTC Pharma GmbH, Bonen, Germany). Die oben genannten Wasserpotentiale
von -0,3,-0,6, -0,9 und -1,2 MPa wurden mit Manitholkonzentrationen von 0,12, 0,24, 0,36 und 0,48
mol I'" hergestellt. Destilliertes Wasser wurde als Kontrolle fiir volle Wasserverfligbarkeit (0 MPa)
verwendet. Fiir jede Faktorkombination wurden fiinf Wiederholungen angelegt, was im Gesamten
500 experimentelle Einheiten ergab.

Die experimentellen Einheiten bestanden aus einer sterilen Petrischale mit jeweils 50 Samen auf
einem Filterpapier, welches mit 3 mL Mannitollésung oder destilliertem Wasser befeuchtet war.
Um den Verlust von Feuchtigkeit durch Evaporation so gering wie méglich zu halten, wurden je
funf Petrischalen gemeinsam in einer Plastiktiite verpackt.

Nach 14 Tagen Stratifikation bei 3 °C ohne Licht in Klimakammern (Rumed type 3401, Rubarth
Apparate GmbH) wurden die prdparierten Petrischalen in  Klimakammern mit
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Wechseltemperaturen (Tag/Nacht) von 15/5 °C and 20/10 °C gestellt. Das Lichtregime wurde auf
einen Tag-Nacht-Zyklus von 16 h hell und 8 h dunkel festgelegt (OTTE, 1996). Die Schalen wurden
zweimal pro Woche kontrolliert. Samen galten als gekeimt, wenn die Keimwurzel sichtbar war.
Diese Keimlinge wurden bei jeder Kontrolle gezdhlt und dann entfernt. Nach fiinf Wochen trat
nahezu keine Keimung mehr auf und das Experiment wurde beendet.

Vor der statistischen Analyse wurde zundchst eine ArcSin-Transformation der Daten durchgefiihrt,
um Varianzhomogenitdt und eine Normalverteilung der Residuen zu erreichen. Beides sind
Voraussetzungen fiir die Durchfiihrung der Varianzanalyse (QuUINN und KEouGH, 2002). Mit diesen
transformierten Daten wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) mit dem Faktor ,Familie”
durchgefiihrt, um eventuelle phylogenetische Effekte zwischen den Pflanzenfamilien zu
berticksichtigen. Alle weiteren Auswertungen wurden dann mit den berechneten Residuen dieser
ANOVA vorgenommen. Die Haupteffekte und Interaktionen der Faktoren Art, Status, Temperatur
und Wasserpotential wurden daraufhin mit einer mehrfaktoriellen Varianzanalyse berechnet. Um
die Signifikanz paarweiser Mittelwertvergleiche der ausgewahlten Interaktionen zu tberprifen,
wurde ein Post-hoc-Tukey-Test mit Signifikanzniveaus von a = 0,1 %, 1% und 5 % durchgefiihrt.
Die erhobenen Daten wurden mit dem Programm STATISTICA 10 (StatSoft Inc.) ausgewertet.

Fiir jede experimentelle Einheit wurde der Parameter Gesamtkeimung in % bestimmt (RANAL et al.,

2006). Die Gesamtkeimung ist der Prozentsatz der gekeimten Samen im Verhdltnis zur Anzahl
ausgesdter Samen (hier 50).

Tab. 1 Untersuchte Arten mit Zuordnung der Pflanzenfamilie und des Rote Liste Status (Rote Liste der
gefdhrdeten Pflanzen in Deutschland, bzw. Hessen(*): V = Vorwarnliste, 1 = gefdhrdet, 3 = vom Aussterben
bedroht). Die Vitalitat wurde mittels eines Tetrazolium-Tests bestimmt.

Tab. 1 Study species dedicated to their plant family and their Red List Status.

Art Familie Rote Liste Status Vitalitat [%]
Anthemis arvensis Asteraceae haufig 94
Glebionis segetum gefahrdet (V) 92
Campanula rapunculoides Campanulaceae haufig 86
Legousia speculum-veneris gefahrdet (3) 94
Silene latifolia Caryophyllaceae haufig 88
Silene noctiflora gefahrdet (V) 90
Papaver rhoeas Papaveraceae haufig 88
Papaver argemone gefahrdet (V*) 96
Daucus carota Apiaceae haufig 92
Bupleurum rotundifolium gefdhrdet (1) 98
Ergebnisse

Die Ergebnisse zeigen, dass die Gesamtkeimung sehr stark von den Faktoren Art, Status,
Temperatur und Wasserpotential abhédngt, da die geschachtelte ANOVA fiir alle Effekte und fast
alle Zwischeneffekte hohe Signifikanzen ausweist (Tab. 2). Das Wasserpotential erklart mit 64,5 %
den groBten Teil der gemessenen Unterschiede in der Gesamtkeimung. Selbst der Faktor Art zeigt
mit 7,9 % nur einen maBigen Einfluss. Der Rote Liste Status tragt mit 1% nur sehr gering zur
Erkldrung der Varianzen bei, der Effekt ist aber trotzdem signifikant. Es ist hervorzuheben, dass der
Status einen gréBeren Teil der Varianz erklart, als die hier gewahlten Temperaturunterschiede
wahrend des Keimungsprozesses; diese erkldren nur 0,5 %. Entsprechend der Starke der einzelnen
Effekte sind auch die Interaktionen von unterschiedlicher Bedeutung. Am stdrksten wirken sich die
Zwischeneffekte von Art und Wasserpotential aus (16,2 %). Gemeinsam mit der Interaktion von
Status und Wasserpotential werden damit fast 18 % der Varianz des Keimungsergebnisses erklart.
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Die Wasserverfligbarkeit hat somit einen groen Einfluss auf den Keimungsprozess. Darlber
hinaus besteht ein signifikanter Zusammenhang zwischen der Reaktion auf unterschiedliche
Wasserverfligbarkeit und dem Gefdhrdungsstatus einer Art (Abb.1). Keimen bei optimaler
Wasserversorgung die seltenen Ackerwildkrduter noch tendenziell besser, so kehrt sich dieser
Trend mit abnehmendem Wasserpotential um. Signifikant ist der Unterschied bei
Wasserpotentialen von -0,6 (Signifikanzniveau a = 0,1 %) und -0,9 MPa (Signifikanzniveau a = 1%).
Damit zeigen die seltenen Ackerwildkrauter eine deutlich starkere Reaktion auf Wasserstress als
die hdufigen Ackerwildkrduter. Bei weiter abnehmender Wasserverfiigbarkeit ist der
Keimungserfolg der Samen von fast allen Arten so gering, dass kein messbarer Unterschied
zwischen seltenen und haufigen Arten mehr auftritt.

Der hohe Wert fiir die Interaktionen zwischen Art und Wasserpotential wird durch die Variabilitat
des artspezifischen Keimungsverhaltens erklart. So reagiert die haufige Art Campanula
rapunculoides unempfindlich gegeniiber Anderungen des Wasserpotentials und zeigt bei héheren
Temperaturen auch hohere Keimraten. Unabhdngig von der Temperatur reagiert die seltene Art
Legousia speculum-veneris mit gleichmaBig abnehmender Keimung bei abnehmender
Wasserverfligbarkeit. Die seltene Art Bupleurum rotundifolium wiederum zeigt eine hohe
Empfindlichkeit gegeniliber Wasserstress. Der Keimungserfolg reduziert sich hier bereits bei
leichter Reduktion der Wasserverfligbarkeit auf -0,3 MPa um ca. 50 %. Gleichzeitig weist sie bei der
Keimung eine starke Affinitdt zu kiihleren Temperaturen auf, so keimt sie bei optimaler
Wasserversorgung um ca. 12 % besser bei 5/15 °C als bei 10/20 °C. Dagegen keimt die haufige Art
Daucus carota bei guter Wasserversorgung und hohen Temperaturen um 10 % besser als bei
niedrigen und reagiert auch auf eine reduzierte Wasserversorgung weniger empfindlich. Ein
dhnliches Muster zeigt auch die regelmaBig vorkommende Art Anthemis arvensis.

Tab. 2 Ergebnisse der ANOVA fiir die Variable ,Gesamtkeimung (%)" mit den Effekten von Art verschachtelt in
Status, Temperatur und Wasserpotential; vc (%) zeigt den relativen Anteil der Faktoren und ihrer Interaktionen
an der Gesamtvarianz.

Tab. 2 Results of the nested ANOVA for the variable “germination (%)” with the effects of species nested in state,
temperature and water potential; vc (%) shows relative contribution of individual factors and their interactions to
total variance.

df F p vc (%)

Konstante 1 0,000 1,000

Art (Status) [A(St)] 8 81 < 0,001 79
Status [St] 1 82,7 < 0,001 1,0
Temperatur [T] 1 37,4 < 0,001 0,5
Wasserpotential [WP] 4 1324,5 < 0,001 64,5
A(St)xT 8 16,5 < 0,001 1,6
A (St) x WP 32 4,7 < 0,001 16,2
Stx WP 4 334 < 0,001 1,6
StxT 1 04 0,521 0,0
TxWP 4 4,2 0,002 0,2
StxTx WP 8 1,6 0,183 0,1
A(St)xTx WP 32 39 < 0,001 1,5
Fehler 400 4,9
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Abb. 1 Gesamtkeimung [%] in Abhdngigkeit von Rote-Liste-Status und Wasserpotential (WP). Originaldaten
unter Angabe des Standardfehlers. Signifikanzen zwischen seltenen und haufigen Arten innerhalb der
Wasserpotentialstufen sind mit Sternchen gekennzeichnet: *** Signifikanzniveau a = 0,1 %, **
Signifikanzniveau a =1 %.

Fig. 1 Effects of Red List Status and water potential (WP) on germination [%]. Original data with standard error.
Statistical significant differences within each water potential level are marked with asterisks: *** level of signification
a=0,1%,**a=1%

Sie keimt stets besser bei hoheren Temperaturen (39 % hohere Gesamtkeimung Uber alle
Wasserpotentialstufen) und ihre Keimung nimmt gleichmé&Big mit Abnahme des Wasserpotentials
ab. Die seltene Art Glebionis segetum verhdlt sich dagegen indifferent gegeniiber den gewahlten
Temperaturen, zeigt aber die gleiche progressive Abnahme der Gesamtkeimung bei
abnehmender Wasserverfiigbarkeit. Silene noctiflora keimt ebenfalls eindeutig besser bei hohen
Temperaturen (37 % hohere Gesamtkeimung). Diese Praferenz zeigt sich insbesondere bei
abnehmendem Wasserpotential. Bei Temperaturen von 10/20 °C keimt diese Art bei einem
Wasserpotential von -0,6 MPa noch zu 45,6 %, wahrend sie bei der gleichen Wasserverfligbarkeit
und Temperaturen von 5/15 °C nur noch eine Gesamtkeimung von 1,6 % aufweist. Sinkt das
Wasserpotential jedoch auf -0,9 MPa, so findet unabhdngig von der Temperatur nahezu keine
Keimung mehr statt. Auch Silene latifolia zeigt ein dhnliches Muster, allerdings ist hier die
Bevorzugung der hohen Temperaturen fir die Keimung nicht so stark ausgepragt.

Diskussion

Die vorliegende Studie lasst auf einen signifikanten Zusammenhang zwischen dem
Gefahrdungsstatus einer Art und deren Reaktion auf abnehmende Wasserverfligbarkeit im Boden
schlieen. Die Ergebnisse zeigen, dass seltene Ackerwildkrautarten mit einer starkeren Abnahme
der Keimung bei abnehmendem Wasserpotential reagieren als hdufige Arten. Dieses Muster lasst
die Aussage zu, dass seltene Ackerwildkrauter empfindlicher auf eine Veranderung der
Wasserverfligbarkeit im Zuge des Klimawandels reagieren werden. Daher ist anzunehmen, dass
diese Artengruppe von der vorhergesagten klimatischen Entwicklung in Mitteleuropa besonders
stark betroffen sein wird. Denn nicht nur der Keimungsprozess, auch die Keimlingsetablierung
hangt wesentlich von der Wasserverfligbarkeit ab. So fiihrt ein niedriges Wasserpotential zu einer
verzdgerten Keimung mit verringerter Wuchshéhe des Keimlings und einer kiirzeren Keimwurzel.
Dadurch sind diese Keimlinge wiederum anfélliger fiir Trockenheit (AKHALKATSI und LoscH, 2001).
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Auch in einer Studie von ECKSTEIN (2005) wird die Bedeutung der Wasserverfligbarkeit
hervorgehoben. Hier wurde gezeigt, dass die Keimlingsetablierung in verschiedenen
Graslandtypen trotz bestehender Unterschiede beziiglich Artenreichtum, Wuchshéhe und
Bestand mal3geblich von der Wasserversorgung abhangt.

Neben der Wasserverfligbarkeit hat auch der Standortfaktor Temperatur einen grof3en Einfluss auf
Pflanzen, da sie den Keimungszeitpunkt auf die Jahreszeit mit glinstigen Umweltbedingungen fiir
den Keimling abstimmt (CocHRANE, 2011). Die Bedeutung der Temperatur wdhrend der
Keimungsphase und die damit einhergehende Anfélligkeit von Pflanzen in dieser
Entwicklungsphase fiir Folgen des Klimawandels, heben verschiedene Studien hervor. So
beschreiben HEDHLY et al. (2008) die Auswirkungen der globalen Erwdrmung auf Kulturpflanzen
mit abnehmenden Ernteertragen. Besonders starken Veranderungen ist die Vegetation in alpinen
Regionen ausgesetzt. Nach MoNDONI et al. (2012) kdnnen zunehmend hohe Herbsttemperaturen
zu spontaner Keimung mancher Gebirgspflanzenart fiihren, die dann bei eintretendem Frost mit
einem nahezu vollstandigen Absterben der Keimlinge einhergeht. Sogar der Keimungserfolg der
Nachkommen einer Pflanze, die wahrend einer unglinstigen Jahreszeit gekeimt ist, kann
beeinflusst werden. Unterschiedliches Keimungsverhalten von im Herbst bzw. Friihling
produzierten Samen konnte flir Capsella bursa-pastoris (BASKIN et al., 2004) und Sinapis arvensis
(MeNNAN und NGuAJIO, 2006) nachgewiesen werden.

Auch in der vorliegenden Studie zeigt sich der Einfluss der Temperatur auf das Keimungsverhalten
der Versuchsarten deutlich. Durch die Wahl der zwei unterschiedlichen Wechseltemperaturen fiir
den Keimungsversuch konnte fiir die einzelnen Arten eine klare Tendenz gezeigt werden, ob sie
besser bei hohen Temperaturen (10/20 °C) oder besser bei niedrigen Temperaturen (5/15 °C)
keimen. Ein signifikanter Zusammenhang zwischen Temperatur und Gefahrdungsstatus konnte
hier jedoch nicht nachgewiesen werden. Dies kann darauf hinweisen, dass die untersuchten
annuellen Arten in der Lage sind, elastisch auf Temperaturveranderungen zu reagieren. Die
Bedeutung der Temperatur und die Elastizitdt hinsichtlich dieses Faktors wahrend der
Keimungsphase von Ackerwildkrautern wurden von OTTE (1994; 1996) eingehend untersucht und
verdeutlicht. Demnach hat sich die Temperaturspanne fir die Keimung von vielen
Ackerwildkrautern zwischen 1948 und 1990 unter der verdnderten Landnutzung deutlich
erweitert bzw. verschoben.

Es kann davon ausgegangen werden, dass die von MeNZzEL et al. (2006) beobachtete Ausweitung
der Vegetationsperiode keinen positiven Einfluss auf das Vorkommen seltener Ackerbegleitflora
hat, da die BewirtschaftungsmaBnahmen an die phanologische Entwicklung der Kulturpflanzen
gekoppelt sind und sich somit der von OTTE (1996) beschriebene Faktorenkomplex von
Auflaufzeitpunkt der Ackerwildkrduter und Herbizideinsatz nicht verandert. Von einer durch
klimatische Verdanderungen bedingten ldngeren Vegetationsperiode profitieren v. a. die
Ackerwildkrauter, welche sich auch bisher an die Standortveranderungen durch die Intensivierung
der Landnutzung anpassen konnten. Dies sind v. a. im Herbst keimende, konkurrenzstarke Arten,
die in der Lage sind auf ndhrstoffreichen Boden mit dichten Kulturpflanzenbestanden zu wachsen
(HYVONEN et al., 2003; HAWES et al., 2005; 2010). Denn die Bestandssituation von Ackerwildkrautarten
hangt nach OTTE et al. (2006) nicht nur von gilinstigen Keimungsvoraussetzungen ab. Vielmehr
spielen die allgemeinen Anforderungen an die Standorteigenschaften eine Rolle, damit sich die
Ackerwildkrauter erfolgreich bis zur Samenreife entwickeln konnen. Die Bedeutung der
Bewirtschaftung unterstreicht auch eine Studie von ALBRECHT (2005). Hier konnte gezeigt werden,
dass insbesondere die sommerannuellen Ackerwildkrautarten von einer &kologischen
Bewirtschaftung profitieren. Denn bei dieser Bewirtschaftungsweise findet z.B. mechanische
Unkrautregulierung anstelle von Herbizideinsatz statt. Weiterhin beeinflusst die Fruchtfolge mit
einem groéBeren Anteil an Blattfrlichten und Sommergetreide das Vorkommen seltener Arten
dieser Gruppe positiv. Fiir Viola arvensis konnte eine Anpassung an die moderne Landwirtschaft
durch eine erweiterte Amplitude der Keimungstemperatur und eine erhdhte Samenproduktion
nachgewiesen werden. Dadurch kann diese Art zeitliche Liicken zwischen Herbizidanwendungen,
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Ernte und Bodenbearbeitung nutzen (SCHUBERT et al., 2003). Die Bedeutung der Interaktionen von
Klimawandel und Landnutzungswandel wird von BUTOF et al. (2012) auch fir die Artenvielfalt von
Griinland hervorgehoben. So kénnen sich die Reaktionen einzelner Griinlandarten auf veranderte
klimatische Bedingungen in Abhangigkeit der Bewirtschaftung stark voneinander unterscheiden.

Bei der Entwicklung von Schutzkonzepten fiir gefdhrdete Arten der Agrarlandschaften
Mitteleuropas mussen daher die Auswirkungen von Landnutzungswandel und Klimawandel
gemeinsam betrachtet werden. Dabei muss beriicksichtigt werden, dass der Klimawandel den
durch den Landnutzungswandel hervorgerufenen Riickgang vieler Ackerwildkrautarten weiter
verstarken wird. Da die Folgen des Klimawandels fiir die Ackerwildkrauter nicht direkt aufzuhalten
sind, sollte der Fokus der Schutzbemiihungen auf MaBnahmen liegen, die die negativen
Auswirkungen des Landnutzungswandels ausgleichen. Das Ziel dieser Bemihungen sollte die
Erhaltung dieser Arten auf Landschaftsebene sein. Kommt eine Art nur noch vereinzelt in kleinen
und isolierten Populationen vor ist die Gefahr durch lokale negative Ereignisse, wie z. B. Erosion
durch Starkregen, Dirreperioden oder menschliche BaumaBnahmen, ausgeléscht zu werden
deutlich gréBer (THUILLER, 2005). Bei kleinflaichigen und isolierten Vorkommen von
Ackerwildkrautarten besteht auBerdem die Gefahr, dass diese bei Anderung der lokalen
klimatischen Bedingungen kaum auf dann geeignete Standorte ausweichen kénnen. Nur durch
eine moglichst flaichendeckende Forderung dieser Arten kann dem regional unterschiedlichen
Ausmal} der klimatischen Verdnderungen und dem damit verbundenen unterschiedlichen
Anpassungsdruck auf die Vegetation begegnet werden.
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Abstract

This study was conducted to assess the clonal structure and genetic diversity of alien herbaceous plant species
Erigeron annuus. The global warming and changes in agriculture practice in the past few decades were
favourable for the expansion of this species in Lithuania. We used RAPD and ISSR assays to assess genetic
variation within and among 29 populations of E. annuus. A total of 278 molecular markers were revealed. Our
study detected reduced level of genetic diversity of invasive populations of E. annuus. Significant differences in
DNA polymorphism among populations of E. annuus were also found. Some populations of this species are
composed of genetically identical plants, while others were polymorphic. Clonal diversity of study populations
ranged from 0.083 to 0.4 for both DNA marker systems. The Simpsons diversity index values ranged from 0.0 to
0.636. The average number of genotypes per population established using both assays was about 1.7. Out of
328 E. annuus individuals only 16 showed unique RAPD and 14 unique ISSR banding patterns. The remaining
plants were clones of different size. The most common genotype of E. annuus identified in our study was
represented by predominate in nine populations.

Keywords: Clonal structure, DNA markers, Erigeron annuus, invasive plants, ISSR, RAPD

Zusammenfassung

Die Untersuchungen verfolgen das Ziel, die genetische Struktur der nicht-einheimischen Pflanzenart Erigeron
annuus auszuwerten. Globale Erwérmung sowie Veranderungen in der landwirtschaftlichen Praxis der letzten
Jahrzehnte waren bedeutsam fiir die Verbreitung dieser Art in Litauen. Fir die Feststellung der genetischen
Verteilungsvielfalt in den 29 E. annuus Populationen haben wir uns der RAPD und ISSR -Methoden bedient.
Insgesamt wurden 117 RAPD - und 161 ISSR - Loci festgestellt. Die Untersuchungen haben die verringerte
genetische Vielfalt der E. annuus Populationen aufgezeigt. AuBerdem wurden bedeutende DNR polymorphe
Unterschiede zwischen E. annuus Populationen angetroffen. Einige Populationen dieser Art bestanden aus
genetisch identischen Pflanzen, wahrend die anderen polymorphem waren. Die Klonvielfalt der untersuchten
Populationen schwankte zwischen 0.083 und 0.4 bei der Verwendung von beiden DNR-Signifikanten. Die
durchschnittliche Genotypen Zahl in der Population betrug etwa 1.7 bei der Verwendung von beiden
Signifikanten. Nach der Untersuchung der 328 E. annuus Individuen wurden 16 unikale RAPD - und 14 unikale
ISSR - Phédnotypen festgestellt. Die tibriggebliebenen Pflanzen waren Klonen von unterschiedlicher GroBe. Der
am meisten verbreitete E. annuus Genotyp wurde in neun Populationen ermittelt.

Stichwaorter: DNS- Marker, Erigeron annuus, ISSR, Klonstruktur, invasive Pflanzen, RAPD

Introduction

Daisy fleabane (Erigeron annuus (L.) Pers.) is a winter annual invasive plant species which was
introduced from North America into Europe in the 17t century (EDWARDS et al., 2006). Now it is one
of the 150 most widespread alien plant species in Europe (LAMBDON et al., 2008). In the native range
this species is an inhabitant of tall grass prairies, while in the new area it is abundant on roadsides
and ruderal places (TRTIKOVA et al., 2011). E. annuus is triploid apomictic plant, which forms embryos
through meiotic diplospory (McDONALD, 1927; STRATTON, 1991). Production of apomictic seeds is
one of mechanisms of clonal reproduction (CHUNG et al., 2006). Some populations, however, show
rather high polymorphism and contain local genotypes, suggesting that sexual reproduction does
occur occasionally (EDWARDS et al., 2006; TRTIKOVA et al., 2011). Asexual reproduction may be
favorable for spread of E. annuus, because it allows establishing populations from a single

200 Julius-Kuihn-Archiv, 443, 2014



26™ German Conference on weed Biology an Weed Control, March 11-13, 2014, Braunschweig, Germany

propagule and may also maintain genotypes with broad environmental tolerance, called
according BAKER (1965) ‘general purpose’ genotypes. E. annuus achieved Lithuania probably from
Western Europe at the end of the 19™ century, i. e. more than two hundred years later than some
regions of west Europe. Here it was introduced as ornamental plant. A few decades later according
botanical literature it invaded natural ecosystems (Mowszowicz, 1939). Now this species is in a
phase of intensive spread, which started in Lithuania few decades ago. Expansion of E. annuus as
other neophytes might be promoted by global warming (prolonged vegetation season, rise of
minimal temperatures) and anthropogenic factors, such as changes in agriculture practice in the
past few decades, increasing international trade, extension of urban area (ScHmITz et al., 2010;
ZYBARTAITE et al., 2011). E. annuus in Lithuania is generally found in roadsides, abandoned fields,
ruderal places, and lawns, near lakes, rivers and as weed in towns of the southern and southern-
eastern regions. Asexual mode of reproduction implies the existence of clonal structure in
populations of apomictic plants and low genetic diversity (LOVELESS and HAMRICK, 1984). However
numerous studies have confirmed the existence of many multilocus genotypes in populations of
apomictic plants (VAN DEr HuLsT et al., 2003). E. annuus is an example of species possessing clonality
and sexual reproduction. Investigations using RAPD markers revealed a high diversity at the level
of the RAPD phenotypes in North American and West European populations (EDWARDS et al., 2006).
RAPD and AFLP markers have been used to study genetic diversity, population structure and local
adaptation of E. annuus in the Swiss Alps (TRTIKOVA et al., 2011). Edwards et al. (2006) supposed that
most of the genotypes now present in Europe have been produced through sexual reproduction
that has occurred since its arrival. Despite of this, several common RAPD phenotypes were also
found on both continents. EDWARDS et al. (2006) also suggested that certain genotypes of E. annuus
have a much stricter agamospermy than others. The possibility to reproduce sexually and
asexually and invade new area makes this species very interesting model plant for adaptation
studies. Because this species achieved Lithuania later, than west and central Europe countries, it is
interesting to know if this had some influence on the clonal diversity and species genetic
structure. Furthermore, the study of molecular variation of E. annuus is important for
understanding the invasion process of apomictic plants and for management of invasive
populations in new area.

So, the present study was carried out to study clonal structure and to determine the extent of
molecular variation and distribution of molecular phenotypes in invasive populations of E. annuus
in Lithuania.

Material and Methods

Plants of E. annuus were collected from 29 E. annuus sites and were considered as representatives
of 29 populations (Uzutrakis, Giedraiciai, Vilnius A, Naujasis Janavas, Vilnius B, Pagiriai A, Roduka,
Daniliskés, Marijampolé, Pagiriai B, Naujoji Vilnia, Bezdonys, Gelgaudiskis, Kédainiai, Jurbarkas,
Vilnius C, Lielius, Babtai, Vilnius D, Kulautuva, Kalvarija, Mikytai, Betygala, Kavarskas, Svédasai,
Kamajai, Kena, Mazeikiai, Pervalka). A total of 328 plants were sampled. From 5 to 12 plants were
collected from each population. The highest density of this invasive plant is concentrated in
southern and south-eastern part of country. For this reason the considerable part of study
populations are from this region.

DNA was extracted from fresh leaves using cethyl-trimethyl-amonium bromide (CTAB) (DovLE and
DovLE, 1990). RAPD and ISSR analyzes were performed as described in PATAMSYTE et al. (2011). All
reactions were repeated at least twice. A negative control PCR without DNA template was carried
out in each amplification. The selection of primers for reproducibility and polymorphism of DNA
profiles was performed before analysis of all material on the 10 samples from different
populations. Primers generating complex or weak profiles were discarded. Amplifications were
resolved on a 1.5% agarose gel (4 h, 4 V/cm), stained with ethidium bromide and photographed
using BioDocAnalyse system.
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The presence of the DNA fragment (allele) was represented with “1” and the absence was
represented with “0”. Clonal diversity of populations was assessed according frequently used two
parameters: G/N - clonal diversity, where G — the number of genets and N is the total number of
individuals sampled and D — Simson'’s diversity index (ELLSTRAND and ROOSE, 1987; 2003; Dev et al.,
2010). Genetic diversity was analyzed at population and species level. The percentage of
polymorphic loci (P), population genetic differentiation coefficient (Gsr) (NEI, 1973) were calculated
using POPGENE v. 1.31 software (YEH et al, 1999). Analysis of molecular variance (AMOVA),
significance of @er values using permutation test with 999 permutations, was carried out using
GenAlEx v. 6.4 (PEAKALL and SMOUSE, 2006).

Results

In the present study we used RAPD and ISSR markers to study genetic diversity and clonal
structure of E. annuus. Amplified bands were scored in a size range from 440 to 2200 bp. A total of
117 reproducible RAPD and 161 ISSR bands were detected in the 328 individuals at the species
level using preselected 4 RAPD and 5 ISSR primers. The polymorphism of RAPD markers at the
species level was 60.5 + 8.2% and ISSR markers — 71.7 £ 9.2% (Tab. 1).

Tab. 1 Primers used in the RAPD and ISSR analyses of E. annuus, size, number and polymorphism of DNA
markers.

Tab. 1 Die in der E. annuus RAPD- und ISSR-Analyse verwendeten Primer, GréB3e, Zahl und Polymorphismus der
identifizierten Loci.

Size of DNA Number of DNA bands

Primer Sequence 5'—3' P, %
fragments (bp)  Total Polymorphic
RAPD
Roth-A 03 AGTCAGCCAC 460-1700 29 15 51.7
Roth-A 04 AATCGGGCTG 440-1900 30 19 63.3
Roth-A 05 AGGGGTCTTG 440-2100 29 16 55.2
Roth-A 07 GAAACGGGTG 560-2100 29 20 70.0
Sum 117 70
Average 29.3+x0.5 17.5+24 60.5+8.2
ISSR
ISSR_O GAG(CAA)s 620-2200 36 29 80.6
ISSR_B (AG)sCG 600-1900 30 24 80
ISSR_C (AG)sTG 500-1600 21 15 71.4
ISSR_D (AG)s 480-1700 38 26 68.4
ISSR_G (GCO)s 500-1650 36 21 58.3
Sum 161 115
Average 322469 23153 71.7£9.2

DNA polymorphism at population level was considerably lower than at species level. Similar
results were obtained for both RAPD and ISSR analyses. RAPD assay revealed 15 monomorphic
populations of 29 studied while ISSR analysis showed no polymorphism in 14 populations of 29
studied. The average polymorphism of RAPD markers at population level including monomorphic
populations was 26.01% and ISSR polymorphism was 23.63%. The percentage of polymorphic
RAPD bands within polymorphic populations varied between 25.71% (Lielius) and 78.57% (Kena)
(Fig. 1). The extreme values of ISSR polymorphism within the same group of populations were
10.43% (Vilnius C) and 69.57% (Daniliskés). The second largest ISSR polymorphism showed Kena
population (62.61%) (Fig. 2).
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Fig. 1 Number of polymorphic loci (%) revealed by RAPD. Population codes: Uzu-Uzutrakis, Gied-Giedraiciai,

VilB-Vilnius B, Dan-Daniliskés, Mar-Marijampolé, Bez-Bezdonys, Gelg-Gelgaudiskis, Ked-Kédainiai, Jurb-
Jurbarkas, Liel-Lielius, Kal-Kalvarija, Mik-Mikytai, Ken-Kena, Per-Pervalka.

Abb. 1 Polymorphismus der RAPD- Loci in den E. annuus polymorphen Populationen.
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Fig. 2 Number of polymorphic loci (%) revealed by ISSR. Population codes: Uzu-UZutrakis, Gied-Giedraiciai,
VilB-Vilnius B, Dan-Daniliskés, Mar-Marijampolé, Bez-Bezdonys, Gelg-Gelgaudiskis, Ked-Kédainiai, Jurb-
Jurbarkas, VilC-Vilnius C, Liel-Lielius, Kal-Kalvarija, Mik-Mikytai, Ken-Kena, Per-Pervalka.

Abb. 2 Polymorphismus der ISSR -Loci in den E. annuus polymorphen Populationen.
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Tab. 2 Variation in clone structure among populations of Erigeron annuus in Lithuania revealed by RAPD and
ISSR assays.

Tab. 2 Die Vielfalt der Klonstruktur in den untersuchten E. annuus Populationen, festgestellt nach den RAPD- und
ISSR- Signifikanten.

Total Number of Clonal diversity (G/N) Simpson’s diversity

samples genotypes (G) index (D)

(N) RAPD ISSR RAPD ISSR RAPD ISSR
Uzutrakis 12 2 3 0.167 0.250 0.530 0.621
Giedraiciai 12 2 2 0.167 0167 0167 0.167
Vilnius A 12 1 1 0.083 0.083 0 0
N.Janavas 12 1 1 0.083 0.083 0 0
Vilnius B 12 2 2 0.167 0.167 0.545 0.545
Pagiriai A 12 1 1 0.083 0.083 0 0
Roduka 12 1 1 0.083 0.083 0 0
Daniliskés 12 4 4 0.333 0.333 0.455 0.455
Marijampolé 12 2 2 0.167 0.167 0.530 0.530
Pagiriai B 12 1 1 0.083 0.083 0 0
N.Vilnia 12 1 1 0.083 0.083 0 0
Bezdonys 12 2 2 0.167 0.167 0.167 0.167
Gelgaudigkis 12 4 3 0.333 0.250 0.636 0.439
Kédainiai 12 2 2 0.167 0.167 0.409 0.409
Jurbarkas 12 2 2 0.167 0.167 0.167 0.167
Vilnius C 12 1 2 0.083 0.167 0 0.167
Lielius 12 2 2 0.167 0.167 0.303 0.303
Babtai 6 1 1 0.167 0.167 0 0
Vilnius D 10 1 1 0.100 0.100 0 0
Kulautuva 12 1 1 0.083 0.083 0 0
Kalvarija 12 2 2 0.167 0.167 0.545 0.545
Mikytai 5 2 2 0.400 0.400 0.400 0.400
Betygala 7 1 1 0.143 0.143 0 0
Kavarskas 12 1 1 0.083 0.083 0 0
Svédasai 12 1 1 0.083 0.083 0 0
Kamajai 12 1 1 0.083 0.083 0 0
Kena 12 4 4 0.333 0.333 0.636 0.636
Mazeikiai 12 1 1 0.083 0.083 0 0
Pervalka 12 2 2 0.167 0.167 0.530 0.530
Average 1.7 1.7 0.154 0.157 0.208 0.210
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The populations consisted of different number of genotypes (genets). The variability of RAPD and
ISSR patterns was rather low. Out of 328 fleabane individuals collected in all 29 sites, only 16
showed unique RAPD and 14 unique ISSR patterns. The remaining plants were clones of different
size (28 RAPD and 32 ISSR patterns were observed in two or more accessions). The largest clone
according RAPD analysis data consisted of 109 accessions. This genotype was shared among 9
populations (data not shown). Clonal diversity ranged from 0.083 to 0.4. The Simpson'’s diversity
index values varied from 0.0 to 0.636 (Tab. 2).

All the parameters of genetic differentiation obtained using RAPD and ISSR markers were rather
similar and indicated a high level of genetic differentiation among populations. An AMOVA
revealed that 51.1% (®er = 0.511) of the total variation established using RAPD analysis occurred
among populations and 48.9% occurred within the population. When analysis was carried out on
the basis of ISSR data, the 59.5% (®rr = 0.595) of the total variation was found among populations
and 40.5% occurred within populations. The coefficient of genetic differentiation between
populations (Gst) was 0.58 for RAPD markers and 0.64 for ISSR markers. The estimated values of
Nm from Gsr were 0.358 and 0.278 respectively, which suggested that the gene flow in E. annuus
was low.

Discussion

To get more precise and reliable data we used two types of DNA markers. An analysis of molecular
data indicated a high level of genetic differentiation (Gsr = 0.64 for ISSR, Gst=0.58 for RAPD).
Similar values of population differentiation were revealed by AMOVA. The ®er value for RAPD
markers was 0.511, and for ISSR markers 0.595. TRTIKOVA et al. also identified high level of genetic
differentiation among populations from Switzerland. Nearly half of the total genetic diversity in
this study was established among populations (Gsr= 0.46). A higher differentiation of Lithuanian
populations in comparison with Swiss lowland populations possibly can be explained by more
expressed founder effect and reduced gene flow among them.

Our study of Lithuanian populations of environmental weed E. annuus using RAPD and ISSR
markers also revealed reduced genetic diversity at population level in comparison with previous
results obtained for this species. Previously EDWARDS et al. (2006) reported that most of the
populations of this species from Northern America and Western Europe were multiclonal and
possessed high levels of genotypic diversity within populations (EDWARDs et al., 2006). In the other
study, TRTIKOVA et al. (2011) found, that 83% of studied populations from Switzerland were
polymorphic. A detailed comparison of Lithuanian populations with western and central European
populations is complicated because of different assays used and different number of loci studied.
Nevertheless at the population level the trend towards reduced genetic variability in Lithuanian
populations is evident. Only about 50% of Lithuanian populations were polymorphic. The fact that
one RAPD phenotype is common for about 33% of studied individuals also indicates low genetic
variation of E. annuus populations in Lithuania. The estimate of average clonal diversity (G/N) as
parameter of sexual recruitment in Lithuanian populations was rather low (G/N = 0.154 for RAPD;
G/N = 0.157 for ISSR) in comparison with the mean (0.17) for the clonal species (ELLSTRAND AND
Roose 1987). Nevertheless RAPD analysis of studied plant material identified 16 unique genotypes
and ISSR analysis — 14 unique genotypes. This result one more time supports the view that most of
apomictic plants in an introduced range consist of various genotypes (EDWARDS et al., 2006; Loomis
and FISHMAN, 2009). EDWARDS et al. (2006) pointed out that some genotypes of E. annuus have a
stronger tendency towards agamospermy than others. For clonal invasive plants phenotypic
plasticity in the introduced range may be the most suitable strategy of adaptation to local
conditions (PARKER et al., 2003; Loomis and FisSHMAN, 2009). Uniparental reproduction (e.g. selfing or
asexual reproduction by clonal propagation and apomixis) allows establishment after dispersal
when founder group sizes are very small (BARRETT et al., 2008). EDWARDS et al. (2006) also noticed
that specific European RAPD phenotypes were not imported from North America populations but
most likely were generated by genetic recombination in the process of occasional sexual
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reproduction. Only part of diversity of western European populations was introduced into
Lithuania and rare sexual reproduction did not compensate the impact of founder effect. It is
known that expansion of invasive species create a gradient in genetic diversity decreasing along
the spatial axis of spreading (AUSTERLITZ et al., 1997). For this reason it is expected that populations
at the front of an expansion should be lower in diversity than those at the core of the expansion
(KLOPFSTEIN et al., 2006; BAKER and DYER, 2011). This idea can be used to explain the possible trend for
lower genetic diversity in invasive population of E. annuus in the northern direction. This species
probably start its spreading through Europe from France in the seventeenth century and at the
end of 19% century achieved Lithuania. Although precise information concerning date and way of
introduction of E. annuus into Lithuania does not exist, it seems likely that it has been distributed
here as an ornamental plant or as contamination of seeds of other ornamental plants (PATAMSYTE et
al., 2013). E. annuus is still very rare in Northern Lithuania and in Latvia, which suggests that the
front of an expansion of this species divides Lithuanian territory in two parts: with and without of
daisy fleabane.
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Abstract

Cyperus esculentus (yellow nutsedge) belongs to the world most important weeds on arable land. This species
is classified as an invasive one in Central and North-western Europe. It is not yet present as a weed in the Czech
Republic, but its occurrence in neighbouring countries and its ability to survive winters in this region must be
taken into account. A cultivated form of C. esculentus, known as Chufa or Tiger nuts, is occasionally grown in
home gardens as a crop for its edible tubers. In pot experiments we tested the growth of both forms, weedy
and cultivated one. Weight of both fresh and dry biomass of plant parts (leaves, roots, rhizomes, tubers,
inflorescences) was measured in monthly intervals from May till September 2012. Results show that there were
no significant differences in leaf and root biomass. The weight of rhizomes was approximately 50-80 times
higher in the wild form. Number of tubers was also higher in the wild form (max. 1118 pcs; crop max. 342 pcs in
single pot), but the total weight of tubers was not significantly different. The cultivated form did not produce
inflorescences at all, the wild form produced in average 13 inflorescences per plot. Based on our results we can
state that growing of the cultivated form does not pose any risk — plants do not show intensive vegetative
spread and do not produce inflorescences so crossing with the weedy form is not possible. The wild form can
produce high amounts of rhizomes and tubers and is able to produce flowers under our conditions. That
makes it a potentially dangerous weed in warmer regions of the Czech Republic.

Keywords: Biomass production, crop, CYPES, invasive weed, yellow nutsedge

Zusammenfassung

Cyperus esculentus (Erdmandelgras) gehort zu den weltweit wichtigsten Unkrautern auf Ackerflachen. Diese Art
ist klassifiziert als invasiv in Zentral- und Nordwesteuropa. Die Wildform kommt in der Tschechischen Republik
nicht vor, aber in den Nachbarldndern. Ihre Fahigkeit, die Winter in dieser Region zu Uberleben, muss
beriicksichtigt werden. Die Zuchtform von C. esculentus, als Chufa oder Tigernuss bekannt, wird gelegentlich in
Hausgarten als Kulturpflanze wegen ihrer essbaren Knollen angebaut. In GefaBBversuchen haben wir das
Wachstum der beiden Formen, Wild- und Kulturpflanze, getestet. Frisch- und Trockenmasse von Pflanzenteilen
(Blatter, Wurzeln, Rhizome, Knollen, Blitenstdande) wurden in monatlichen Abstdanden von Mai bis September
2012 gemessen. Die Ergebnisse zeigen keine signifikanten Unterschiede in der Blatt- und Wurzelbiomasse. Das
Gewicht der Rhizome war bei der Wildform etwa 50- bis 80mal hoher. Die Anzahl der Knollen war in der
Wildform ebenfalls hoher (max. 1.118 Stlick/GefaB) als bei der Zuchtform (max. 342 Stiick/Gefaf3). Das
Gesamtgewicht der Knollen war nicht signifikant verschieden. Die Zuchtform bildete keine Blitenstande; die
Wildform bildete durchschnittlich 13 Bliitenstande pro Gefdl3. Basierend auf unseren Ergebnissen kénnen wir
feststellen, dass der Anbau der Zuchtform keine Gefahr ist, denn die Pflanzen zeigen keine intensive vegetative
Ausbreitung und bilden keine Blltenstdnde, sodass die Kreuzung mit der Wildform nicht moglich ist. Die
Wildform bildet groBe Mengen an Rhizomen und Knollen und ist fahig, unter unseren Bedingungen zu blihen.
Das macht dieses Unkraut in warmeren Regionen der Tschechischen Republik potenziell geféhrlich.

Stichwaorter: Biomasse-Produktion, CYPES, Erdmandelgras, invasives Unkraut, Knollenbildung

Introduction

Cyperus esculentus L. (syn. Chlorocyperus esculentus /L./ Palla, Yellow nutsedge) belongs to the
world most important weeds on arable land (Howm et al, 1991). Native in mediterranean and
tropical regions, this species is classified as an invasive one in Central and North-western Europe
(DE VRIES, 1991; DANCZA et al., 2004). The wild form is not yet present in the Czech Republic, but its
occurrence in neighbouring countries and its ability to survive winters in this region must be taken

208 Julius-Kuihn-Archiv, 443, 2014



26" German Conference on weed Biology an Weed Control, March 11-13, 2014, Braunschweig, Germany

into account. The cultivated form of C. esculentus, known as Chufa or Tiger nuts, is occasionally
grown in home gardens as a crop for its edible tubers (KuBAT et al., 2002). A detailed study on its
growing under the conditions of the Czech Republic was published already in the mid-20th
century (JIRASEK, 1955) but it is a crop of minor importance without large-scale field production.

The aim of this study was to describe growth dynamics of the wild form under the conditions of CZ
and to compare it with cultivated plants to observe differences and possible risk of spread of both
forms as weeds/volunteers on arable land.

Material and Methods

A pot experiment was realised at the experimental field of the Czech University of Life Sciences in
Prague - Suchdol (280 m a.s.l). Plastic pots 18x18x23 cm were filled with commercially
produced planting substrate Agro CS. The lower 5 cm of the pots were permanently in water. Each
pot contained 4 seedlings of C. esculentus, pre-planted in laboratory. In the experiment established
23.4.2012 we tested growth of weedy and cultivated forms from collections of the department of
Agroecology and Biometerology. The wild form originated from Hungary, Kaposvar region. Weight
of both fresh and dry biomass of plant parts (leaves, roots, rhizomes, tubers, inflorescences) was
measured in monthly intervals (24. 5.; 25. 6.; 20. 7,; 22. 8,; 26. 9.) starting in May with the last one in
September 2012. During each term, 3 pots of both wild and cultivated forms of C. esculentus were
used as replicates. In this work, only weights of dry biomass data are presented. Data were
analysed by analysis of variance (0=0.05) using statistical software Statistica ver. 9.

Results

Results of dry biomass production of plant parts of both wild and cultivated forms of C. esculentus
are presented in Figures 1-6.
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Fig. 1 Dry weight of the roots of wild and cultivated forms of C. esculentus.
Abb. 1 Trockenmasse der Wurzeln der Wild- und Kulturform von C. esculentus.
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Fig. 2 Dry weight of the rhizomes of wild and cultivated forms of C. esculentus.

Abb. 2 Trockenmasse der Rhizome der Wild- und Kulturform von C. esculentus.

Root biomass production (Fig. 1) was very similar in both forms of C. esculentus, no statistically
significant differences were found in any term of evaluation. A completely different situation was
found in the production of rhizomes (Fig. 2). The wild form started to produce rhizomes very early.
Already in the first evaluation term the differences between the forms were statistically significant
and later in the growing season the production of rhizomes of the wild form was 50 — 80 times
higher compared to the C. esculentus crop.
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Fig. 3 Dry weight of the leaves of wild and cultivated forms of C. esculentus.

Abb. 3 Trockenmasse der Bldtter der Wild- und Kulturform von C. esculentus.
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Fig. 4 Dry weight of the inflorescences of wild and cultivated forms of C. esculentus.
Abb. 4 Trockenmasse der Bliitenstdnde der Wild- und Kulturform von C. esculentus.
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Fig. 5 Dry weight of the tubers of wild and cultivated forms of C. esculentus.
Abb. 5 Trockenmasse der Knollen der Wild- und Kulturform von C. esculentus.

There were no statistically significant differences found in the production of leaves (Fig. 3). There
was a relatively more rapid leaf production of the wild form at the beginning of the growing
season but later the total leaves biomass of both forms was very similar.

While the wild form produced inflorescences already during June with the highest weight of this
plant part reached in August (Fig. 4), the cultivated form did not produce any inflorescences at all
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and stayed in vegetative phase during the experimental period. The wild form was also able to
produce seeds (data not shown).
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Fig. 6 Number of tubers of wild and cultivated forms of C. esculentus.
Abb. 6 Anzahl der Knollen der Wild- und Kulturform von C. esculentus.

The tuber production started in June (Fig. 5). When we look at the dry weight of tubers, the
production of both forms was not very different, higher tuber biomass production was found with
the cultivated form in July and August, but the differences during the growing season were not
statistically significant. But when we look at the number of tubers (Fig. 6), the wild form produced
higher amounts of them compared to the cultivated form. During June and July the differences
were not statistically significant. During August and September the wild form produced
statistically significantly more tubers than the crop. The maximum values obtained in a single pot
were as follows: wild form 1118 pcs. per pot; crop max. 342 pcs. per pot.

Discussion

The wild form of C. esculentus occurs in Central Europe as a neophyte. It can easily become a
troublesome weed species also under the temperate climate of this region. DANCZA et al. (2004)
refer about the situation in Hungary, where C. esculentus occurred for the first time in 1993 and 10
years later it occupied 3000 hectares. In our crops the management of weeds of the Cyperaceae
family can be problematic. During the last decades, Bolboschoenus species (B. maritimus s.1., resp. B.
koshewnikowii, B. yagara x B. koshewnikowii) became hard-to-control weeds in sugar beet or maize
stands (KNEIFLOVA and MIKULKA, 2006). This makes predictions of potentially successful spread of C.
esculentus in CZ realistic. There is an intensive vegetative spread via rhizomes which are produced
during the whole vegetative period. The tuber production is also very high compared to the
cultivated form. Moreover, tubers of the wild form were able to survive the hard winter 2012-13
under field conditions (data not published), while the tubers of the crop did not. The wild form
also produced inflorescences and seeds as well. Generative reproduction can help the species to
select biotypes well adapted for our climatic region. That makes it a potentially dangerous weed in
warmer regions of the Czech Republic. On the other hand, based on our results we can state that
growing of the cultivated form does not pose any risk — plants do not show intensive vegetative
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spread and do not produce inflorescences so crossing with the weedy form is not possible. Unlike
other European countries, where C. esculentus is a more important crop with productive cultivars
(PASCUAL-SEVA et al., 2013), growing of this crop is not common in the Czech Republic and we can
find it only rarely in home gardens.
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Abstract

Phenology is the study of periodic biological events. The time of weed appearance, growth and reproduction
are very important for decisions on invasive weed management. Cucumis melo is an annual invasive weed of
soybean fields in the north of Iran that reproduces and spreads predominately through seed production. In
order to study the phenology of wild melon was conducted an experiment in CRD at Research Farm of Gorgan
University of Agricultural Sciences and Natural Resources, Iran, during 2012. Seeds first germinated after 10
days of planting, as soon as optimal soil temperatures were achieved. The weed exhibited monoecious
tendencies, with production of male flowers rapidly followed by production of both male and female flowers
on the same vine. Cucumis melo exhibited prolific fruit production, until senescence occurred at 75 and 92 days
after establishment. First fruit formation was observed between 40 and 49 days after emergence, depending
on temperature. To complete growth cycle, of Cucumis melo required about 448 and 733 degree days,
respectively for late of May and 8 of June. The weed produced a maximum of 100 fruits/plant, but an average
plant typically produced 48 fruits/plant. The seed number and seed weight was on average about 190
seeds/fruit and 0.55 g per 100 seeds, respectively. The results indicated that wild melon could produce a lot of
fruits and seeds within a growth period of about 75 and 92 days.

Keywords: Growth, monoecious plants, reproduction, wild melon

Zusammenfassung

Die Phénologie befasst sich mit wiederkehrenden biologischen Abldufen. Auflauf, Wachstum und
Samenproduktion invasiver Arten sind wichtig fir Bekdmpfungsentscheidungen. Cucumis melo ist eine
einjdhrige, invasive Unkrautart, die im Norden Irans im Sojabohnenanbau vorkommt und sich vorwiegend
durch Samenproduktion vermehrt und ausbreitet. Untersuchungen zur Phdnologie dieser Unkrautart wurden
2012 auf der Versuchsstation der Gorgan Universitat im Iran durchgefiihrt. Das Auflaufen erfolgte von Anfang
bis Mitte Mai nach Erreichen optimaler Bodentemperaturen. Die Unkrautart zeigte mondézische Tendenzen
indem sowohl ménnliche als auch weibliche Bliiten an einer Pflanze ausgebildet wurden. Cucumis melo zeigt
eine starke Fruchtentwicklung bis zum Beginn der Seneszens nach etwa 75 Tagen nach der Keimung. In
Abhédngigkeit von der Temperatur wurde die erste Fruchtbildung 40 bis 49 Tage nach der Keimung
beobachtet. Wachstumszyklus fir Ende Mai und 8. Juni abzuschlieBen, Cucumis melo der erforderlichen etwa
448 und 733 Grad-Tagen. Die Unkrautart produzierte maximal 100 Friichte pro Pflanze und im Mittel
produzierte eine Pflanze 48 Friichte. Die Samenanzahl und das Samengewicht lagen bei 190 Samen pro Frucht
und 0,55 g pro 100 Samen. Die Ergebnisse zeigen, dass wilde Melonenarten innerhalb von 75 Tagen eine hohe
Anzahl von Friichten und Samen produzieren kénnen.

Stichwaorter: Monoecious Pflanzen, Reproduktion, Wachstum, wilde Melone

Introduction

Invasion is the geographical expansion of a species into an area not previously occupied by that
species (VERMEL, 1996). Invasive weeds can be non-indigenous and indigenous species that can
become overly abundant in a plant community (BooTH, 2003). Biological processes and
characteristics that are most important for weeds to thrive are dependent on reproduction,
dispersal, phenology and etc. (BRYsoN and CARTER, 2004). Phenology is the study of the seasonal
timing of life cycle events (RATHCKE and LACEY, 1985). The timing of emergence, growth and sexual
reproduction is highly important for the success of invasive weeds. The phenology of a weed is
mediated by the interaction of internal factors with external environmental signals such as
temperature, day length or drought (Goby et al, 2009; DINCER et al., 2010). Therefore,
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understanding the factors that control phenological variability is crucial for the design of durable
weed management practices (DINCER et al., 2010).

Cucumis melo subsp. agrestis Naudin is a monoecious, annual, trailing-vine plant of the
Cucurbitaceae family. The reproduction of C. melo takes place only by seeds. The inedible fruits are
berries of spherical to ovoid shape with a very thin mesocarp and a lot of tiny seeds (KouonoN,
2003). There are four species of the Cucurbitaceae family that are invasive weeds in Australia and
America (TINGLE and CHANDLER, 2003; WANG et al., 2009; SHAIK et al., 2011). C. melo is native to Asia
but is aggressively invading soybean fields in the north of Iran. The objective of this study was to
quantify the phenological development of C. melo in response to variations in temperature. This
would be useful for decision support systems helping farmers to manage C. melo.

Material and Methods

The experiment was conducted in a completely randomized design with six replications at the
Research Farm of Gorgan University of Agricultural Sciences and Natural Resources, Iran, during
2012 growing season. Seeds of wild melon were collected from a soybean field located in
Golestan province, north of Iran during August 2011. Six seeds of Cucumis melo were sown at a
depth of 2 - 3 cm on 23 May and 8 June in 3 X 4 m? plots and each plot considered as a replication.
Phenological characteristics of wild melon seedlings and plants were studied during the summer.
To prevent initial plant mortality, plots were kept relatively weed free for up to 40 days after
emergence. The field was visited twice a week and at each time seedling establishment, time to
emergence, leaf appearance, flowering stage, fruit set and time to maturing was recorded. Fruit
number/vine was recorded in August and 10 mature fruits of plants at each replication were
collected randomly to evaluate seed number/fruit. Data was analysed by SAS 9.1 to assess the
effect of planting date on seed reproduction.

Daily thermal time (DTT) was used to calculate required degree-days following equation 1 to
complete each stage of plant growth.

DTT= (To-Tb).F (T) (equation 1)

where F (T) is the temperature function, T, is the optimum temperature and Ty is the base
temperature. The first component of the daily thermal time [(To-Tb)] is constant and non-optimal
temperature will affect daily thermal time through F (T). F (T) is temperature function (reduction
factor) that varies between 0 (at base and ceiling temperature) and 1 (at optimal temperature)
(KAMKAR et al,, 2012). The base, optimum and ceiling temperature for C. melo are 20, 35 and 45 °C,
respectively (SOHRABI et al., 2012). Required degree day for occurrence of each phenological stage
of wild melon were calculated by Model Maker software ver. 3.0 and using the weather data.

Results and Discussion

The calculated thermal time for each growth stage is presented in Table 1. Each growth stage
achieved when F(T) = 1 and depend on planting date, required daily thermal time was different for
each phonological stage. To complete growth cycle (emergence to maturing) of wild melons that
were planted in late of May and 8 of June needed about 448 and 733 degree-days. Required DTT
for emergence, 2 - 3 leaf stage, 5 - 6 leaf stage, branching stage, flowering, fruiting and maturing
stage was 55, 93, 130, 169, 243, 317 and 448 degree-day, respectively for planting date of late of
May and required DTT for occurrence the mentioned stages for planting date of 8 of June was
about 54, 94, 131, 173, 183, 338 and 733 degree-day, respectively (Tab. 1). Earlier phenological
stages had a high development rate (Fig. 1). Seeds of wild melon germinated as soon as soil
temperature achieved to optimum temperature. The weed exhibited monoecious tendencies,
with production of male flowers rapidly followed by production of both male and female flowers
on the same vine. C. melo exhibited prolific fruit production, until senescence occurred at 75 and
92 days after establishment. The time of 50% fruit formation were observed between 49 and 54
days after emergence, depending on temperature condition and date of planting (Tab. 1).
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Tab. 1 Phenology and growth parameters assessed for wild melon at summer 2012.
Tab. 1 Phénologie und Wachstumsparameter fiir Wildmelonen (Erfassung im Sommer 2012).

Phenological stage (Time to 50%) DTT, days after planting DTT, days after planting
(in late of May ) (in 8 of Jun)

Emergence 55,15 54, 10

2-3 leaf 93,22 94, 16

5-6 leaf 130, 28 131, 21

Branching 169, 34 173, 29

Flowering 243,43 183, 39

Fruiting 317, 54 338, 49

Maturing 448,75 733, 92

Fruits per plant 453 343

Seeds per fruit 189.9 17213

Dry weight g per 100 seed 0.55 0.62

DDT: daily themal time

During the 75 and 92 days of wild melon growth, the mean number of fruits per plant and seeds
per fruit were about 45 and 190, respectively for late of May planting date and about 34.33 and
172.13, respectively for the other planting date (8 of June). Seed number per vine was up to 5000
for both planting dates and the mean seed weight were about 0.55 and 0.62 g/100 seeds in May
and June planting date, respectively (Tab. 1).

The first fruit formation was observed in prickly paddy melons (Cucumis myriocarpus) and camel
melons (Citrullus lanatus) between 35 and 49 days after emergence. The camel melons and prickly
melons produced a maximum of 14 and 120 fruits/plant, and 400 and 45 seeds/fruit, respectively
(SHAIK et al., 2011). Understanding phenological stages and their characteristics is crucial for design of
durable weed management practices (DINCER et al., 2010).

According to the results, wild melon could produce a lot of fruits and seeds within a growth period
of 75 and 92 days. Knowing the time of phenological stages of wild melon and seed production
characters helps producers and researchers to apply management practices in right time.
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Zusammenfassung

Das Anbausystem mit dem Stoppelhobel vermag geringen landtechnischen Aufwand mit angemessenem
Ertrag und geringem Begleitpflanzendruck zu verbinden, ohne dass eigene MaBnahmen der Distelregulation
notig waren. Trotzdem bleiben pedogene Aspekte des Auftauchens von Cirsium arvense (L.) SCOP. offen.
Unterschiede in Bodenstruktur und pH-Wert bei Distelauftreten hangen nicht so sehr von Bodenbedingungen,
sondern auch von Einflissen durch C. arvense selber ab. Eine Untersuchung mit der Universitdt Hohenheim
ergab grofle Unterschiede zwischen Bodenproben mit bzw. ohne Disteln. Dies muss als Hinweis auf
saprophytische Beitrage zur Erndhrung der Distel gewertet werden, welche es der Distel als mixotrophe
Pflanze erlauben, organische Kohlenstoffverbindungen im Boden zu nutzen.

Stichwaorter: Mixotrophie, Rhizomdormanz, Saprophytie, Stoppelhobel, subterrane Embryogenie,
Trophietypen

Abstract

Even if an existing agricultural holistic production system works without specific measures of control of
Cirsium arvense (L.) SCOP. scientific questions of pedogene probiotic aspects are left to be answered. Changes
in soil structure and pH-Value are not as much due to the conditions of soil but depend on the influences of
the Creeping thistle. Investigations of soils with/without thistles at the University of Hohenheim show high
differences which hint at saprotroph contributions to nutrition. Thistle growth, rhizome dormancy and
subterranean embryogeny are discussed as a nutrition model of thistles as mixotroph plants which can take
advantage of organic substances in the soil.

Keywords: Mixotrophy, rhizome dormancy, saprophytic nutrition, Stoppelhobel, subterranean embryogeny,
types of different nutrition

Einleitung

Fir das Auftreten und Ausbleiben ganzer Nester der Acker-Kratzdistel (Cirsium arvense (L.) SCOP.)
gibt es bisher kein plausibles wissenschaftliches Modell. Die allgemein angenommene Sichtweise,
Pflanzen in Agrarsystemen waren allgemein eher autotroph (DAu et al., 2004), gilt offensichtlich fur
die Distel nicht. Seltsamerweise scheint es nicht so sehr ihr Auftreten, sondern der mit ihr
einhergehende Bodenzustand zu sein, welcher den Kulturpflanzenertrag mindert. Der Arbeitskreis
Standortphysiologie der BTQ erforscht seit langem die Standortphysiologie landwirtschaftlicher
Konkurrenzpflanzen. Dabei fand das Anbausystem mit dem Stoppelhobel der Firma Zobel (Rot am
See) besonderes Interesse, weil es erlaubt, allein durch Methoden der Gareférderung auf
RegulierungsmalBnahmen gegen C. arvense zu verzichten (HEILMANN, 2007). Dieses hauptsdchlich
auf Betrieben des o6kologischen Landbaus mit bindigen bis schweren Bdden verbreitete
Anbausystem beruht auf der Forderung der bodeneigenen Lebendigkeit (Gare) und wird durch
Schélarbeiten mit gezieltem Einsatz der Egge verfolgt. In der getreidereichen Fruchtfolge kann der
Kleegrasanteil gering gehalten werden, weil er kaum zur Begleitpflanzenregulierung nétig ist. Er
dient in erster Linie dem Futterbau. Jegliche RegulierungsmaBnahmen hinsichtlich der Distel
erlibrigen sich. Der Boden wird zwischen den Kulturen nur zwei bis drei Mal geschalt, ohne die
ggf. vorhandenen, meist zwischen 12 und 20cm tief waagerecht streichenden
Verbreitungsorgane der Disteln zu storen und ist krimelig und strukturstabil. Die besondere
Wirkung des Stoppelhobels beruht auf mehreren Aspekten, von denen wohl am wichtigsten ist,
dass keine frische organische Substanz unter die in Mitteleuropa bei 10 bis 15cm Tiefe
anzusetzende Garegrenze (HEILMANN, 1999) eingearbeitet wird, die Bearbeitungsgrenze immer
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offenporig bleibt und der flach bearbeitete Boden immer ausweichen kann, so dass er bei der
Bearbeitung keine Strukturschaden erleidet. Dabei kommen Distel und Ampfer durchaus vor.
Jedoch bleiben sie meist klein. Weder sie noch die mit ihnen normalerweise einhergehende
Gareschwdche mindern den Ertrag. Der Kleegrasbau mit seinem Erfolg in der Distelregulierung
(WEHSARG, 1954) erweist sich bei genauer Beobachtung eher als indirekt gegen die Distel wirksam,
eben Uber die Bodengare mit ihre probiotischen Weichenstellungen, unter deren Einfluss Disteln
nicht mehr erndhrt werden und die Dormanz eintritt. Mit der Fruchtfolge und der
Bodenbearbeitung ldsst tiber die Jahre dann der Ertrag nach, die Boden werden schwerziigiger
und die Begleitfora wird wiichsiger; die Dormanz von Distelsamen und -rhizomen hort auf. So
beruht die Wirkung des Stoppelhobels in erster Linie auf der Férderung einer stabilen Gare.

Auf einem Stoppelhobelbetrieb gelang am 12.08.2005 mittlerweile der zweite Nachweis der
Rhizomdormanz der Ackerkratzdistel. Nach der Stoppelbearbeitung waren einige Rosetten
aufgetaucht, wo drei Jahre (Klee, Weizen, Roggen) lang keine Disteln gewachsen waren. Unter der
Bearbeitungsgrenze zogen sich grofflachig Rhizome durch den Acker, welche auch im Anbaujahr
des Roggens bis zum Einsatz des Stoppelhobels keine Triebe gebildet hatten (HEiLMANN, 2011). Das
Dokumentationsfoto (Abb. 1) zeigt, dass der sonst kriimelnde Boden um das Rhizom schmiert und
in schlechter Struktur ist. Diesen pedologischen Feldbefund kann man als Verschleimung
bezeichnen. (In der Diskussion kommen wir darauf zurilick.) ZwoLFer (1999) weil3 von einem Dr.
Fryer aus den flinfziger Jahren des letzten Jahrhunderts, der in Oxford von einer mehrjahrigen
,Diapause” von Wurzelorganen der Distel berichtete.

NPTl i N P o ST 8 g

Abb. 1 Disteltrieb aufgrund sommerlicher flacher Bodenbearbeitung nach 3 Jahren Rhizomdormanz.
Fig. 1 Sprout of Cirsium a. because of shallow tillage after three years of rhizome dormancy.

Wer im oOkologischen Landbau Stoppelbearbeitung in hinreichendem Flachenumfang selber
durchgefiihrt hat, kennt aus eigener Erfahrung den héheren Bearbeitungswiderstand in Zonen
von Distelbewuchs (MARKL et al., 1996). Der Schlepper hat schwerer zu arbeiten, so dass man
manchmal sogar herunterschalten muss. Diese in der landwirtschaftlichen Praxis bekannten und
auch in Spatendiagnosen seit Jahrzehnten dokumentierten Verdichtungen (HeyL-WEILBURG, 1937;
WEHSARG, 1954; MARKL et al., 1996; HEILMANN, 2011) korrelieren aber nicht oder héchst selten mit
Bodenbelastungen, welche durch Bearbeitungsgerate o0.3. bewirkt hatten sein konnen.
Andererseits kennt Praxiserfahrung, dass jede Bodenverdichtung - durch landtechnische
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MaBnahmen etwa - sie auch in ihrem Auftreten fordert. ZwerGer priifte die Hypothese, Disteln
wiirden durch Bodenverdichtungen geférdert, indem er sie in Fassern mit unterschiedlich
verdichtetem Substrat wachsen lieB3; sie waren alle gleich wiichsig (ZWERGER, 2001).

Es kann zum Spontanauftreten kommen, wie es das Elfte Kirchberger Distel-Orchideen-Seminar
am 29. Mai 2010 dokumentierte (HEILMANN, 2011). Dieses Phanomen gibt es auch bei Orchideen. So
durchlduft der Violette Dingel (Limodorum abortivum (L) eine im Boden stattfindende
Embryogenese, indem er eine um sieben Jahre wahrende Entwicklung in der Erde braucht, bis er
hervor treibt (PResSER, 2000). Das Bleiche Knabenkraut (Orchis pallens L.) durchlauft in seinen rund
neun Jahren bis zur Bliite eine heterotrophe Phase von drei Jahren ohne griine Blatter (LAUX,
1984). Orchideen haben zwar meist autotrophe Phasen; obligate Wurzelpilze spenden ihnen
zusatzlich Assimilate und erlauben mixotrophe bis vollkommen heterotrophe Erndhrungsmuster
(PRESSER, 2000). Da die Mykorrhizen dabei oft keine erkennbaren Vorteile genief3en, handelt es sich
um Ubergénge von Symbiosen (,Lebensgemeinschaften zu gegenseitigem Vorteil”) zu Probiosen.
Bei C. arvense scheidet wegen nachgewiesener morphologischer und trophischer Unterschiede
ein identisches, rein mykotrophes Erndhrungsmodell wie bei einigen Orchideen aus. Andererseits
sind Disteln mit gro3er Regelmafigkeit mit der Breitblattrigen Standelwurz (Epipactis hellborine)
vergesellschaftet, so dass eine standortphysiologische Vergleichbarkeit nahe liegt. Diese
Erscheinung findet sich in Hausgéarten oder Parkanlagen, wo sich unter Bodendeckern Rohhumus
ansammelt, dessen langsamer Abbau in Parallelitdit mit geringer Durchwurzelung zu einem
Uberangebot organischer Substanz fiihrt.

Sofern sich eine Minderung des Ertrags bei Kulturpflanzen finden lasst, gibt es im Friihjahr auch
,Bodenverdichtungen” und pH-Wert-Anderungen. Es gibt zwei Formen systematischen
Auftretens, die wir als diskret bezeichnen. Es handelt sich um Distelnester und Distelringe, welche
bei den Disteln im Frihjahr pH-Wert-Erniedrigungen und Bodenverdichtungen sowie eine
ausgesprochene Kulturpflanzenkonkurrenz zeigen; die anderen Flichen der gleichen Acker sind
distelfrei (HELMANN, 2011). Eine weitere Verbreitungsform zeigt ein irreguldres Muster, indem
ganze Acker unterschiedlich triebige Distelsprosse tragen; keine Fliche ist distelfrei. Dieses Muster
tritt hdufig am Ende von Fruchtfolgen auf 6kologischen Betrieben, ndmlich vor dem Kleegrasbau,
auf. Der ganze Acker weist dann meist einen relativ niedrigen pH-Wert und schlechte,
ungleichmaBige Bodenstruktur auf.

Da es der Nahrungsspielraum ist, welcher weitestgehend die Verbreitung eines Organismus
bestimmt (FRANCE, 1921), schien es angezeigt, eine Modellpriifung der Heterotrophiethese
durchzufiihren.

Material und Methoden

Es wurde die Hypothese aufgestellt: ,Bei der Distel gibt es keine saprophytischen
Ernidhrungsbeitrige aus dem Boden”. Dazu wurden im August nach der Getreideernte von Ackern
Okologisch wirtschaftender Betriebe, von denen keiner mit dem Stoppelhobel arbeitet, 7
Paarungen von Bodenproben mit den Varianten ,ohne Disteln” und ,mit Disteln” gezogen. Es
wurden von zwei Ackern Beispiele irreguldren Auftretens (I1 und 12), sowie entsprechende
Herkiinfte diskreten Auftretens gewahlt, wozu zwei Distelnester (D1 und D2) sowie ein Ring in
einem Maisfeld (mit drei Wiederholungen) herangezogen wurden. Distelringe dhneln in ihrem
Auftreten Hexenringen auf Wiesen und treten wie diese in Jahren mit starkeren
Niederschlagsperioden weniger auf. Die Proben wurden aus einer Tiefe von 0 bis 12 cm gezogen.
Bei den Varianten mit Disteln D1 und D2 sowie R1 - R3 traten Bodenverdichtungen auf; da dies
eine wiederholt beschriebene Begleiterscheinung darstellt (HEYL-WEILBURG, 1937; WEHSARG, 1954;
MARKL et al., 1996; HEILMANN, 2011) interessierte die standortphysiologische Charakteristik und
systemwissenschaftliche Plausibilitdt mehr als die schon bekannte Faktizitat.

Im Labor des Fachgebietes Bodenbiologie (Institut fiir Bodenkunde und Standortslehre,
Universitat Hohenheim) wurde der extrahierbare Anteil an Kohlenstoff und Stickstoff bestimmt.
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Die Extraktion der organischen C- und N-Verbindungen erfolgte mit 0,5 M Kaliumsulfatlésung.
AnschlieBend wurde der organische Kohlenstoff (TOC = total organic carbon) und der organische
Stickstoff (TON = total organic nitrogen) am TOC-Analysator (Analytik Jena Multi N/C 21005S)
bestimmt. Die Ergebnisse wurden mit dem T-Test auf Signifikanz gepriift.

Ergebnisse

Der Unterschied in den Analysewerten des extrahierbaren organischen Kohlenstoffs (Tab. 1) bei
den Bodenproben ,ohne Disteln” zu ,mit Disteln” ist nach T-Test signifikant gesichert
(Irrtumswahrscheinlichkeit: 2,95 %). Seine Aussage bezieht sich darauf, dass in den Bodenarealen
,ohne Disteln” in jeder der sieben Proben — im Durchschnitt 37 % - mehr an extrahierbaren
organischen Substanzen (im Maf des daran beteiligten Kohlenstoffs) verfiigbar war. Die Disteln
haben also bei jedem untersuchten Variantenpaar den Anteil extrahierbarer organischer Substanz
vermindert.

Tab. 1 Extrahierbare organische Substanz (ug EOC g-1 soil dw).
Tab. 1 Extractable organic Matter (ug EOC g-1 soil dw).

Variante 1 12 D1 D2 Ringa Ringb Ringc Durchschnitt
ohne Disteln 38,1 294 31,3 754 73,1 49,5 74,6 53,1
mit Disteln 33,3 234 26,3 55,4 34,0 46,1 52,7 38,8
Differenz 48 6,0 49 20,0 39,1 35 21,9 14,3

Die Nitratwerte (Tab.2) kennzeichnen die Konkurrenzproblematik zwischen Disteln und
Kulturpflanze deutlich: die Areale ,ohne Disteln” weisen 65 % hohere Werte auf. In fiinf der sieben
Varianten haben die Disteln den Nitratgehalt vermindert. Dieser Unterschied muss vom
Durchschnitt her als sehr gro3 angesehen werden, wenn er auch wegen der unterschiedlichen
Standorte als statistisch nicht signifikant angesehen werden muss.

Tab. 2 Nitrat (NO3 mg/I).
Tab. 2 Nitrate (NO3 mg/l).

Variante 11 12 D1 D2 Ringa Ringb Ringc Durchschnitt
ohne Disteln 23 2,6 1,3 17,3 3,0 2,6 35 47
mit Disteln 2,5 2,3 1,6 6,8 2,7 2,2 1,7 2,8
Differenz -0,1 0,2 -0,3 10,5 03 04 1,8 1,8

Auch die Analysewerte des extrahierbaren Stickstoffes (Tab.3) reflektieren drastische
Unterschiede; in den Arealen ,ohne Disteln” sind die Extraktwerte 94 % hoher. Wegen der
standort- und kulturabhdngigen Unterschiede ist der gro3e Unterschied statistisch zwar nicht
signifikant gesichert. Wie in den gleichen fiinf der sieben Varianten des vorherigen Parameters
haben die Disteln den Gehalt extrahierbaren Stickstoffs aber so vermindert, dass dort nur rund 50
% des Nitratstickstoffs zu finden war.

Tab. 3 Extrahierbarer Stickstoff (ug EN g-1 soil dw).
Tab. 3 Extractable Nitrogen (ug EN g-1 soil dwl).

Variante n 12 D1 D2 Ring a Ringb Ringc Durchschnitt
ohne Disteln 79 10,7 2,2 82,7 14,3 9,9 14,2 20,3

mit Disteln 8,5 7,6 4,1 29,0 9,7 7,7 6,8 10,5
Differenz -0,6 3,1 -1,9 53,7 4,6 2,2 74 9,8
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Diskussion

Diese Untersuchung zeigt bei drei Bodenparametern, dass im Wurzelbereich von Disteln und
Kulturpflanzen weniger extrahierbare organische Substanzen allgemein, weniger Nitrat und
weniger extrahierbarer Stickstoff vorhanden sind als im Wurzelbereich der Oberkrume (0 - 12 cm)
allein der Kulturpflanzen. Dabei ist der durchschnittliche Unterschied betrachtlich. Von besonderer
Bedeutung ist, dass sich alle drei Ausbreitungsmuster der Distel gleich verhalten.
Folgeuntersuchungen sollten auf diese unterschiedlichen Ausbreitungsmuster und den
Jahresgang der Bodenparameter eingehen. Der statistisch signifikante Unterschied in der
Untersuchung auf extrahierbare organische Substanzen erlaubt die Aussage: ,Disteln nutzen
kohlenstoffhaltige Verbindungen zu ihrem stofflichen und/oder energetischen Metabolismus”. Da
Disteln wie die meisten héheren Pflanzen aufgenommene organische Substanzen energetisch
nutzen konnen, kann dies als Kennzeichnung saprophytischer Erndhrung angesehen werden.
Zusammenfassend ist also die Hypothese ,Bei der Distel gibt es keine saprophytischen
Erndhrungsbeitrdge aus dem Boden” zurlickzuweisen. Die Ergebnisse geben hinreichend
Anhaltspunkte fur saprophytische Beitrdge aus dem Boden, welche das Wachstum der Distel
fordern.

In Jahrzehnten eigener Spatendiagnosen in allen Monaten des Jahres konnte beobachtet werden,
dass die typischen Distelstandorte durch Verschleimung geprédgt sind. Diese Verschleimung
entwickelt sich in der zweiten Frihjahrshélfte beobachtbar zu den das Distelauftreten mit
RegelmifBigkeit begleitenden ,Verdichtungen”, deren Muster nicht durch landtechnische
Bodenbelastungen hervorgerufen sein kann. Die botanisch orientierte Zeigerpflanzensystematik
misst Disteln keinen Zeigerwert bei und bezeichnet sie als Ubiquist ,verschiedenartiger, meist
nahrstoffreicher ~ Standorte” (Boas, 1958), wahrend WEHSARG (1954) sie aufgrund
landwirtschaftlicher Erfahrung als Lehmzeiger ansieht. Lehme kennzeichnen sich durch langsame
bis trdge Umsetzung organischer Substanz. In der Bodenbearbeitung weisen diese Standorte
geringe Belastbarkeit hinsichtlich Druck und Schlupf auf. Sie sind besonders auf Anbausysteme
angewiesen, welche die Gare des Bodens als Hauptziel verfolgen. Da von uns Gareschaden und
Garezusammenbruch regelmafig als Grundlage stérkerer Verunkrautung angetroffen werden, sei
auf das Stichwort ,Gare” kurz ndher eingegangen. Ein Handbuch fiir den praktischen Landwirt
widmet dem ein eigenes Kapitel und fiihrt u.a. aus (DIECKMANN, 1943): ,Wie gares Brot und ungarer
Teig sich unterscheiden, so ist gares Land von totem, unfruchtbarem Boden verschieden... Oft ist
der frische ,Erdgeruch” wahrnehmbar. Eine Roggenstoppel ist hdufig hart und nicht gar, eine
Raps- oder Wickenstoppel aber ist meist gar. Der Schwerpunkt der ganzen Feldbestellung liegt in
dieser Gare und der Landwirt, der das nicht begriffen hat und nicht fir die Gare sorgt, soll einen
anderen Beruf ergreifen.”

Das System mit dem Stoppelhobel erlaubt ein gareférderndes Bearbeitungssystem durch seine
flache Arbeitsweise, bei welcher der bearbeitete Boden immer ausweichen kann, also geringem
Druck ausgesetzt ist. Die stets offenporige Bearbeitungsgrenze und die geringe Einarbeitungstiefe
organischer Substanz férdern die ununterbrochene Atmungsfahigkeit der beteiligten
Bodenzonen. Insofern kann die Kombination von Leguminosenbau und gezielter Schalarbeit als
Basis 6kologischen Landbaus angesehen werden (KAHNT, 2008).

Das Neuartige des hier vorgeschlagenen Verstandnisansatzes besteht darin: mixotrophe Pflanzen
sind in ihrer Verbreitung in der Landschaft an ihre heterotrophe Nahrungsquelle gebunden. Das
ist normalerweise als Mutualismus vom Typ eines Parasitismus, einer Symbiose oder Probiose
ausgepragt, kann aber auch saprophytische Elemente aufweisen. Wenn im Boden also
Gareformen dominieren, welche mikrobiologische Aspekte (Keimung, Brechung der Dormanz!)
mit hohen Werten extrahierbarer organischer Substanz miteinander verbinden, entwickeln solche
Acker firr Disteln probiotische Eigenschaften. Im Zuge des Umbaus organischer Substanz im
Boden - so unsere Interpretation - erfolgt immer auch eine Freisetzung niedermolekularer
Verbindungen, welche von den Kulturpflanzenwurzeln oder der Gare aufgenommen werden. Gare
bedeutet unserer Erfahrung nach nicht allgemein Freisetzung von Mineralstoffen und
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niedermolekularen organischen Verbindungen, sondern kann auch Immobilisierung von
Mineralstoffen und Einbau organischer Verbindungen bedeuten. Ist die Aufnahme geringer als die
Freisetzung, wenn etwa bei pflanzenbaulichen Fehlern Kulturpflanzen sie nicht quantitativ
aufnehmen, kénnen sie sich als Schleim sammeln, welcher Disteln, Quecke und Ampfer als
Nahrungsgrundlage dient. Ist die Freisetzung hoher als die Aufnahme - etwa bei organischer
Uberdiingung, werden zusitzlich zum Kulturpflanzenertrag noch Disteln aus dem Boden
getrieben. Auch wenn ein Boden nach Faulnis oder Muffigkeit riecht, scheint die Freisetzung
hoher zu sein als die Aufnahme. Bei Distelringen kdénnte die ringférmige Ausbreitung eines Pilzes
Disteln eine Erndhrungsgrundlage bieten, weil mehr niedermolekulare Verbindungen freigesetzt
werden als die Kulturpflanzen aufnehmen kdnnen. Die erfolgreiche Regulierungswirkung auf C.
arvense durch Kleegras ist nach allen Erfahrungen einerseits unumstritten (HAUBLER et al., 2004);
andererseits muss ihre Grundlage diskutiert und ggf. naher geklart werden. Es ist offensichtlich
nicht der Kleegrasbau selber, welcher in seiner Nutzung oder seinen Mulchmafl3nahmen wirkt,
sondern seine intensive Durchwurzelung mit dem ausgepragten Aneignungsvermdgen von
Futterleguminosen; jeder noch so kleine Mduseschaden, jede Fehlstelle entbehrt ndmlich dieser
Durchwurzelung, verféllt in der Gare und tragt weiter Distel und Ampfer. Es scheint also moglich,
die Regulierung von C. arvense durch Minderung ihrer heterotrophen Nahrungsgrundlagen im
Boden zu verfolgen.

Insofern besteht die landeskulturelle Aufgabe des Landwirts offensichtlich also in erster Linie
darin, Gareformen zu férdern, welche hinsichtlich der Distel zu ,non-feeding“-Eigenschaften des
Bodens filhren. Die Aspekte Rhizomdormanz, Brechung der Dormanz, Keim- und Sprossneigung,
pH-Wert und Bodenstruktur im Wurzelbereich usw. werden weiter untersucht werden missen.
Der chemisch-pedologische Charakter der beobachteten herbstlich-winterlichen Schleime, die
sich im Friihjahr zu ,Verdichtungen” entwickeln, soll als ndchstes geklart werden.
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Zusammenfassung

Die Uber die vergangenen Jahrzehnte beobachteten Veranderungen der Unkrautflora, welche durch
Klimawandel und Verdnderungen in Landnutzung und Bewirtschaftungspraxis verursacht werden, erfordern
eine adaquate Anpassung des Unkrautmanagements. In dem vorliegenden Beitrag wird fiir das Bundesland
Niedersachsen anhand von zwei Datenquellen ein Wandel der Unkrautflora nachgezeichnet und rezente
Verdnderungen des Unkrautmanagements dargestellt. Hierflir wurde zum einen unter Fachleuten aus
landwirtschaftlicher Beratung, Behérden und Industrie eine Expertenbefragung durchgefiihrt, anhand derer
qualitativ bestimmt wurde, welche Unkrautarten oder -gruppen in den vergangenen Jahren an Bedeutung
gewonnen oder verloren haben, und welche Entwicklungen der Bedeutung einzelner Unkrautarten kiinftig zu
erwartenden sei. Zusatzlich wurden mogliche zukinftige Anpassungen und Herausforderungen des
Unkrautmanagements erfragt. Zum anderen wurden anhand der Versuchsberichte zum Pflanzenschutz der
Landwirtschaftskammer Niedersachsen fiir mehrere Kulturarten fiir den Zeitraum von den frithen 1980er
Jahren bis in die Gegenwart Verdnderung der Praxis der Herbizidanwendung nachgezeichnet. Die Daten
geben deutliche Hinweise darauf, dass eine Reihe von Unkrauttaxa in den vergangenen 30 Jahren stark an
Relevanz gewonnen hat, insbesondere Hirse- und Storchschnabel-Arten, Ackerfuchsschwanz und Génseful3.
Der direkte Einfluss des Klimas auf die Ackerunkrautflora ist dabei nicht von Effekten einer verdnderten
Bewirtschaftungspraxis zu trennen, welche wiederum selbst durch den Klimawandel beeinflusst wird. In der
landwirtschaftlichen Praxis erfolgte Uber die vergangenen Jahrzehnte unter anderem eine Anpassung der
Behandlungstermine, zum Beispiel eine vermehrte Herbstbehandlung im Winterweizen. Die bisherigen
Veranderungen konnen eine Grundlage fiir die Entwicklung von Managementanpassungen fiir die Zukunft
liefern. Hierzu ist das Wissen tiber ihre Ursachen mit Erkenntnissen aus der Klimafolgenforschung zu ergénzen.
Wie bei der Interpretation vergangener Entwicklungen ist es auch bei Prognosen fir die Zukunft nicht
maoglich, den Einfluss sich dndernden Klimas von Bewirtschaftungseffekten zu trennen. Beispielsweise hat die
Fruchtfolge eine selektierende Wirkung auf Unkrautgruppen und die Konzentration des Maisanbaus kann
Effekte einer Temperaturerh6hung fiir warmeliebende sommerannuelle Arten verstarken.

Stichworter: Behandlungstermine, bekampfungsrelevante Arten, Expertenbefragung, Klimawandelfolgen

Abstract

In the course of the past decennia, numerous shifts of the arable weeds flora have been observed as a result of
climate change and of changes of land use and agricultural management practice. These shifts necessitate
appropriate adaptations of weed management. The present study depicts alterations of the arable weeds flora
of Lower Saxony based on data from two different sources, and describes recent changes of arable weeds
management. We firstly conducted a questionnaire-based survey among plant protection consultants and
experts of agronomy and plant protection in industry and the federal agriculture authorities. This survey was
aimed at identifying which weed taxa have gained or lost relevance for management, and which tendencies
with regard to their relevance is expected according to expert knowledge. In addition, the experts were asked
for information on possible adaptations and challenges of weed management expected for the future.
Secondly, we used protocols of plant protection trails published by the Lower Saxony chamber of agriculture
in order to determine alterations of the weed management practice since the 1980s. The screened data gave a
clear indication of an increase of the relevance during the past 30 years for a number of weed taxa, in particular
for several millet taxa, Geranium species, Alopecurus myosuroides and Chenopodium album. In the evaluation of
changes of the relevance of individual weed taxa, the impact of climate change cannot be segregated from
effects of altered agricultural practices, which are in turn themselves influenced by climate change. Records of
the agricultural practice have pointed out shifts in herbicide application dates which parallel altered sowing
dates, e. g., an increase in the frequency of herbicide application in autumn rather than in spring for winter
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wheat. The recent shifts of weed flora and management practices can serve as a basis for the development of
management adaptations for the future. To this purpose, a sound understanding of their causes is
indispensable, and it needs to be complemented with knowledge obtained from climate change research. As
with the interpretation of past shifts, in projections for the future it will not be possible to disentangle climate
and management effects. For example, crop sequence is known to select for certain weed life history groups,
and a concentration of maize cultivation can therefore enhance the positive effects of a warmer climate for
thermophile summer annual weed taxa.

Keywords: Climate change impact, expert knowledge, herbicide application dates, management-relevant taxa

Einleitung

Bedingt durch den Klimawandel und durch Verdnderungen in Landnutzung und
Bewirtschaftungspraxis wird in vielen Regionen der Welt ein Wandel der Abundanz und des
Schadpotentials unterschiedlicher Taxa von Ackerunkrdautern beobachtet (fiir Europa z. B. MEISSLE
et al., 2010; fir Nordamerika z. B. MCDONALD et al., 2009). Diese Veranderungen der Unkrautflora
erfordern eine addquate Anpassung des Unkrautmanagements.

Das Ziel des vorliegenden Beitrags ist es, fiir das Bundesland Niedersachsen einige der lber die
vergangenen Jahrzehnte eingetretenen Verdnderungen der Unkrautflora und des
Unkrautmanagements nachzuzeichnen. Sie sollen als eine Basis fir die Entwicklung von
Managementoptionen fiir die Zukunft dienen.

Anhand von zwei Datenquellen wurden Verdnderungen des behandlungsrelevanten
Artenspektrums und der in der Praxis angewandten MafBnahmen ermittelt:

Zum einen wurde unter Fachleuten aus landwirtschaftlicher Beratung, Behérden und Industrie
eine Expertenbefragung durchgefiihrt, durch die qualitativ bestimmt wurde, welche Unkrauttaxa
in den vergangenen Jahrzehnten an Bedeutung gewonnen haben oder fir welche Arten ein
Ruckgang beobachtet wurde. Zusatzlich wurde auch die Einschatzung der Befragten Uber
zukiinftig zu erwartende Entwicklungen hinsichtlich der Bedeutung einzelner Unkrauttaxa und
Uber mogliche zukiinftige Verdanderungen und Herausforderungen des Unkrautmanagements
erfragt.

Zum anderen wurden fiir mehrere Kulturarten fiir den Zeitraum von den frithen 1980er Jahren bis
in die Gegenwart einige Verdnderungen der Herbizidanwendungspraxis nachgezeichnet, welche
auf den Klimawandel zuriickfihrbar sein kénnen. Als Datengrundlage hierfir dienten die
Versuchsberichte zum Pflanzenschutz der Landwirtschaftskammer Niedersachsen. Diese geben fiir
unterschiedliche Standorte, Kulturen und regional relevante Befunde der Verunkrautung die
jeweils entsprechende bestmdgliche Behandlung unter Vergleich unterschiedlicher
Behandlungsoptionen an.

Die Auswertung des in diesen beiden Quellen dokumentierten rezenten Wandels wurde in
Zusammenschau mit der Experteneinschatzung Uber zukiinftig zu erwartende Veranderungen
betrachtet und durch aktuelle Erkenntnisse der Klimafolgenforschung erganzt. Hiervon
ausgehend werden Herausforderungen und Optionen fiir ein zukiinftiges Unkrautmanagement in
Niedersachsen aufgezeigt.

Material und Methoden
Expertenbefragung

Im Frihjahr 2013 wurde eine Befragung von Expertinnen und Experten aus Pflanzenbau und
Pflanzenschutz (Fachreferent*Innen der LWK Niedersachsen, Beraterlnnen aus Industrie und aus
niedersachsischen Landwirtschafts-Beratungsringen) durchgefiihrt. Die Befragung erfolgte mittels
eines Fragebogens und deckte zwei Bereiche ab:

Zum einen sollten die Befragten aus einer vorgegebenen Liste diejenigen Arten markieren, die
derzeit besondere Relevanz flir das Unkrautmanagement in ihrem Beratungsgebiet haben. Die
Liste umfasste die GUberwiegend warmeliebenden Arten Amarant (Amaranthus retroflexus), Griine
Borstenhirse (Setaria viridis), Hihnerhirse (Echinochloa crus-galli), Knéterich-Arten (Fallopia
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convolvulus, Polygonum aviculare und P. persicaria), Samtpappel (Abutilon theophrasti), Schlagkraut
(Iva xanthiifolia), Schw. Nachtschatten (Solanum nigrum), Stechapfel (Datura stramonium),
Stiefmitterchen (Viola arvensis), WeiBer Gansefu3 (Chenopodium album) und Winden-Arten
(Calystegia sepium, Convolvulus arvensis). Die Vorauswahl dieser Arten erfolgte im Zusammenhang
mit anderen Forschungsfragen (BURGER et al., 2014; BREITSAMETER et al., 2014). Die befragten
Personen sollten ferner spezifisch fiir ihr jeweiliges Beratungsgebiet ihre Einschdtzung beziglich
bisheriger und zukiinftig zu erwartender Verdnderungen der Relevanz (zunehmend und/oder
abnehmend) weiterer Unkrautarten oder -gruppen abgeben. Sie konnten die Unkrauttaxa hierfir
frei nennen. Als Zeithorizont wurden fiir bisherige Entwicklungen die vergangenen 20 bis 30
Jahre, fiir in die Zukunft gerichtete Aussagen die zweite Hélfte des 21. Jahrhunderts beziffert.

Zum anderen sollten die Befragten Angaben Uber zukiinftig (fir die zweite Halfte des 21.
Jahrhunderts) erwartete Veranderungen und Herausforderungen des Unkrautmanagements
machen. Hierflr sollten sie zu bestimmten Thesen ihre Einschdtzung auf einer Skala mit flnf
Stufen markieren (trifft zu — trifft eher zu - indifferent - trifft eher nicht zu - trifft nicht zu).

Berichte zum Pflanzenschutz

Fur die vorliegende Studie wurden Berichte zum Pflanzenschutz der Landwirtschaftskammer
Niedersachsen, Bezirksstelle Northeimund des Pflanzenschutzamtes Hannover fiir die Kulturen
Winterweizen, Mais, Winterraps und Zuckerriibe aus den Jahren 2012 bis 2009, 2002 bis 1999,
1992 bis 1989 sowie 1982 bis 1980 herangezogen. Diese dokumentieren Versuche, die an jeweils
fur bestimmte Fragestellungen des Unkrautmanagements reprasentativ gewahlten Standorten
durchgefiihrt wurden. Die Versuche spiegeln, abgesehen von wenigen sehr speziellen
Ausnahmen, den jeweils aktuellen Stand des Pflanzenschutzes und der Anbaubedingungen wider.
Betrachtet wurden Daten zur Unkrautbekdmpfung, unter anderem das Artenspektrum, gegen das
eine Behandlung erfolgte, die Anwendungstermine (absolut und ihr zeitlicher Abstand zur
Aussaat) sowie die Anzahl der durchgefilhrten Behandlungen. Da die Zahl der zur Verfligung
stehenden Datensatze bisweilen vergleichsweise gering (insbesondere fiir Raps und Zuckerriibe)
und Uber den gesamten betrachteten Zeitraum von 30 Jahren hinweg stark unbalanciert war
(beispielsweise knapp 40 Datensatze fiir Winterweizen fiir 2012 bis 2009 im Gegensatz zu <10 fir
1992 bis 1989), wurden die in den Berichten hinterlegten Informationen nicht statistisch
ausgewertet, sondern gingen als qualitative Daten in die vorliegende Studie ein.

Ergebnisse
Expertenbefragung

Insgesamt wurde der Fragebogen von 26 Expertinnen und Experten aus Pflanzenbau und
Pflanzenschutz aus ganz Niedersachsen beantwortet. Davon gaben 16 Personen eine Tatigkeit in
landwirtschaftlichen Beratungsringen,  der  Landwirtschaftskammer  oder  anderen
landwirtschaftlichen Behorden an, und waren 10 Personen beratend fiir die Industrie tatig. Die
Teilnehmenden verteilten sich in Bezug auf das jeweils von ihnen betreute Beratungsgebiet so auf
das Landesgebiet, dass jeder Landkreis mit mindestens einem Antwortbogen vertreten war; die
Anzahl Fragebogen pro Landkreis reichte von 1 bis 4, im Durchschnitt lagen pro Landkreis 3
beantwortete Fragebdgen vor. Im Folgenden werden die Ergebnisse der Befragung ohne
regionale Differenzierung nach Beratungsgebieten oder nach Tatigkeitsbereich der Befragten
dargestellt.

Fiir das Unkrautmanagement derzeit relevante Arten

Aus der Liste der vorgegebenen Arten/Taxa wurden von der Mehrheit der Befragten (n = 19)
Nachtschatten, Ganseful3, Knoterich-Arten, Hihnerhirse, Stiefmitterchen und Winden-Arten als
derzeit behandlungsrelevant angegeben. Deutlich weniger hdufig war die Nennung von
Borstenhirse, Stechapfel und Amarant (n < 12); Samtpappel und Schlagkraut wurden von keinem
der Experten als in ihrem Gebiet fiir die Bekdmpfung relevante Arten angegeben (Tab. 1).
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Tab. 1 Ergebnisse der Befragung von Expertlnnen im Bereich Pflanzenbau und Pflanzenschutz in
Niedersachsen lber derzeit fiir das Unkrautmanagement relevante Arten/Taxa. Gesamtzahl der Befragten: n =
26.

Tab. 1 Results of a questionnaire-based study involving experts in agronomy and plant protection for Lower Saxony
on species/taxa that are currently relevant for weed management. Total number of respondents, n = 26.

Anzahl Nennungen

Nachtschatten (Solanum nigrum) 21
GansefuB3 (Chenopodium album) 20
Knoterich-Arten 20
Huahnerhirse (Echinochloa crus-galli) 19
Stiefmutterchen (Viola arvensis) 19
Winden 19
Borstenhirse (Setaria ssp.) 12
Amarant (Amaranthus retroflexus) 5

Stechapfel (Datura stramonium)
Samtpappel (Abutilon theophrasti)

o o N

Schlagkraut (Iva xanthiifolia)

Rezente und fiir die Zukunft erwartete Verdnderung der Relevanz einzelner Unkrauttaxa

Fir  Storchschnabel-Arten,  Hirse-Arten  (n>10), Knoterich-Arten,  Génsefu  und
Ackerfuchsschwanz (n>6) wurde von vergleichsweise vielen der befragten Experten eine
Zunahme Uber die vergangenen Jahrzehnte angegeben. Laut einer dhnlichen Anzahl von
Antwortbdgen wird fiir diese Arten auch zukiinftig eine Zunahme erwartetet (Tab. 2). Bei einer
Reihe von Arten zeigten sich insgesamt widerspriichliche Angaben zu ihrer bisherigen
Entwicklung beziehungsweise hinsichtlich der Prognose der zukiinftigen Entwicklung ihrer
Relevanz; dies war beispielsweise flr Stiefmiitterchen, Klettenlabkraut, Flughafer und Windhalm
der Fall, fir die etwa gleich wenige (n = 1 bis 2) Antwortbdgen eine bisherige/zukiinftig zu
erwartende Zunahme oder Abnahme nannten (Tab.2). Eine bisher ausschlieBliche
Abnahmetendenz und weitere erwartete Abnahme wurden fiir Weidelgras, Ackerhohlzahn und
Franzosenkraut genannt. Insgesamt wurden zum Grof3teil der in Tabelle 2 aufgefiihrten Arten im
Rahmen dieses Teils der Umfrage nur von einzelnen Experten (n = 1 bis 3) Angaben gemacht.

In Bezug auf allgemeine, fir die Zukunft zu erwartende Verdnderungen der Unkrautflora als
Folgen des Klimawandels (trockenere Sommerhalbjahre, Frithsommertrockenheit, feuchtere
Winter, hohere Jahresmittel-Temperatur, friiherer Vegetationsstart im Frihjahr) gaben alle
befragten Experten an, dass sie davon ausgehen, dass auch zukiinftig neue Arten nach
Niedersachsen einwandern werden (Tab.3). Sie schatzten (Ubereinstimmend ein, dass
warmeliebende Arten zukiinftig profitieren wirden; fir ausdauernde Arten bejahten sie dies
dagegen weniger eindeutig. Die Einschatzung, dass Herbstkeimer kinftig profitieren wirden,
wurde zwar von einem Grofteil der Experten geteilt, jedoch gab auch knapp ein Fiinftel der
Befragten an, diese Entwicklung nicht zu erwarten (Tab. 3).
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Tab. 2 Ergebnisse einer Befragung von Experten im Bereich Pflanzenbau und -schutz in Niedersachsen tiber
bisher beobachtete (vergangene 20 bis 30 Jahre) und fiir die Zukunft erwartete (zweite Halfte des 21. Jhdt.)
Veranderungen der Relevanz von Arten und Artengruppen der Ackerunkrautflora (freie Nennungen, in der
Regel wurden deutsche Gattungs- oder Gruppennamen, z. B. ,Kamille” genannt). Gezeigt wird die Anzahl der
Nennungen der betreffenden Art/Gruppe (Gesamtzahl der Befragten: n = 26). Einzelnennungen siehe
Auflistung unter der Tabelle.

Tab. 2 Results of a questionnaire-based study involving experts in agronomy and plant protection in Lower Saxony
on recent changes of the relevance of individual weed taxa (past 20 to 30 years) and changes expected for the future
(second half of the 21* century). For each species or taxon, the number of calls is given (total number of respondents:
n = 26). Singleton answers are listed below the table.

Bisher Zukunftig Bisher Zukinftig
Zunahme Zunahme Abnahme Abnahme
erwartet erwartet

Storchschnabel 14 10 - -

Hirsen 10 11 - -
Borstenhirse
Fingerhirse

Knoterich

Ackerfuchsschwanz

Gansefull

Nachtschatten

Kamille

Stiefmutterchen

Bingelkraut

Mohn

Kornblume

Hirtentaschel

Stechapfel

Ehrenpreis

Rispe

Amarant

Strandsimse

Trespe

Ackerwinde

Ausfallraps

Barbarakraut

Hundspetersilie

Wegrauke

Quecke

Windhalm

Flughafer

Klettenlabkraut

Vogelmiere

Distel

Weidelgras

Ackerhohlzahn

Franzosenkraut - -

w
N
'
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Einzelnennungen bisher Zunahme: Ambrosie, Ampfer, Barenklau,
Jakobskraut, Kerbel, Malven, Melde,
Pfaffenhiitchen, Rauke, Samtpappel

Einzelnennungen zukiinftig Zunahme erwartet: Berufkraut, Hundskerbel, Stechapfel

Einzelnennungen bisher Abnahme: Taubnessel

Einzelnennungen zukiinftig Abnahme erwartet: Winden
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Vergleichsweise heterogen stellte sich die Einschatzung der befragten Experten zu fiir die Zukunft
erwarteten Veranderungen und Herausforderungen im Hinblick auf das Unkrautmanagement dar
(Tab. 3). Eine verminderte Wirksamkeit von Bodenherbiziden wurde von knapp der Halfte der
Befragten erwartet, wobei hier viele Befragte eine indifferente Meinung angaben. Eine zu
erwartende Verschlechterung der Wirkung von Blattherbiziden wurde dagegen von der Halfte der
Befragten verneint. Mehr als zwei Drittel der Befragten erwarten zukiinftig eine héhere Anzahl von
Herbizidbehandlungen und eine Verschiebung der Bekdmpfungstermine. Sehr uneinheitlich ist
dagegen die Einschédtzung in Bezug auf die zukiinftig notwendige Erh6hung der Aufwandmengen
und der Haufigkeit mechanischer Bekdmpfung (Tab. 3).

Tab. 3 Ergebnisse einer Befragung von Experten im Bereich Pflanzenbau und Pflanzenschutz in Niedersachsen
Uber einen fir die Zukunft (zweite Halfte des 21. Jhdt.) zu erwartenden Wandel der Unkrautflora und zu
erwartende Veranderungen und Herausforderungen des Unkrautmanagements. Angaben in % der
Gesamtzahl (n = 26) der erhaltenen Antwortbogen.

Tab. 3 Results of a questionnaire-based study among experts in agronomy and plant protection in Lower Saxony on
changes of the weed flora and challenges for weed management that are expected for the future (second half of 21
century). Values are % of the total number of respondents (n = 26).

Trifft Trifft Indifferent Trifft Trifft Keine

zu eher eher nicht Angabe
zu nicht zu
zu
%

Weitere neue Arten werden einwandern 62 38
Warmeliebende Arten profitieren 65 35
Herbstkeimer profitieren 19 35 31 12 4
Ausdauernde Arten profitieren 31 35 35
Schlechtere Wirksamkeit Bodenherbizide 4 42 27 15 12
Schlechtere Wirksamkeit Blattherbizide 12 19 15 35 15 4
Mehr Herbizidbehandlungen erforderlich 15 58 15 12
Hohere Aufwandmengen erforderlich 19 27 23 27 4
Verschiebung Bekdmpfungstermine 19 54 19 8
Zunahme mechanischer Bekdmpfung 4 46 15 31 4

Berichte zum Pflanzenschutz

Aus den Berichten zum Pflanzenschutz konnten unter Berlicksichtigung der bisweilen sehr
geringen und zwischen den betrachteten 4-Jahreszeitrdumen stark unbalancierten Anzahl der
Versuche folgende qualitativen Ergebnisse extrahiert werden:

Artenspektrum: Wahrend bei den Kulturen Mais und Raps Uber den gesamten betrachteten
Zeitraum seit 1980 hinweg die Verteilung der Anzahl der Versuche zu den Fokusarten fir die
Bekampfung relativ gleich blieb, ist in jiingster Zeit (hier vertreten durch die Jahre 2009 bis 2012)
bei Winterweizen ein verstarkter Fokus auf Ackerfuchsschwanz und bei der Zuckerriibe auf
Weillen Ganseful festzustellen.

Anwendungstermine: Bei Mais, Raps und Zuckerrilbbe kann keine Verschiebung der
Anwendungstermine im Verhéltnis zur Aussaat erkannt werden. Bei Winterweizen ist fir die
Zeitrdume 1980 bis 1982 und 1989 bis 1992 eine erste Behandlung im Frihjahr Gblich,
wohingegen im Zeitraum 2009 bis 2012 in der Mehrheit der Versuche die erste Nachauflauf-
MaBnahme als Herbstbehandlung erfolgte.
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Aussaattermine: Durch die sehr hohe Streuungsbreite der Aussaattermine ldsst sich fir
Winterweizen, Raps und Zuckerriibe aus den Berichten kein klarer Trend zu einer Verschiebung
erkennen. Lediglich fiir Mais zeichnet sich eine friihere Aussaat ab.

Diskussion

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, rezente Veranderungen der Unkrautflora und des
Unkrautmanagements anhand von zwei Datenquellen qualitativ nachzuzeichnen: mithilfe einer
Expertenbefragung per Fragebogen und einer Betrachtung behordlicher Versuchsberichte zum
Pflanzenschutz. Aus diesen Daten sollten Informationen gewonnen werden, welche die
Entwicklung von in die Zukunft gerichteten Anpassungen der Praxismanahmen zur
Unkrautbekampfung unterstiitzen.

Fir die Daten aus den Versuchsberichten ist festzuhalten, dass sich wegen der bisweilen sehr
geringen und zwischen den betrachteten 4-Jahreszeitrdumen stark unbalancierten Anzahl der
dokumentierten Versuche die Auswertungsmoglichkeiten einschrédnkten. Dennoch zeichneten
sich einige deutliche Muster in den Datensdtzen qualitativ ab, welche mit Ergebnissen der
Befragung Ubereinstimmen.

Bei der Befragung wurde mit 26 Personen eine Anzahl von Teilnehmern erreicht, die fiir eine auf
Fragebogen basierte Studie recht gering ist. Allerdings wurde durch gezielte Auswahl des Kreises
der befragten Personen die Einschatzung von einschldgigen Experten aus dem gesamten Gebiet
Niedersachsens abgerufen. Die Ergebnisse der Befragung sind daher per se als eine robuste
Informationsquelle zu bewerten. Fir die Auswertung der freien Nennung zur rezenten und
erwarteten Veranderung der Relevanz einzelner Unkrauttaxa (Tab. 2) ist allerdings zu beachten,
dass fir viele Arten insgesamt eine sehr geringe Anzahl an Nennungen vorliegt. Daher sollte die
Diskussion der Ergebnisse auf die Arten mit mehr als 5 Nennungen fokussiert werden. Die
Befragung wies eine deutliche Steigerung der Relevanz von Storchschnabel- und Hirse-Arten aus.
Gansefull und Knéterich-Arten sind nicht nur haufig als bisher und potentiell zukiinftig
zunehmende Arten genannt worden, sondern auch in der Liste der derzeit
bekdmpfungsrelevanten Arten von der Uberwiegenden Mehrheit der Befragten angekreuzt
worden (Tab.1). Die Nennung einer zunehmenden Relevanz von Génsefull und
Ackerfuchsschwanz durch die Pflanzenschutz-Experten stimmt dabei tiberein mit der im jlingsten
Betrachtungszeitraum (2012 bis 2009) aus den Pflanzenschutzversuchen ersichtlichen
zunehmenden Fokussierung auf diese beiden Arten im Zuckerriiben- bzw. Winterweizenanbau.

Diese Daten geben deutliche Hinweise auf einen Wandel der Unkrautflora in Niedersachsen im
Lauf der vergangenen 20 bis 30 Jahre. Dieser ist das Ergebnis eines Zusammenspiels
unterschiedlicher Einflussfaktoren (HYVONEN et al., 2011), welche sowohl direkte Folgen des global
change sind (u.a. Klimawandel; Einwanderung und Etablierung neophytischer Arten) als auch mit
einer veranderten Anbaupraxis einhergehen (z. B. Fruchtfolgen, Aussaattermine, Herbizidauswahl,
Bodenbearbeitung). Der direkte Einfluss des Klimas auf die Ackerunkrautflora ist dabei nicht von
den Effekten einer verdnderten Bewirtschaftungspraxis zu trennen; letztere ist mitunter auch
selbst durch den Klimawandel beeinflusst, beispielsweise im Hinblick auf die Aussaattermine. So
kann fir die zunehmende Relevanz von Ackerfuchsschwanz einerseits die Entwicklung
herbizidresistenter Populationen eine Erkldrung liefern, aber auch die Vorverlagerung der
Winterweizenaussaat. Die Zunahme von Hirse-Arten kann als eine Konsequenz von durch den
Klimawandel bedingten hoheren Temperaturen in Interaktion mit einer Ausweitung des
Maisanbaus - sowohl beziiglich der Fldche als auch des Anteils in der Fruchtfolge — erklart werden.

Im Hinblick auf kommende Verdnderungen und Herausforderungen des Unkrautmanagements
haben die Aussagen der Experten vor allem folgende Aspekte betont: es wird fiir die Zukunft eine
Verringerung der Wirksamkeit der Bodenherbizide erwartet und fiir Herbizidanwendungen
prinzipiell eine Verschiebung der Behandlungstermine und eine Erhéhung der Aufwandmengen
angenommen. Anpassungen der Behandlungstermine wurden in der landwirtschaftlichen Praxis
bereits Uber die vergangenen Jahrzehnte praktiziert, beispielsweise die vermehrte
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Herbstbehandlung im Winterweizen und die mit friiheren Aussaatterminen einhergehenden
verdanderten Behandlungstermine im Maisanbau.

Die dokumentierten Veranderungen koénnen eine Grundlage fir die Entwicklung von
Managementanpassungen an die sich wandelnden Gegebenheiten der Unkrautflora und des
Klimas fiir die Zukunft liefern. Ein genaues Verstandnis ihrer Ursachen ist dazu erforderlich. Dieses
Wissen ist mit Erkenntnissen aus der Klimafolgenforschung zu erg@nzen. So kann beispielsweise
durch Forschungsansatze, wie in BREITSAMETER et al. (in diesem Band) oder BURGER et al. (in diesem
Band), eine Abschétzung der durch den Klimawandel bedingten Verdnderung der Verbreitung
und des Schadpotentials von Ackerunkrautern erfolgen. Die in der erstgenannten Studie fir eine
Reihe von Arten erfolgten Projektionen der Habitateignung in Niedersachsen weisen darauf hin,
dass nicht alle als thermophil klassifizierten Arten von den zukiinftigen Klimabedingungen werden
profitieren kénnen. Dies steht in Widerspruch zu der bisher beobachteten allgemeinen Zunahme
warmeliebender Arten und der von Pflanzenschutzexperten geduflerten Einschatzung, dass
warmeliebende Arten zukinftig profitieren werden.

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass fiir die Entwicklung eines Unkrautmanagements, das
den sich wandelnden und potentiellen zukinftigen Bedingungen gerecht wird, folgende
wesentliche Aspekte Beriicksichtigung finden mdissen:

e die im Gange befindliche Veranderung des Artenspektrums der Unkrautflora und der
Relevanz einzelner Arten,

e die langfristige Veranderung des Klimas, welche insbesondere eine ldangere
Vegetationsperiode, mildere Temperaturen im Winter und trockenere Sommer bedingt, und

e damit einhergehende Anbauveranderungen, wie veranderte Aussaattermine.

Insgesamt wird das zukinftige Unkrautmanagement mehr als bisher den jeweiligen
Standortbedingungen angepasst erfolgen missen. Standardempfehlungen werden starker auf
ihre Anwendbarkeit fiir die konkreten Standortbedingungen hin gepriift werden missen, bei der
Formulierung neuer Empfehlungen werden mit starkerem Bezug auf lokale Gegebenheiten
Managementoptionen aufzuzeigen sein. Insbesondere die aufmerksame Bonitur der tatsachlich
vorherrschenden  Verunkrautung und die genaue Beachtung von Boden- und
Luftfeuchtegegebenheiten bei der Praparatewahl haben hierfiir besondere Relevanz.

Kiinftige Anderungen des Herbizidwirkstoffportfolios, sich d&ndernde Zulassungsbedingungen
oder andere gesetzliche Regulierungen diirften kaum auf die Klimabedingungen zuriickzufiihren
sein, sind jedoch als wichtige Rahmenbedingungen anzusehen. Eine Klimarelevanz ist dann
gegeben, wenn kiinftige Witterungsbedingungen Einfluss auf Behandlungstermine und die
Wirksamkeit von Herbiziden haben kénnen (Tab. 3).

Wie bei der Interpretation vergangener Entwicklungen wird es auch bei der Vorausschau in die
Zukunft nicht moglich sein, den Einfluss eines sich &ndernden Klimas von den
Bewirtschaftungseffekten zu trennen. Neben den bereits angesprochenen AnbaumafBnahmen hat
auch die Fruchtfolge eine starke selektierende Wirkung auf Unkrautpopulationen. In vielen
Regionen ist eine Segregation von winterungs- und sommerungsdominierten Fruchtfolgen zu
beobachten, wie STEINMANN und DoBers (2013) fur Niedersachsen gezeigt haben. Mit dem
zunehmenden Maisanbau wurden in vielen Anbauregionen sommerannuelle Unkrauter geférdert.
Dies kann den fordernden Effekt von steigenden Temperaturen fiir warmeliebende
Sommerannuelle wie Hirse-Arten noch verstdrken. Aus diesem Grund wird fiir die Zukunft auch
die Fruchtfolgegestaltung als indirekte MafBnahme des Unkrautmanagements an Bedeutung
gewinnen.
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Introduction

In the present work we measured the shoot rate from intact roots and from root fragments of Cirsium arvense
at different digging depths and the number of leaves were used as estimate of minimum regenerative
capacity. The experiments were performed on four sites with three or four repetitions of each treatment. On
each site plot, the soil was removed down to a given depth within a 1x1 m square. All plant parts was
excavated from the soil and the soil was either replaced without any root material, or roots of C. arvense was
cut into 10 cm long fragments and replaced into the source hole. Shoot number, aboveground biomass and
number of leaves were measured. Digging depth and time explained 50% - 60% of the variation in biomass
(P<0.001). Replacement of root fragments increased the shoot number in one out of four treatments but did
not affect biomass produced compared to production from undisturbed root systems. Number of leaves
showed that shoots from all digging depths passed the level of minimum regenerative capacity. We conclude
that the intact root system from all depths was able to regenerate within one season and it has a high
contribution to the produced biomass compared with root fragments in the upper soil layers.

Keywords: Biomass, compensation point, number of leaves, root system

Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Sprossbildung aus intaktem Wurzelsystem und aus Wurzelfragmenten
von Cirsium arvense bei verschiedenen Bodentiefen gemessen. Die Anzahl der Blatter diente zur Schatzung der
minimalen Regenerationsfahigkeit. Die Experimente wurden an vier Standorten mit drei oder vier
Wiederholungen der einzelnen Behandlungen durchgefiihrt. Auf jeder Versuchsparzelle wurde der Boden bis
zu einer bestimmten Tiefe in einem 1x1 m-Quadrat entfernt. Alle Pflanzenteile wurden aus dem Boden
entfernt, und der Boden wurde entweder ohne Wurzel oder mit 10 cm langen Wurzelteilen von C. arvense in
den Boden zuriickgegeben. Die Anzahl der Sprosse, die oberirdische Biomasse und die Anzahl der Blatter
wurden gemessen. 50-60 % der Variationen der Biomasse erklarten sich aus Bodentiefe und Zeit (P < 0,001).
Beim Einbringen der Wurzelfragmente stieg die Sprossdichte in einer von vier Behandlungen an, hatte aber
keine Auswirkungen auf die Biomasse im Vergleich zur Produktion aus ungestdrtem Wurzelsystem. Anhand
der Anzahl der Blatter zeigte sich, dass Sprosse aus allen Bodentiefen die regenerative Mindestkapazitat
Uberstiegen. Wir schlieen daraus, dass sich das intakte Wurzelsystem aus allen Bodentiefen innerhalb einer
Saison regenerieren konnte und in hohem Mafle zur produzierten Biomasse im Vergleich mit der aus
Wurzelfragmenten in den oberen Bodenschichten beitrdgt.

Stichwaorter: Anzahl der Bldtter, Biomasse, Kompensationspunkt, Wurzelsystem

Introduction

Perennial plants very often survive the winter period by storing of nutrients in the root system.
During regeneration, the plant uses these nutrients for production of new roots and shoots and
reaches a level of minimum regenerative capacity “the compensation point”. For continued
growth the plant must obtain a positive net assimilation. Roots (i.e. roots) of Cirsium arvense may
reach a depth of 2 m, but most of the root biomass is generally located between 20 and 40 cm
(NADEAU and VAN DEN BORN, 1989). After soil tillage, undisturbed roots of C. arvense will be present
below the working depth of the tillage equipment, whereas root fragments of various sizes are
distributed throughout the tilled soil profile. These fragments may play a significant role in the
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production of new shoots, as they are brought higher up in the profile and therefore require less
energy for shoot production. Management of perennial weeds often aims at reducing the food
reserves in the storage organs, and profound understanding of regrowth pattern from root
fragments as well as from the undisturbed root system is therefore important. The number of
shoots and the biomass production has been found to be positively correlated to length of root
fragments (DOCK-GUSTAVSSON, 1997; THOMSEN et al., 2011) and negatively correlated to burial depth
(THOMSEN et al., 2011). Dock-GUSTAVSSON (1997) also found that the number of leaves per shoot at
the level of minimum regenerative capacity was negatively correlated to the soil depth. However,
little is known about the regeneration of the weed from the intact root system. The present study
focusses on the development of shoots from intact roots of C. arvense at different digging depths
compared to shoot development from root fragments present in the upper soil layers.

Material and Methods
This study includes two experiments, carried out at a total of four different sites.

Site descriptions

Experiment | was carried out at Mgystad (60° 47' N, 11° 11" E, 200 masl) and Rolfsgy (59°14"N,
10°53"E, 5 masl) in 2005, both on imperfectly drained loam soils. Here we aimed at evaluating the
capacity for regeneration of the established root system of C. arvense from five digging depths (0,
10, 20, 30 and 40 cm) and if the the compensation point would be reached for plants from all
digging depths.

Experiment Il (As A and As B) was performed at the Norwegian University of Life Sciences, As
(59°40"N, 10°46"E, 90 masl) on a sandy loam soil in 2006 and 2011. The aim of these experiments
was to compare the capacity for regeneration of the established root system and of root
fragments from soil depths of 15 and 30 cm.

Trial description and assessments

All experiments were arranged in complete randomized blocks with three (Mgystad and As) or
four replications (Rolfsgy).

Experiment I. An experimental area with a high population of C. arvense was chosen. These trials
were established in spring 2005 and the regeneration of C. arvense from intact root systems
located below five different digging depths (0, 10, 20, 30 and 40 cm) was measured. In each plot,
the soil was removed down to the given depths within a 1 x T m square and spread out on a
plastic sheet. All roots and other plant parts were removed. Then the soil, without roots and plant
parts, was replaced into the source hole and packed down to its original level. In the control plot (0
cm depth), the soil was left untreated. Throughout the season, the number of shoots and the
number of leaves = 5 cm were counted. In the autumn, the above-ground biomass of C. arvense
was harvested and dried at 70 °C for 72 hours, and the dry weight was recorded.

Experiment II, As A and As B. These two experiments were started on 19-25% July 2006 and 14-16"
May 2011, respectively, and harvested on 15™ October and 25% October, respectively. The soil was
dug out to depths of 0, 15 and 30 cm and handled as in Experiment |, but with two different
treatments of the soil from 15 and 30 cm depths: 1) all roots and other underground plant parts
were removed from the soil, or 2) the roots of C. arvense were cut into 10 cm length f and replaced
with the soil. At the end of the experiment, the above-ground biomass of C. arvense was harvested
and dried at 70 °C for 72 hours, and the dry weight determined.

To prevent C. arvense in the surrounding area from growing into the experimental plots, this area
was frequently mown to 2-4 cm stubble height throughout the summer.

Statistical analysis

Assessment of number of shoots over time were made in the same plots and therefore of repeated

nature (time series) and analyzed by a mixed model approach (‘Proc mixed’, SAS 9.2, SAS Institute
inc., 2008).
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Differences in the above ground biomass were tested with ANOVA (MINITAB 16, MINITAB 2011).
Tukey's pairwise comparison test (95% confidence intervals) was used to compare differences
between individual treatments for number of shoots, biomass and number of leaves. To evaluate
the trend in biomass as affected by digging depth, a linear regression analysis was used (for more
information see THOMSEN et al., 2013).

Results

Experiment |:

Number of shoots. At both sites, the number of shoots of C. arvense increased with time and
decreased with digging depth. Multiple linear regression showed that digging depth and time
explained 85% and 44% of the variation in the shoot number at Mgystad and Rolfsay, respectively
(P<0.001).

Number of leaves. At both sites the number of leaves (= 5cm in length) per shoot varied with both
digging depth and time (P<0.001), and on both sites there was interaction between these two
factors (the greater the depth, the smaller the leaf number) (P<0.001) (Fig. 1).
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Fig. 1 Number of leaves (=5cm) per shoot in Experiment Il in relation to the number of days after the start of
the experiment and the digging depth (Vertical bars: + SE).

Abb.1 Anzahl der Bléitter (=5cm) pro Spross in Versuch Il in Bezug auf die Zeit nach Versuchsanlage und die
Bodentiefe (Sciulen: + SE).

Above-ground biomass. In general, the dry weight of the above ground biomass was reduced by
increased digging depth: r?=0.49, (P<0.001) and r?=0.60, (P =0.001) for Rolfsgy and Mgystad,
respectively (Tab. 1).
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Tab. 1 Weed biomass produced in experiment I.
Abb. 1 Unkrautbiomasse in Versuch I.

Digging depth Weed biomass’ (g/m?)
Rolvsagy Mgystad
0cm 303,6 ab 4776 a
10cm 3340a 358,6a
Exp. | 20cm 236,7 ab 317,2ab
30cm 120,4 ab 141,6 ab
40 cm 44,7 b 94,3 b

'Different letters behind the figure indicate significant difference between vertical treatments

Experiment Il, As A and B

Number of shoots

As A and B: The number of shoots was reduced by increased digging depth (P <0.001) and it
increased with time after start of the experiment (P <0,001) and the two factors interacted
(P <0.001), giving a lower number of shoots with increasing depth. The control treatment gave a
higher number of shoots than the remaining treatments (P <0,05). The two treatments, removal or
replacement of root fragments, did not result in any differences in shoot number in As A, butin As
B digging depth 30 cm and root fragments removed had a lower number of shoots than the
reaming treatments (P <0,05).

Above-ground biomass As A and B: No difference in biomass was found between removing and
replacing the underground plant parts within each digging depth (n.s.) but higher biomass
production resulted from the control treatment. At As B, comparing the two digging depths
showed that 15 cm depth with replacement of the roots yielded more biomass than the two
treatments at 30 cm digging depths (P = 0.05).

Discussion

Previous studies have shown that the shoot production of C. arvense is reduced with increased
ploughing depth (e.g. BRANDSATER et al., 2011a) corresponding to the findings in the present
experiment. The level of minimum regenerative capacity of root fragments has previously been
found to be dependent on the length of the root fragments and on burial depth (Dock-GUSTAVSSON,
1997; THOMSEN et al., 2011; NKURUNZIZA and STREIBIG, 2011). DOCK-GUSTAVSSON (1997) found that 12 cm
long root fragments buried at 5 cm soil depth did not regrow if disturbed when the shoots had
eight to ten expanded leaves and if buried at 20 cm soil depth they did not regrow after
disturbance when the shoots had four to six expanded leaves. In experiment one, we studied the
intact root system and not root fragments but if we use the above figures in the present study we
may expect that roots from all digging depths passed the level of minimum regenerative capacity.
Roots from soil depth <20 cm would likely have passed this level approximately ten days before
roots at >20 cm soil depth.

Shoots developing from root fragments, e.g. after soil tillage, appear to have a limited contribution
to the total number of shoots or biomass produced if, as in the present study, the fragments are
located above the intact root system. The overall explanation could be that the intact root system
possess a high regenerative capacity and may lower the production from the root fragments by
underground competition. If the root fragments are spread to other areas we know from a number
of studies that they represent a very high risk of infestation (THOMSEN et al., 2011).

The results of the present experiments are important in order to understand the regenerative
capacity of the deeper undisturbed root system of C. arvense and the threat this weed poses for
infestation of cropland. As a single measure, deep cutting of the root system will delay and reduce
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the shoot production and biomass more than shallow treatments. However, the results show that
the intact root system below the average tillage depth is highly vigorous and roots below 40 cm
depth reach the compensation point within the growing season. To control C. arvense by reducing
stored food reserves, repeated and varied treatments are therefore needed. Studies by e.g. GRUBER
and CLAUPEIN (2009) and BRANDSATER et al. (2011b) have shown that control of C. arvense may be
achieved by repeated and well-timed shallow soil treatments.
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Abstract

The creeping wood sorrel (Oxalis corniculata L.) in Central Europe occurs mainly in anthropogenic areas, where
it grows in parks and landfill sites or in protected cultivation sites like greenhouses and nurseries.

In Hungary O. corniculata has been spreading since the 19" century. In glass- and greenhouses it is the only
weed species that was able to settle and flourish on hydroponic rock-wool and coconut fibre growing media.

Among virus pathogens of forced tomato (LYPES) and paprika crops (CPSAN) in Hungary the Tomato Spotted
Wilt Virus (TSWV) has become an important one, severely affecting the plants and on occasions causing 100%
yield losses. The spread of the virus was largely assisted by its effective vector the Western Flower Thrips
(Frankliniella occidentalis Pergande). Initially the control of the disease was based on the control of the thrips,
later, virus-resistant varieties were introduced. This however proved insufficient to fight the disease as it was
discovered, quite recently, that in certain white pepper (CPSAN) varieties the virus was able to break up the
resistance. According to data of the year 2012, those varieties that were considered resistant, showed up to
50% virus infection.

Considering the wide spread of O. corniculata and increasing occurrence of the resistance-breaking TSWV
isolates, surveys in greenhouses were conducted to examine whether the weed could serve as reservoir for
TSWV. Samples were collected of the virus infected crop plants and O. corniculata growing in the same coconut
fibre cubes. The samples were examined using test-plants, serological and RT-PCR methods. In result it was
found that the symptoms were indeed caused by resistance-breaking TSWV isolates. However, no virus was
found in the suspected O. corniculata samples. Therefore it was concluded that in this particular case the O.
corniculata cannot be considered reservoir for the virus, in the hydroponic culture.

Keywords: Frankliniella occidentalis, Hungary, invasive weed, pepper, TAS-ELISA, RT-PCR

Zusammenfassung

Der Horn-Sauerklee (Oxalis corniculata L.) kommt in Zentraleuropa vor allem in urbanen Habitaten vor, wie
zum Beispiel in und um Gewachshauser, in Parks oder auf Schuttflachen.

In Ungarn breitet sich O. corniculata seit dem 19. Jahrhundert aus. In Gewachshausern ist der O. corniculata das
einzige Unkraut, das sich auf Steinwolle- und Kokos-Substraten etabliert hat, und dort auch bliht. Bei Tomaten
(LYPES) und Paprika (CPSAN) ist die Tomatenbronzefleckenkrankeit (Tomato Spotted Wilt Virus, TSWV) in
Ungarn am problematischsten und kann zu 100 % Ertragsausfall fiihren. Die Virus-Ubertragung erfolgt vor
allem durch den Kalifornischen Blutenthrips (Frankliniella occidentalis Pergande). Deshalb wurde TSWV
urspriinglich vor allem durch die Kontrolle der Thripse verhindert. Spater wurden TSWV-resistente Sorten von
Paprika (CPSAN) eingefiihrt. Kiirzlich wurde jedoch ein Resistenz-liberwindender Stamm des TSWV gefunden.
Daten von 2012 aus Ungarn zeigen, dass die normalerweise resistenten Sorten nun bis zu 50 % befallen
werden.

Deshalb wurden Erhebungen in ungarischen Gewéachshdusern durchgefiihrt, um zu kldren, in wieweit O.
corniculata als TSMV-Reservoir dienen konnte. Paprikapflanzen mit Schadsymptomen wurden eingesammelt,
als auch Horn-Sauerklee-Pflanzen wenn sie in dem gleichen Kokos-Substratblock wuchsen. Die Proben wurden
serologisch und mit RT-PCR auf TSWV getestet. Ergebnisse zeigten, dass die Schadmuster auf den
Paprikapflanzen tatsachlich vom TSWV herriihrten. Auf den entsprechenden Horn-Sauerklee Proben wurde
jedoch erstaunlicherweise kein TSWV gefunden. Darum kann der O. corniculata in diesem speziellen Fall als
TSWV-Reservoir ausgeschlossen werden.
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Introduction

The creeping wood sorrel (Oxalis corniculata L.) was described by Linnaeus in 1753 from Sicily as
Mediterranean species (EITEN, 1955). Currently it is spread in many parts of the world as
cosmopolitan weed (PIGNATTI, 1982; EITEN, 1963).

In Europe the weed can be found all over the continent, from Greece (Koveos et al., 1999) up to the
Scandinavian Peninsula (KARLSON, 1989; LIND, 1986). In Central Europe the weed occurs mainly in
anthropogenic areas, where it grows in parks and landfill sites or in protected cultivation sites like
greenhouses and nurseries (HANTZ, 1979; KRAWIECOWA, 1951). In Hungary the O. corniculata has
been spreading since 19 century. Its presence is consistent with the rest of the area of
distribution, and can be observed mainly in the cities where it affects parks, public green areas as
well as in cultivated land of greenhouses, nurseries or gardens. It's definitely an unwanted plant in
lawns and a noxious companion of potted balcony plants (ELMORE and CUDNEY, 2002).

In glass- and greenhouses it is the only weed species that was able to settle and flourish on
hydroponic rock-wool and coconut fibre growing media (Hobi et al., 2010).

Among virus pathogens of forced tomato (EPPO Code: LYPES) and paprika crops (EPPO Code:
CPSAN) in Hungary the Tomato Spotted Wilt Virus (TSWV) has become an important one, severely
affecting the plants and on occasions causing 100% yield loss (GABORJANYI et al., 1995). The spread
of the virus was largely assisted by its effective vector the Western Flower Thrips (Frankliniella
occidentalis Pergande). Initially the control of the disease was based on the control of the thrips,
later, virus-resistant varieties were introduced. This however proved insufficient to fight the
disease as it was discovered, quite recently, that in certain white pepper (EPPO Code: CPSAN)
varieties the virus was able to break up the resistance (SALAMON et al., 2010; BEsE et al., 2012).

The objective of this study was to examine whether the O. corniculata could serve as reservoir of
the TSWV and as such contribute to outbreaks of the disease in Hungarian white pepper EPPO
Code: CPSAN varieties grown on hydroponic substrates.

Material and Methods

The study was conducted in forced white so called TV'-paprika crop, where similarly to the
precedent years, a natural outbreak of tomato spotted wilt was observed. Symptoms typical for
TSWV-RB disease like leaf malformation, and chlorotic and necrotic ring spots were observed on
over 50% of the plants. The variety was known to possess resistance against the wild TSWV. The
coconut substrate, in which the crop was grown, was significantly populated by O. corniculata.

One sample of paprika plants and 15 samples of O. corniculata were collected for examination. The
samples were then assessed using symptomatological, TAS-ELISA, RT-PCR and bioassay methods.

The TAS-ELISA analysis was conducted following the diagnostic protocol of EPPO, using the
antibodies supplied by ADGEN GmbH and SIGMA (Eppo, 2004).

The purification of the total RNA for the molecular assay was done with the RNeasy Plant Mini Kit
(Qiagen) and following the protocol recommended by the producer. The amplification of the
cDNA was achieved by using TSWV primers specific for 276 base fragments of the L RNA segment
(L1 TSWV 5' -AAT TGC CTT GCA ACC AAT TC-3'and L2 TSWV 5' -ATC AGT CGA AAT GGT CGG CA-3')
(MUMFORD et al., 1994). One tube RT-PCR reaction was performed with SuperScript Il according to
the general protocol. Programs of the thermal cycler were carried out as follows: cDNA synthesis
for 30 min at 48 °C, denaturation for 10 min at 94 °C and followed by 40 cycles denaturations for 1
min at 94 °C, 1 min of annealing at 55 °C, extension for 1 min at 72 °C and the final extension step
at 72°C for 10 min. The amplified ¢cDNA was then assessed on agarose gel of 1,5%-0s
concentration.

' TV in Hungarian “tolteni valé” means "good/suitable for filling/stuffing”
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For the purpose on the bio-assay an average sample of 1 g was taken from the O. corniculata
samples. The samples were homogenised using a phosphate buffer 0.01M diluted in 1:10
proportion (pH7.0, containing 1% (w/v) sodium sulphite). The product was used for inoculating
the cotyledons of Capsicum chinense P1152225 plants, dusted with silicon carbide. The plants were
then placed in climate controlled and vector-free chambers. The occurrence of local and systemic
symptoms of TSWV -RB was assessed on 4%, 7, 14% and 28" day after inoculation.

The inoculation of O. corniculata was obtained by applying four plants collected from virus free
area of the growing facility. The virus freedom was confirmed with the methods described above.
The plants were kept in a virus free experimental glasshouse. The leaves were inoculated artificially
with TSWV-RB isolate maintained on Capsicum annum L. using the infected plant sap. The
effectiveness of the inoculation was assessed by presence of symptoms as well as using the TAS-
ELISA and RT-PCR methods.

Results

The symptoms of the virus infection were not found on any of the collected O. corniculata samples.
The paprika plant sample in turn showed green mosaic, leaf malformation and necrotic rings.
Similarly, the laboratory tests were negative in terms of virus presence in the O. corniculata
samples, and confirmed virus infection of the paprika sample. The bio-assay only confirmed these
findings. The plants of C. chinense did not express any virus symptoms, while the paprika sample
showed only systemic symptoms (i.e., leaf malformation and chlorosis) on 14%" day after
inoculation (Tab. 1).

Tab. 1 Results of assays conducted on plant samples from O. corniculata and paprika EPPO Code: CPSAN
collected from a site of TSWV outbreak in Hungary.

Tab. 1 Untersuchungsergebnisse der Pflanzenproben von Horn-Sauerklee und Paprika, welche in TSWV-infizierten
Standorten in Ungarn gesammelt wurden.

Collected sample Symptoms Result of TAS-ELISA Result of RT-PCR Result of biotest

1. O.corniculata -/-! negative negative -/-

2. O.corniculata -/- negative negative -/-

3. O.corniculata -/- negative negative -/-

4. O.corniculata -/- negative negative -/-

5.O.corniculata -/- negative negative -/-

6. O.corniculata -/- negative negative -/-

7.0.corniculata -/- negative negative -/-

8. O.corniculata -/- negative negative -/-

9. O.corniculata -/- negative negative -/-

10. O.corniculata -/- negative negative -/-

11. O.corniculata -/- negative negative -/-

12. O.corniculata -/- negative negative -/-

13. O.corniculata -/- negative negative -/-

14. O.corniculata -/- negative negative -/-

15. O.corniculata -/- negative negative -/-

16.Capsicum annum -/M?, Ldef’, TSWV positive TSWV positive -/Ldef, Ch®
NSRi*

! Local symptoms/systemic symptoms

2M: mosaic

3Ldef: leaf deformation
“NSRi: necrotic systemic rings
*Ch: chlorosis
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The Oxalis plants collected for the purpose of the artificial inoculation were clearly symptom-free
before the inoculation. This has been confirmed by the TAS-ELISA, RT-PCR and bio-assays. Several
necrotic lesions occurred on the inoculated leaves between 7™ and 14% days following the
inoculation. Their serological, molecular (Fig. 1) and bioassay analysis detected infection by TSWV-
RB isolate. However, systemic symptoms were not observed.

i

Legend: 1 -negative sample, 2 - 100 bp DNA marker, 3 -. positive control, 4 to 7 - O. corniculata samples

Fig. 1 Results of RT-PCR after artificial inoculation of Oxalis corniculata with TSWV.
Abb.1 Ergebnisse der RT-PCR Analyse von Horn-Sauerklee-Proben, die kiinstlich mit TSWV geimpft wurden.

Discussion

According to the scientific literature (PARRELLA et al., 2003) O. corniculata is considered a natural
host plant for Tomato Spotted Wilt Virus. Our study conducted on paprika infected by TSWV-RB
isolate did not confirm this statement. Though some local necrotic lesions occurred on O.
corniculata plants artificially inoculated with the virus, the infection remained local, without
further escalation into a systemic one. Therefore in this particular case the weed which grew on
the coconut substrate could not be confirmed the source of the TSWV outbreak in the paprika
crop. Nevertheless, it is important for the hygiene of the crop that O. corniculata should be
controlled as a potential reservoir of virus diseases.
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Summary

The aim of the investigation was to evaluate the influence of different organic mulches and different thickness
of mulch layer on weed ecological groups. The field experiment was carried out in the Pomological Garden of
the Aleksandras Stulginskis University (54°53'N, 23°50'E). The soil type was Calc(ar)i-Endohypogleyic Luvisol
(LVg-n-w-cc). Treatments of the experiment: factor A - mulching: 1) without mulch, 2) straw, 3) peat, 4)
sawdust, 5) grass; factor B - thickness of the mulch layer: 1) 5cm, 2) 10 cm.

All investigated organic mulches decreased weed density by 2.7-10.3 times compared with non-mulched soil.
The mulch layer of 10 cm thickness decreased the weed density better by 1.3-2.9 times compared with the 5-
cm mulch layer. The highest amount of weeds belonged to species indifferent to soil pH, rich in nitrogen,
moderately moist and moist soil. Organic mulches, not infected with weed seeds, decreased density of the
mentioned weed ecological groups compared with no-mulching. On that score mulching with 10 cm thickness
mulch layer was more effective than that with 5 cm thickness mulch layer. Qualitative distribution of weeds
into ecological groups influenced by mulch and thickness of mulch layer was even, but the quantitative
distribution was uneven.

Key words: Ecological group, organic mulch, thickness of mulch layer, weed

Zusammenfassung

Ziel der Untersuchungen war die Bewertung des Einflusses von unterschiedlichem organischen Mulch bei
unterschiedlicher Dicke der Auflagen auf die Verunkrautung. Die Untersuchungen wurden in den Jahren 2004
bis 2009 im Pomologischen Garten von der Aleksandras Stulginskis Universitat (54°53'N, 23°50'E) durchgefihrt.
Die Bodenart war Calc(ar)i-Endohypogleyic Luvisol (LVg-n-w-cc). Die Versuchsvarianten waren: Faktor A -
organischer Mulch: 1) ohne Mulch, 2) Winterweizenstroh, 3) Torf, 4) Sdagemehl, 5) Gras; Faktor B -
Mulchschichtdicke: 1) 5cm, 2) 10 cm.

Alle angewandten Mulchverfahren reduzierten die Unkrautdichte um das 2,7- bis 10,3-Fache im Vergleich mit
nicht mit Mulch bedeckten Flachen. Mulchauflagen von 10 cm reduzierten die Unkrautdichte um den Faktor
1,3-2,9 im Vergleich mit Auflagen von 5 cm Mulch. Die hochste Unkrautdichte fand sich bei Boden-pH-,
Stickstoff- und Feuchte-toleranten Unkrautarten. Organischer Mulch, nachweislich frei von Unkrautsamen,
reduzierte in allen Féllen die Dichte der in Frage stehenden 6kologischen Unkrautgruppen im Vergleich mit
Flachen ohne Mulchauflage. In dieser Hinsicht waren 10 cm Mulchauflage in allen Féllen besser als nur 5 cm
Mulchauflage. Die qualitative Verteilung innerhalb der 6kologischen Gruppen der Unkrduter war unabhéangig
von Mulchart oder Dicke der Auflage immer ausgeglichen. Nicht ausgeglichen hingegen war die quantitative
Verteilung.

Stichwaorter: Mulchschichtdicke, 6kologische Gruppen, organischer Mulch, Unkraut

Introduction

Weed control is one of the essential problems in organic farming system. Organic mulches can be
used as alternative mean for weed control. Plant residues used for mulching affect soil properties:
they increase the soil moisture (PAKDEL et al., 2011); they change the soil-pH (BROSHAT, 2007); they
increase the content of nitrogen, phosphorus and potassium in the soil (FANG et al., 2008; PAKDEL et
al., 2013). Those changes can influence the weed diversity.

Segetal weed species are associated with a particular range of conditions, for example pH, site
moisture and soil fertility, and on this basis values can be given denoting the position along
environmental gradients at which each species, on average, reaches its peak abundance (SMART,
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2000). The indicator species system of ELLENBERG et al. (1992), which is one of the most widely used
systems, describes the response of a species to edaphic and climatic parameters in comparison
with other species. RIESINGER (2006) also reported that the level of weed infestation was clearly
influenced by climate, edaphic factors and management. According to OTTE et al. (2006), the
tendency of changing occurrence of arable weeds showed higher correlations with habitat traits
(expressed as Ellenberg indicator values) than with seed and germination traits. BRAZIENE et al.
(2010) established the influence of pH and nitrogen content value on botanical composition of
plants in different soil ecotypes.

In our experiment (from 2004 to 2009) all examined organic mulches reduced weed germination
(JODAUGIENE et al., 2006; JODAUGIENE et al., 2012). Straw, peat and wood chips mulches have the
strongest influence on the decrease of weed germination. Mulch of chopped grass is quick to
decompose so its effect on weed density is weaker. Changes of weed ecological groups under
different organic mulches in horticultural crops in organic farming systems under Lithuanian
climate conditions were not investigated.

The aim of investigation was to evaluate the influence of different organic mulches and different
thickness of mulch layer on weed ecological groups.

Material and methods

The field experiment was carried out in the Pomological Garden of Aleksandras Stulginskis
University (54°53'N, 23°50'E) in organic certified field in 2004-2009. The soil type Calc(ar)i-
Endohypogleyic Luvisol. Soil texture: medium clay loams on heavy clay loams and clays. Soil pHka:
6.4-6.7, the content of total nitrogen: 0.119-0.142%, organic C: 1.63-3.50%, available nutrients:
phosphorus: 219.7-234.9 mg kg™, potassium: 134.3-180.5 mg kg™.

Treatments of the experiment: Factor A — mulch: 1) without mulch; 2) straw; 3) peat; 4) sawdust; 5)
grass. Factor B - thickness of mulch layer: 1) 5 cm; 2) 10 cm. The influence of organic mulches on
weed density was investigated in 2004-2009. The data of 2009 are presented in this paper. The
data of 2009 are compared with unpublished data of 2007.

In 2007 in each plot were grown Brassica oleracea L. variety Kamennaja golovka in rows with
spacing of 0.5 m, in 2009 Phaseolus vulgaris L. variety Igoloneska in rows with spacing of 0.5 m.
These different organic materials were used for mulching: chopped wheat straw, medium
decomposed fen peat, sawdust from different tree species, regularly cut grass from grass-plots.
The mulch was spread manually in 5 cm and 10 cm thick layers shortly after sowing (planting).
Remains of mulch were incorporated into the soil by ploughing after harvest in autumn. Crops
were grown under organic farming requirements. No pesticides and fertilizers were used.

Weed shoots were countered and removed every 10 days from 10 June until 10 October on four
0.2 x 0.5 m squares in each plot. Summarized data of weed numbers during the period from 10
June until 10 October are given in this paper.

The classification into ecological groups was done according to ELLENBERG et al. (1992).

For different organic mulches and thickness of mulch layer the number of species and amount of
weeds per m? belonging to the different weed categories were counted and submitted to the
independence test. Keeping organic mulches and thickness of mulch layer in turn constant,
contingency tables were obtained to which the independence test was applied to detect any
relationship between the size of each group and the organic mulches or between groups and
thickness of mulch layer. The evaluation was done using the x? test.

Statistics estimates:

X2 =2 X (O = ((ni*ny)*n))*((ni*n,)*n)?!

where ¥?- Chi - Sauare; O; - i population part, in which meaning of variable x passes to category j;
i=1j=1
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C T
ZOij - number of initiate members, which indication x meaning is x; ZOij - number of
Jj=1 i=1

T C

initiate members, which meaning of indication y is y; n = z ZOij - size of initiate
i=1  j=1

(CekANAVICIUS and MURAUSKAS, 2001).

Results and Discussion

Floristic analysis

Weeds belonging to 41 species were obtained in the Brassica oleracea crop in 2007: 25 annuals
and 16 perennials (unpublished data). 37 weed species were obtained in 2009: 22 annuals and 15
perennials. During the experiment period not only the total weed amount, but amounts of annual
and perennial weeds decreased. During the experiment in organically grown vegetable crops
dominated these annual weed species: Echinochloa crus-galli, Galinsoga parviflora, Poa annua, and
perennial species: Cirsium arvense, Elytrigia repens, Mentha arvensis, Rorippa palustris, Sonchus
arvensis and Taraxacum officinale. Straw and sawdust mulches decreased the weed density in 2009
compared with 2007, peat and grass mulches increased it. All investigated organic mulches
decreased weed density compared without mulching (in 2007 from 2.7 to 5.4, in 2009 from 2.8 to
10.3 times). Thicker (10 cm) mulch layers decreased weed density better compared with 5-cm
mulch layers: in 2007 from 1.3 to 2.0, in 2009 from 1.9 to 2.9 times.

Ecological groups according to soil pH

According to soil pH, weeds distributed into 7 ecological groups in 2007, into 6 in 2009 (Tab. 1).
During all experiment years indifferent weed species dominated quantitatively and qualitatively.
Dominant weed species belong to the indifferent weed ecological group were: Echinochloa crus-
galli, Poa annua, Cirsium arvense, Elytrigia repens, Mentha arvensis, Rorippa palustris and Taraxacum
officinale. In plots covered with organic mulches compared with plots without mulches the
number of indifferent weed species decreased. In 2009, compared to 2007, straw and sawdust
mulches decreased the density of indifferent weed species, peat and grass mulches increased the
density.
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Tab. 1 Qualitative (number of species) and quantitative (number of weeds per m?) distribution of weeds of
ecological groups according to soil pH, 2009.

Tab. 1 Qualitative (Zahl von Unkrautarten) und quantitative (Zahl von Unkrdutern per m?) Verteilung von
bkologischen Gruppen anhand des pH-Wertes, 2009.

Ecological groups according to soil pH Within Within
mulch :
Analysis oM ML organic
Rx R& R5 R6 R7 R8s layer mulches
X*/ X0.05 X2/ X0.05
WM 5 22 0 2 3 5 1 - 5.96/9.49
10 21 1 2 2 5 2 (5 cm
ST 5 12 0 1 1 4 0 146/7.82  Mulch
layer)
10 12 0 2 0 3 0
Quialitative PT 5 17 0 2 2 4 0 2.08/7.82
12.6/11.07
10 14 0 1 0 3 0
SD 5 15 0 1 0 2 0 0.93/5.99 (10 om
: : mulch
10 14 0 0 0 2 0 layer)
GR 5 16 0 2 2 5 0 1.16/7.82
10 9 0 1 0 2 0
WM 5 1120 0 237 9.00 990 1,00 - 192.3/9.49
10 1210 1.00 241 13.0 163 1,00 (5 cm
ST 5 159 0 800 100 290 0 21.1/7.82  mulch
layer)
10 61,0 0 300 O 390 O
Quantitative PT 5 642 0 290 200 430 O 18.4/7.82 1734/
10 271 0 100 0 340 0 " 0'7
SD 5 300 0 500 O 660 O 2.36/7.82 )
10 126 0 0 0 310 O (10 cm
’ mulch
GR 5 611 0 103 3.00 103 0 8.84/7.82 layer)
10 230 0 190 O 340 O

Note: OM - organic mulches; ML — cm thickness of mulch layer; WM - without mulch; ST - straw; PT - peat; SD
- sawdust; GR - grass; Ecological groups according to soil pH: R4 — weed species in-between R3 and R5; R5 -
weed species of moderately acid soil; R6 — weed species in-between R5 and R7; R7 — weed species of weakly
acid to weakly basic soil; R8 — weed species in-between R7 and R9; Rx - indifferent weed species (growing at
wide pH range).

Ecological groups according to nitrogen

The analysis of weed ecological groups according to nitrogen showed that during the experiment
period weed species of very N-rich soil (8" group (ELLENBERG et al., 1992)) dominated in vegetable
crops (Tab.2). Echinochloa crus-galli, Galinsoga parviflora, Poa annua, Rorippa palustris and
Taraxacum officinale belong to this group. The lowest density of weeds belonging to weed species
of very N-rich soil was established in plots mulched with straw and sawdust mulches during the
experiment period. Mulches decreased density of very N-rich soil weeds compared with no
mulching (in 2007 from 5.2 to 9.6, in 2009 from 2.3 to 24.9 times). In plots mulched with a 10-cm
mulch layer compared with the 5-cm layer, the emergence of weeds of the very N-rich soil weed
ecological group decreased: in 2007 1.4-2.4, in 2009 2.6-16.5 times.

Higher density of indifferent weed species and weeds belonging to weed species of richly fertile
places (7" group) was established. Mentha arvensis and Sonchus arvensis belong to indifferent
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weed species, and Cirsium arvense and Elytrigia repens belong to weed species frequent on N-rich
soil (7th group). Straw and sawdust mulches decreased the density of indifferent weeds in
subsequent years, and peat and grass mulches increased their density. All examined organic
mulches decreased the emergence of indifferent weeds. The thicker grass mulch layer (10 cm)
decreased the emergence of indifferent weeds compared with thinner (5 cm) mulch layer by 1.8-
2.8 times. Organic mulches (except 5-cm layer of straw and peat mulches in 2007) decreased the
density of weed species frequent on N-rich soil compared with not mulched soil. Emergence of
weeds belonging to this group in plots covered with a 10-cm mulch layer decreased compared
with plots covered with the 5-cm mulch layer: in 2007 for 1.4-2.6, in 2009 for 1.6-6.5 times.

Tab. 2 Qualitative (number of species) and quantitative (number of weeds per m?) distribution of weeds of
ecological groups according to nitrogen, 2009.

Tab. 2 Qualitative (Zahl von Unkrautarten) und quantitative (Zahl von Unkrdutern per m-2) Verteilung von
okologischen Gruppen anhand des Stickstoffs, 2009.

Ecological groups according to nitrogen Within Within
Analy- mulch organic
) oM ML
sis Nx N3 N5 N6 N7 N8 N9 layer mulches
X2/ X2o.05 X2/ X200
WM 5 6 1 3 7 4 11 1 - 6.75/
10 5 1 3 9 5 9 1 12.59
ST 5 4 1 1 1 4 6 1 2.89/ (5 cm
0 3 1 1 0 3 9 0 12,59 ImU'Ch
Quali- — py 5 4 1 1 4 4 01 1.36/ ayer)
tative
0 4 1 1 1 3 7 1 1259
16.7/
SD 5 2 1 1 3 4 6 1 138/
1259
10 3 1 1 2 4 5 0 1259
GR 5 3 1 1 3 4 12 1 3.51/ (10 cm
: mulch
0 2 1 1 0 2 6 0 12.59 layer)
WM 5 167 460 470 350 172 972 270 - 390.0/
10 309 670 140 430 229 946 210 1259
ST 5 440 40 9.0 100 710 650 30 265/ (5 cm
10 390 60 1.0 0 450 120 00 Imu'c)h
i- ayer,
?a‘:;r;“ PT 5 139 350 210 800 970 400 160 23.5/ y
10 690 370 50 100 450 142 70
482.9/
SD 5 81.0 380 270 300 101 115 60 839/ 1250
10 790 350  4.00 100 310 700 0 “6
cam
GR 5 980 11.0 190 600 720 606 800 186/ mulch
10 350 1.00 100 0 110 235 0 layer)

Note: OM - organic mulches; ML — cm thickness of mulch layer; WM - without mulch; ST - straw; PT - peat; SD
- sawdust; GR - grass; Ecological groups according to nitrogen: N3 - weed species of more or less infertile sites;
N5 - weed species of intermediate fertility; N6 — weed species in-between N5 and N7; N7 - weed species of
richly fertile places; N8 — weed species in-between N7 and N9; N9 - weed species of extremely rich situations;
Nx - indifferent weed species (growing at wide nitrogen range).

All organic mulches during all experiment periods compared with not mulched soil decreased the
density of weed species frequent on N-poor soil (i. e. more or less infertile sites) (3™ group), weed
species in-between N5 and N7 ecological groups (6" group) and weed species of N-surplus soil (9t
group). The emergence of weed species of moderately N-rich soil (5" group) compared with not
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mulched soil was promoted by the 5-cm layer of straw and sawdust mulch in 2007. Spreading of
Agrostis stolonifera, belonging to the 5th group, could also result from this tendency.

According to nitrogen, weeds distributed depending on organic mulches and thickness of mulch
layer qualitatively evenly, and quantitatively unevenly due to uneven spreading of indifferent
weed species, weed species of moderately N-rich soil, weed species of moderately N-rich soil and
frequent on N-rich soil and weed species frequent on N-rich soil.

Ecological groups according to soil moisture

According to soil moisture weeds distribute to 6 ecological groups during all experiment period
(Tab. 3). Weed species of moderately moist soil (5" group) qualitatively and quantitatively
dominated. Weed species dominated in vegetable crops in field experiment: Echinochloa crus-galli,
Galinsoga parviflora, Sonchus arvensis and Taraxacum officinale belong to 5™ group. Density of
weed species of moderately moist soil in mulched plots decreased. In 2009 density of weed
species of moderately moist soil in plots mulched with straw and sawdust mulches decreased
compared with that in 2007, and peat and grass mulches — increased. All examined organic
mulches decreased density of weed species of moderately moist soil: in 2007 - for 5.8-9.8, in 2009
- for 3.4-16.4 times. Thicker mulch layer better decreased density of those weeds compared with
thinner mulch layer: in 2007 - for 1.1-3.4, except sawdust mulch, in 2008 - for 1.5-2.9 times,
except straw mulch, in 2009 - for 2.0-4.7 times.

Indifferent weed species dominated compared with other weed ecological groups. Cirsium arvense
and Elytrigia repens belong to indifferent weed group. In 2009, the emergence of indifferent weeds
decreased. Mulching (except the 5-cm straw and peat mulch layer in 2007) decreased the
emergence of indifferent weeds.

Mulching with thicker (10 cm) mulch layer resulted in lower density of indifferent weeds compared
with mulching with the 5-cm mulch layer: in 2007 for 1.2- 2.5, in 2009 for 1.5-6.4 times. Organic
mulches, except grass mulch in 2009, compared with not mulched soil, decreased the emergence
of weed species of moderately moist and moist soil (in-between F5 and F7 ecological groups) (6%
group). Straw, peat and sawdust mulches, spread by of 5 cm and 10 cm layer, decreased the
emergence of weed species of moist soil (7" group) compared with unmulched soil. Spreading of
Agrostis stolonifera and Mentha arvensis, weeds from 7th group, could represent this process.
Emergence of weed species of moist soil decreased in plots covered with 10-cm thickness mulch
layer compared with plots covered with 5-cm thickness mulch layer. In 2007 was plenty
emergence of weed species of moist and wet soil (8" group), especially Rorippa palustris. In 2009
the density of weed species of moist and wet soil decreased. Organic mulches, except sawdust
mulch in 2007, decreased emergence of weed species of moist and wet soil compared with not
mulched soil in 2007 for 1.6-5.9, in 2009 for 4.1-8.3 times. The emergence of weed species of
moist and wet soil in plots covered with 10-cm thickness mulch layer decreased compared with
that in plots covered with 5-cm thickness mulch layer.

Under the influence of mulches and thickness of mulch layers the weed qualitative distribution
according to soil moisture was even, but the quantitative distribution was uneven due to uneven
distribution of indifferent weed species and weed species of moderately moist and moist soil.
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Tab. 3 Qualitative (number of species) and quantitative (number of weeds per m?) distribution of weeds of
ecological groups according to soil moisture, 2009.

Tab. 3 Qualitative (Zahl von Unkrautarten) und quantitative (Zahl von Unkrdutern per m?) Verteilung von
6kologischen Gruppen anhand der Bodenfeuchte, 2009.

Note: OM - organic mulches; ML — cm thickness of mulch layer; WM - without mulch; ST - straw; PT - peat; SD

Ecological groups according to soil moisture Within Within
muich ;
Analysis oM ML organic
Fx F4 F5 F6 F7 F8 layer mulches
X2/ X2o.05 X2/ X20.05
WM 5 8 2 12 5 3 3 - 3.40/
10 8 1 12 6 3 3 11.07
ST 5 5 1 6 2 2 2 1.58/11.07 (5cm
0 4 0 5 3 2 3 mulch
o layer)
Qualitative PT 5 6 1 8 4 3 3 0.80/11.07
10 5 0 6 3 2 2
6.13/
SD 5 3 0 7 3 3 2 0.70/9.49
11.07
10 3 0 5 4 3 1
GR 5 6 1 8 5 2 3 2.08/11.07 (10cm
: ’ mulch
10 4 0 4 1 2 1 layer)
WM 5 222 2,00 973 80.0 128 61,0 - 734.0/
10 336 1.00 1008 72.0 182 30,0 11.07
ST 5 76.0 1.00 81.0 4.00 29.0 6,00 6.98/11.07 (5cm
10 460 0 400 400 700 6,00 Imu'c)h
ayer.
Quantitative PT 5 129 1.00 431 22.0 122 11,0 17.9/11.07 y
10 84.0 0 160 100 410 11,0
1046.0/
SD 5 120 0 163 28.0 50.0 10,0 44.7/9.49 1107
10 63.0 0 35.0 5.00 53.0 1,00 a 0
cm
GR 5 116 1.00 357 285 48.0 13,0 64.9/11.07 mulch
10 18.0 0 83.0 174 7.00 1,00 layer)

- sawdust; GR - grass; Ecological groups according to soil moisture: F4 — weed species in-between F3 and F5;
F5 - weed species of moderately moist soil; F6 — weed species in-between F5 and F7; F7 - weed species of
moist soil; F8 — weed species in-between F7 and F9; Fx - indifferent weed species (growing at wide moisture
range).

Discussion

The investigation of BECkerR and HURLE (1998) showed that organic farming had not significant
influence on the number of weed species. However, soil coverage by weeds increased from 20 to
30%. In our experiment the number of weed species decreased: weeds belonging to 37 species
were obtained in crops in 2009, and weeds belonging to 41 species in 2007. Organic mulches
decreased the number of weed species in vegetable crops. All investigated organic mulches
decreased the weed density (for 2.7-10.3 times) compared with not mulched soil. Results of our
experiment showed that organic mulches such as straw, regularly cut grass from grass-plots and
others can be used in organic farming for weed control (JODAUGIENE et al., 2012). Weed diversity
and density can be influenced by agricultural crop: different crops were grown in different years in
the field experiment. According to LOSOSOVA et al. (2004) the type of crop affects weed species
composition: nutrient-demanding weeds were more frequent in vegetables crops. Results of our
experiment confirm this affirmation. Annual weed species: Echinochloa crus-galli, Galinsoga
parviflora, Poa annua, and perennial: Cirsium arvense, Elytrigia repens, Mentha arvensis, Rorippa
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palustris, Sonchus arvensis and Taraxacum officinale dominated in the experiment plots. According
to MOHAMAD and PALLUTT (2006), in the organic farming system an increase in the occurrence of
Cirsium arvense was observed. LOSOSOVA et al. (2004) established that in vegetable crops perennial
weeds with parts of vegetative propagation over-winter in soil (geophytes) dominated.

A tendency of decreased soil pH in plots mulched with straw, peat and sawdust mulches was
established (unpublished data). The highest density of weed species indifferent to soil pH, N-rich
and moderately moist and moist soil was established. Organic mulches decreased the density of
the mentioned weed species. BoguzAs and MARCINKEVICIENE (2008) found that in organic farming the
highest abundance of weeds belonged to weed species indifferent to soil pH.

The influence of the thickness of mulch layer on weed emergence was investigated. BILALIS et al.
(2003) found a reduction of weed density as the level of soil cover increased. Mulching with 10-cm
layer was more effective compared with mulching with 5-cm layer: the thicker mulch layer
decreased weed density better compared with 5-cm mulch layer for 1.3-2.9 times.

Mulches affected the qualitative and quantitative distribution of weed species by changing soil
properties and growth conditions. Under the influence of the investigated organic mulches and
thickness of mulch layer even qualitative and uneven quantitative distribution of weed species
was established.
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Sektion 3: Herbizidresistenz - Management
Section 3: Herbicide resistance - Management

Impact of imazamox containing herbicides on the development of resistance in
black-grass (Alopecurus myosuroides Huds.)
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Abstract

Winter oilseed-rape was the most common crop in Western Europe where no ALS-inhibitor was used. Due to
the introduction of Clearfield winter oilseed-rape varieties the use of ALS-inhibitors also in oilseed-rape is
possible. If the broader use of ALS-inhibitors increases the selection pressure on herbicide resistant weeds and
increases their occurrence in the crop rotation is the question of this investigation. Therefore, an outdoor
container trial (& 350 I, 0.7 m? was performed starting in autumn 2011. A typical crop rotation of winter
wheat/oilseed-rape/winter wheat was simulated in the following three years. Three different black-grass
biotypes with characterised resistance pattern and 5 different herbicide programs were analysed. The black-
grass biotypes showed different target-site resistance against ACCase- and/or ALS-inhibitor, as well as
metabolic resistance. Before and after each treatment the numbers of black-grass plants per container were
counted. Also the numbers of heads were counted before harvest. Additionally genetic analysis due to PCRs
and pyrosequencing of ten survivors per container and year were performed.

Till now results of the winter wheat and oilseed-rape cultivation were obtained. Herbicide efficacy was
between 77 and 98% for the treatments during the winter wheat cultivation. The genetic analysis showed
nearly similar portion of TSR in the black-grass populations when compared with the initial frequencies. Only
one container showed no TSR.

The comparison of the herbicide programs sprayed during the oilseed-rape cultivation showed the best results
for all black-grass biotypes for the application of: Metazachlor + dimethenamid (BBCH 09/10), imazamox +
quinmerac + Dash (BBCH 14) and propyzamide (BBCH 21/22).

Keywords: ACCase-inhibitor, ALS-inhibitor, Clearfield oilseed-rape, target-site resistance (TSR), herbicide
rotation

Zusammenfassung

Winterraps war bislang die bedeutendste Ackerbaukultur in Westeuropa in der kein ALS-Inhibitor eingesetzt
werden konnte. Mit der Einfilhrung von Clearfield Winterrapssorten é&ndert sich dies mit der
Verwendungsmaoglichkeit von Imazamox-haltigen Herbiziden. Eine wichtige Frage in diesem Zusammenhang
ist, ob durch den erweiterten ALS-Herbizideinsatz in einer Fruchtfolge der Selektionsdruck steigt und in der
Folge mit vermehrtem Auftreten herbizidresistenter Unkrauter zu rechnen ist. Um dieser Frage nachzugehen,
wurde im Herbst 2011 ein GefaBversuch (a 3501, 0,7 m?) unter Freilandbedingungen angelegt. Simuliert wurde
eine typische dreigliedrige Fruchtfolge (Winterweizen/Raps/Winterweizen). Es wurden drei verschiedene
Ackerfuchsschwanz-Biotypen mit charakterisierten Resistenzen und 5 verschiedene Herbizidvarianten in den
einzelnen Kulturen Uber die Fruchtfolge untersucht. Die Biotypen unterschieden sich bezlglich ihrer
Zielortresistenz gegeniiber ACCase und/oder ALS Inhibitoren und zusatzlicher metabolischer Aktivitat. Vor und
nach jeder Applikation wurde die Anzahl lebender Ackerfuchsschwanzpflanzen in den Geféflen bestimmt.
Blattproben von zehn tberlebenden Pflanzen je Kubel dienten der genetischen Analyse der Zielortresistenz.
Die Analyse von einzelnen Pflanzen ermdglicht Aussagen Uber die Frequenz und den Heterozygotiegrad der
Zielortresistenz. Der Abgleich von Ausgangsfrequenz mit den TSR-Funden nach jeder Kultur ermdéglicht die
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Entwicklung des TSR-Anteils in den Populationen abhangig von den Herbizidvarianten darzustellen und lasst
somit Riickschlisse auf eine mogliche Selektion resistenter Biotypen zu. Neben den Uberlebenden Pflanzen
wurde auch die Anzahl der Ackerfuchsschwanzadhren kurz vor der Ernte bestimmt. Es liegen Daten der
Winterweizen- und der Winterrapskultur vor. Diese zeigen fiir den Herbizideinsatz im Winterweizen
Wirkungsgrade von 77 bis 98 %. Die Blattproben ergaben vergleichbare Anteile TSR in den Populationen mit
den Ausgangswerten. Jedoch fanden sich auch bei urspriinglich nicht ALS-TSR Populationen bis zu 8 %
Zielortresistenzen an der Mutationsstelle 197. Nur in einem Gefall wurde keine TSR festgestellt. Die
Erntemengen variierten zwischen den Biotypen und lagen zwischen durchschnittlich 7,3 und 9,3 t/ha, wobei
eine starke Korrelation zwischen Erntemenge und Wirkungsgrad (r=0,7372) feststellbar war. Ein Vergleich der
Herbizidvarianten im Winterraps zeigt die hochste Wirksamkeit bei allen ALOMY Biotypen fiir die Variante bei
der die Wirkstoffe Metazachlor + Dimethenamid (BBCH 09/10), Imazamox + Quinmerac + Dash (BBCH 14) und
Propyzamid (BBCH 21/22) in den jeweiligen ALOMY Stadien appliziert wurden.

Stichwaorter: ACCase Hemmer, ALS Hemmer, Clearfield Raps, Zielortresistenz (TSR), Herbizidwechsel

Introduction

The imidazolinone herbicide imazamox belongs to the ALS inhibitor class (HRAC B). The herbicide
is registered in Europe in different crops (Clearfield and some legume crops) up to 75 g ai/ha.
Imazamox possesses the main activity via leaf uptake, while soil activity is of minor importance.
The solo active ingredient will not be registered in oilseed-rape (OSR). The main formulation
partner is metazachlor (+/- quinmerac). Both herbicides are synergistic in their efficacy on many
important weeds in OSR. For example Capsella bursa-pastoris, Lepidium draba, Bunias orientalis,
Thlaspi arvense and Barbarea vulgaris are well controlled. Clearfield herbicides will also control
emerged volunteer cereals, thus the treated area for volunteer cereal control with Dim/Fop
herbicide will decrease and subsequently also reduce the selection pressure with this herbicide
class (Group A). As a consequence, this herbicide class would be then available for the in-crop use
in cereals/sugar beet without changing the overall selection pressure in the crop rotation (PRESTON,
2003). The objective of this study is to clarify the impact on resistance development of Clearfield
herbicides in a typical OSR crop rotation (winter wheat [WW] / OSR/ WW). Therefore, outdoor
container trial with known black-grass populations was performed in Bingen. Genetic analysis of
target-site frequency in black-grass is provided via BASF. The outdoor container experiment is
designed for three years and started in October 2011.

Material and Methods
Outdoor container trial

The outdoor container trial comprises 30 containers (0.7 m?), three black-grass biotypes, two
replications and two different herbicide treatments in the first year (WW) and five different
herbicide treatments in the second year (OSR). The three biotypes (“102", “148” and “201") are
supplied by BASF and differ according their phenotypic- and genetic resistance patterns (Tab. 1).

Tab. 1 Characterization of ALOMY biotypes used in the outdoor container trial.
Tab. 1 Charakterisierung der ALOMY Herkiinfte aus dem GefélBversuch.

resistance mechanism

ACCase-TSR ALS-TSR NTSR
year No. origin 1781 2027 2041 2078 2096 197 574
2010 102 GB 88% 0% 25% 5% 3% 1% 0% X
2010 148 DE 0% 13% 0% 0% 13% 0% 0% X
2010 201 FR 96% 0% 0% 0% 0% 0% 0% X
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To establish a seed stock in the containers, 8.0 g black-grass seeds consist of 7.2 g susceptible
(Herbiseeds) and 0.8 g resistant black-grass seeds (following a ratio of 9:1) were mixed in the soil in
about 5 to 10 cm depth. The same amount of black-grass seeds in the same mixture were sown in
rows alternating with winter wheat (250 seeds per m?). Figure 1 schematically shows the 30
containers with the different biotypes and herbicide treatments.

cont. 7 ont. 13 cont. 20
148 102 201
Atlantis Atlantiz Axial 50
Il I 1

Fig. 1 Experimental set-up for the herbicide treatments in autumn and winter 2012-2013.

cont. 5 cont. 12
102 201
Atantiz Axial 50 Atlantiz
Il | Il
cont. 4
201
Axial 50
Il
cont. 3 cont. 16 cont. 22 cont. X7
148 201 102 102
Atlantis Axial 50 Atlantiz Atlantis
| Il | 11
cont. 2 cont. 15 cont. 21 cont. 26
102 148 201 102
Atlanti=z Atlantiz Axial 50 Atlantiz
| | 1 I
Container
cont. 1 [cont.) number
201 ALDMY biotype
Axial 50 treatment W
| treatment OSR

Abb. 1 Aufbau des GefaBBversuchs fir die Herbizidbehandlungen im Herbst und Winter 2012-2013

The herbicides used as well as the dosages and the growth stage of ALOMY at the application date

are given in Table 2. Parameters of application are given in Table 3.
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Tab. 2 Herbicide treatments for the container trial.
Tab. 2 Herbizidbehandlungen des GefdBversuchs.

ACC-TSR (BT 201) ALS-TSR (BT 102) EMR (BT 148)
ww Axial 50 (1.0 I/ha) fr“g’a”:r'f WG (400 9/ha)  p1antis WG (400 g/ha)+ Dash
] | ||
OSR 1 n m v v 1 1} Vv 1 1} v Vv
I \") |
ww Atlantis WG (500 g/ha) Axial 50 (1.2 I/ha) Axial 50 (1.2 I/ha)
Number Treatment BBCH
OSR product dose active ingredient ALOMY
metazachlor +  dimethenamid +
Butisan Gold ~ 2.51/ha quinmerac 09/10
I Focus Ultra 1.0l/ha  cycloxydim 14
Dash 1.01/ha
Butisan . .
Kombi 25 1/ha metazachlor + dimethenamid 09/10
I BAS83100H 1.0l/ha  imazamox + quinmerac 14
Dash 1.01/ha
Butisan
Kombi 2.51/ha metazachlor + dimethenamid 09/10
n BAS83100H 1.0l/ha  imazamox + quinmerac 14
Dash 1.01/ha
Kerb flo :/‘:ZS propyzamid 21/22
BAS 798 01 metazachlor + imazamox + quinmerac
He 2.01/ha d 12
\% FocusUltra ~ 1.0l/ha  cycloxydim 14
Dash 1.01/ha
BAS 798 01H* 2.0l/ha metazachlor + imazamox + quinmerac 12
Vv Dash 1.01/ha
1875 ropyzamid
Kerb flo I/ha propy 21/22
Tab. 3 Parameters of the herbicide applications.
Tab. 3 Parameter der Herbizidapplikationen.
Nozzle Air mix 110-025 Flat Fan
Water volume 2001 ha”
Pressure 2.1 bar
Speed 45kmh’

The numbers of emerged black-grass plants per container were counted on February 29% 2012. To
reduce the risk of completely kill the population in the first year only 80% of the recommended
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field dose of the two herbicides were used. Those were 80% of the recommended field dose of the
ALS-inhibitor Atlantis WG (mesosulfuron + iodosulfuron), equate 400 g ha-1 for the biotypes 102
and 148 and 80% of the recommended field dose of the ACCase-inhibitor Axial 50 (pinoxaden),
and equate 1.0 | ha-1 for the biotype 201. The containers were treated with a one-wheel plot
sprayer on March 12 2012 in BBCH 24 (Tab. 2) according to the different herbicide treatments.

Numbers of survived black-grass plants per container were counted four weeks after herbicide
application on April 16™ 2012. Before flowering, the containers were isolated by pollen proved
sleeves to avoid cross-pollinating between the biotypes. Irrigation was done as required by a drip
irrigation hose. The numbers of heads of every single container were counted ten weeks after the
application on May 21t 2012. In the containers, black-grass seeds were allowed to mature and fall
on the ground. The winter wheat was harvested after nearly all black-grass seeds were fallen on
July 16 2012.

QOilseed-rape 2013:

Tillage was done by hand after the harvest of the winter wheat. A glyphosate treatment was
applied on August 13% 2012 against dicots and volunteer cereals, before sowing of the oilseed-
rape. Due to seed dormancy, black-grass rarely germinated and it was therefore not necessary to
count ALOMY plants before the stubble treatment of glyphosate. The sowing of Clearfield oilseed-
rape was done on the August 27t 2012. Fifty germinable seeds/m? (germination rate = 90%) were
sown in five rows. The Clearfield oilseed-rape variety “Pioneer X08W9821” was used. Irrigation
started on September 3 and was applied if necessary. Five different herbicide treatments (resp.
sequences) were conducted with two repetitions per black-grass biotype (Tab. 2).

The pre-emergence herbicides Butisan Gold and Butisan Kombi were applied on September 4t
2012. No black-grass plants emerged before this treatment. On September 28" 2012 Focus Ultra
and the herbicides “BAS 798 01H"” and “BAS 831 00H” were applied to the corresponding
containers. Kerb flo was sprayed on December 6™ 2012. The numbers of black-grass plants per
container were counted four times. They were counted three days before the treatment of the
post-emergence herbicides on September 25 and three weeks later on October 18™. In spring
2013 the surviving black-grass plants were counted on March 18™ and April 4. The numbers of
heads per container were counted on June 5% 2013. Oilseed-rape was harvested on July 27,
Genetic analysis

For genetic analysis leaf samples of ten different survived black-grass plants per container were
taken during the winter wheat cultivation (on 16" and 17t April 2012) and during the oilseed-rape
cultivation (April 23 2013) and separately dried at room temperature. DNA-extraction and
genetically analysis were provided by BASF. PCRs and Pyrosequencing were performed for the
ACCase mutation site 1781 and the ALS mutation site 197.

Results
Outdoor container trial

The number of emerged black-grass plants in winter wheat range between 843 (biotype 148) and
232 plants (biotype 102) (Tab. 4). Biotype 102 showed in general lowest germinating rate. All in all,
the mean values of black-grass plants per containers were quite consistent between the three
biotypes. After the application of Axial 50 biotype 201 showed the highest surviving rate with
12%. The both biotypes treated with Atlantis WG, 102 and 148 showed less survivors, especially
biotype 102 with a mean value of 19 black-grass plants per container. This is the same for the
number of heads. However, there were survivors in every container, producing seeds for the
following years.
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Tab. 4 Number of germinated and survived ALOMY plants as well as number of heads/container in winter
wheat 2011/12 according to the biotypes.

Tab. 4 Anzahl der aufgelaufenen und iiberlebenden ALOMY Pflanzen, sowie die Ahrenanzahl pro Geféf3 im
Winterweizen (2011/12) fiir die jeweiligen Herktinfte.

biotype herbicide mean value min max
number of 102 ALS 475 232 593
emerged 148 ALS 541 394 843
ALOMY
201 ACCase 528 395 712
102 ALS 19 (4%)* 1 28
number of ok
survivors 148 ALS 33 (6%) 17 54
201 ACCase 62 (12%)* 35 107
102 ALS 82 16 263
number of
heads 148 ALS 138 70 249
201 ACCase 663 354 994

* Percentage of survivors from the number of emerged black-grass plants

Results of the herbicide treatments at the last counting date (April 22" 2012) in the OSR
cultivation are given in Figure 2. The last herbicide treatment was done on December 6™ 2012. A
further reduction of black-grass plants for all treatments and biotypes was observed compared to
the autumn counting. Herbicide efficacy varied in-between the treatments and among the
biotypes. The post-emergence treatment in T1 (Focus Ultra) showed high efficacy for all biotypes.
Numbers of black-grass plants per container varied between 24.5 (biotype 102) and 169.5 (biotype
201). Treatment 2 (BAS 831 00H) showed less black-grass plants per container for all biotypes
expect biotype 102 (31.5 plants) when compared to treatment 1. Treatment 3 showed the best
black-grass control for all biotypes when compared to the other herbicide treatments. For all
biotypes less than 10 plants per container were found. There were a high number of black-grass
plants left after the pre-emergence treatment with Butisan Kombi when compared to treatment 1
and 2. After the treatment with BAS 831 00H + Dash the numbers of black-grass plants clearly
decreased. In Treatment 4 no pre-emergence but two post-emergence herbicides were applied.
BAS 798 01H and Focus Ultra were applied at the same time. The efficacy of the tank-mixture was
worse to all other treatments. 120 and 280 plants per container survived (biotype 102 and 201
respectably). Treatment 5 was the second treatment without pre-emergence herbicides. When
compared to the results of treatment 4, where Focus Ultra was additionally applied, the solo
application of BAS 798 01H was nearly as effective as the combined application.

The numbers of heads per pot, counted on June 6% 2013 are given in Figure 3. Treatment 3
obtained a complete black-grass control where no black-grass biotype developed one single head.
Also treatment 5 resulted in no black-grass heads for biotype 102 and 148. Biotype 201 developed
only five heads. The highest number of heads was found for biotype 102 and 201 in treatment 4
where no sufficient black-grass control was obtained. Also treatment 1 and 2 did not control the
different black-grass biotypes sufficiently. Depending on the resistance status of the biotypes,
treatment 1 showed better results for the weak ACCase-TSR biotype 148 when compared to the
strong ACCase-TSR biotype 201. For treatment 2 it was the opposite situation.
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Fig. 2 ALOMY plants in CL-OSR depending on biotype and herbicide programme (22.04.2013).
Abb. 2 ALOMY Pflanzenanzahl im CL-Raps nach Herkunft und Herbizidapplikationsfolge (22.04.2013).
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Fig. 3 ALOMY heads/container in CL-OSR depending on biotype and herbicide programme.
Abb. 3 ALOMY Ahren pro Container im CL-Raps nach Herkunft und Herbizidapplikationsfolge.
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Genetic analysis

After the application in winter wheat 2012 a decrease of approximately 66% of TSR-ALOMY plants
was found for biotype 102 (treated with Atlantis) at the ACCase mutation site 1781. Also for
biotype 201 (treated with Axial) a reduction of TSR (1781)-ALOMY plants of 13% was detected.
Biotype 148 (treated with Atlantis) did not show any TSR mutation at the position 1781 before our
trials. According our analysis, we found in 7% of the tested plants in 2012 TSR (1781). The amount
of ALS-TSR (197) was for all biotypes lower than 10%. Figure 4 shows the number of ALOMY plants
with ACCase 1781 mutation found in spring 2013 in OSR, depending on biotype and herbicide.

ALOMY Biotypes

300
a0 * plants per container
O 102427 ACCase 1781
146 - 07 L
55 4 B 201 - 51 mutation in initial
E . winter wheat
[
=
=5 200 1
55
a5
w £
@ 150
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dimeth. dimeth. dimeth. quinm. quinm.
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cyclox. quinm. quinm. cyclox. propaz.

-
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Fig. 4 ALOMY plants with ACCase TSR 1781 in CL-OSR depending on biotype and herbicide programme.
Abb. 4 ALOMY Pflanzen mit ACCase TSR im CL-Raps, abhangig von Herkunft und Herbizidapplikationsfolge.

Treatment 3 resulted in no surviving plans for all biotypes, thus no leave samples were collected
(Fig. 4). The same was for biotype 102 and 148 after treatment 5. The selection of TSR ALOMY
plants due to herbicide strategies differ between the ALOMY biotypes. It depends on the
resistance situation on the field and the resistance characterisation of the ALOMY populations
which herbicide strategy will be successful. For example treatment 2 (pre-emergence and post-
emergence application) reduces TSR-ALOMY plants in biotype 102, while biotype 201 showed
increasing numbers of ACCase TSR. Also treatment 4, with three applications timings, did not
control biotype 201. The number of ACCase TSR increased in this case dramatically.

Discussion

The strong influence of herbicides on the evolution of herbicide resistance is well known. DELYE et
al. (2007) detected a strong relationship between the frequency of use of ACCase inhibitors and an
increasing number of resistant black-grass biotypes. The powerful selective pressure targeting a
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single gene or a few genes is consequently expected to rapidly increase the frequency of mutation
conferring the adapted phenotypes (MENCHARI et al., 2006; MARECHAL et al., 2009; PeTIT et al., 2010).
This is why we started the investigations of the impact of imazamox containing herbicides on the
development of resistance in black-grass. The trial includes three black-grass biotypes with
different resistance pattern. Biotype 102, originated from UK reflects with its wide ACCase- and
ALS-TSR (+ NTSR) the “typical” British black-grass biotype. Biotype 148, originated from Germany
shows a slight ACCase-TSR + NTSR which are also typical for German black-grass. The third biotype
201, originated from France shows a very strong ACCase-TSR at the position 1781 (+ NTSR) and
reflects the French black-grass situation. This study shows that the efficacy of the herbicide
programmes clearly depends on the resistance pattern of the black-grass biotype on the field.
There is no general recommendation of one single herbicide strategy to avoid the risk for further
selection of resistant weeds. The good results of the Kerb flo treatment lead to the assumption,
that this herbicide could preserve everything. Regarding the optimal treatment conditions in the
container trial (for example watering the container after the treatment) it is possible, that we
overestimate the efficacy of Kerb flo. In the field situation it is quite often not possible to spray
Kerb flo in the winter time because of the inappropriate weather conditions. It is necessary to act
before.

The frequent use of ALS-inhibitors in one crop rotation can be problematic if the risk of further
selection of resistant weeds will not be regarded. Therefore, it is still necessary to follow the
general recommendations of resistance management with all non-chemical aspects, independent
if CL-OSR or non CL-OSR is grown.
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Zusammenfassung

In Feldversuchen wurde Acker-Fuchsschwanz (Alopecurus myosuroides, Huds.) in Raps an 6 Standorten in Nord-
und Stiddeutschland mit vermuteten Resistenzproblemen mit Clethodim (Select EC 240) bzw. Cycloxydim
(Focus Ultra) mit und ohne Nachbehandlung mit Propyzamid (Kerb FLO) bekdampft. Begleitend wurden
molekulargenetische Analysen von Blattproben durchgefiihrt, um das Vorkommen von Acker-Fuchsschwanz
mit dem Haplotyp Leu1781 und die Haufigkeit der Genotypen zu erfassen. Das Ziel der Versuche war es, die
Bekdampfungserfolge an den Standorten mit dem Vorkommen der hetero- und homozygot resistenten
Genotypen des Acker-Fuchsschwanzes zu korrelieren. In Gewéchshausversuchen hat sich gezeigt, dass
Clethodim den Haplotyp Leu1781 schwéacher selektiert als Cycloxydim und heterozygote Pflanzen generell
einen niedrigeren Resistenzfaktor zeigen als homozygote Pflanzen. Die Versuchsfrage lautete, ob sich der
Anteil heterozygoter Pflanzen bei einer Bekampfung mit Clethodim durch eine héhere Wirkung aufgrund einer
niedrigeren Resistenzauspragung in Feldversuchen bemerkbar macht. An 5 der gewahlten 6 Standorte konnte
eine Wirkort-Resistenz mit dem Haplotyp Leu1781 nachgewiesen werden. An einem Standort korrelierte der
hohe Anteil an heterozygoten Pflanzen mit dem hoheren Bekdmpfungserfolg von Select EC 240 (80 %)
gegenlber Focus Ultra (0 %). An zwei Standorten mit hohem Anteil an homozygoten Pflanzen konnte mit den
Solo-Varianten Select EC 240 und Focus Ultra keine ausreichende Bekdampfung durchgefiihrt werden. Hier
konnte bei einer Nachbehandlung mit Kerb FLO eine zum Teil zufriedenstellende Bekdampfung erzielt werden.
An einem Standort wurde trotz Verdacht keine Resistenz mittels molekulargenetischer Analyse nachgewiesen.
Hier war die Wirkung von Select EC 240 und Focus Ultra gegen Acker-Fuchsschwanz in allen Varianten mit und
ohne Kerb FLO gleich gut. Die Untersuchungen belegen den hoheren Bekampfungsgrad von Pflanzen mit dem
Haplotypen Leu1781 durch den Wirkstoff Clethodim und zeigen auf, dass die Frequenz von resistenten
Genotypen (homo- vs. heterozygot) einen deutlichen Einfluss auf die Resistenzselektion durch Clethodim hat.
Die Untersuchungen belegen, dass es notwendig ist in der Resistenzforschung die Resistenzmechanismen
wirkstoffabhadngig zu betrachten und auch das Verstandnis darliber der Praxisberatung néaher zu bringen. Ein
sinnvoller Einsatz von DIMs in Fldchen mit dem Haplotypen Leu1781 kann nur mit Hilfe eines
propyzamidhaltigen Herbizids und dem gezielten Einbau von ackerbaulichen MaBnahmen (z.B.
Fruchtfolgegestaltung, Bodenbearbeitung) zur Acker-Fuchsschwanzbekampfung abgesichert werden.

Stichwaorter: Alopecurus myosuroides, Clethodim, Cycloxydim, heterozygot, homozygot, lle1781-Leu,
Pyrosequenzierung, Wirkort-Resistenz

Abstract

In field experiments the control of blackgrass (Alopecurus myosuroides, Huds.) in oilseed rape using clethodim
(Select EC 240) and cycloxydim (Focus Ultra) with and without subsequent treatments with propyzamide (Kerb
FLO) was tested at 6 locations in North and South Germany with assumed resistance problems. The field
experiments were accompanied using molecular analysis leaf samples from the plots to seize the occurrence of
black-grass with the Leu 1781 haplotype and to determine the frequency of the genotypes. The goal of the
trials was to correlate the successes of blackgrass control with the occurrence of hetero- and homozygous
resistant genotypes. It was shown in greenhouse trials that clethodim selects the haplotype Leu1781 more
weakly (and it shows a higher partial efficacy) than cycloxydim and that heterozygous plants have a lower
resistance factor than homozygous plants. The question raised whether the frequency of heterozygous plants
has influence on increased efficacy of clethodim under field conditions. At 5 sites target-site resistance was
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detected. At one location the high proportion of heterozygous plants correlated positive with relative higher
control using Select EC 240 (80%) compared to Focus Ultra (0%). At two locations with high proportion of
homozygous resistant plants Select EC 240 and Focus Ultra treatments without subsequent treatments with
Kerb FLO were not sufficient in solo variants. The subsequent treatments with Kerb FLO provided partly, but
not sufficient control of black-grass. At one location no resistance was identified. The effect of Select EC 240
and Focus Ultra to control black-grass were comparable high in all variants with and without subsequent
treatments of Kerb FLO. The investigations showed clearly a higher degree of control by plants with the
haplotype Leu1781 by the active substance clethodim and pointed out the fact that the frequency of resistant
genotypes (homo vs. heterozygous resistant plants) has a clear influence on the resistance selection. The use of
DIMs at locations suspected to be resistant should be assured only with the help of propyzamide and non-
chemical measurements (e. g. ploughing, crop rotation). The results also indicate that it is necessary to assess
resistance mechanisms in resistance research individually depending on the active ingredients, inheritance
and weed species.

Keywords: Alopecurus myosuroides, clethodim, cycloxydim, homozygous, heterozygous, pyrosequencing,
target-site resistance

Einleitung

Die Ausbreitung von Herbizidresistenz wird durch inhdrente und agronomische Faktoren
beeinflusst (EPPO, 2003). Zu den inhdrenten Faktoren gehort die Hohe der Resistenzauspragung,
die durch den Resistenzfaktor oder Resistenz-Index beschrieben wird (PowLEs and SHANER, 2001). Er
setzt sich zusammen aus dem Herbizid, der Unkrautart, der Anzahl und Art der
Resistenzmechanismen, der Haufigkeit der Mechanismen in einer Population und der Vererbung
(bzw. dem Ploidiegrad und der Genotypen-Frequenz). Fiir ein rationales Resistenzmanagement
bedarf es einer genaueren Aufschliisselung der Resistenzfaktoren. Diese sind fiir jedes Herbizid
und firr jeden Mechanismus individuell. Hinzu kommt, dass in jeder Population einer Pflanzenart
verschiedene Genotypen von einem Resistenzmechanismus vorkommen, die jeweils einen
eigenen Resistenzfaktor haben. WAGNER und BELz (2014) haben in Dosis-Wirkungsversuchen die
Auspragung von Acker-Fuchsschwanz (Alopecurus myosuroides, Huds.) mit einer Wirkort-Resistenz
lle/Leu1781 gegeniiber den Wirkstoffen Clethodim und Cycloxydim (ACCase-Inhibitoren, HRAC-
Klasse A) auf Populations- und Genotypen-Ebene untersucht. Cycloxydim selektiert einen Acker-
Fuchsschwanz mit einem Leu1718 ACCase-Allel intensiver als das Clethodim. Es konnte aus den
Untersuchungen fir Clethodim ein Resistenzfaktor von 10 fir die homo- bzw. 6 fiir die
heterozygote Teilpopulation berechnet werden. Bei Cycloxydim lag der Resistenzfaktor bei 136 fur
die homo- bzw. 118 fiir die heterozygote Teilpopulation.

Die Cyclohexandione ("DIMs"), zu denen die Wirkstoffe Tepraloxydim, Cycloxydim und Clethodim
gehoren, sind derzeit anders als die Gruppe der Aryloxyphenoxypropionsduren ("FOPs"), zu denen
z. B. das Fenoxaprop-P-ethyl zdhlt, nicht von einer metabolischen Resistenz betroffen. Somit lassen
sich im Fruchtwechsel in Nicht-Getreide Kulturen metabolische Resistenzen mit DIMs
unterdrlicken. Der einzige Resistenzmechanismus ist die Wirkort-Resistenz. Von den derzeit sieben
beschriebenen variablen Position 1le1781, Trp1999, Trp2027, 1le2041, Asp2078, Cys2088 und
Gly2096 im Protein ACCase (LU et al., 2007; DELYE et al., 2005) zeigt nur der Haplotyp Gly2078 eine
Resistenz gegen alle drei DIMs, wahrend der Haplotyp Leu1781 eine ausgepragte Resistenz gegen
Cycloxydim und eine schwach ausgeprdgte gegen das Tepraloxydim und Clethodim zeigt. Damit
ist der einzige stark ausgepragte Resistenzmechanismus gegen Tepraloxydim und Clethodim die
Wirkort-Resistenz durch den Haplotyp Gly2078. Das schlie3t aber nicht aus, dass Minderwirkungen
bei Tepraloxydim und Clethodim durch andere Varianten der Wirkort-Resistenz, wie z. B. durch
den Haplotyp Leu1781 auftreten konnen.

Die Berichte aus der Praxis Uber Teilerfolge bei der Bekampfung von Leu1781-Acker-
Fuchsschwanz mit Clethodim-haltigen Herbiziden sind widerspriichlich. Da
Gewadchshausergebnisse zeigten, dass sich homo- und heterozygote Pflanzen tendenziell in ihrer
Empfindlichkeit unterscheiden (heterozygote Pflanzen sind im Trend empfindlicher, WAGNER und
BELz, 2014), sollte untersucht werden, ob es eine Korrelation zwischen der Haufigkeit von hetero-
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bzw. homozygotem Leu1781-Acker-Fuchsschwanz und dem Teilerfolg bei der Bekampfung mit
Clethodim im Feld gibt.

Dazu wurden Versuche in Raps angelegt. Die Schlage wurden ohne Vorkenntnisse Uber das
Vorkommen von Wirkort-Resistenz in den Acker-Fuchsschwanz-Populationen ausgewahlt und
zum Zeitpunkt der Applikation der Herbizide im Herbst und der Bonitur im Frihjahr wurden
Blattproben von Acker-Fuchsschwanzproben gesammelt und molekulargenetisch analysiert. Eine
Konsolidierung der Ergebnisse wird in diesem Beitrag vorgestellt und diskutiert.

Material und Methoden
Feldversuche

An 6 Standorten in Nord- und Stiddeutschland wurden in Raps mehrgliedrige Versuche angelegt.
Die Standorte sind in Tabelle 1 und die Versuchsglieder sind in Tabelle 2 beschrieben. Die
Standard-ParzellengréRRe betrug 10 m?.

Tab. 1 Charakterisierung der Versuchsstandorte.
Tab. 1 Characterization of trial locations.

Standort ::]h @ iber NN :‘ln|1er:‘i)e rschlag™ Temperatur* g?l: :';azlg nach
Region Nord

Balje 4 830 8,4°C Ltu

Wischhafen 1 778 7,9°C Ltu

St. Joost 1 778 7,9°C Ltu
Region Sud

Dormettingen 650 880 8,1°C T

Talheim 760 920 7,0°C Tl

Dietingen 580 850 79°C Lt
*langjahriges Mittel

Aus den Varianten 1 (unbehandelt), 2 (0,5 I/ha Select 240 EC, 241,9 g/l Clethodim) und 3 (2,5 I/ha
Focus Ultra, 100 g/l Cycloxydim) wurden je Parzelle 8 Blattproben von Acker-
Fuchsschwanzpflanzen entnommen. Jede Blattprobe stammte von einer Pflanze. Die Varianten
mit Kerb FLO wurden nicht beprobt.

Tab. 2 Versuchsglieder.
Tab. 2 Treatments.

Versuchsglieder Produkte Aufwand (I/ha), Anwendungszeitpunkt NAH
1 unbehandelt 0
2 Select 240 EC + Para Sommer 0,5+2
3 Focus Ultra + Dash 2,5+25
4 Select 240 EC + Para Sommer + Kerb 05+2+1,8
FLO?
5 Focus Ultra + Dash + Kerb FLO? 2,5+2,5+1,8

In Tabelle 3 sind die Termine der Herbizidbehandlungen der Standorte, das Stadium von Raps und
Acker-Fuchsschwanz und der Deckungsgrad von Acker-Fuchsschwanz zum Zeitpunkt der
Behandlung aufgefiihrt.
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Tab. 3 Durchfiihrung der Behandlungen.
Tab. 3 Details on application.

BBCH Stadien Deckungsgrad Acker-
Standort Behandlungstermin  Raps/Acker- 959
Fuchsschwanz %
Fuchsschwanz
Region Nord
Balje 02.10.2012 13-15/14-23 20
Wischhafen 02.10.2012 12-15/12-23 17,3
St. Joost 12.10.2012 13-16/13-21 50
Region Sud
Dormettingen 04.10.2012 14-16/11-13 77
Talheim 11.10.2012 18-20/12-25 20
Dietingen 04.10.2012 14-16/11-13 33

Molekulargenetische Analysen

Die Pflanzenproben wurden im Herbst zum Zeitpunkt der Applikation und zum Zeitpunkt der 2.
Bonitur im Friihjahr entnommen. Pro Einzelpflanze wurden ca. 2 cm lange Blattstiicke von vitalen
Blattern abgeschnitten und bei Raumtemperatur getrocknet. Nach der Trocknung wurde die DNA
der Pflanzen mit einem kommerziell erhéltlichen Kit zur DNA Aufreinigung extrahiert. Die DNA-
Extrakte wurden als Template in einer PCR eingesetzt, um die entsprechenden Abschnitte des
ACCase-Gens, die fiur das lle/leu1781 kodieren, zu amplifizieren und wurden mittels der
Pyrosequencing-Technologie analysiert. Fiir weitere Details siehe WAGNER und BELZ (2014).

Ergebnisse und Diskussion
Ergebnisse der Feldversuche

Die Versuchsglieder sind in zwei Gruppen unterteilt: mit und ohne Nachbehandlung mit Kerb FLO
(Wirkstoff ~ Propyzamid). Die Ergebnisse der Acker-Fuchsschwanz-Bekdmpfung sind
standortspezifisch zu bewerten und korrelieren positiv mit den genetischen Analysen tber das
Vorkommen der Wirkort-Resistenz. Im Trend zeigt sich der deutlich héhere Bekampfungserfolg
durch die Kerb FLO Nachlage an allen Standorten (Tab.4). Eine Ausnahme ist der Standort
Talheim. Hier gab es keine Unterschiede im Bekdmpfungserfolg (ber alle Varianten. Eine
Bekdmpfung mit Select 240 EC und Focus Ultra war mit und ohne Kerb FLO vergleichbar gut
(Wirkungsgrad 99-100 %). Fiir die Standorte Balje, Dietingen und Dormettingen konnte erst durch
die Kerb FLO Nachlage ein noch akzeptables bis befriedigendes Ergebnis sowohl fiir Select 240 EC
(Wirkungsgrad 96-99 %), als auch fiir Focus Ultra (Wirkungsgrad 91-95 %) erzielt werden. An den
Standorten St. Joost und Wischhafen konnte ohne und auch mit einer Kerb FLO Nachlage kein
ausreichender Bekdmpfungserfolg von Acker-Fuchsschwanz sowohl mit der Select 240 EC
Variante, als auch der Focus Ultra Variante erzielt werden. Unter diesen Bedingungen wird
deutlich, dass zusatzlich ackerbauliche MaBnahmen zur Acker-Fuchsschwanzbekdmpfung eine
grof3e Rolle einnehmen missen. Um das Samenpotential des Acker-Fuchsschwanzes niedrig zu
halten ist ein geschicktes Kombinieren von der Fruchtfolgegestaltung, der Boden- und
Saatbettbearbeitung sowie der Wahl eines giinstigen Saattermins notwendig. Da in der Zukunft
auf den Herbizideinsatz nicht verzichtet werden kann, sollten alle erwdahnten MalBnahmen genutzt
werden solange eine Resistenzetablierung eines Schlages noch in den Anféngen steht.
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Tab. 4 Ergebnisse der Feldversuche (Boniturnote, Wirkungsgrade, Mittelwert aus drei Wiederholungen).

Tab. 4 Results of field trials (visual rating, mean of three replications).

Versuchsglied 2:
0,5 I/ha Select 240

Versuchsglied 4:
0,5 I/ha Select 240
EC + 21/haPara

Versuchsglied 3:
2,51/ha Focus

Versuchsglied 5:
2,51/ha Focus Ultra

Standort EC + 21/ha Para Ultra + 2,51/ha Sommer + 1,8 I/ha +2,5l/ha Dash +

1,8 I/ha Kerb FLO
Sommer Dash Kerb FLO (Nachlage)
(Nachlage) 9

Balje 97 % 87 % 97 % 95 %

Dietingen 80 % 0% 99 % 93 %

Dormettingen 53 % 0% 96 % 91 %

St. Joost 62 % 60 % 55% 60 %

Talheim 99 % 100 % 100 % 100 %

Wischhafen 78 % 53 % 80 % 63 %

Genetische Analysen

Mittels Pyrosequencing wurden die Positionen lle/Leu1718 und Asp/Gly2078 des ACCase-Gens
genotypisiert. In Abbildung 1 sind die Pyrosequencing-Ergebnisse fir die funf moglichen
Genotypen an der Stelle 1781 dargestellt. Fur die Position 1781 kann die DNA-Sequenz auf dem
ACCase-Gen ATA fiir lle1781 (sensitiv bzw. keine Wirkort-Resistenz an der Stelle) und CTA bzw. TTA

flr Leu1781 sein.

N W

I

sensitiv

GACTG&ACA
heterozygot resistent

MTT A

P‘-,_“,\.‘ oW

PWAVE RN

GACT &EACA

heterozygot resistent

homozygot resistent

Abb. 1 Pyrogramme von sensitiven, mischerbigen (heterozygoten) und reinerbigen (homozygoten) Pflanzen
des Acker-Fuchsschwanz an der Position 1781 der ACCase.

Fig. 1 Pyrogram of sensitive, heterocygous, and homocygous plants of blackgrass at position 1781 on the ACCase.
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An fiinf Standorten konnte eine Wirkort-Resistenz durch Leu1781 nachgewiesen werden (Tab. 5
und 6). An einem Standort (Talheim) waren keine Resistenz und keine Minderwirkung gegen
Acker-Fuchsschwanz festzustellen. Am Standort Dietingen dominierte der Haplotyp CTA, wahrend
an den ubrigen vier Standorten der Haplotyp TTA dominierte. Die Resistenzgrade sind fiir beide
Haplotypen identisch, weil sie fiir die gleiche Aminosédure kodieren. Die Ergebnisse fiir die Position
2078 sind nicht dargestellt. Am Standort Dietingen konnten bei der Analyse nach Applikation
(bzw. der Beprobung zum Zeitpunkt der Bonitur) finf Pflanzen mit einer Wirkort-Resistenz durch
den Gly2078 Haplotyp identifiziert werden (9 %). Alle ibrigen Pflanzen an diesem Standort und
100 % der Pflanzen aller anderen Standorte zeigten den Asp2078 Haplotyp (sensitiv bzw. keine
Wirkort-Resistenz an der Stelle).

Eine Korrelation der Ergebnisse aus der Tabelle 4 und den Tabellen 5 und 6 zeigt folgendes Bild:
An den Standorten mit nachgewiesener Wirkort-Resistenz 1781 (Balje, Dietingen, Dormettingen
und Wischhafen) ist eine deutlich schlechtere Wirkung in den Solo-Behandlungen mit Focus Ultra
gegeniiber den Behandlungen mit Select 240 EC festzustellen. Der Wirkungsabfall bei Focus Ultra
(87 %) korreliert am Standort Balje mit einem Anteil von 21 % der Pflanzen mit einer Wirkort-
Resistenz durch Leu1781 (homo- und heterozygote Genotypen). Die Solo-Behandlungen Select
zeigen hier eine noch gute Wirkung mit 97 %. Die schlechte Wirkung kompensiert sich hier
groBtenteils durch die Kerb-Nachlage in den entsprechenden Varianten. Am Standort Dietingen
war der Anteil resistenter Pflanzen sehr hoch (60 %). Hier korreliert das schlechtere Abschneiden
der Focus Ultra Behandlung mit dem Anteil resistenter Pflanzen. Die Diskrepanz zwischen der
Solo-Behandlungen mit Focus Ultra (0 %) gegeniiber den Behandlungen mit Select 240 EC (80 %)
korreliert mit dem hohen Anteil der heterozygoten Pflanzen (53 % der resistenten Pflanzen sind
heterozygot). Die Interpretation ist die, dass ein hoher Anteil heterozygoter Pflanzen noch durch
die Select 240 EC Behandlung erfasst wird. Diese Pflanzen haben einen niedrigen Resistenzfaktor
von 6 gegen das clethodim-haltige Select 240 EC und von 118 gegen das cycloxydim-haltige
Focus Ultra (WAGNER und BELz, 2014). Steigt jedoch der Anteil der homozygoten Pflanzen féllt die
Wirkung von Select 240 EC ab. Das zeigt die Korrelation der Ergebnisse fiir die Standorte
Dormettingen und Wischhafen mit den genetischen Analysen. Am Standort Dormettingen wurde
in 95 % und am Standort Wischafen in 78 % der Pflanzen eine Wirkort-Resistenz nachgewiesen. An
beiden Standorten ist der Anteil homozygoter Pflanzen sehr hoch (an beiden Standorten 41%).
Die Minderwirkung von Focus Ultra ist zwar starker ausgeprdgt, aber auch mit einer Solo-
Behandlung mit Select 240 EC gelingt keine ausreichende Bekdmpfung. Das lasst sich auf den
hohen Anteil der homozygoten Pflanzen zuriickfiihren, die einen deutlich hoheren Resistenzfaktor
von 10 und 136 haben (WAGNER und BELz, 2014).

Tab. 5 Ergebnisse der Analysen von Blattproben zum Zeitpunkt der Herbizid-Anwendung.

Tab. 5 Results of analysis of leaf samples at the time of herbicide application.

Genot Genotyp Genotyp Genotyp Genotyp
Summe ox 7;’1" lle/Leu 1781 Leu1781 lle/Leu 1781 Leu1781
Standort analysierter AT T/T A/C (d]d
A/A
Pflanzen .. (heterozygot; (homozygot; (heterozygot; (homozygot;
(sensitiv) . . . .
resistent) resistent) resistent) resistent)
Balje 56 44 (78 %) 4 (7 %) 0 8 (14 %) 0
Dietingen 72 29 (40 %) 0 0 38 (53 %) 5 (7 %)
Dormet- 73 4 (5 %) 39 (53 %) 30 (41 %) 0 0
tingen
St. Joost 920 76 (84 %) 14 (16 %) 0
Talheim 72 72 0
(100 %)
Wischhafen 69 15 (22 %) 24 (35 %) 28 (41 %) 2 (3 %) 0
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Tab. 6 Ergebnisse der Analysen von Blattproben zum Zeitpunkt der Wirkungsbonitur.
Tab. 6 Results of analysis of leaf samples at the time of efficacy rating.

Genotyp Genotyp Genotyp Genotyp
Summe ﬁ::;;¥P lle/Leu1781  Leu1781 lle/Leu1781  Leu1781
Standort analysierter AR A/T /T A/C c/c
Pflanzen . (heterozygot; (homozygot; (heterozygot; (homozygot;
(sensitiv) resistent) resistent) resistent) resistent)
Balje 51 14 (27 %) 24 (44 %) 11(22 %) 2 (4 %) 0
Dietingen 72 21(29%) O 0 45 (63 %) 6 (8 %)
Dormet- 72 18(25%) 31 (43 %) 23 (32 %) 0 0
tingen
St. Joost 78 72(92%) 5(6%) 1(1%) 0 0
Talheim k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. k.A.
Wischhafen 66 15 (23%) 31 (47 %) 20 (30%) 0 0

Die Minderwirkung am Standort St. Joost kann hier durch eine Korrelation der Ergebnisse nicht
erklart werden. Der relativ geringe Anteil von Pflanzen mit einer nachgewiesenen Wirkort-
Resistenz sowohl zum Zeitpunkt der Applikation (16 %, Tab. 5), als auch zum Zeitpunkt der Bonitur
(7%, Tab.6) liefert keine ausreichende Erklarung der Minderwirkung sowohl in der Solo-
Behandlung, als auch mit Kerb FLO-Nachlage fiir Focus Ultra und Select 240 EC. Es kann hier nicht
geklart werden, ob es sich um eine alternative Resistenzform handelt, oder ob hier der hohe
Deckungsgrad von Acker-Fuchsschwanz (50 %) eine Rolle spielt und damit nicht eine Resistenz
ursachlich ist fur die Minderwirkung. Es bleibt fest zu halten, dass der schmale Grat einer
ausreichenden Bekdmpfung von mehrheitlich heterozygoten Pflanzen mit dem Clethodim-
haltigen Produkt Select 240 EC mit Kerb FLO-Nachlage ausreichen kann, um dem Ziel, einer Null-
Toleranz bei der Bekdmpfung von resistentem Acker-Fuchsschwanz ndher zu kommen. Der
Praktiker muss sich aber bewusst sein, dass jeder Acker-Fuchsschwanz, der eine Select 240 EC
Behandlung dank der Wirkort-Resistenz Leu1781 Ubersteht und diese auch homozygot tragt und
dann auch zur Bliite und Samenreife kommt, einen weiteren Beitrag zur Entwicklung der Resistenz
einer Population beitragt.
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Summary

This paper reviews the importance of phenoxy herbicides (hormone herbicides) in Scottish Agriculture with
specific reference to the spring barley crop, the most important cereal crop in Scotland. In 2013 the agricultural
census figures showed that to 296,000 hectares of spring barley were planted in 2013. Of this area pesticide
usage surveys estimate that 72% of the spring barley crop was sprayed with a metsulfuron-methyl,
(sulfonylurea/ALS inhibitor), the most common sulfonylurea in Scotland in 2012. There was a similar area of
crop sprayed with a phenoxy herbicide, a figure that has remained fairly constant over the last 10 years. The
phenoxy herbicides are important as standalone products but they also have an important use in resistance
management of the sulfonylurea herbicide group. Sulfonylureas are the foundation of herbicide use in the
spring barley crop in Scotland. The use of phenoxy herbicides in spring barley has not prevented the
development of resistant to the sulfonylureas in the Stellaria media (common chickweed) population in the
Scottish spring barley crop. Sulfonylurea resistant chickweed is not confined to the spring barley crop but is a
problem in other crops in Scotland such as potatoes and maize where sulfonylureas are used. Resistance to the
sulfonylurea group of herbicides has been shown to be target site occurring as result of a single mutation. The
multi site mode of action of the phenoxy herbicides are useful anti-resistance options with the sulfonylureas
offering control of sulfonylurea resistant Stellaria media. The phenoxy herbicides are also particularly useful in
increasing the weed spectrum of the sulfonylureas and the use to control difficult weeds such as Fumaria
officinalis (common fumitory) in spring barley crop.

Keywords: ALS, chickweed, phenoxy herbicides, Scotland, resistance, spring barley

Zusammenfassung

In diesem Beitrag wird die Bedeutung von Phenoxyherbiziden in der schottischen Landwirtschaft unter
besonderer Berlicksichtigung des Anbaus von Sommergerste betrachtet. Sommergerste ist die wichtigste
Getreidekultur in Schottland. Landwirtschaftliche Erhebungen aus dem Jahr 2013 zeigen, dass insgesamt
296000 Hektar Sommergerste angebaut wurden. 72% dieser Flaiche wurde mit Metsulfuron-methyl
(Sulfonylharnstoff/ALS-Hemmer) behandelt, dem im Jahre 2012 am haufigsten angewendeten
Sulfonylharnstoff in Schottland. Eine vergleichbare Anbaufliche, die in den letzten 10 Jahren unverdndert
blieb, wurde mit Phenoxyherbiziden behandelt. Phenoxyherbizide sind von groBer Bedeutung als
Soloprodukte und spielen eine groBe Rolle im Rahmen des Resistenzmanagements bei Sulfonylharnstoffen.
Sulfonylharnstoffe sind die Grundlage der Unkrautbekdmpfung in Sommergerste in Schottland. Die
Anwendung von Phenoxyherbiziden in Sommergerste hat jedoch die Entwicklung von Sulfonylharnstoff-
Resistenzen bei Stellaria media-Populationen in Schottland nicht verhindert. Diese Resistenzen sind nicht
beschrankt auf Sommergerste, sondern kommen auch in anderen Kulturen wie Kartoffeln und Mais vor. Es
konnte gezeigt werden, dass es sich bei den Sulfonylharnstoff-Resistenzen um eine wirkortspezifische
Resistenz handelt, die durch eine einzelne Mutation hervorgerufen wird. Die breite Wirkungsweise der
Phenoxyherbizide ist eine Option im Resistenzmanagement bei der Bekampfung resistenter Stellaria media-
Poplationen. Phenoxyherbizide erweitern zudem das Unkrautspektrum der Sulfonylharnstoffe, insbesondere
zur Bekdmpfung von Problemunkrautern wie Fumaria officinalis in Sommergerste.

Stichwaorter: ALS, Phenoxyherbizid, Resistenz, Schottland, Sommergerste, Stellaria media

Introduction

The sulfonylurea or (ALS inhibitor) group of herbicides play an important role in cereal crops in
Scotland, especially spring barley. The spring barley crop area in Scotland was 296,000 ha (ScoTTisH
AGRICULTURE CENsUS, 2013). Figures obtained from the Scottish pesticide usage survey in 2012
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showed that 70% of the spring barley crop was treated with thifensulfuron, 74% received
metsulfuron-methly and 72% was treated with a phenoxy herbicide mecoprop-p. About 200,000
ha of cereal crop received a phenoxy herbicide in Scotland in 2012 (PesTICIDE USAGE SURVEY SCOTLAND,
2012, SCOTTISH AGRICULTURAL SCIENCE AGENCY, SASA 2012). Both groups of herbicides are largely used
to control broad-leaved weeds. Although a high level of phenoxy herbicides are used in spring
barley. The statistics show that sulfonylureas are not always used with a tank-mix partner
herbicide with a different mode of action. Either 28% of the crop is sprayed with a straight
sulfonylurea or does not get sprayed at all.

The extensive use of acetolactate synthase (ALS) herbicides in numerous forms, co-formulations
and trade names has lead to the increase in resistant biotypes types of chickweed (Stellaria media)
in Scotland and in England resistant poppy (Papaver rhoeas). Indeed resistant poppy is now wide
spread in Europe (Moss, 2004). Resistance to the sulfonylureas was first discovered in 1987 (SAARI ET
AL, 1992). There is evidence that resistance to ALS inhibitors is now appearing in other broad-
leaved species in Scotland such as Mayweeds (Matricaria). ALS inhibitors, as the sulfonylurea
group of herbicides, are applied to crops across the rotation in Scotland. They are the foundation
for weed control in spring barley, the most important crop in Scotland with over 290,000 hectare
grown in 2013 (SCOTTISH AGRICULTURE CENSUS, 2013). In winter cereals sulfonylureas are used in the
autumn to broaden the broad-leaved weed control of residual herbicides and in the spring to tidy
up broad-leaved weeds.

An independent survey in 2011 confirmed > 40 cases across the UK including Northern Ireland,
(Moss et al., 2011), although the agrochemical trade believe the cases of chickweed resistance to
be greater than officially confirmed. This resistance was identified as target site not enhanced
metabolism as occurs in grass weeds Resistant populations of Papaver rhoeas are more important
in England, less in Scotland. There are now indications that there may be resistance in mayweed,
(Matricaria spp.) although this has not been officially confirmed. There is a tendency on farm to use
too low a rate of sulfonylurea which can cause mayweeds to regrow.

In potatoes there is a sulfonylurea for post emergence use to control broad-leaved weeds
including chickweed and mayweeds (Matricaria spp.).

There is also a sulfonylurea awaiting approval for use in winter rape which will target chickweed
another broad-leaved weeds. As well as targeting broad-leaved weeds the sulfonylureas
herbicides are also widely used to control grass species in Scotland, mainly annual meadow grass
(Poa annua) and Bromus species. However what is not often realised is that most of these products
also control chickweed and mayweeds increasing the selection pressure.

Studies have shown that the resistant mechanism of sulfonylureas to broad-leaved weeds is target
site. At least two mutations in S. media have been characterised, Pro-197-G and Trp0574 (MARSHAL
et al., 2010). There is no evidence of enhanced metabolism mechanisms that is common in grass
weeds. There is no evidence of cross resistance to other herbicide groups.

Why has resistance to sulfonylurea herbicides occurred in broad-leaved weeds occurred in
Scotland and elsewhere?

Over use

The first case of sulfonylurea resistance in Scotland was identified in 2000 (Moss et al., 2011).
Scottish Agricultural Science Agency (SASA) agency statistics for the year 2000, as shown in Table
1, indicate that 60.5% of the Scottish spring barley crop was sprayed with the sulfonylurea
metsulfuron-methyl rising to 72.5% in 2012. The corresponding amount of phenoxy herbicide,
(mecoprop-p mecoprop, MCPA and MCPB) used in the period 2000 to 2012 fluctuates, from 83%
in 2000 and 72.24% in 2012, a decrease of 13%.

Although a slight decline in use, phenoxy herbicides they still have a good market share, being
promoted as a tank-mix option with the sulfonylureas. It is recognised they have a different mode
of action to the sulfonylureas. They are translocated in the plants phloem affecting many parts of
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the plants metabolism including photosynthesis, respiration and nitrogen uptake (ROBERTSON and
Kirkwoop, 1970). The sulfonylureas on the other hand work on a single point ALS gene in the
meristemic tissue. Thus the combination of a sulfonylurea and a phenoxy herbicide is a good anti
resistance strategy protecting the sulfonylurea group and broadening the weed spectrum.

The area of spring barley treated with (fluroxypyr) increased from a base in 2002 of 2.52% to nearly
18% in 2012. Added to the 72% treated with a phenoxy herbicide gives an area of 90% of the crop
treated. This increase in fluroxypyr corresponds to promotion of products alongside the phenoxy
herbicides for use with sulfonylureas as anti-resistance strategy.

Tab. 1 Percentage (%) herbicide use on spring barley for the years 2000-2012. (Scottish Agricultural Science
Agency Product Usage Survey).

Tab. 1 Herbizidanwendung (%) in Wintergerste der Jahre 2000-2012. (Scottish Agricultural Science Agency
Product Usage Survey).

year total ha % % % %

SB phenoxy* thifensulfuron metsulfuron fluroxypyr
2000 255 83 50 60.46
2002 264 74.75 56 60.54 2.52
2004 259 84.59 64 71.84 1.38
2006 220 79.86 57 51.65 2.9
2008 262 70.42 68 58 2.87
2010 242 64.35 70 64 10
2012 289 72.24 70 725 17.93

*includes MCPA and MCPB

Improper use

There is no doubt that sulfonylureas are not always used in Scotland with a partner product such
mecoprop-p. There are many reasons for this. The increase in cost is certainly a factor. The weed
spectrum that modern sulfonylurea mixes offer can be attractive negating the extra cost of an
additional phenoxy herbicide. Sulfonylureas are often sold in combination, e.g. Harmony M,
(metsulfuron-methyl+thifensulfuron) which gives a good weed spectrum. However even these
products miss out on important weeds. The addition of a phenoxy herbicide such as mecoprop-p
improves control of important weeds such as Fumaria officinalis, Polygonum species, Galium
aparine, Gliosis tetrahit, all important weeds in Scottish Agriculture. Another often neglected
phenoxy herbicide MCPA provides useful control of another common weed in spring cereals,
Cirsium vulgare as well as controlling Galeopsis tetrahits.

Spring barley usually suffers from manganese deficiency at the young plant stage. Historically the
cheaper formulations of manganese sulphate did not mix well with phenoxy herbicides so that
they were often omitted from the mix so that the sulfonylureas were often applied as single
products. Now with better formulations of manganese there is not a tank-mix problem and no
barrier to the use of phenoxy herbicides in complex tank-mixes.

In conclusion the phenoxy herbicides have maintained there market share of the Scottish spring
barley market since 2000 (Tab. 1) and will perhaps increase if cases of recorded sulfonylurea
resistant chickweed continue to rise.

Phenoxy herbicides and control of difficult weeds in Scotland.

Common Fumitory (Fumaria officinalis) is becoming an important weed in crop rotation in
Scotland. It has been the increasing partly due to the wide spread use of diflufenican in winter
cereal crops, which controls a wide spectrum of weeds of broad-leaved weeds but not Fumaria
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officinalis. Fumitory can be controlled by mecoprop-p but only at a high rate. Often the
application rate used is not high enough, allowing the Fumitory to regrow as shown in Table 2.
Trials and commercial practice has shown the rate of mecoprop-p needs to be a least 1.0 L/ha for
complete kill. The issue is compounded by the fact that there are other species of Fumaria
officinalis and Fumaria capreolata (white ramping Fumitory), which appears to be less tolerant to
phenoxy herbicides.

Tab. 2 Control of Fumaria officinalis (Fumitory) in spring barley at a site Scotland. The benefits of
phenoxy herbicides.

Tab. 2 Bekidmpfung von Fumaria officinalis in Sommergerste auf einem Schlag in Schottland.
Vorteile der Phenoxyherbizide.

Fumitory control 34 DAT

Untreated (7 plants/m?) 0
Spitfire, (fluroxypyr + florasulam) 0.75 L 304
Spitfire 0.75 L+Duplosan KV (mecoprop-p) 1.0 L 100
Spitfire 0.75 L+HBN (loxynil+Bromoynil) 0.75 L 47.8
Galaxy (clopyralid + fluroxypyr + clopyralid) 1.0 L 1
Galaxy 1.0 L + Duplosan 1.0 L 100
Galaxy 1.0L+HBN 0.75 L 304
Spitfire 0.75 L+ Saxon (Dicamba + Mecoprop-p) 0.75 L 82.6
Spitfire 0.75 L+ Dicamba + Duplosan KV1.0 L 100
Harmony M 50G + Duplosan 0.5L+HBN 0.5 L 82.6
Harmony M 50G+ MCPA1.0L 65
Refine Max 56G (metsulfuron-methyl + thifensulfuron) + Saxon 0. 75 L 826

The choice of phenoxy herbicide is important depending on weed spectrum. MCPA was shown in
this trial to be not the product of choice. However MCPA still has a place in the Scottish spring
barley crop. A small percentage of the spring barley crop is under sown with a grass clover mix.
This technique is used to drill a grass/clover crop in sequence with a cereal crop in the spring so
that after the cereal crop is harvested there is crop of grass for grazing. Weed control can be
difficult in this scenario as clover is not tolerant to commonly used sulfonylureas plus mecoprop-p
mixes. What is clover safe is the phenoxy herbicide 2,4-DB. However 2,4-DB has a limited weed
spectrum and is commonly mixed with up to a litre/ha of MCPA. This type of use would account
for the proportion of the spring barley sprayed with MCPA which according to SASA usage survey
for 2012 amounts to 4.69 %.

Discussion

The phenoxy herbicides have a major place in the Scottish arable sector for the use as an anti
resistant strategy to protect the sulfonylureas herbicides and/or increase their weed spectrum.
There are new herbicide groups under development for cereal crops; in fact it is likely we will
continue to lose herbicides as they fail to meet EU Annex 3 data requirements or will be up for
substitution. Indeed next season farmers in Scotland will not be able to use ioxynil containing
products and co-formulations such as Oxytril CM (ioxynil + bromoxynil) and chlorotoluron is under
revocation and use up on farm. Both products have key broad -leaved weeds in there spectrum
which will be lost. Despite being old chemistry the phenoxy herbicides have maintained their
market share is perhaps a cost effective alternative to revoked and lost products?
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In conclusion phenoxy herbicides still have a major place in Scottish agriculture to broaden the
weed spectrum of sulfonylureas in spring barley and to control difficult weeds such as Fumaria
capreolata, Polygonum spp. and other difficult weeds. However care needs to taken when using
phenoxy herbicides in certain river catchment areas in Scotland that are used for drinking water.
The relatively large use of phenoxy herbicides on spring barely has resulted in MCPA and CMPP
leaching into water courses during periods of high rainfall after application. Levels higher than EU
Water Framework and the Drinking Water Directive thresholds have been recorded in some
seasons. It is up to all those involved in the agro-chemical supply trade to ensure that phenoxy
herbicides are used sensibly, whether used alone or in tank- mix with sulfonylureas in spring
barley or under sown crops. They need to be used at sensible application rates to control difficult
weeds.

References

ROBERTSON, M.M. and R.C. KirRkwooD, 1970: The mode of action of foliage-applied translocated herbicides with particular
reference to the phenoxy-acid compounds. Weed Research 10, 94-120.

MARSHALL, R., R. HULL and S.R. Moss, 2010: Target site resistance to ALS inhibiting herbicides in Papaver rhoeas and Stellaria
media biotypes from the UK. Weed Research 50, 621-630.

Moss, S.R. 2004: Herbicide resistant weeds in Europe: the wider implications. Communications in Agriculture and Applied
Biological Sciences, (Ghent University, Belgium) 69, 3-11.

Moss, S.R., R. MARSHAL, R. HuLL and ALARCON-REVERTE, 2011: Current status of herbicide resistance in the United Kingdom. Aspect
of Applied Biology 106, 2011.

SARRI, L.L., J.C. COTTERMAN, W.F. Smith and M.M. PrimiaNI, 1992: Sulfonylurea herbicide resistance in common chickweed,

perennial ryegrass and Russian thistle. Pesticide biochemistry and physiology 42,110-118.

ScoTTISH AGRICULTURE CENSUS, 2013: The Scottish Government. http://www.scotland.go v.uk/Publications/2013/10/5891

WATSON, J., J. HUGHES, L. THOMAS and J. WARDLAW, 2012: Pesticide Usage in Scotland, Arable, Crops Scottish Agricultural Science
Agency, (SASA), 14-15.

272 Julius-Kuihn-Archiv, 443, 2014



26™ German Conference on weed Biology an Weed Control, March 11-13, 2014, Braunschweig, Germany

Spatial and temporal development of ACCase and ALS resistant Black-grass
(Alopecurus myosuroides Huds.) populations in neighboring fields in Germany

Rdumliche und Zeitliche Ausbreitung ACCase und ALS resistenter Ackerfuchsschwanzpopulationen in
benachbarten Feldern Deutschlands

Johannes Herrmann1,2*, Martin Hess3, Thomas Schubel1, Harry Strek1, Otto Richter2 and
Roland Beffa1

'Bayer CropScience AG Industriepark Héchst, H872, D-65926 Frankfurt am Main, Germany;

2Technische Universitat Braunschweig, Institut fiir Geodkologie, Langer Kamp 19¢, D-38106 Braunschweig,
Germany

3Buchenweg 83, 55128 Mainz E E
*Corresponding author, Johannes.Herrmann@tu-bs.de :

DOI 10.5073/jka.2014.443.034 E

Abstract

The repetitive use of herbicides of a given mode of action as primary tools to control weeds in simplified
cropping systems has led to the development of resistant populations.

This study reports preliminary results of the infestation level and the herbicide resistance structure of black-
grass (Alopecurus myosuroides Huds.) in circa 40 neighboring fields in each of three locations in Southern
Germany during 2010-2012. In each location one field with confirmed field resistance served as a starting point
to survey the surrounding fields. Field infestation was assessed at the end of the season where seeds were
harvested. Based on greenhouse biotests nearly all tested fields showed resistance to ACCase, but the pattern
of ACCase mutations and metabolic resistance to fenoxaprop-ethyl showed differences according to space and
time. High resistance to ALS was found in several fields in two locations where ALS-resistance was previously
confirmed in a single field only leading to severe crop failure. Interestingly, either Pro197 or Trp574 seemed to
dominate in these two locations, while almost no ALS target-site mutations were found in the third location.
Target-site mutations appear to be the major mechanism for these early cases of ALS-resistance. A few fields
also showed non-target site resistant plants to mesosulfuron-methyl. This unique data set provides new
insights into the structure and development of 1) an established resistance (ACCase-inhibitors) and 2) a
developing resistance (ALS-inhibitors). Multivariate analysis including greenhouse biotests data and target-site
analyses corresponding to mutations conferring resistance showed that even spatially closely related fields
develop different herbicide resistance patterns. This suggests that weed control measures have a major impact
within each field and that resistance can evolve independently. In the current situation black-grass infestations
can still be controlled in most of the fields. Integrated Weed Management tools can contribute to keep the
selection pressure low and slow down resistance development.

Keywords: ACCase inhibitors, ALS inhibitors, blackgrass, enhanced metabolic resistance, Germany, non-target-
site resistance, target-site resistance

Zusammenfassung

Der uUbermaBige Einsatz von Herbiziden mit gleichen Wirkmechanismen zur primaren Unkrautkontrolle in
intensiven Fruchtfolgen hat zur Entstehung resistenter Unkrautpopulationen gefihrt.

Diese Arbeit stellt erste Ergebnisse eines dreijahrigen Versuches zum Ackerfuchsschwanz-Befall (Alopecurus
myosuroides Huds.) und seiner Resistenzstruktur in 3 Regionen Stiddeutschlands mit jeweils ca. 40 Feldern vor.
Als Ausgangspunkt diente dabei ein Feld mit bekannter Resistenz. Zusatzlich wurden benachbarte Felder
beprobt. Die Beprobung und Bestimmung der Befallsintensitat wurde jeweils zum Erntezeitpunkt der Kultur
vorgenommen. In Gewachshausversuchen konnte in fast allen beprobten Feldern eine ACCase Resistenz in
Ackerfuchsschwanz nachgewiesen werden. Das Verhiltnis zwischen verschiedenen ACCase-Target-Site
Mutationen und metabolischer Resistenz variierte jedoch sowohl in den unterschiedlichen Jahren, sowie
zwischen benachbarten Feldern sehr stark. Eine ausgepragte und agronomisch relevante ALS Resistenz
basierend auf den Target-Site Mutationen Pro197 oder Trp574 wurde in einigen Feldern von zwei der drei
beprobten Regionen nachgewiesen. In der dritten Region dagegen gab es kaum Pflanzen mit einer ALS
Target-Site Resistenz. Target-Site Resistenz scheint daher in diesen friihen Stadien die Hauptursache fiir ALS-
Resistenz zu sein, wéahrend einige Proben auch Non Target-Site Resistenz zeigten. Diese Daten geben neue
Einblicke in die Struktur und Entwicklung einer 1) etablierten Resistenz (ACCase-Inhibitoren) und 2) einer sich
entwickelnden Resistenz (ALS-Inhibitoren). Multivariate Datenanalyse von Gewadchshaus- und Target-site-
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Analysen der resistenzbedingenden Mutationen zeigen, dass nahe beieinander liegende Felder
unterschiedliche  Herbizidresistenzstrukturen  ausbilden. Dies legt nahe, dass unterschiedliche
Unkrautbekampfungsstrategien,  basierend auf unterschiedlichen  Fruchtfolgen unterschiedliche
Resistenzstrukturen fordern. Zurzeit ist eine erfolgreiche Ackerfuchsschwanz Bekdampfung mit ALS-Inhibitoren
in den meisten Fallen noch maglich, benachbarte Felder zeigen aber das alle Moglichkeiten des integrierten
Pflanzenschutzes ausgenutzt werden missen um den Selektionsdruck niedrig zu halten und die weitere
Resistenzentwicklung zu verlangsamen.

Stichworter: ACCase-Inhibitoren, Acker-Fuchsschwanz, ALS-Inhibitoren, Deutschland, metabolische Resistenz,
Nicht-Zielortresistenz, Zielortresistenz

Introduction

Weed control is essential to maintain high crop yields and herbicides are primary tools used to
control weeds. However the repetitive use of similar modes of action has led to the development
of resistant populations (PowLes and Yu, 2010) and herbicide resistance is an increasing and
significant problem worldwide (HEAP, 2013). Chemical classes targeting acetolactate synthase (ALS)
and acetyl-coenzyme A carboxylase (ACCAse) are major herbicides used in European cropping
systems in which cereals are key crops (EU, 2013). In the main herbicide resistant
monocotyledonous weeds present in cereal fields (Alopecurus myosuroides, Apera spica-venti,
Bromus spp., Lolium spp.,) mutations of the coding sequences of ALS and ACCase genes have been
extensively characterized as well as increased herbicide metabolism (reviewed by PowLEs and Yu,
2010). Different approaches to address how herbicides resistance is developing in space and time
have been reported (MENCHARI et al., 2006; MARSHALL and Moss, 2008; PETERSEN et al., 2012). However,
instead of following on severe resistance cases or large scale monitoring programs we investigate
field relationships in a small regional scale in terms of herbicide resistance development (HEss et
al., 2012).

Three locations in proximate distance in Southern Germany were investigated on their occurrence
of A. myosuroides between 2010 and 2012. Field infestation was assessed at the end of the season
when seeds were harvested. In addition to observations of the field infestation level, herbicide
resistance was characterized by performing greenhouse biotests. Laboratory tests were carried out
on greenhouse survivors to analyze whether the resistance type is either target site or enhanced
herbicide metabolism. This unique set of data enabled multivariate analysis using more than 10
variables, including greenhouse biotests and target-site mutations corresponding to mutations
conferring resistance, to study the pattern of development of herbicide resistance according to
space and time.

Material and Methods

In 2010 three locations in Southern Germany (H, M, and Z) where resistances to either ACCase or
ALS inhibiting herbicides were first observed were sampled for A. myosuroides seeds from a limited
number of fields (ca. 40) surrounding these three original fields. The sampling procedure was
extended to more fields from different farmers during 2011 and 2012 in all three locations. A.
myosuroides samples were harvested by walking every second tractor track and monitoring two
borders of the field. It was ensured that only one ear per plant was sampled. Rating of infestation
was done as described with the following scale: 0= no ears found; 1 = traces of ears from a few
solitary, scattered plants in the field or along field borders; 2 = occasional small patches; 3 = large
patches; 4 = widespread throughout the field; and 5 = a dense and serious infestation (Hess et al.,
2012). Fields having infestation levels of 4 and 5 with each containing >50ears/m? and more than
>200ears/m? respectively were considered to cause yield reductions.

Greenhouse biotests were conducted based on the method described by (MENNE and HOGREFE,
2012) with Fenoxaprop-P-ethyl at 166 g ha' (Ralon Super® and mesosulfuron-methyl +
iodosulfuron-methyl at, 7.5+1.5, 15+3 to 30+6 g ha™' (Atlantis WG®) as representative ACCase and
ALS herbicides respectively. PCR and pyrosequencing procedures used for the mutation analysis
were described by BEFFA et al. (2012) and 40 plants per field sample were analyzed in average.
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Plants surviving the greenhouse treatment with either Atlantis WG® or Ralon Super® but not
carrying a target-site mutation were classified as non-target site resistant. Most samples showing
resistance in the biotests but no target-site mutations had enhanced metabolism of either
mesosulfuron-methyl or fenoxaprop-P-ethyl (BEFFA, personal communication).

Statistical analysis was based on percentage of occurrence of ACCase and ALS target site
mutations (SNPs), and percentage of plants that were target-site resistant, non-target site
resistant, or sensitive to ACCase or ALS herbicides.

ANOVA and cluster analysis was carried out using the statistics software R. Cluster analysis was
done using a Manhattan distance matrix and the ward clustering algorithm for the years 2011 and
2012. The clustering results were compared using the adjusted Rand index (HUBERT and ARABIE,
1985) and a Mantel Test (MANTEL, 1967).

Results
Infestation level with ears of A. myosuroides Huds.

The infestation level with blackgrass was significantly different among the three regions
(F2,147=3.59,<0.05) and among the three years (F147=4.4,<0.05) analyzed (Tab. 1). Severe control
failure with infestation levels of 4 and 5 were only observed in 2.1%, 11.5% and 5.0% of the fields
for 2010, 2011, and 2012, respectively. No blackgrass ears or only traces (infestation levels 0 and 1)
were found in 76.8%, 58.3% and 59.9% of all fields analyzed in 2010, 2011, and 2012, respectively,
and infestation levels 2 and 3 were found in 21.0%, 30.2%, and 35.1% of the fields in 2010, 2011,
and 2012, respectively. This suggests that infestation is still at a tolerable level in the majority of
the fields. Results from biotests and laboratory analyses showed that frequencies of fields showing
the presence of resistance is higher than the frequency of fields with infestation levels of 4 and 5
(Tab. 1 and Tab. 2). This suggests that these methods can detect herbicide resistance before it
causes significant agronomic problems in the fields and provide useful information for weed
management.

Tab. 1 Proportion of fields of every site-year with corresponding infestation level (from 0 to 5).
Tab. 1 Prozentuale Verteilung der Befallsgruppierung (0-5) fiir jede beprobte Region in den drei Versuchsjahren.

Location Year 0 1 2 3 4 5
2010 0.80 0.20 0.00 0.00 0.00 0.00

H 2011 0.07 0.47 0.27 0.20 0.00 0.00
2012 0.14 0.57 0.14 0.07 0.00 0.07
2010

M 2011 0.07 0.67 0.07 0.00 0.20 0.00
2012 0.00 0.47 0.27 0.20 0.00 0.07
2010 0.33 0.33 0.1 0.15 0.04 0.04

z 2011 0.15 0.44 0.15 0.11 0.07 0.07
2012 0.00 0.67 0.22 0.04 0.07 0.00
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Tab. 2 Proportional characterization of fields in greenhouse bioassays with S (susceptible >80% efficacy), |
(intermediate, 50-79% efficacy), R (resistant, <49% efficacy).

Tab. 2 Prozentuale Gruppierung der analysierten Felder in Gewdichshausresistenztests mit S (sensitiv >80 %
Wirkung), | (intermedidr 50-79 % Wirkung), R (resistent, <49 % Wirkung).

Atlantis WG Ralon Super

S 1 R S 1 R
2010 0.74 0.13 0.13 0 0.03 0.97
2011 0.72 0.05 0.23 0 0.06 0.94
2012 0.77 0.09 0.14 0.02 0.04 0.94

Resistance structure and occurrence of resistance conferring mutations

The average portion of plants carrying at least one target site mutation in ACCase ranged from
22.6+8.0% for Region H in 2011 to 48.9+5.2% for Region M in 2011. The portion of plants having a
target site mutation in ALS ranged from 0.1+0.1% in region H in 2011 to 37.7+5.9% in Region M in
2011.

Table 3 presents an overview of the distribution of the individual ACCase and ALS target site
mutations in the sampled regions with ACCase resistance being well established. The average
number of plants per field showing either TSR or NTSR to Ralon Super was 90% in average (77.5%-
97.8%) over all regions and years. In contrast, levels of resistance to Atlantis WG were only 24.0% in
average (0.1%-52.2%). However, the portion of fields showing target site or non-target site
resistance to ALS seemed to increase over the years and resistance was found in a high number of
fields at low levels.

Tab. 3 Mean proportion of plants per field (Mean) with corresponding range and portion of fields sampled
(Fields) showing either target site or non-target site resistance to ACCase and ALS. Samples were taken from
each of three locations in 2010,2011 and 2012.

Tab. 3 Durchschnittliche Anzahl Pflanzen (Mean) pro Feld mit dazugehérigem Intervall und prozentualem Anteil der
untersuchten Felder fiir die Zielort- bzw. bzw. Nicht-Zielortresistente Pflanzen gegentiber ACCase und ALS-
Inhibitoren in den drei beprobten Regionen gefunden wurden. Untersucht wurden die Jahre 2010, 2011 und 2012.

TSR ACCase TSRALS NTSR ACCase NTSR ALS

Location Year Mean Fields Mean Fields Mean Fields Mean Fields

2010 33.6(5-78) 100 11.6 (0-55) 80 53.7(12-100) 100 18.8(0-79) 40

2011 22.6(0-96) 90 0.1 (0-2) 5 75.3 (4-100) 100 0(0-0) 0

2011 48.9(2-78) 100 37.7(0-74) 94 45.1 (15-80) 100 14.4(0-94) 33

2011 44.6(3-92) 100 14.3(0-87) 98 49.3 (0-97) 97 8.0 (0-42) 59

2012 35.5(0-100) 89 14(0-74) 21 42.0 (0-94) 93 10.0 (0-55) 86

2012 47.7(12-86) 100 23.5(0-98) 78 423(0-73) 97 14.8 (0-66) 90

Nlz|z|N|=z|ZT|N

2012 48.5(4-97) 100 4.2 (0-86) 28 44.5 (0-89) 99 9.1(0-70) 20

Different mutations seem to be prevalent in the different regions. For ALS we observed mutations
at position 547 to be most prevailing in Region M while mutations at position 197 were most
prevailing in Region Z. No such conclusion could be drawn for region H due to the very low level
of ALS-TSR (data not shown). Mutations in ACCase at position 1781 seemed to be prevailing in
Region H, while mutations at position 2078 seem to be prevailing in Region Z. No clear picture
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could be drawn for region M, but this region showed the highest percentage of mutations at
position 2096 (data not shown).

All five mutations already reported in the literature to confer resistance to ACCase herbicides in A.
myosuroides were found in all three regions. The median number of unique ACCase mutations per
field was found to be 1, 4, and 3, and 3, 3.5 and 3 for Region H, M, and Z in 2010 and 2012,
respectively. Only a small number of fields contained all 5 mutations conferring resistance to
ACCase. In 2012, 2%, 10%, and 8% of the fields of Region H, M, and Z showed all 5 ACCase
mutations, respectively.

Spatial and Temporal Analysis of three different regions for 2011, 2012

Cluster analysis revealed that neighboring fields for a given region are not always clustered
together (not shown). This is illustrated by Figure 1 showing the variability within Region Z for the
prevalent ACCase mutations within the fields analyzed for 2011 and 2012. Furthermore, the
clustering of the data for 2011 and 2012 has a low consistency as indicated by a low adjusted Rand
index (0.18) indicating variability in between years. Relationship between neighboring fields was
analyzed using Mantel's test to test for correlation between the spatial distance and the distance
matrix of the resistance patterns as used in the cluster analysis. The Mantel test showed a week
correlation for 2011 (r=0.22, p = <0.01) and for 2012 (r = 0.18, p = <0.01).

2011

—
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— ' \ 7/ WHGRVS
v ﬁ}{ \\-ﬁ—__ﬁ'___‘é'_&:% - }"}" %

Fig. 1 Prevalent ACCase target-site mutation (SNP) for selected fields of location Z in 2011 (top) and 2012
(bottom). Crop in a given year is abbreviated using EPPO-Code.

Fig. 1 Dominierende ACCase Zielortmutationen ausgewdhlter Felder der Region Z aus 2011 (oben ) und 2012
(unten). Die dazugehérige Kultur in dem jeweiligen Jahr ist mit dem EPPO-Code abgekdirzt.

Julius-Kuihn-Archiv, 443, 2014 277



26. Deutsche Arbeitsbesprechung tiber Fragen der Unkrautbiologie und -bekdmpfung, 11.-13. Marz 2014 in Braunschweig

Discussion
Infestation level with ears of A. myosuroides Huds.

The degree of infestation was recorded at harvest time and therefore represents the number of
surviving or unsprayed plants. An assessment of the infestation severity before spraying in fall and
spring was not done. Therefore the presented data reflect the result of the selection process done
by the farming activity during years. Furthermore the six-rating scale used is not based on
individual plant count and classification, and is open to bias, especially at low densities, since
individual plants might have been missed. For a more detailed explanation of the rating and
collecting method the reader is referred to Hess et al. (2012). Table 1 shows that blackgrass in most
of the fields is still at low levels and therefore well controlled. The number of fields with heavy
infestation is therefore low and represents individual cases. Resistance confirmation tests in the
greenhouse provided a deeper insight of the development in the field by being more sensitive.
This comparison between field and greenhouse data over several years will contribute to set up
earlier management decisions to prevent resistance from building up and take counteractive
measures. Due to the strong winter in 2012 the infestation levels of A. myosuroides were decreased
due to crop failure over the winter and replanting in spring. This presented a rather unique
situation with a more intense blackgrass control than in average years. However, this did not seem
to have a big impact on overall blackgrass infestation levels.

Resistance structure and occurrence of resistance conferring mutations

In all sampled regions the problem of ACCase resistance was well established with an average of
90% of the plants showing target site and/or non-target-site resistance (Tab. 3).

A majority of the farmers is aware of that problem. ALS resistance is still at a low level with only a
small number of fields where low blackgrass control was observed. However, Table 3 shows that
either TSR or NTSR to ALS inhibiting herbicides is present at a low level in the majority of the fields.

This means that farmers need to take counteractive measures now in order to prevent resistance
development to ALS inhibitors. In the two regions M and Z single mutations at either position 574
and 197 seem to dominate with a very low number of fields where both are present together. We
will need to intensify our research, especially in analyzing the field history, to better understand
the basis of this.

Spatial and temporal analysis of three different regions for 2011, 2012

Cluster analysis of the seven analyzed target site mutations together with overall portion of target
site and non-target site ACCase and ALS plants revealed that:

1) No strong relation between the distance in between fields and the resistance structure can be
observed, meaning that neighboring fields in most cases show a different pattern in their
resistance structure which is not necessarily attributed to higher or lower sensitivity to ACCase and
ALS herbicides. This is exemplified for ACCase conferring target site mutations in Figurel. The
hypothesis is therefore that resistance in fields evolves differently due to different selection
pressure, occurring due to different farming practices, e. g., crops sown. This agrees with earlier
findings by MENCHARI et al. (2006) and CAVAN et al. (1998). Investigation will be undertaken to
examine the genetic relationship in between A. myosuroides populations to gain insights into the
underlying processes.

2) Overall patterns seem to change with different selection pressure, attributed to the different
crops sown in consecutive years and the related weed management. Related to ACCase where
mutations are not specific to a given location different mutations dominate in a given year.
Interviews with the farmers will hopefully contribute to understand the selection process and
enable predictions on resistance patterns. Related to ALS, so far Z and M locations were
characterized by the prevalence of one given mutation.

These results show the importance of long term observations to be able to draw accurate
conclusions on the resistance status within a given region. Resistance patterns seem to be quite
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volatile over years. The study is still ongoing but these preliminary results suggest already new
insights in the spatial and temporal development of ACCase and ALS resistance. Increasing ALS
resistance will lead to a great reduction of available herbicides for use in A. myosuroides control.
We therefore suggest that all integrated weed management tools are used in combination, in
particular crop rotation, rotation of modes of action, soil tillage, as well as use of pre- and post-
emergence herbicides.
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Zusammenfassung

Weltweit haben Herbizidresistenzen massiv zugenommen, besonders Nord- und Stidamerika und Australien
sind betroffen. Zunehmend brechen aber auch Wirkstoffgruppen zur Unkrautbekdampfung in Europa weg.
Besonders die ACCase-Hemmer (Gruppe A), und Photosynthesehemmer (Gruppe C) und neuerdings auch die
Wirkstoffgruppe der ALS-Hemmer (Gruppe B) zeigen ein erhohtes Resistenzrisiko. Auf fast allen
Ackerbaustandorten in Niedersachsen ist Windhalm (Apera spica-venti) gegen mindestens eine
Wirkstoffgruppe resistent. Eine Resistenz gegen ALS-Hemmer zeigt Windhalm in Niedersachsen bereits seit
2005, vorrangig im GrofBraum Osnabriick-Hannover-Braunschweig. Seit 2012 wird in Niedersachen erstmals
auch eine TSR-Resistenz gegen Pinoxaden gefunden. Eine effektive Bekdmpfung wird bei gleichzeitiger
Resistenz gegen ALS- und ACCase-Hemmer sehr schwierig.

Stichworter: Resistenzmanagement, Ungrasbekampfung, Windhalm

Abstract

Herbicide resistance has increased dramatically all over the world. Especially North America, South America
and Australia are affected. In the last few years also in Europe different active ingredient groups become more
and more ineffectively. The risk of resistance is very high for the ACC-ase inhibitors (Group A), the
photosynthese- inhibitors (Group C) and by now also for the ALS - inhibitors (Group B). In almost every
agricultural region of Lower Saxony the loose silky-bent grass (Apera spica-venti) shows resistance to at least
one mode of action. Since 2005 especially in the lower saxonian region between Osnabriick, Hannover and
Braunschweig resistance in loose silky-bent grass against the ALS- inhibitors occurs. 2012 target site resistance
against Pinoxaden was found for the first time. In the last few years also in Europe different active ingredient
groups became more and more ineffectively.

Keywords: Grass weed control, herbicide resistance management, loose silky-bent grass

Einleitung

Das Auftreten von herbizidresistenten Unkrdutern ist die Folge eines Selektionsprozesses durch
einen hdufigen Einsatz von Herbiziden mit demselben Wirkmechanismus bzw. dem gleichen
Wirkstoff, meist in reduzierten Aufwandmengen. Dabei werden Biotypen mit einer natirlichen
Widerstandsfahigkeit in ihrer Entwicklung begiinstigt. Der Anteil resistenter Biotypen in der
Population nimmt laufend zu und es entstehen zunehmend Bekdmpfungsprobleme. Das
bekannteste Beispiel hierzu ist die friiher gebrauchliche Behandlung mit Isoproturon (IPU),
zumeist in Mischungen mit Diflufenican oder Pendimethalin. IPU hat seine Wirkung aufgrund
Uberregionaler IPU-Resistenz bei Windhalm in Niedersachsen seit Anfang der Jahrtausendwende
fast nahezu vollstandig eingebiiBt. Griinde hierflr sind der fehlende Wirkstoffwechsel und die
meist reduzierten Aufwandmengen.

Seit der Jahrtausendwende werden ALS-Hemmer (Gruppe B nach HRAC) sehr breit und intensiv
zur Windhalmbekdampfung genutzt, leider werden zunehmend Windhalmpopulationen mit einer
Resistenz gegen ALS-Hemmer gefunden (AUGUSTIN, 2010; GEHRING et al., 2010, 2012; SCHRODER et al.,
2012; WAGNER und WOLBER, 2012). Auch gegen Axial 50 mit dem Wirkstoff Pinoxaden aus der
Wirkstoffgruppe der ACCase-Hemmer (Gruppe A nach HRAC) zeigen erste Windhalmpopulationen
eine multiple Resistenz (AuGusTIN, 2010). Eine Target-Site Resistenz konnte aber bisher
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ausgeschlossen werden (KRATO und PETERSEN, 2010). Der nachfolgende Beitrag wird die aktuelle
Entwicklung zur Herbizidresistenz von Windhalm anhand von Ergebnissen aus Niedersachsen
erldutern.

Material und Methoden

Biotest

Bei dem untersuchten Samenmaterial handelt es sich um Verdachtsproben, die aus allen Teilen
Niedersachsens stammen. Apera spica-venti (APESV) wird auf den leichteren Standorten im
Binnenland gesammelt. Zum Nachweis einer vorliegenden Herbizidresistenz wurde ein Biotest im
Gewdchshaus an intakten Pflanzen unter definierten Temperatur- und Lichtbedingungen
durchgefihrt.

Tab. 1 Im Resistenztest verwendete Herbizide.
Tab. 1 Herbicides used in the resistance test.

Mittel Wirkstoff Aufwand/ha Applikations-
Termin (BBCH)

Cadou SC Flufenacet 0,25I/ha 00

Cadou SC Flufenacet 0,51/ha 00

Boxer Prosulfocarb 2,01/ha 00

Boxer Prosulfocarb 4,01/ha 00

Sumimax Flumioxazin 60 g/ha 00

Sumimax Flumioxazin 120 g/ha 00

Axial 50 Pinoxaden 0,91/ha 11-12

Axial 50 Pinoxaden 1,81/ha 11-12

Focus Ultra + Dash E.C. Cycloxydim 1,251/ha+1,251/ha 11-12

Focus Ultra + Dash E.C. Cycloxydim 2,51/ha+2,51/ha 11-12

Select 240 EC + Para Sommer Clethodim 1,01/ha+2,01/ha 11-12

Select 240 EC + Para Sommer Clethodim 2,01/ha+4,01/ha 11-12

Husar OD + Mero lodosulfuron 0,11/ha+1,01/ha 11-12

Husar OD + Mero lodosulfuron 0,21/ha+2,01/ha 11-12
Broadway +Broadway Netzmittel Pyroxsulam 130 g/ha+ 0,6 I/ha 11-12

Florasulam
Broadway +Broadway Netzmittel Pyroxsulam 260 g/ha+1,21/ha 11-12
Florasulam

Die ausgedroschenen und gesiebten Samenproben lagern trocken in Papiertiiten, bis sie vor der
Aussaat zur Brechung der Dormanz 5 Tage bei -18 °C in der Tiefkiihltruhe verbringen. Im Anschluss
daran erfolgt unmittelbar die Aussaat der Samenproben in Biotesttopfe (Jiffy-Rundtopfe 8 x 8 cm
geschlitzt) in 4 Wiederholungen je Versuchsvariante. Die Topfe (Jiffy-Pots) stehen in Pflanzschalen
(40 x 60 cm) deren Boden eine Plastikfolie bedeckt auf der ein Bewdsserungsfliel passgenau
ausgelegt ist. Bei der Aussaaterde handelt es sich um Standardboden (lehmiger Sand pH 6,5,
Humusgehalt 1,8%, ca. 300 g incl. Topf, sterilisiert ca. 60% WK max.). Das zu testende
Samenmaterial wird portioniert, in die mit Erde gefiillten Tépfe gestreut und jeweils mit einer 1 cm
dicken Schicht fein gesiebter Erde des PSA-Standardbodens bedeckt. Fiir das weitere Wachstum
im Gewachshaus werden die folgenden Parameter eingestellt: Tagphase: 20 °C, 16 h Beleuchtung
mit 8000 LUX (180 Watt/m?), Nachtphase: 16 °C, 8 h Dunkelheit. Die Bew&sserung geschieht durch
bedarfsgerechtes Gieen von unten (Anstau). Der Feuchtigkeitszustand der Topfe wird taglich
kontrolliert.
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Die Applikation erfolgt in einer Schachtner Applikationskabine (Wasseraufwandmenge 200 I/ha,
ES 90-02, 1,89 bar, Spritzhéhe 40 cm) fir die Bodenherbizide im BBCH 0-7 (je nach Herbizid) und
die der Blattherbizide im BBCH 11-12. Nach der Herbizidapplikation (21 und 28 Tage) wird gemal3
EPPO-Richtlinie PP1/93(3) der Wirkungsgrad bonitiert. Fiir die Bewertung des Wirkungsgrades
werden folgende Grenzwerte zugrunde gelegt: 0-50 % resistente Proben, 50-79,9 % moderat
resistente Proben.

Im Biotest sollten mdglichst verschiedene Wirkungsmechanismen der Herbizide geprift werden.
Daher richtete sich die Auswahl der Herbizide nach ihrem Wirkungsmechanismus. Behandelt
wurde dann mit handelsiiblichen Graserherbiziden in einfacher und doppelter Aufwandmenge.

PCR-Test

Das resistente Pflanzenmaterial des Windhalms (Proben 133, 134, 135, 136, 137 aus dem Biotest in
2012) wurde nach der Behandlung mit Axial 50 geerntet. Nach Trocknung bei Raumtemperatur
wurde die DNA der Pflanzen mit einem kommerziell erhéltlichen Kit zur DNA Extraktion
aufbereitet. Die DNA-Extrakte wurden als Template in einer PCR eingesetzt um die
entsprechenden Abschnitte fiir sieben polymorphe Positionen des ACCase-Gens, namlich
lle/leu1781, Trp/Cys1999, Trp/Cys2027, lle/Val/Asn2041, Asp/Gly2078, Cys/Arg2088 und
Gly/Ala2096 zu amplifizieren. In Abbildung 1 und Abbildung 2 sind beispielhaft Positionen fiir die
Allele lle1781 und Leu1781 dargestellt.

sensitive Pflanze (1le1781)

.. AAC - ATA - CAT ... DNA-Sequenz

... Asn - lle - His ... Aminosaure

..1780-1781-1782.. Position im Protein ACCase

resistente Pflanze (Leu1781)

..AAC- CTA - CAT ... DNA-Sequenz

..Asn-Leu-His.. Aminosaure

..1780-1781-1782... Position im Protein ACCase

Abb. 1 DNA-Sequenz des ACCase der sensitiven und resistenten Pflanzen an der korrespondierenden Stelle
1781 im Protein und abgeleitete Aminosduren. Erlduterungen: Asn = Asparagin, lle = Isoleucin, Leu = Leucin,
His = Histidin, erste Zeile: DNA-Sequenz, zweite Zeile: Aminosduresequenz im Protein, dritte Zeile: Nummer der
Aminosaurenposition im Protein.

Fig. 1 DNA sequence of ACCase of sensitive and resistant plants at the corresponding site of 1781 in the protein and
derived amino acids. Explanation: Asn = asparagine, lle = isoleucine, Leu = leucine, His = histidine, first row: DNA
sequence, second line: Amino acid sequence of the protein, third line : number of amino acid position in the protein.
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sensitive Pflanze (1le2041)

.. GGA - ATT - CTG ... DNA-Sequenz

..Gly-lle-Leu.. Aminosaure

... 2040 - 2041 - 2042... Position im Protein ACCase
resistente Pflanze (Asn2041)

.. GGA - AAT - CTG ... DNA-Sequenz

..Gly-Asn-Leu.. Aminosdure

... 2040 - 2041 - 2042... Position im Protein ACCase

Abb. 2 DNA-Sequenz der ACCase der sensitiven und resistenten Pflanzen an der korrespondierenden Stelle
2041 im Protein und abgeleitete Aminosduren. Erlduterungen: Asn = Asparagin, lle = Isoleucin, Leu = Leucin,
His = Histidin, erste Zeile: DNA-Sequenz, zweite Zeile: Aminosauresequenz des Proteins, dritte Zeile: Nummer
der Aminosdurenposition im Protein.

Fig. 2 DNA sequence of ACCase of sensitive and resistant plants at the corresponding site of 2041 in the protein and
derived amino acids. Explanation: Asn = aspargine, lle = Isoleucine, Leu = Leucine, His = Histidine. First line: DNA
sequence, second line: Amino acid sequence of protein, third line: numbering of amino acids.

Aus 5 Proben (133, 134, 135, 136, 137) fiir die im Biotest 2012 bereits eine Resistenz gegen Axial 50
bestatigt wurde, sind je 8 Pflanzen auf das Vorkommen der oben aufgefiihrten 7 SNPs analysiert
worden. In der Tabelle 1 sind beispielhaft die Primer und die PCR-Bedingungen fiir das Allel
lle/Leu1781 aufgefuihrt. Fur die Amplifikation der PCR-Fragmente, die die genetischen
Informationen des Allels lle/Leu1781 enthalten, wurden die Primer Fwd-Pyr-ACCase1781 und Rev-
Pyr-ACCase1781 eingesetzt. Das erwartete Fragment betrug 182 bp. Die PCR wurde in einem
Volumen von 25 pl mit einem kommerziellen Master-Mix Kit durchgefiihrt. Die Konzentration der
Primer betrug 0,4 uM (jeweils) und als PCR-Template wurden 3 pl der DNA-Extrakte eingesetzt.

Tab. 2 Primer zur Amplifikation des ACCase-Abschnittes, der die Sequenz fiir lle/Leu 1781 und lle/Asn 2041
enthalt.

Tab. 2 Primers for amplification of the ACCase portion that contains the sequence lle /Leu 1781 and lle/Asn 2041.

Primer Sequenz (5'-3') Annealing- Lange des PCR-Fragments
Temp

Fwd-Pyr-ACCase1781 gcacacaagatgcagctagatagt 53°C 182 bp

Rev-Pyr-ACCase1781 Tccgattccaacagttcgt

Fwd-Pyr-ACCase2041 Cccgtgctgggcagttt 55°C 203 bp

Rev-Pyr-ACCase2041 Aaggcaggctgattgtatgtccta

Tab. 3 Primer zur Sequenzierung (Pyrosequencing) und Pipettierschema der Nukleotide (Sequence to analyze)
im Pyrosequencing-Verfahren.

Tab. 3 Primers for sequencing (pyrosequencing) and pipetting of nucleotides (sequence to analyze) in the
pyrosequencing method.

Sequenzier-Primer Sequenz (5'-3') Sequence to Analyze
Seg-ACCase1781 Atggactaggtgtggagaac htacatggaagtgctgctattgccag
Seg-ACCase2041 Gcaaagagatctttttgaagga rwtctgcaggctggat

Erldauterungen: h= Nukleotid in der Sequenz kann A, C oder T sein

Die Reaktion wurde in einem labortiiblichen Thermocycler mit dem folgendem Temperatur-Profil
gefahren: Denaturierung bei 94 °C fiir 5 Minuten, danach 40 Zyklen (Denaturierung: 94 °C, 20 s,
Annealing: je nach Primer-Kombination (siehe Tab. 2), 20 s und Elongation bei 72 °C fiir 20 s). Die
PCR-Produkte wurden auf einem Pyrosequencer (PSQ 96MA) analysiert. Fiir die Sequenzierung
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wurde der Primer Seq-ACCase1781 (Tab. 3) verwendet. Die Analyse der Proben am Pyrosequencer
erfolgte nach Anleitung des Gerateherstellers (Biotage).

Ergebnisse

In Niedersachsen werden ALS-Hemmer (Gruppe B nach HRAC) sehr breit und intensiv gegen
Windhalm und andere Ungrdser eingesetzt. Mittlerweile ist eine sichere Wirkung dieser
Wirkstoffgruppe auf zahlreichen Standorten nur noch bedingt moglich (Tab. 4). Verdachtsproben
fur Windhalm werden im niedersachsischen Pflanzenschutzamt seit 2006 mittels Biotest zur
Resistenzneigung gegen Husar OD (lodosulfuron) untersucht.

Von insgesamt 291 Proben im Zeitraum 2006 bis 2012 wurden 74 Resistenzen nachgewiesen,
davon 13 Target-Site-Resistenzen. Eine Verdopplung der Aufwandmenge fiihrte insgesamt nur zu
leichten Wirkungsverbesserungen. Broadway (Pyroxsulam + Florasulam) wurde seit 2009 im
Monitoring aufgenommen und war bis Frihjahr 2011 Uberregional noch ausreichend
wirkungssicher zu bewerten. Die aktuellen Ergebnisse der Resistenzuntersuchungen zeigen aber,
dass von 190 Verdachtsproben zunehmende Resistenzen (25 Proben, davon 6 Target-Site
Resistenzen) nachgewiesen werden kénnen.

Tab. 4 Resistenztest von Apera spica-venti (L.) P. Beauv. (Gemeiner Windhalm) in Niedersachsen 2012.
Tab. 4 Resistance test of Apera spica-venti (L.) P. Beauv. (Loose silky-bent) in Lower Saxony 2012.

Mittel Anzahl der untersuchten Verdachtsproben Auftreten Auftreten
von von TSR-
Resistenzen Resistenzen

Cadou SC 131 0 0

Boxer 131 0 0

Sumimax 62 0 0

Axial 50 128 15 2

Focus Ultra + Dash E.C. 62 0

Select 240 EC + Para Sommer 94 0

Husar OD + Mero 291 74 13

Broadway +Broadway 190 25 6

Netzmittel

Axial 50 mit dem Wirkstoff Pinoxaden gehort als alleiniger Vertreter der Wirkstoffgruppe DEN,
einer Untergruppe der ACCase-Hemmer, an. In Niedersachsen wurden die ersten
Resistenzentwicklungen von Windhalm gegen Axial 50 auf einzelnen Standorten in 2010
festgestellt. Bis 2012 wurden insgesamt 15 metabolische Resistenzen im Biotest nachgewiesen.
Seit 2012 wird neben der vorhandenen metabolischen Resistenz in 4 Proben eine Target-Site
Resistenz mittels PCR Testung festgestellt. Gegeniiber Cadou SC, Boxer, Sumimax, Focus Ultra und
Select 240 EC wurden in Niedersachsen bisher noch keine Resistenzen in Windhalm gefunden.

In den Tabellen 5 und 6 sind das Vorkommen der Allele 1781 (A) und 2041 (B) fiir die insgesamt 40
Blattproben aufgelistet.

Die Target-Site Resistenz mit einem Leu1781 Allel kommt mit einer Frequenz von 0,18 vor und
schlisselt sich in heterozygote und homozygote Pflanzen mit einer Frequenz von 0,1 bzw. 0,08
auf. Die Target-Site Resistenz mit einem Asn2041 Allel ist die dominierende Target-Site Resistenz
in der Population mit einer Frequenz von 0,38 und schllsselt sich in heterozygote und
homozygote Pflanzen mit einer Frequenz von 0,28 bzw. 0,10 auf.
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Tab. 5 Vorkommen von lle/Leu 1781.
Tab. 5 Occurrence of lle / Leu 1781.

Summe
analysierter Genotyp Genotyp
Pflanzen Genotyp 1781 AT 1781 T/T
nach 1781 A/A (heterozygot (homozyzot
Biotyp Behandlung (sensitiv) resistent]  resistent )
133 8 8 0 0
134 8 4 2 2
135 8 g 0 0
136 8 8 0 0
137 8 5 2 1
Summe 40 33 4 3
Frecuenz 0,83 0,10 0,08
Tab. 6 Vorkommen von lle/Asn 2041.
Tab. 6 Occurrence von lle/Asn 2041.
Summe
analysierter Genotyp Genotyp
Pflanzen Genotyg 2041 A/T 2041 A/A
nach 2041 T/T (heterozygot (homozyzot
Biotyp Behandlung (sensitiv) resistent]  resistent )
133 8 4 1 3
134 8 2 6 0
135 8 8 0 0
136 8 5 2 1
137 8 6 2 0
Summe 40 25 11 4
Frequenz 0,63 0,28 0,10

Diskussion

Die Herbizidresistenz der Windhalmpopulationen entwickelt sich in Niedersachsen zu einem
ernsthaften Problem. Neben der bekannten Herbizidresistenz gegen IPU und CTU féllt fiir eine
wirksame Bekampfung von Windhalm die Wirkstoffgruppe der ALS-Hemmer auch zunehmend
aus. Aus Griinden der Resistenzvermeidung ist ein wiederholter Einsatz eines Sulfonylharnstoffs in
der Fruchtfolge nicht zu empfehlen. Das Ausweichen auf das Herbizid Axial 50 stellt ebenfalls
keine nachhaltige Strategie dar, wie die vorliegenden Ergebnisse zeigen.

Ein gewiinschter Wirkstoffwechsel, als zentrales Element des Herbizidresistenzmanagements, ist
mangels Wirkstoffauswahl nur noch bedingt moglich (GEHRING et al, 2012). Ein effektives
Resistenzmanagement ist nur dort mdglich, wo auch die Wirkung der Herbizide eine nahezu
vollstandige Bekdmpfung der Schadgréser bzw. Unkrauter ermdglicht. Auf Resistenzstandorten ist
eine sichere Bekampfung von Windhalm nur noch mit Wirkstoffen zum Einsatz im Herbst zu
empfehlen, wie z.B. Flufenacet (HRAC-Gruppe K3), Flurtamone (HRAC-Gruppe F1), Flumioxazin
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(HRAC-Gruppe E) und Prosulfocarb (HRAC-Gruppe N). Grundsatzlich lasst sich die Entwicklung
einer Herbizidresistenz nicht mehr durch ein sachgerechtes Wirkstoffmanagement alleine
begrenzen, die verstdrkte Integration von unterstlitzenden ackerbaulichen MaBnahmen zur
Vermeidung von Herbizidresistenzen ist dringend erforderlich.
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Zusammenfassung

In einem Resistenz-Monitoring, das im Jahr 2011 vom JKI und der Firma EpiGene durchgefiihrt wurde, wurden
Biotypen von Tripleurospermum perforatum mit einer Resistenz gegen den Wirkstoff Tribenuron (ALS-Inhibitor)
detektiert. Im Rahmen des Monitorings wurden die entsprechenden Biotypen hinsichtlich ihrer Resistenz- und
Kreuzresistenzprofile sowie des molekularen Hintergrundes der Resistenz analysiert. Bei der Art T. perforatum
lagen bisher keine Informationen zu der Vererbung der Resistenzeigenschaften und der Mdglichkeit der
Verbreitung der Resistenz iiber Pollentransfer von resistenten zu sensitiven Pflanzen vor. Da es sich bei
Tripleurospermum perforatum um eine von Insekten bestdubte Art handelt, sollte insbesondere die
Ubertragung der Resistenzeigenschaften liber Pollentransfer untersucht werden.

Mit diesem Ziel wurde im Jahr 2012 ein Halbfreilandversuch durchgefiihrt. Zehn resistente Pflanzen einer
charakterisierten resistenten Population wurden mit jeweils einer Pflanze einer sensitiven Population gekreuzt.
Die aus diesen Kreuzungen entstammenden F1-Populationen wurden in Dosis-Wirkungs-Versuchen
hinsichtlich ihrer Herbizidsensitivitat untersucht und mit der resistenten und sensitiven Ursprungspopulation
verglichen.

Stichwaorter: Pollentransfer, Resistenz-Monitoring

Abstract

In a resistance survey that was conducted in 2011 by the Julius Kiihn-Institut and EpiGene, several biotypes of
Tripleurospermum perforatum with resistance to the active substance tribenuron (ALS inhibitor) were identified.
During this survey, the resistant biotypes were characterised regarding their resistance and cross-resistance
pattern as well as the molecular basis of resistance. However, for Tripleurospermum perforatum no information
was available on the inheritance of the resistance trait and the possibility of a transfer of the resistance trait
from resistant to sensitive plants via pollen. As the species T. perforatum is known to be insect pollinated, a
transfer of the resistance trait via the pollen was assumed.

To test this hypothesis, a semi-field trial was conducted in 2012. Ten randomly chosen plants from a known
resistant biotype (R) were pair-crossed to one plant of a susceptible reference population (S) to produce a total
of 10 F1 pair crosses. Plants grown from the F1 seeds were than analyzed for their herbicide sensitivity using
dose-response trials and the sensitivity of the F1 generation was compared to sensitivity level of the R and S
parent biotypes.

Keywords: Pollen transfer, resistance monitoring

Einleitung

Der verstarkte Einsatz von ALS-Inhibitoren gegen dikotyle Unkrduter hat in Deutschland und
anderen europdischen Landern zu der Selektion von herbizidresistenten Populationen von
Tripleurospermum perforatum (Mérat) Lainz (Geruchlose Kamille) gefiihrt. In den Jahren 2008 und
2009 wurden in Norddeutschland erstmals Populationen mit einer Resistenz gegen Tribenuron
beobachtet (HeAp, 2011). In den folgenden Jahren wurden von Landwirten und Beratern zahlreiche
weitere ALS-resistente Populationen, vor allem mit Resistenz gegen Tribenuron, gemeldet.

Die Vererbung der Herbizidresistenz gegen ALS-Inhibitoren wurde in zahlreichen diploiden
Unkrautarten untersucht; dabei wurde die Vererbung fast ausschlie8lich durch dominante oder
semi-dominante Allele kontrolliert. Da die Informationen fiir das ALS-Enzym durch den Zellkern
kodiert werden, kénnen resistente Allele lber Pollen oder Samen vererbt werden (TRANEL und
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WRIGHT, 2002). Wahrend die Ausbreitung durch Samen (z.B. Uber Erntemaschinen) auch uber
weitere Distanzen erfolgen kann, ist die Verbreitung der Resistenzeigenschaften tiber Pollen von
der Art der Bestdaubung der Pflanzenart abhdngig. Da es sich bei T. perforatum um eine durch
Insekten bestdubte Art handelt, ist eine Ausbreitung lber den Pollen, in Abhdngig von der
Flugdistanz der bestdubenden Insekten, auch Uber langere Distanz denkbar. Wahrend die
Verbreitung der Herbizidresistenz bei dikotylen Arten liber Samen bereits gut dokumentiert ist,
liegen kaum Ergebnisse zur Vererbung der Resistenz tiber Pollentransfer vor. Daher sollte in dieser
Arbeit die potentielle Verbreitung der Herbizidresistenz bei T. perforatum Uber Pollentransfer
untersucht werden.

Material und Methoden
Herkunft der untersuchten Populationen

In 2011 wurde ein Monitoring zur Resistenz gegen ALS-Inhibitoren bei T. perforatum durchgefiihrt.
Dabei wurden von 80 Ackerflichen (Winterweizen, Wintergerste und Winterraps in Deutschland
Samenproben entnommen (ULBER et al., 2012). Von den insgesamt 80 untersuchten Populationen
wiesen nach einer Behandlung mit der zugelassenen Aufwandmenge von Tribenuron 8
Populationen (10 %) resistente Pflanzen auf.

Eine dieser acht T. perforatum-Populationen, die eine besonders hohe Frequenz an resistenten
Pflanzen zeigte, wurde fiir diese Untersuchung verwendet und nachfolgend als R-Population
bezeichnet. Die betreffende Population stammte von einem Schlag in Norddeutschland, auf dem
eine Minderwirkung des eingesetzten ALS-Inhibitors beobachtet wurde. Die Herbizidhistorie des
Schlages zeigte eine jahrliche Applikation von ALS-Inhibitoren seit mindestens acht Jahren.
Zudem wurde in dieser Untersuchung eine interne sensitive Referenzpopulation (S-Population)
verwendet.

Kreuzung der sensitiven und resistenten Population

Die Samen der beiden zu untersuchenden Populationen wurden auf Filterpapier in Petri-Schalen
vorgekeimt. Dabei wurde die Anzahl der zu verwendenden Samen an die jeweils vorher
determinierte Keimfahigkeit angepasst. Die Petri-Schalen wurden in einem Klimaschrank bei
konstant 20 °C mit einer Photoperiode von 16 Stunden fiir 9 Tage aufgestellt bis die gekeimten
Pflanzen eine pikierfahige GroBe im Keimblattstadium erreicht hatten. Ein Keimling jeder
Population mit einer anndhernd gleichen Pflanzengrof3e wurde jeweils in einen Topf pikiert (zehn
Topfe/Wiederholungen pro Population), der mit einem Standard-Biotest-Boden (50 % Sand, 38 %
schluffiger Lehm, 12 % Ton) gefiillt war. Die Topfe wurden bis kurz vor der Bliite in einem Halb-
Freilandareal aufgestellt und regelmafig bewdssert. Vor dem Beginn der Bliite wurden die
Pflanzen auf dem JKI-Freilandgelande zufillig platziert aufgestellt, um eine Bestdubung durch
Insekten zu ermdoglichen. Dabei wurde zur gegenseitigen Bestaubung jeweils eine Pflanze der
resistenten Population (R) neben einer Pflanze der sensitiven Referenzpopulation (S) aufgestellt.
So ergaben sich zehn aus jeweils einer S- und R-Pflanze bestehende paarweise Kreuzungen. Die
Pflanzenpaare wurden mit einem Mindestabstand von 500 m zueinander aufgestellt. Die Samen
jeder Pflanze wurden nach vollstandiger Samenreife separat geerntet und bei Raumtemperatur
getrocknet. So ergaben sich insgesamt 20 F1-Populationen; 10 Populationen, die von der R-
Population abstammten (R-F1), und 10 Populationen, die von der sensitiven S-Population
abstammten (S-F1).

Bestimmung der Sensitivitdt der F1-Populationen

Um die Sensitivitdt der F1-Populationen zu untersuchen, wurden die Samen der 20 F1-
Populationen wie oben beschrieben in Petri-Schalen vorgekeimt. Zehn Pflanzen jeder Population
wurden in separate Topfe pikiert und im 3-4-Blattstadium mit dem ALS-Inhibitor Tribenuron-
Methyl (Pointer SX, 500 g a.i./kg, DuPont) in der zugelassenen Aufwandmenge von 30 g ai/ha
behandelt. Die Pflanzen wurden in einer automatischen Applikationsanlage behandelt (Firma
Schachtner), die mit einer Einzeldise (TeeJet 8002EVS, Teelet Technologies GmbH, Ludwigsburg,
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Germany) ausgestattet war. Dabei wurde das Herbizid mit einer Wasseraufwandmenge von 300
L/ha bei einem Druck von 210 kPa ausgebracht. Die Sensitivitdit der Pflanzen gegeniber
Tribenuron-Methyl wurde 21 Tage nach der Behandlung festgestellt, indem die oberirdische
Frischmasse der einzelnen Pflanzen abgeschnitten und gewogen wurde. Statistische Unterschiede
zwischen den Populationen wurden anhand des Mann-Whitney-Tests untersucht da keine
Normalverteilung der Daten vorlag.

Fir jeweils drei R-F1 (R_F1_1 bis R_F1_3) und S-F1 (S_F1_1 bis S_F1_3)-Populationen wurden
zudem Dosis-Wirkungs-Experimente mit Tribenuron-Methyl durchgefiihrt. Dabei wurden die
beiden Ursprungspopulationen (S und R) zum statistischen Vergleich mitgefiihrt. Die Keimung der
Samen erfolgte wie oben beschrieben. Jeweils 4 Pflanzen wurden in einen Topf pikiert, wobei fir
jede Population drei Topfe als Wiederholungen angelegt wurden. Die Pflanzen wurden im 3-4-
Blattstadium mit den folgenden Dosierungen von Tribenuron-Methyl behandelt: 3.75, 7.5, 15, 30,
60, 120, 240, und 480 g ai/ha. Dabei wurde das Herbizid wie oben beschrieben appliziert. Die
Sensitivitat der Pflanzen gegeniber Tribenuron wurde 21 Tage nach der Behandlung durch die
Bestimmung der oberirdischen Pflanzenbiomasse pro Topf festgestellt. Auf Basis der daraus
entstehenden Dosis-Wirkungs-Kurven wurden fiir die einzelnen Populationen EDs,-Werte sowie
die daraus abgeleiteten Sensitivitatsindices (SI) berechnet. Die Erstellung der Dosis-Wirkungs-
Kurven sowie die Berechnung der EDso-Wette erfolgten mit dem Statistikprogramm R.

Ergebnisse

Nach der Applikation der zugelassenen Aufwandmenge von Tribenuron (30 g/ha) zeigte sich bei
den S-F1- und R-F1-Populationen eine hohe Variabilitdt hinsichtlich der Wirksamkeit. Insgesamt
war bei den von der resistenten Ursprungspopulation abstammenden Pflanzen (R-F1) eine
geringere Wirksamkeit des Tribenurons als bei den von der sensitiven Population abstammenden
Pflanzen (S-F1) zu erkennen (Abb. 1). Es konnten jedoch keine signifikanten Unterschiede in der
Wirksamkeit von Tribenuron auf die Pflanzen der R-F1- bzw. S-F1-Populationen festgestellt werden
(p = 0.423). Im Vergleich zu der sensitiven Ursprungspopulation (S) war die Wirksamkeit des
applizierten Tribenurons aber sowohl bei den Pflanzen der S-F1- als auch bei denen der R-F1-
Population signifikant geringer (p > 0.005).
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Abb. 1 Wirksamkeit (prozentuale Reduktion der oberirdischen Biomasse im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle) von Tribenuron (30 g ai/ha) bei den F1-Populationen (R-F1 und S-f1) sowie der sensitiven (S) und
resistenten (R) Ursprungspopulation 21 Tage nach der Applikation.

Fig. 1 Efficacy (% reduction in leaf biomass compared to untreated control) of tribenuron (30 g ai/ha) on F1
populations (R-F1 and S-f1) as well as sensitive (S) and resistant (R) parent populations 21 days after treatment.
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Bei dem Vergleich der Dosis-Wirkungs-Kurven der drei ausgewdhlten Kreuzungspaare mit den
jeweiligen Ursprungspopulationen der S- und R-Populationen zeigte sich, dass sowohl die drei
untersuchten S-F1-Populationen als auch die drei R-F1-Populationen eine vergleichbare
Sensitivitdt gegeniiber den applizierten Dosierungen aufwiesen. Die S-Ursprungspopulation (S)
reagierte dagegen mit deutlich verminderten Frischmassegewichten auf die jeweils verwendeten
Aufwandmengen von Tribenuron. Bei der R-Ursprungspopulation dagegen konnte selbst mit
einer maximalen 16-fach erhdhten Aufwandmenge keine deutliche Reaktion des
Frischmassegewichtes gegeniiber der unbehandelten Kontrolle erreicht werden. Daher konnten
fur diese Population keine EDso-Werte errechnet werden.
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Abb. 2 Dosis-Wirkungs-Kurven der R-F1 (R_F1_1 bis R_F1_3) und S-F1 (S_F1_1 bis S_F1_3)-Populationen sowie
der sensitiven (S) und resistenten (R) Ursprungspopulation 21 Tage nach der Applikation mit Tribenuron.

Fig. 2 Dose-response curves of resistant (R_F1_1to R_F1_3) and sensitive (S_F1_1to S_F1_3) F1 populations as well
as sensitive (S) and resistant (R) parent populations 21 days after treatment with tribenuron.

Die EDso-Werte aller sechs F1-Populationen waren signifikant hoéher als die der S-
Ursprungspopulation (alle p < 0,005; Tab. 1). Zwischen den von den sensitiven und resistenten
Ursprungspopulationen abstammenden F1-Populationen konnten aber bei allen drei
untersuchten Kreuzungspaaren keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden. Aufgrund
des nicht errechenbaren EDsp-Wertes fiir die R-Ursprungspopulation konnten bei dieser
Population keine signifikanten Unterschiede beziiglich der ED-Werte errechnet werden.
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Tab. 1 EDso-Werte, Standardfehler (SE) und Sensitivitatsindices (SI) der untersuchten Populationen nach der
Behandlung mit aufsteigenden Dosierungen von Tribenuron.

Tab. 1 EDso values, standard error (SE) and sensitivity indices of investigated populations after treatment with
different dose of tribenuron.

Pop ED50 SE Sl

R >480 - -
R_F1_1 163,92 39,1206 135,19
R_F1_2 17441 49,6187 143,85
R_F1_3 248,97 72,6232 205,34
S 1,21 0,8346 1
S_F1_1 249,25 54,6484 205,57
S_F1_2 142,23 35,4895 117,30
S_F1_3 142,53 36,0489 117,55

Basierend auf den EDsc-Werten zeigten die F1- Populationen im Vergleich zu der sensitiven
Ursprungspopulation eine um 117 - 205fach erhéhte Toleranz gegeniiber Tribenuron.

Diskussion

Nach der Applikation der vollen zugelassenen Aufwandmenge von Tribenuron zeigten die von der
sensitiven Ursprungspopulation (S) abstammenden Pflanzen (S-F1) eine Herbizidreaktion, die
deutlich unter der der ebenfalls parallel getesteten S-Ursprungspopulation lag (Abb. 1). Daher
kann in diesem Fall von einem Transfer der Resistenzeigenschaften von den R- auf die S-Pflanzen
wahrend der Kreuzung der Pflanzen ausgegangen werden, der sich auf die Sensitivitat der
Folgegeneration auswirkte. Die Target-Site-Resistenz gegen ALS-Inhibitoren wird in den meisten
Fallen durch ein einzelnes dominantes oder semi-dominantes Allel vererbt, sodass die
Resistenzeigenschaft auf die nachfolgende Generation Ubertragen werden kann (Imaizumi et al.,
2008). Auch bei der hier verwendeten resistenten Population (R) konnte eine einzelne Mutation an
der Position Pro-197-GIn nachgewiesen werden (FELSENSTEIN, Daten nicht verdffentlicht), sodass
von einer dominanten bzw. semi-dominanten Vererbung ausgegangen werden kann. Allerdings
wurde bei den R-F1-Populationen die Frischmasse durch die Applikation von Tribenuron ebenfalls
deutlicher vermindert als bei der R-Ursprungspopulation. So scheint hier die Sensitivitat der
Nachfolgegeneration gegeniiber der Ursprungspopulation erh6ht worden sein. Dies widerspricht
einem ausschlieBlich dominanten Vererbungsweg und wiirde eher auf eine semi-dominante
Vererbung hinweisen.

Da es sich bei der Art T. perforatum um eine durch Insekten bestaubte Unkrautart handelt (Kay,
1969), kann von einem potentiellen Transfer der Resistenzeigenschaft tber den Pollen
ausgegangen werden, der zumindest teilweise durch blitenbestaubende Insekten ermdglicht
wird. So wurden wahrend der Durchfiihrung des Versuches zahlreiche Bestauberarten wie
Wildbienen und Schwebfliegen an den Floreszenzen der Versuchspflanzen beobachtet. Neben der
Ubertragung des Pollens durch Insekten kann aber auch eine Ubertragung durch Wind nicht
ausgeschlossen werden.

Die Ergebnisse zeigen die Ausbreitungsmdglichkeit der Herbizidresistenz bei T. perforatum tber
einen Pollentransfer. Allerdings sind weitere Untersuchungen nétig, um die potentielle maximale
Distanz einer Ubertragung iber Pollen festzustellen. So wurde bei der Art Lolium ridigum in
Australien ein Pollenflug tiber eine Distanz von 3 km nachgewiesen (Busl et al., 2008). Bei
insektenbestiubten Pflanzenarten kann aber auch von gréBeren Ubertragungsdistanzen
ausgegangen werden (MUTHUKUMAR et al., 2013). Da die Art T. perforatum zudem eine hohe Anzahl
an Samen aufweist, konnen sich resistente Individuen in einer Population auch Uber diesen
Fortpflanzungsweg durchsetzen.
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Results from two years of Matricaria inodora L. and Matricaria chamomilla L.
monitoring (2012 + 2013) - greenhouse efficacy trials with Tribenuron and
Florasulam and ALS target site resistance test at Pro 197 and Thr 574
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Abstract

The first ALS resistant Matricaria chamomilla (MATCH) biotype was found in 2006 in Schleswig Holstein in
Witzwort (SCHLEICH-SAIDFAR et al., 2011). Since 2006 ALS resistant Matricaria chamomilla and Matricaria inodora
(MATIN) were found at other locations near the North Sea coastline in Schleswig-Holstein and Lower Saxony
(ULBER et al., 2012). As there were more and more cases of reduced efficacy of sulfonylureas on mayweed, Dow
AgroSciences decided in 2012 and 2013 to test MATCH and MATIN samples in Germany. In 2012 seed samples
collected by Dow AgroSciences were planted in greenhouse environment and treated with tribenuron or
florasulam. As a second step plants were checked for mutations of the ALS gene at positions Pro 197 and Thr
574 via Pyrosequencing. In Europe there is no known case of metabolic ALS-resistance (ULBER et al., 2012). It
was found that mayweed plants showed a mutation at position Pro 197 only. In 2013 leaf samples were taken
only and investigated for mutations of ALS position Pro 197 and Thr 574.

Keywords: Dow AgroSciences, Germany, mayweed, resistance

Zusammenfassung

Die erste nachgewiesene ALS-resistente Kamille (Matricaria chamomilla/recutita) stammt aus dem Jahr 2006
aus Witzwort in Schleswig-Holstein (SCHLEICH-SAIDFAR et al., 2011). Seit 2006 gab es einige weitere Kamille-
Standorte, bei denen eine ALS-Resistenz nachgewiesen wurde (ULBER et al.,, 2012). Diese befanden sich in erster
Linie an der Nordseekiste Schleswig-Holsteins und Niedersachsens. Da sich die ALS-resistente Kamille weiter
ausbreitete, wurden 2012 und 2013 im Auftrag von Dow AgroSciences deutschlandweit Kamille-Proben
(MATIN und MATCH) gesammelt und untersucht. In 2012 wurden Samenproben gesammelt, die dann im
Biotest mit Tribenuron bzw. Florasulam behandelt und danach mit Pyrosequencing an den Stellen Pro 197 und
Thr 574 auf Mutationen untersucht wurden. Da bei ALS-Resistenz bei zweikeimblattrigen Unkrautern
europaweit keine metabolische Resistenz bekannt ist (ULBER et al, 20712), wurden 2013 deutschlandweit
Blattproben gesammelt und an den Stellen Pro 197 und Thr 574 auf Mutation untersucht.

Stichwaorter: Deutschland, Dow AgroSciences, Kamille, Resistenz

Introduction

The first ALS resistant Matricaria chamomilla (MATCH) biotype was found in 2006 in Schleswig
Holstein in Witzwort (SCHLEICH-SAIDFAHR et al,, 2011). During the following years ALS resistant
MATCH and MATIN plants were found at other locations close to the coastline of the North Sea in
Schleswig-Holstein and Lower Saxonia. There were increasing incidents of reduced efficacy of
sulfonylurea herbicides on mayweed. A mayweed herbicide resistance monitoring program was
carried out by the Julius-Kiihn-Institut in 2011 and results were published in 2012 (ULBER et al.,
2012).

Due to the fact that florasulam (a triazolopyrimidine herbicide from Dow AgroSciences) always
showed full efficacy in greenhouse trials and in the field the intension was to compare the efficacy
of triazolopyrimidines and sulfonylureas on ALS target site resistant mayweed species.

Julius-Kuihn-Archiv, 443, 2014 293



26. Deutsche Arbeitsbesprechung tiber Fragen der Unkrautbiologie und -bekdmpfung, 11.-13. Marz 2014 in Braunschweig

Material and Methods

In 2012, 34 Matricaria seed samples were randomly collected, i.e. the Matricaria samples came
from fields without any anticipated ALS resistance. From these collections, 19 seed samples were
identified as Matricaria inodora and 15 seed samples as Matricaria chamomilla. The seed samples
were investigated by EpiLogic GmbH for greenhouse efficacy testing and the ALS target site
resistance analysis via pyrosequencing at positions Pro 197 and Thr 574. Therefore the DNA from
the Matricaria leafs where extracted and amplified via PCR.

The greenhouse trials were carried out under the following conditions:

e 5plants per pot

e the herbicides (40 g/ha Pointer SX or 100 ml/ha Primus) were applied at BBCH 12

e  3repetitions per pot/variety

e 2 Matricaria standards - to compare efficacy- one ALS resistant standard and one
susceptible standard

visual efficacy control after 28 days

14 hours day light

light intensity equals a cloudy day

temperature at night: 12 °C

temperature day time: 14 - 18 °C

The target-site resistance analysis was carried out with plants from the greenhouse trials
(untreated variety) via PCR and pyrosequencing at Pro 197 and Thr 574. Therefore the DNA from
the Matricaria leafs where extracted and amplified via PCR.

A mutation of the ALS gene caused reduced efficacy by an ALS inhibitor herbicide (ScHLEICH-
SAIDFAR et al., 2011).

In 2013, 70 leaf samples of Matricaria inodora and Matricaria chamomilla were randomly collected
in the fields. Each sample consisted of 1 leaf from each of 8 different plants. The leaves were sent
in a paper envelope to IdentXX GmbH. ALS target site resistance analysis was conducted for each
leaf per plant at Pro 197 and Thr 574. In total 560 different Matricaria plants (70 samples x 8 plants)
were analyzed.

Results
Results 2012 — greenhouse trial and target site resistance analysis

In 2012, investigations did not reveal any target site resistance or reduced efficacy of tribenuron
and florasulam on Matricaria inodora.

However, there were two samples of Matricaria chamomilla and Matricaria recutita that showed
reduced susceptibility to tribenuron at 88% control (sample from Schleswig-Holstein) and 13%
efficacy (sample from Nordrhein-Westfalen). In both samples target site resistance at position Pro
179 was detected. The Schleswig-Holstein sample showed a mutation from Pro 197 to Thr 197
with a frequency of 50% of the plants from that location, the sample from Nordrhein-Westfalen
had a mutation from Pro 197 to Ser 197 and 71% of the plants from that location were concerned.

There were two samples with mutations at Pro 197 but with no reduced tribenuron or florasulam
efficacy. One sample from Sachsen-Anhalt had a frequency of 19% Pro 197 to Ser 197 and one
sample from Brandenburg had a frequency of 17% Pro 197 to Ser 197. There was no cross
resistance between tribenuron (sulfonylurea) and florasulam (triazolopyrimidin) (Fig. 1 and 2).
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° Full efficacy of florasulam and reduced efficacy of Tribenuronin greenhouse trial and TSR detected (Pro 197)
& Fullefficacy of Tribenuron and Florasulam in greenhouse trial but TSR detected (Pro 197)
@ Wildtype

Fig. 1 Seed samples of Matricaria inodora.

Abb. 1 Samenproben von Matricaria inodora.

° Full efficacy of florasulam and reduced efficacy of Tribenuron in greenhouse trial and TSR detected (Pro 197)

& Fullefficacy of Tribenuron and Florasulam in greenhouse trial but TSR detected (Pro 197)
@ Widtype

Fig. 2 Seed samples of Matricaria chamomilla.

Abb. 2 Samenproben von Matricaria chamomilla.
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Results 2013 - target site analysis

ALS resistant Matricaria biotypes were found. From the 70 samples, 52 samples showed no
mutation at position Pro 197 and Thr 574. 18 samples showed mutation at Pro 197 (Fig. 3). In
addition, 7 out 18 samples showed a mutation to Thr 197 and 11 samples to Ser 197.
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Fig. 3 Results of sampling program 2013.
Abb. 3 Ergebnisse der Probenahme 2013.

Discussion

The results from the 2012 and 2013 sampling program indicated occurrence of ALS resistant
Matricaria at the North Sea coastline and further south in the region of Hannover - Bielefeld -
Dortmund. Not all samples where ALS target site resistance was identified showed reduced
tribenuron efficacy. Especially in eastern Germany and Bavaria Matricaria samples with mutation at
position Pro 197 were found and they were susceptible to tribenuron. As resistance continues to
develop in these regions there is an expectation that resistance to tribenuron will increase. The
only mutation with Matricaria found in 2012 and 2013 was at position Pro 197 of the ALS gene.
Cross resistance between florasulam and tribenuron in case of mutation at Pro 197 was not found
because greenhouse trials confirmed full florasulam efficacy. Further investigations are needed to
determine if the use of clopyralid (in Ariane C and Primus Perfect), an active ingredient belonging
to the HRAC class O, can help to prevent development of resistant Matricaria in cereal crops.
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Zusammenfassung

In einem GefdBversuch unter Freilandbedingungen mit unterschiedlichen metabolisch resistenten
Ackerfuchsschwanzherkiinften wurde die Wirksamkeit von Vorauflauf- und Nachauflaufapplikationen sowie
deren Sequenz in Sommerweizen untersucht. Die Wirksamkeit der MaBnahmen wurde mit einer sensitiven
Ackerfuchsschwanzherkunft verglichen. Die Ergebnisse deuten an, dass es deutliche Interaktionen je nach
eingesetzten Herbizid bzw. Ackerfuchsschwanzherkunft geben kann, die es notwendig machen koénnen,
standortspezifische Herbizidstrategien zu entwickeln, die Ricksicht auf die jeweilige Resistenzsituation
nehmen. Sollten sich diese einjdhrigen Ergebnisse bestdtigen, bedeutet dies, dass zum einen die
Resistenzsituation eines zu behandelten Feldes charakterisiert sein muss und ferner die Interaktionen
verschiedener Herbizidstrategien so gut bekannt sein mussen, sodass eine standortspezifische optimale
Herbizidauswahl maoglich wird. Nur so kann die Ackerfuchsschwanzpopulation wirksam kontrolliert und eine
weitere Resistenzevolution auf dem jeweiligen Standort verzégert werden.

Stichworter: ALS-Hemmer, Flufenacet, Flupyrsulfuron, Prosulfocarb, Sequenzbehandlungen

Abstract

In an outdoor container trial with different resistant black-grass biotypes with enhanced metabolism, efficacy
of pre- and post-emergence treatments as well as their sequence was investigated in spring wheat. Weed
control success was compared to a susceptible biotype. Results indicate that there are strong interactions
between herbicide and black-grass biotypes. As a consequence site specific herbicide strategies corresponding
to current herbicide resistance situation can be necessary. If further trials support these findings than it is
essential to characterize the site specific herbicide resistance situation and the potential interactions between
different biotypes x herbicides resp. sequences. Only under these circumstances it is possible to optimize the
herbicide choice on a specific site. Black-grass control might be optimal than and further speed of resistance
evolution might be reduced on that site.

Keywords: ALS-Inhibitors, flufenacet, flupyrsulfuron, prosulfocarb, sequential treatments

Einleitung

Die Bekdmpfung von herbizidresistenten Ackerfuchsschwanzherkiinften wird immer schwieriger.
Wéhrend bei Vorkommen einer Zielortresistenz er durch Wahl einer anderen Wirkstoffgruppe
zumeist wieder kontrolliert werden kann, ist dies bei manchen metabolisch bedingten Resistenzen
nicht der Fall. Auf derartigen Standorten wird im Getreide zumeist eine Sequenzapplikation einer
Vor- und Nachauflaufbehandlung empfohlen. Fiir die Vorauflaufbehandlung kommen Herbizide
mit Wirkung auf die Zellteilung und die Synthese der langkettigen Fettsauren in Frage. Fir eine
Nachauflaufbehandlung werden dann zumeist ACC-ase-Inhibitoren oder ALS-Hemmer eingesetzt.
Da es mutmaBlich unterschiedliche, nicht-Zielortresistenzen gibt, die teilweise auch die
Wirksamkeit von Vorauflaufherbizide beeintrachtigen konnen, stellt sich die Frage, ob es
Interaktionen zwischen Biotyp und Sequenzapplikation gibt. Wenn diese existieren, kann dies eine
Ruckwirkung auf die standortspezifische Herbizidauswahl besitzen.

Um diese Interaktion zu untersuchen, wurde unter Halbfreilandbedingungen ein
Containerexperiment mit verschiedenen metabolisch resistenten Ackerfuchsschwanzbiotypen
durchgefiihrt. Der Ackerfuchsschwanz in Sommerweizen wurde mit verschiedenen Vor- bzw.
Nachauflaufherbiziden sowie deren Sequenzen behandelt.
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Material und Methoden

Die 20 | PlastikgefidBe (804 cm” Oberfliche) wurden mit geddmpften und gesiebten, sandigen
Lehm (Ackerflache aus Bingen, ~2 % Humus) befillt. Auf der eingeebneten Bodenoberflache
wurden 25 Sommerweizenkdrner (Sorte ,SW Kadrilj) ausgelegt. Dies entsprach einer Saatstarke
von 400 Kérnern/m?. Abziiglich eines GieBrandes wurden die oberen 5 cm Boden mit
Ackerfuchsschwanzsamen (ca. 600 Samen je Gefa3) jeweils einer Herkunft (Tab. 1) vermischt und
auf die Weizenkdrner in die Gefde gegeben. Es wurden 4 verschiedene
Ackerfuchsschwanzherkiinfte verwendet. Direkt nach der Saat wurden am 9.4.2013 die
Vorauflaufherbizidanwendungen (Tab. 2) durchgefiihrt. Hierfir wurden die Gefdlle in eine
Schachtner Applikationskabine gestellt und mit 250 I/ha bei 2,5 bar und 2,5 km/h behandelt.

Tab. 1 Herkunft und Charakterisierung der eingesetzten Ackerfuchsschwanzbiotypen.
Tab. 1 Origin and characterization of used black-grass biotypes.

1 Appels Wilde Samen leichte metabolische Resistenz gegen Fenoxaprop
] Peldon (Herbiseed) multiple metabolische Resistenz
m Wischhafen/Elbe (Nie) multiple metabolische Resistenz inkl. Mesosulfuron

Mischung aus Bosau (SH) und Gutow . . .
v (MV) multiple metabolische Resistenz exkl. Mesosulfuron +

TSR ACCase Inhibitoren
(50:50%)

Tab. 2 Eingesetzte Herbizide, Aufwandmengen*, Applikationszeitpunkte und Wirkstoffgehalte.
Tab. 2 Used herbicides, dose rates, application timings and concentration of active ingredients.

VG  Zeitpunkt Herbizid Aufwandmenge Wirkstoff g/l bzw. kg
1 unbehandelt
2 VA Cadou SC 0,51/ha Flufenacet 500 g/I
3 VA Boxer 5,01/ha Prosulfocarb 800 g/I
4 VA Lexus 20g/ha 50% Flupyrsulfuron
5 NA Atlantis WG 300 g/ha+0,6 I’ha FHS 30 g/kg Mesosulfuron + 6 g/kg
lodosulfuron
6 NA Broadway 220 g/ha+11/ha FHS 68,3 g/kg Pyroxsulam + 22,8 g/kg
Florasulam
7 VA Cadou SC 0,51/ha
NA Atlantis WG 3