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Abstract

Abstract

Pentastiridins leporinus transmits two bacterial pathogens which trigger the "Syndrome Basses Richesses -
SBR" (low sugar content syndrome), leading to yellowing symptoms and sugar content losses in sugar beet.
Since 2017, this sugar beet disease has been of economic importance in Germany. The two pathogens ate
the y-3-proteobacterium Candidatus Arsenophonus phytopathogenicus and the stolbur phytoplasma
Candidatus phytoplasma solani.

Effective control measures for P. kporinus are currently not available due to insufficient knowledge of its
biology, its long developmental cycle with above- and below-ground stages, thelarge number of insects over
a long flight period, and their annual migration as a result of crop rotation.

Therefore, this thesis focuses on the study of P. /gporinus and the bacteria it transmits in three topics: the
abundance in southwestern Germany, the biology and the damage potential of P. kporinus.

For the study of the abundance and flightactivity, data previously generated on behalf of our project partner,
the Association of Rhineland-Palatonian Sugar Beet Growers e.V. (Verband der Hessisch-Pfilzischen
Zuckerritbenanbauer ¢.17.), were evaluated. As a result, a map of the SBR distribution area from 2017 to 2020
was created. In addition, monitoring data of P. /gporinus were analyzed and the phenology during the year as
well as the spread in the Rhine plain from Mainz to Mannheim were shown.

On the subject of biology, various investigations were carried out in the field, in the greenhouse as well as
in the climate chamber. In order to evaluate the success of different control strategies to interrupt the life
cycle, investigations on movement patterns of nymphs in the soil and the attractiveness of different host
plants were carried out. As a basis for developing bioassays to test entomopathogenic microbes, a rearing
method was developed based on which the life cycle and developmental stages were studied. Potato was
discovered as a new host plant of P. lporinus.

On the topic of damage potential, infection rates of P. kporinus with Candidatus Arsenophonus
phytopathogenicus and Candidatus phytoplasma solani were determined. As a major result of this work, the
new host plant and increased infection of plant hoppers with Candidatns phytoplasma solani have to be
pointed out. To improve the quality of laboratory results, a standard curve RT-qPCR was developed to
quantify the pathogens. Transmission expetriments of Candidatus Arsenophonus phytopathogenicus and
Candidatus phytoplasma solani to sugar beet and potato were conducted to describe the damaging effects of
P. leporinus. Candidatus Arsenophonus phytopathogenicus was detected in potatoes for the first time.



Zusammenfassung

Zusammenfassung
Die Schilf-Glasfliigelzikade Pentastiridins leporinus L. Gbertrigt zwei bakterielle Krankheitserreger, die das

»oyndrome Basses Richesses - SBR“ (Syndrom der niedrigen Zuckergehalte) auslésen, welches zu
Vergilbungssymptomen und Zuckergehaltsverlusten in der Zuckerriibe fiithrt. Seit 2017 ist diese
Zuckerribenkrankheit in Deutschland von wirtschaftlicher Bedeutung. Die beiden Erreger sind das y-3-
Proteobakterium Candidatus Arsenophonus phytopathogenicus und das Stolbur Phytoplasma Candidatus
phytoplasma solani.

Eine effektive Kontrolle der Glasfliigelzikade ist aufgrund unzureichenden Wissens tiber ihre Biologie, ihren
langen Entwicklungszyklus mit ober- und unterirdischen Stadien, der groBen Anzahl von Insekten tber
einen langen Flugzeitraum und deren jahrliche Wanderbewegung in Folge des Fruchtwechsels derzeit nicht
moglich.

Diese Arbeit befasst sich daher mit der Erforschung der Schilf-Glasfligelzikade und den von ihr
Ubertragenen Bakterien in drei Themenfeldern: dem Verbreitungsgebiet in Stidwest-Deutschland, der
Biologie der Schilf-Glasfliigelzikade und der Schadwirkung der Schilf-Glasfliigelzikade.

Zur Studie des Verbreitungsgebietes wurden Daten, welche zuvor im Auftrag des Projektpartners dem
Verband der Hessisch-Pfilzischen Zuckerriibenanbauer e.V. genetiert wurden, ausgewertet. Als Ergebnis
wurde eine Kartierung des SBR-Verbreitungsgebietes von 2017 bis 2020 erstellt. Dartiber hinaus wurden
Monitoringdaten der Schilf-Glasfligelzikade ausgewertet und die Phinologie im Jahresverlauf sowie die
Ausbreitung in der Rheinebene von Mainz bis Mannheim gezeigt.

Auf dem Themenfeld der Biologie wurden verschiedene Untersuchungen im Feld, im Gewichshaus sowie
im Klimaschrank durchgefiihrt. Um den Erfolg verschiedener Kontrollstrategien zur Unterbrechung des
Lebenszyklus zu evaluieren, wurden Untersuchungen zu Bewegungsmustern der Nymphen im Boden und
der Attraktivitit verschiedener Wirtspflanzen durchgefiihrt. Als Grundlage zur Entwicklung von Bioassays
zur Testung entomopathogener Mikroben eine Zuchtmethode entwickelt, auf deren Basis der Lebenszyklus
und die Entwicklungsstadien untersucht wurden.

Auf dem Themenfeld der Schadwirkung wurden Infektionsraten der Schilf-Glasfligelzikade mit Candidatus
Arsenophonus phytopathogenicus und Candidatus phytoplasma solani ermittelt. Als wesentliches Ergebnis
dieser Arbeit sind die Entdeckung der Kartoffel als weitere Wirtspflanze fir die Schilf-Glasfliigelzikade und
die hohe Infektionsrate der Zikaden mit Candidatus phytoplasma solani hervorzuheben. Zur
Qualititsverbesserung der Laborergebnisse wurde eine RT-qPCR mit Standardkurve zur Quantifizierung
der Erreger entwickelt. Um die Schadwirkung der Schilf-Glasfliigelzikade zu beschreiben, wurden
Ubertragungsversuche von Candidatns Arsenophonus phytopathogenicus und Candidatus phytoplasma solani
auf Zuckerriben und Kartoffeln durchgefithrt. Candidatus Arsenophonus phytopathogenicus wurde

erstmals in Kartoffeln nachgewiesen.



Einleitung

1 Einleitung - Die Schilf-Glasfliigelzikade Pentastiridius leporinus

Die Schilf-Glasfliigelzikade Pentastiridins leporinus (Linnaeus, 1761) gehoért zur Klasse der Insekten (Insecta)
in die Ordnung der Schnabelkerfen (Hempitera) zu den Zikaden (Auchenorrhyncha), in die Gattung der
Spitzkoptzikaden (Fulgoromorpha) und in die Familie der Glasfliigelzikaden (Cixiidae) (Spinola, 1939). Es
sind tiber 100 Arten der Familie der Glasfliigelzikaden in Europa vertreten. Etwa ein Drittel davon sind in
Mitteleuropa zu finden, wo die Adulten zumeist polyphag an Bdumen und Strduchern leben (Holzinger et
al., 2003). Seit dem Jahr 2009 ist P. /gporinus als Hauptvektor der Zuckerriitbenkrankheit ,,Syndrome Basses
Richesses“ (SBR) bekannt (Bressan et al., 2009a).

P. leporinus als Vektor der Zuckerritbenkrankheit SBR

In den 1990er- und 2000er-Jahren wurden in Frankreich vergilbte Riben mit verminderten Zuckerertrigen
gefunden (Gatineau et al,, 2001). Die Symptomatik ist in Abbildung 1 dargestellt und wurde wie folgt
detaillierter beschrieben: Altere Blitter weisen friih in der Vegetationsperiode Vergilbungen auf, gleichzeitig
treiben jlingere Blitter lanzettlich, deformiert und vergilbt aus. Nach dem Aufschneiden der Riibenk6rper
sind verfirbte Leitbtindel zu erkennen. Diese Symptome beschreiben das Syndrom, welches mit dem Titel
»oyndrome Basses Richesses® (SBR; zu Deutsch: Syndrom der niedrigen Zuckergehalte) benannt wurde
(Gatineau et al., 2002).

Abbildung 1. Deformierte und vergilbte Herzblitter (links) und verbriunte Leitbindel (rechts) einer mit SBR
befallenen Zuckerriibe (Stdzucker AG, 2023).

Zu Beginn der Ursachensuche in Frankreich wurde eine Infektion der Zuckerriiben mit dem Stolbur
Phytoplasma Candidatus phytoplasma solani (im Folgenden: Stolbur Phytoplasmen) festgestellt. Stolbur
Phytoplasmen 16sen ein dhnliches Krankheitsbild aus, welches im stidost-europaischen Raum bereits als die
,Rubbery taproot disease (RTD) bekannt war (Panjan, 1950; Curéi¢ et al., 2021). Bei der Durchfithrung
von Ubertragungsversuchen zeigten Pflanzen Symptome, in denen keine Stolbur Phytoplasmen
nachgewiesen werden konnten. Weitere Untersuchungen identifizierten das y-3-Proteobakterium Candidatns
Arsenophonus phytopathogenicus (im Folgenden: Arsenophonus) als weiteres Pathogen der Krankheit SBR
(Bressan et al., 2007). Arsenophonus wurde daraufhin in ca. 80 % der untersuchten P. /porinus nachgewiesen
und fortan als Hauptausloser fiir SBR beschrieben (Gatineau et al,, 2002; Bressan et al., 2007).
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Verbreitung von SBR und P. leporinus

Nach der erstmaligen Entdeckung von SBR 1991 dehnte sich das Befallsgebiet im Jahr 2004 auf 1.800
Hektar lokal begrenzt in Ostfrankreich (Burgund und Jura) aus (Sémétey et al., 2007b).

Das erstmalige Auftreten von P. kporinus in Zuckerriben (Beta vulgaris L.) in Deutschland wurde 2009 im
Landkreis Heilbronn dokumentiert. Im Jahr 2013 gab es erstmals ein Monitoring der Flugaktivitidt adulter
P. leporinus in Baden-Wirttemberg (Schwaderer, 2014). AnschlieBend wurde P. /Jeporinus 2018 in
unterschiedlichen Regionen Deutschlands gefunden (Hinkel-Stallmann, 2019; Pfitzer, 2019). Linksrheinisch
wurde die Zikade erstmals 2018 in der Siidpfalz nachgewiesen (Pfitzer, 2019; Hinkel-Stallmann, 2019).
Hauptbefallsgebiete lagen 2018 und 2019 im Kraichgau und im Rhein-Neckar-Kreis in Baden-Wiirttemberg
(Pfitzer et al, 2019). Abbildung 2 zeigt die Karte des SBR-Verbreitungsgebiets im Jahr 2018.

Die Entwicklung der Abundanz im Raum Heilbronn kann anhand der Daten zum Standort Oberbiegehof
im Kraichgaunachvollzogen werden. Im Jahr 2013 wurden am Standort Oberbiegelhof durchschnittlich 7,8
adulte P. kporinus pro Leimtafel gefangen (Schwaderer, 2014). Sechs Jahre spiter, im Jahr 2019, wurden am
Oberbiegelhof im gleichen Zeitraum (Mai — Juli) dutchschnittlich 98 adulte P. /gporinus pro Leimtafel
gefangen (Behrmann, 2020). Somitist der Befallsdruck in dieser Region um das Zwdlffache angestiegen. In
Stiddeutschland wurden Infektionen flichendeckend von Ansbach bis Katlsruhe und von dort nérdlich bis
Grof3-Gerau festgestellt. Im Jahr 2020 konnten in Nordhessen (bei Kassel) keine Infektionen nachgewiesen
werden (Zimmermann, 2021). Damit umfasst das SBR-Ausbreitungsgebiet mehr als 40.000 Hektar
Ribenanbaugebiet (Fry, 2021). In den deutschen Populirmedien wird seit 2020 stetig tiber die Ausbreitung
und die zunehmende Bedeutung von P. lporinus und SBR berichtet (Fry, 2020; Mund, 2022; dpa/lrs, 2023).
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Abbildung 2. SBR-Befallsgebiete 2018 mit starkem Auftreten von SBR Syrnptornen in Deutschland (Karte: Stepmap,
2019) (Pfitzer et al., 2019).

2020 wurde ein weiteres SBR-Verbreitungsgebiet aulerhalb von Deutschland in der West-Schweiz
beschrieben. Hier wurde eine Besiedlung durch P. /gporinus im Anbaugebiet der Zuckerfabrik Aarberg bei
Bern, um die stdliche Hilfte des Neuenburger Sees, nachgewiesen (Mahillon et al., 2022).

Charakterisierung der Pathogene

Arsenophonus und Stolbur Phytoplasmen sind obligat biotrophe Pathogene und befinden sich intrazellulér
in den Phloem-Siebréhren von Zuckerriben, hiufigin den Siebréhren des Ritbenkérpersund der Blattstiele
(Sémétey et al., 2007¢; Bressan,2014). Beide Pathogene zeigen ausgeprigte Auswirkungen auf den absoluten
Zuckergehalt der Speicherwurzel von Zuckerriiben, wobei Arsenophonus den absoluten Zuckergehalt im
Ritbenkérperum 3,3 % und Stolbur Phytoplasmen diesen um 4,6 % reduzieren. Die Pflanzenbiomasse wird
durch beide Erreger gleich stark um etwa 30 % reduziert (Bressan et al., 2008).
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Auswirkungen einer Infektion zeigen sich durch briunliche Firbungen der Phloemzellen, die Lignifizierung
von Zellwinden, einer daraus folgenden Zerstérung der Zellwinde und anschlieBender Nekrose der
gesamten Zelle (Gatineau et al., 2002).

Mittels Fluoreszenz-Mikroskopie wurde Arsenophonus sowohlin den Siebporen des Pflanzengewebes der
Zuckerriibe als auch in den weiblichen Reproduktionsorganen, Speicheldriisen und im Abdomen der
P. leporinus visualisiert (Bressan et al., 2012). Die Bakterien messen 0,28 pm — 0,32 pm im Durchmesser und
2—25 um in der Linge (Gatineau et al., 2002). Die Gattung Arsengphonus besiedelt etwa 5 % der bekannten
Arthropodenarten (Duron et al, 2008). Hierbei besetzen sie verschiedene 6kologische Nischen,
beispielsweise als obligate Symbionten (Bové und Garnier, 2003), Entomopathogene (Hansen et al., 2007)
oder wie im Fall von Candidatns Arsenophonus phytopathogenicus, als Phytopathogene. Innerhalb der
Gattung Arsenophonus sind zudem Arten bekannt, die das Verhalten ihrer Wirte hinsichtlich ihrer
Wirtswahl beeinflussen. Eine Studie zur Tabakmottenschildlaus (Bewisia tabaci 1..), zeigte eine mit
Arsenophonus infizierte Population, die vorzugweise Salbei (Sakia offcinalis 1.) anstatt anderer
Wirtspflanzen besiedelte (Chiel et al, 2007). Neben dem Bakterium Candidatns Arsenophonus
phytopathogenicus in Zuckerriiben ist ein weiteres pflanzenpathogenes Bakterium aus der Gattung
Arsenophonus in Erdbeeren (Fragaria X ananassa 1..), Candidatus phlomobacter fragariae, bekannt. Es wird
als ,,Strawberry marginal chlorosis proteobacterium® (SMC proteobacterium) bezeichnet und durch die
stdliche Glasfligelzikade (Cixius wagneri L..) ibertragen (Danet et al., 2004).

Transmission und Persistenz von Arsenophonus

Der Erhalt der Virulenz von Arsenophonus iiber mehrere Generationen resultiert aus der Transmission auf
vertikalen und horizontalen Mechanismen innerhalb einer Insektenpopulation. In Ubertragungsversuchen
mit einzelnen adulten P. /porinus wurde die erfolgreiche Ubertragung von Arsenophonus auf Zuckerriiben
innerhalb von drei Tagen gezeigt (Bressan et al., 2008). In der gleichen Studie wiesen Weibchen mit
durchschnittlich 21 Tagen eine lingere Lebensdauer als Mannchen mit 10 Tagen auf und waren mit 64 %
Ubertragungsrate/ -wahrscheinlichkeit effizienter in der Ubertragung des Bakteriums gegeniiber Mannchen
mit 24 %. Weibchen konnten iber ihre gesamte Lebensspanne Arsenophonus mehrfach ibertragen.
Weiterhin ist die Ubertragung von Arsenophonus auf Zuckerrilben durch Nymphen gezeigt worden.
Nymphen von P. /porinus sind in der Lage, innerhalb von 30 Tagen mit einer Ubertragungseffizienz von
60 % Arsenophonus auf Zuckerriiben zu iibertragen (Bressan et al., 2008; Bressan et al., 2009b). Die
horizontale Transmission ist von infizierten Pflanzenteilen auf Nymphen méglich, da der Anteil infizierter
Nymphen, die an Zuckerriiben saugten, im Vegetationsverlauf anstieg (Bressan et al., 2009b). Dies ist von
groBer Bedeutung, da die vertikale Ubertragung von Weibchen auf die Eier in lediglich 30 % der
Nachkommen nachgewiesen wurde und dadurch allein die Persistenz von Arsenophonusinnerhalb einer
Population nicht gesichert wire (Bressan et al., 2009b; Bressan et al., 2012).

Transmission und Persistenz von Stolbur Phytoplasmen

Phytoplasmen werden vor allem von Insekten der Familien Rundkopf-und Spitzkopfzikaden auf Pflanzen
tbertragen, wo sie, abhingig von der Wirtspflanze, verschiedene Schadbilder auslésen (Lee et al., 1998).
Stolbur Phytoplasmen verursachen Schadbilder im stidlichen, 6stlichen und mittleren Europa. Insbesondere
in Kartoffeln (Solanum tuberosum L.), Zuckerriben und Weinreben (75 wvinifera L.) sind Stolbur
Phytoplasmen als Erreger von Vergilbungskrankheiten bekannt (Cousin und Smith, 1988; Maixner et al.,
1995; Ember et al., 2011). In Kartoffeln treten als Vektoren von Stolbur Phytoplasmen vor allem Zikaden
der Familie der Zwergzikaden, bspw. die Wiesenkleezitpe (Eucelis incisius Krs.) auf (Girsova et al,, 20106). Als
Vektorinsekten in Weinreben wurden Arten aus der Familie der Glasfliigelzikaden, namlich die Pfriemen-
Glasfligelzikade (Repralus quingnecostatus D.) und Winden-Glasfligelzikade (Hyalesthes obsoletus S.) gefunden
(Chuche et al,, 2016). Ubertragungsversuche von Stolbur Phytoplasmen auf Zuckerriiben wurden mit der
Winden-Glasfliigelzikade H. obsoletus durchgefithrt, da zum Studienzeitpunkt keine P. /porinus mit Stolbur
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Phytoplasmen-Infektion auffindbar waren. Diese Versuche zeigten erstmals die Fihigkeit von
Glasfliigelzikaden, Stolbur Phytoplasmen auf Zuckerriiben zu tibertragen und das Schadbild auszul6sen
(Bressan et al,, 2008). Die Aufnahme von Phytoplasmen entsteht wihrend der Saugaktivitit im Phloem
(Weintraub und Beanland, 2006). Phytoplasmen kénnen in der Himolymphe zirkulieren, wo sie andere
Gewebe wie Speicheldriisen, Fettk6rper oder das Gehirn infizieren kénnen (Lherminier etal,, 1990; Lefol
et al,, 1994; Nakashima und Hayashi, 1995). Es ist nur fiir wenige Arten bekannt, dass Phytoplasmen tiber
transovarielle Ubertragung weitergegeben werden koénnen (Alma et al,, 1997; Kawakita et al., 2000).

Morphologie

Adulte P. leporinus sind zwischen 5 und 9 Millimeter lang, wobei Minnchen kleiner sind als Weibchen
(Abbildung 3). Die Grundfarbe ist braun, das Mesonotum und der Kopf sind dunkelbraun bis schwarz
gefirbt und kénnen einen wachsartigen, weilichen Uberzug aufweisen. Die Vorderfliigel sind hyalin bis
briunlich angeraucht und die Adern der Fligel im hinteren Drittel und Pterostigma dunkel gefirbt. Im
Gegensatz zu Arten mit der Bezeichnung Hyalesthes weisen Pentastirini finf kriftige Mesonotumbkiele und
einen nicht sichelférmigen Stylus auf. Dariiber hinaus besitzen das erste und zweite Glied der Hintertarsen
mehr als 12 Dornen.

Abbildung 3. Ubersicht der Merkmale zur Identifikation der adulten P. fporinus. A Aufnahme einer minnlichen (links)
und weiblichen (rechts) adulten Schilf-Glasfligelzikade. B Vorderfliigel hyalin, leicht briunlich mit dunkelbraunen
Adern an der Fligelspitze und dunklem Pterostigma. C Femur mit 6 Dérnchen an der Tibia und mehr als 12 Dérnchen
am ersten und zweiten Tarsalglied. D Caput mit spitz zulaufenden Vertex. E Mesonotum (wei3-pudrig) mit 5 Streifen.
F Hintetleib einer weiblichen Adulten mit Wachsfiden. (Witczak, 2023)

Innerhalb der Familie gilt der Aedeagus, das spermaiibertragende Organ minnlicher Insekten, als
Identifikationsmerkmal der Mannchen. Bei P. /gporinus ist der lange Dorn des Aedeagus zur Spitze fast
rechtwinklig gebogen. Bei der nichstverwandten Art Pentastiridins beieri W. (Kiesbank-Glasfliigelzikade) ist
der Aedeagus im Endteil gleichmiBig rundgebogen. Die Weibchen von P. lporinus produzieren eine fadige,
wachsartige Substanz, diein feinen Fiden aus dem Hinterleib austritt (Biedermann und Niedringhaus, 2004).
Wihrend der Juvenilentwicklung durchlauft P. /porinus finf Stadien. Die hemimetabole Entwicklung der
Nymphen im Boden bedingt eine viermalige Hiutung. Insgesamt erscheinen alle Nymphen farblos (weif3).
Die Nymphen entwickeln ebenfalls Wachsfiden am Abdomen, die kontinuierlich wachsen, deren
biologische Funktionen nicht abschlieBend geklirt sind. Es liegt die Vermutung vor, dass die Wachsfiden
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zum Schutz vor Austrocknung und iibermiBiger Nisse dienen (Biologiezentrum des OO. Landesmuseums,
2002). In den Juvenilstadien sind Midnnchen und Weibchen morphologisch nicht zu unterscheiden. Zur
molekularbiologischen Bestimmung der Art wurden artspezifische Primer entworfen und veréffentlicht
(Pfitzer et al,, 2022b).

Lebenszyklus

Pentastiridins leporinus durchliuft eine unter- und oberirdische, hemimetabole Entwicklung (Abbildung 4).
Bislang wurde angenommen, dass die Art ihre Entwicklung mit einer Generation pro Jahr und einer
Diapause wihrend des Winters durchliuft (Holzinger et al., 2003). Der Flugzeitraum adulter P. Jeporinus
beginnt im Frithsommer und endetim August. Die Adulten erndhren sich saugend an den Unterseiten der
Blattstiele ihrer Wirtspflanze der Zuckerriibe, wo sie ins Phloem der Pflanze einstechen und dort
Pflanzensaft saugen (Weintraub und Beanland, 2006). Die Eier werden in der Nihe der Ribenké1per in den
Boden abgelegt. Ab August schliipfen die Nymphen, welche ebenfalls die Zuckerriibe als Wirtspflanze
nutzen. Nach der Ernte der Zuckerriiben verbleiben die Nymphen subterran. Typischerweise wird nach der
Zuckerribenernte Winterweizen eingesit, welcher bis Ende der Vegetationsperiode den Reihenschluss
erreichen kann und bereits im November Wurzeln in bis zu 50 cm Bodentiefe gebildet hat (Bressan et al,
2011; Thorup-Kristensen et al., 2009). Wihrend ihrer Entwicklungszeit im Boden vollzichen die Nymphen
vier Hiutungen, bevor sie sich als Adulte an die Bodenoberfliche bewegen. Nymphen besiedeln
Bodentiefen von 0 — 30 cm (Bressan et al., 2009a). Vor der Ritbenernte im September wurden Nymphen
am hiufigsten in einer Bodentiefe von 15 cm gefunden. Vor dem Ausflug im Frithjahr konnte eine
Wanderbewegung in die oberen 5 cm des Bodens gezeigt werden (Bressan et al., 2009a). Von hieraus fliegt
die neue Generation von adulten Schilf-Glasfliigelzikaden wieder in die Zuckerriibenbestinde aus (Bressan
et al,, 2011).

| Sugar beet | Wheat |
June-July September-October January -April June-July

(Year N) (Year N) (Year N+1) (Year N+1)

Abbildung 4. Iebenszyklus der Schilf-Glasfliigelzikade in der Fruchtfolge von Zuckerriben und Winterweizen
(Btessan et al., 2011).

Laut Studien zum Eiablageverhalten der Weibchenist diese, unter kontrollierten Bedingungen in Feldboden
(ehmiger Ton), im Vergleich zu einem Mix aus Torf und Sand (3:1) und einem Mix aus Torf und
naturbelassenem Blihton (3:1), am hiufigsten. Die Weibchen von P. kporinuslegen durchschnittlich 46 Eier
pro Ablage in die obere Bodenschichtin Ritbennihe. Ein Weibchen kann pro Jahr bis zu acht Eiablagen
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produzieren, wobei die meisten Eier in der ersten Eiablage gezihlt werden konnten. Bei ca. 50 % der
untersuchten Weibchen wurden mehr als zwei Eiablagen beobachtet (Pfitzer et al., 2022c).

Wirtspflanzenspektrum

Laut Bestimmungsliteratur besiedelten adulte P. /gporinus urspringlich Schilfrohr (Phragmites anstralis 1..)
(Holzinger et al.,, 2003). In dieser Bestimmungsliteratur wurde der Eiablageort als unbekannt angegeben.
Im Zusammenhang mit dem Ausbruch von SBR wurde P. lporinus erstmals als Adulte und Nymphe an der
Zuckerribe gefunden. Aufgrund der Schwierigkeiten der morphologischen Bestimmung wurde P. Jegporinus
an der Zuckerriibe filschlicherweise zundchstals P. bezeri beschrieben und erstim Jahr 2009 als P. feporinus
identifiziert (Gatineau et al., 2001; Bressan et al., 2009a). Datiiber hinaus wurden vereinzelt Exemplare in
anderen Kulturen wie Sojabohne und Mais gefangen, in welchen aber keine Nymphen gefunden werden
konnten (Bressan et al., 2010).

Die Nymphen von P. kporinus ernihren sich zunichst von den Wurzeln der Zuckerriibenpflanze. Nach der
Ernte wird praxisiblich entweder Winterweizen (im Oktober/November) oder Sommergerste (im
Mirz/ April des Folgejahres) eingesit. Fruchtfolgeversuche im Feld zeigten, dass die Nymphen sich in den
beiden genannten Folgekulturen entwickeln und im néchsten Jahrals Adulte ausfliegen (Bressan et al., 2010;
Pfitzer et al,, 2022a).

Zielsetzung der Arbeit

Diese Arbeit widmet sich der Erforschung der Verbreitung, Biologie und Schadwirkung von P. lporinus und
damit auch der SBR-Infektion im siidwestdeutschen Zuckerriibenanbau. Inhalt dieser Arbeit ist die
Beantwortung von Fragestellungen, die durch den Erkenntnisgewinn den Weg zur Entwicklung effizienter
Kontrollstrategien ebnen. Diese Arbeit soll aufzeigen, welche Anbaugebiete betroffen sind und wie sich die
Verbreitung der Schilf-Glasfliigelzikade und SBR tiber einen Zeitraum von funf Jahren entwickelte. Dartiber
hinaus sollen die Erkenntnisse zur Biologie der Schilf-Glasfliigelzikade Angriffspunkte im Lebenszyklus von
P. Jeporinns zur effektiven Kontrolle liefern. AbschlieBend betrachtet diese Arbeit die Privalenz der
relevanten Erreger und versucht vertieftes Wissen sowie effiziente Diagnostikmethoden zu erarbeiten. Zu

diesem Zweck wurden folgende Themenfelder bearbeitet:
Verbreitungsgebiet der P. leporinus und SBR

In Deutschland, insbesondere im Siidwesten der Bundesrepublik, wurde die Verbreitung der P. Jeporinus
bisher auf Grundlage von einzelnen Abschlussarbeiten verschiedener Universititen und Hochschulen
analysiert. Diese Abschlussarbeiten lieferten Grundlagen zur Einschitzung des Verbreitungsgebietes. Die
Auswertung und Kartierung der vorhandenen Daten sollen Erkenntnisse zum Verbreitungsgebiet und
dessen Entwicklung liefern. Durch die Akkumulation dieses Wissens wird die Bedeutung der
Pflanzenkrankheit und ihres Vektorinsekts verdeutlicht.

Biologie der P. leporinus

Der Lebenszyklus der Schilf-Glasfligelzikade wurde anhand einiger Feldstudien aus Frankreich und anhand
von Abschlussarbeiten in Deutschland untersucht. Zur Analyse der Angriffspunkte im Lebenszyklus,
beispielsweise durch verschiedene Bodenbearbeitungsverfahren oder die Ausbringung entomopathogener
Mikroorganismen, ist Wissen tiber den Aufenthaltsort und Bewegungsdynamik der Nymphen im Boden
notwendig. Um dartiber hinaus die Eignung unterschiedlicher Folgefriichte als Wirtspflanzen zu evaluieren,
wurde die Untersuchung verschiedener Wirtspflanzen unter kontrollierten Bedingungen durchgefiihit
Weiterhin wurde eine neue Wirtspflanze der P. kporinus - die Kartoffel - in der Rheinebene zwischen Mainz
und Mannheim identifiziert. Zur Studie entomopathogener Organismen, was das Ziel des tibergeordneten
Projektes ,,Nachhaltiges Insekten- und Krankheitsmanagement im Zuckerriibenanbau der Zukunft
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(NIKIZ) ist, wird die Beschreibung des Lebenszyklus, die Entwicklung einer Zucht und geeigneter Assays

zur Wirkung dieser Organismen erforderlich.
Schadwirkung der Schilf-Glasfliigelzikade

Insbesondere in der Rheinebene wurden eine hohe Anzahl an P. &porinus und schwere Schadbilder in
Zuckerriiben vorgefunden. Bestehende Studien aus Frankreich und den Elbauen in Ostdeutschland zeigten
den Zusammenhang von P. kporinus mit Stolbur Phytoplasmen auf. Der Fokus auf die weitere Suche nach
Ursachen der Schiaden durch die Zikaden er6ffnet ein erweiterndes Verstindnis des Vektor-Wirts pflanzen-
Pathogenkomplexes in der Region und bedingte die Durchfithrung von Ubertragungsversuchen und
phylogenetischen Untersuchungen der P. /gporinus und der Erreger. Als Methode der Laboranalytik zur
Untersuchung auf eine Infektion mit Arsenophonus ist von einer franzésischen Arbeitsgruppe in den
2000ern eine nested-PCR entwickelt worden. Ziel der Arbeit ist die Entwicklung einer RT-qPCR, welche
cinen erthéhten Probendurchsatz und die Messung der Erregerkonzentration innerhalb der untersuchten

Probe erméglicht.



Uberblick tiber die Ergebnisse

2 Uberblick iiber die Ergebnisse

Diese Dissertation wurde begleitend zum EIP-Agti geférderten Projekt ,,Nachhaltiges Insekten- und
Krankheitsmanagement im Zuckerriibenanbau der Zukunft (NIKIZ) verfasst. In diesem Projekt wurden
mehrere Arbeitspakete an der Justus-Liebig-Universitit GieBen bearbeitet. Diese beinhalteten
Forschungsarbeiten zu Blattliusen, Drahtwiirmern, Russelkifern und Schilf-Glasfliigelzikaden. Die
Arbeiten zu P. lporinus umfasste die Isolation, Bestimmung und Testung entomopathogener Pilze und
Bakterien aus Nymphen und Adulten. Dazu wurden im Rahmen dieser Arbeit Assays zur Testung der
Schadwirkung der Organismen auf P. lporinus entwickelt.

Diese Arbeit greift sowohl auf im Vorfeld generierte Daten des Verbandes der Hessisch-Pfilzischen
Zuckerriibenanbauer e.V. als auch auf fortlaufend durchgefiihrte Feldarbeiten zuriick. Die Ergebnisse der
Forschungsarbeiten zu den drei untersuchten Themenfeldern wurden in drei Publikationen veréffentlicht.
Publikation I'ist nichtin einem peer-reviewed Verfahren erschienen, trigt aber wesentlich zum Verstindnis
des Verbreitungsgebietes von SBR bei, weshalb sie in diese Ubersichtsarbeit eingeflossen ist. In der
nachfolgenden Abbildung 5 sind die verschiedenen Untersuchungen und deren Zugehérigkeit zu den
jeweiligen Themenfeldern und Publikationen dargestellt.

Bearbeitete Themenfelder
Publikation I

Verbreitungsgebiet
Arsenophonus Biologiel:
in Zuckerriiben von Schadwirkung
2017 - 2020
Publikation II Publikation [T

Wanderungsbewegung
der juvenilen P. leporinus Phanologie

der adulten P. leporinus

Die Kartoffel als Wirtspflanze

Phylogenetische Untersuchung
Wirtspflanzenattraktivitit der P [eporinus & Arsenophonus
juvenile P. leporinus
Privalenz der Erreger

in P. leporinus N
Ubertragungsversuche

Lebenszyklus und Entwicklung

der Zucht der P, leporinus Privalenz der Erreger
in Pflanzenteilen

Abbildung 5. Darstellung der durchgefihrten Untersuchungen in den Publikationen dieser Dissertation. Die
Zuordnung zum jeweiligen Themenfeld ist farblich gekennzeichnet.

Im folgenden Abschnitt werden die Themenfelder anhand der untersuchten Fragestellungen vorgestellt.
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Verbreitungsgebiet der P. leporinus

Studien zur Verbreitung von SBR in Zuckerriiben. Durch Vorarbeiten des Verbandes der Hessisch-
Pfilzischen Zuckerriibenanbauer e.V. konnte eine Kartierung laboranalytischer Ergebnisse auf SBR von
symptomatischen Zuckerriiben von 2017 — 2020 erstellt werden. Publikation I zeigt erstmals das
Verbreitungsgebiet von SBR auf Ebene der Landkreise in sechs Bundeslindern. In den Karten wird zudem
die Befallsstirke der Regionen dargestellt. Weiter erfolgte die Auswertung auf einen Befall mit
Vergilbungsviren. Vergilbungsviren in Zuckerriitben werden durch Blattliuse iibertragen, welche seit dem
Verbot der bisher tiblichen Neonikotinoide Beizmittel vermehrt auftreten und Schiden verursachen
(Hossain et al, 2021). Letztlich wurde die Ausbreitung von SBR aus dem Kerngebiet im Landkreis
Heilbronn nach Osten, Westen und Stden gezeigt. Diese Ergebnisse visualisieren die Befallsstirke,
insbesondereim Sidwesten Deutschlands. Sie zeigen den Befall der Zuckerriiben mit Arsenophonus, haben
aber keine Aussagekraft iber die Verbreitung von P. kporinus.

Untersuchung der Phinologie. Um das Verbreitungsgebiet und das zeitliche Auftreten von P. lporinus
im Jahresverlauf zu erfassen, wurde innerhalb des NIKIZ-Projektes ein Leimtafelmonitoring in Hessen und
Rheinland-Pfalz sowie an ausgewihlten Standorten in Baden-Wiirttemberg durchgefithrt. In Publikation 11
und Publikation III wurde das Auftreten der adulten Schilf-Glasfligelzikaden pro Kalenderwoche gezeigt.
In Bickenbach, einem Standozt, der in beiden Publikationen veréffentlicht wurde, ist ein starker Anstieg der
Fangzahlen von 2020 bis 2022 zu beobachten.

Biologie der P. leporinus

Das Wissen tiber die Biologie von P. lgporinus ist stark auf veraltete Literaturangaben begrenzt. Es existieren
keine Studien zum Lebenszyklus. Die vorhandenen Informationen stammen entweder aus der
Bestimmungsliteratur, in welcher die P. Jporinus auf Schilf lebt, oder aus Studien anderer Arten der Familie
der Glasflugelzikaden wie etwa Hyalesthes obsoletus oder Reptalus quingnecostatus. Als SBR in Frankreich auftrat,
wurden Versuche zur Unterbrechung des Lebenszyklus durchgefithrt. Hierbei wurden unterschiedliche
Bodenbearbeitungen und Folgefriichte auf die Auswirkung der Populationsgréfie untersucht. Diese Studien
erfordern das Aufstellen von Kifigen zur Zihlung und Auswertung der ausfliegenden Adulten, welche
extrem heterogen auf den Schligen verteilt sind und daher viele Wiederholungen benétigen. Da die
Flugaktivitit der Adulten tber mehrere Wochen anhilt, bedeutet dies einen ressourcenintensiven
Kifigaufbau und anschlieBend lange Monitoring-Zeitraume. Um aufwandreduziert zu forschen und um
unter kontrollierten Bedingungen Ergebnisse ohne Jahtreseffekte zu erhalten, wurden verschiedene
Versuchsdesigns zur Zucht, zum Lebenszyklus und zur Wirtspflanzenattraktivitit unter kontrollierten
Bedingungen durchgefiihrt und in Publikation II veréffentlicht.

Untersuchungen zur Wanderbewegung der Nymphen im Boden. Zur Bestimmung des Zeitpunktes
der wirksamen Bodenbearbeitung zur Unterbrechung des Lebenszyklus wurde untersucht, bei welcher
Bodentemperatur sich die Nymphen von P. fporinus in der oberen Bodenschicht aufhalten. Diese
Erkenntnis bestimmt den optimalen Anwendungszeitpunkt von Bodenbearbeitungen oder
entomopathogenen Nematoden. Die Auswertung des Messzeitraumes von iiber einem Jahr zeigte, dass die
Nymphen bei einer mittleren Temperatur von 8,6 °C am haufigsten in der obersten Bodenschicht (0 — 10
cm) auftreten. Bei einer Abkiihlung des Oberbodensaufunter 5,6 °C fand eine Abwanderung in die unteren
Bodenschichten (11 — 30 cm) statt.

Untersuchungen zu Wirtspflanzen. Nymphen tiberwintern nach der Ernte der Zuckerriiben im Boden.
Der Zeitpunkt nach der Ernte der Zuckerriiben im Herbst bietet so eine Eingriffsmoglichkeit, in dem eine
Nicht-Wirtspflanze eingesit wird und die Nymphen ohne Nahrung ausgehungert werden kénnten. Auf
dieser Hypothese wurde die Eignung von Mais, Winterweizen und Zuckerriibe als Wirtspflanze fiir
Nymphenstadien der Stadien drei bis finf mit einem speziell fiir diese Fragestellung konzipierten
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Versuchsaufbau untersucht. Die Anzucht der Pflanzen erfolgte in einem hydroponischen System. Im
Versuchsstand wurden die Nymphen in gleicher Entfernung zu allen Pflanzenarten ausgesetzt und deren
Bewegungsrichtung tiber mehrere Stunden an definierten Zeitpunkten gemessen. Das Ergebnis dieser
Untersuchung war, dass die Nymphen eine héhere Priferenz hinsichtlich Mais und Zuckerriiben gegeniiber
Winterweizen zeigten. Die Attraktivitdit von Mais und Zuckerriibe unterschied sich im durchgefiihrten
Experiment nicht signifikant. Die Ergebnisse wurden in Publikation II beschrieben.

Beschreibung einer neuen Wirtspflanze. Die Entdeckung der Kartoffel (Solanum tuberosum 1..) als weitere
Wirtspflanze von P. /lporinus ist ein weiterer Baustein fir das Verstindnis des Pathogen—Vektor—
Wirtspflanzenkomplexes. Die Funde wurden bildlich dokumentiert und in Publikation III ver6ffentlicht.
Aus den Erkenntnissen wurde eine neue Grafik zum Lebenszyklus der Schilf-Glasfliigelzikade angefertigt.
Molekulare Identifikation der Art. Um die Ubereinstimmung der Art und damit die Besiedlung der
Kartoffel durch P. lporinus nachzuweisen, wurden aus der Literatur bekannte Primerpaare Barbara und Dik
(Simon et al,, 2000) zur Amplifikation eines 972 bp-langen Abschnitts der Cytochrom c oxidase Untereinheit
Tund IT mittels PCR amplifiziert. Nach der Aufreinigung mit Exonuclease und Shrimp Alkaline Phosphatase
(SAP) erfolgt die Sequenzierung durch Eurofins Genomics (K6ln, Deutschland). Die Ergebnisse wurden
mit vorhandenen Sequenzen in einem phylogenetischen Stammbaum verglichen und in Publikation III
ver6ffentlicht. Die Sequenzen wurde in der Datenbank des National Center for Biotechnology Information
(NCBI) unter den Accession numbers OQ420381—0Q420405 zur Verfigung gestellt und in Publikation
III ver6ffentlicht.

Untersuchungen zur Morphologie und zum Lebenszyklus. Bislang sind keine morphometrischen
Aufzeichnungen oder Merkmale der einzelnen Entwicklungsstadien bekannt. Markante
Identifikationsmerkmale der Stadien sind die Korperlinge und die Kopfbreite der Nymphen. Die
Gesamtlinge (lateral) variiert zwischen 936 pm und 4126 um. Die Kopfbreite liegt zwischen 254 um und
968 pm. Eine Unterscheidung zwischen den Stadien ist durch die Farbinderung und Verformung des
Rickenschildes moglich.

Da keine Daten zu der Entwicklung der Tiere vorlagen, wurden Individuen im Klimaschrank gehalten und
deren Entwicklung dokumentiert. Zusitzlich wurden Zeichnungen und Fotoaufnahmen der einzelnen
Stadien angefertigt. Die Ergebnisse zum Entwicklungszyklus von P. kporinus wurden ebenfalls in Publikation
II verotfenticht.

Entwicklung einer Methode zur Zucht. Die Haltung der Zikaden istdie Grundlage fiir die Durchfithrung
von Versuchen zur Attraktivitit verschiedener Wirtpflanzen, dem Lebenszyklus und zur Testung von
entomopathogenen Pilzen, Bakterien und Nematoden. Die Zucht von P. kporinus wurde im Gewichshaus
in Kifigen durchgefithrt. Die Haltung der Adulten erfolgte auf sechs bis acht Wochen alten
Zuckerriibenpflanzen der Sorte Annarosa KWS. Die Zuchtbedingungen in der Kammer wurden auf 26 °C
und 60 % Luftfeuchte eingestellt. Die Beleuchtung wurde in einem Rhythmus von 16:8 h Licht eingestellt.
Eine wichtiger Erfolgsfaktor der Zucht war dabei die Verwendung von Tonkugeln als Pufferzone, um die
optimalen Temperatur- und Feuchtigkeitsverhiltnisse im Zuchtgefil3 zu erreichen. Dariiber hinaus konnten
die Weibchen unter den Tonkugeln die Eiablage ungestort durchfihren. Die Zuchtmethode wurde in
Publikation II ver6ffentlicht.

Schadwirkung der P. leporinus

Bakterielle Infektion in P. leporinus und Pflanzenteilen. Im siidwestdeutschen Monitoring wurden
standardmilBig Zuckerriiben auf ecine Infektion mit Arsenophonus untersucht, da dieser in
vorausgegangenen Untersuchungen der vorherrschende Krankheitserreger war. Dabei ist auch darauf
hinzuweisen, dass in bisherigen Untersuchungen Proben aus Deutschland vor allem in den Elbauen Stolbur
Phytoplasmen in geringem Umfang nachgewiesen wurden (Pfitzer, 2019). Untersuchungen aus dem Jahr
2020 (Publikation I) ergab eine Privalenz des Arsenophonus in P. /porinus zwischen 38 und 75 %. Da in
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cinigen Regionen die Privalenz von Arsenophonus auffallend geringer war als die beobachteten
Symptomausprigungen erwarten lieBen, wurden die Proben im Rahmen der votliegenden Arbeit zusitzlich
auf das Vorkommen von Stolbur Phytoplasmen analysiert und an einem Standort cine sehr hohe
Infektionsrate (> 90 %) der untersuchten Zikaden festgestellt. Die Ergebnisse von vier Standorten wurden
in Publikation II ver6ffentlicht. Mit dem Fund der P. kporinus in Kartoffeln wurden Zikaden, Zuckerriiben
und vergilbte bzw. abgestorbene Kartoffelpflanzen und ihre Tochterknollen auf Arsenophonusund Stolbur
Phytoplasmen untersucht. Dies war der erste Fund von Arsenophonusin Kartoffeln, welcher in Publikation
III ver6ffentlicht wurde.

Ubertragungsversuche der Erreger auf Zuckerriben und Kartoffeln. Die Ubertragung von
Arsenophonus auf Zuckerriben wurde bereits durch Versuche mit Adulten und Nymphen der P. lporinus
gezeigt. Der Nachweis der Transmission von Stolbur Phytoplasmen auf Zuckerriiben wurde mit Winden-
Glasfliigelzikaden gezeigt. In Publikation III wird die Transmission von Arsenophonus durch die P. lporinus
auf Kartoffeln und die Transmission von Stolbur Phytoplasmen auf Zuckerriiben durch diese beschrieben.
Entwicklung ressourcensparender Labormethoden. Bislang wurde der Nachweis von Arsenophonus
mittels einer nested PCR erbracht. Das spezifische Primerpaar, Alb1 und Olivl, wurde zur Identifikation
von Arsenophonus mittels einer RISA (tfDNA internal spacer analysis) entwickelt (Sémétey et al., 2007a).
Der Fingerprintist nach der Gelelektrophorese dieses PCR-Produktes anhand von vier DN A-Fragmenten
zwischen 517 und 1018 Basenpaaren lang. Fur diese Laboranalytik ist also eine zweifache PCR und eine
Gelelektrophotrese notwendig.

Um die SBR-Analytik effizienter zu gestalten und Erregerkonzentrationen in Zikaden und Zuckerriiben
bestimmen zu kénnen, wurde ein sondenbasiertes, quantitatives Realtime-PCR (qRT-PCR) Verfahren fiir
die Erreger Candidatus Arsenophonus phytopathogenicus und Candidatus phytoplasma solani entwickelt. Das
Target des designten Primerpaares liegt innerhalb der 16S ribosomalen RNA-Sequenzen der beiden
Bakterien. Die verwendeten Sonden binden bei der Amplifikation innerhalb der Sequenz unter Abspaltung
des Farbstoffs FAM. Als Quencher wurde TAMRA verwendet. Als passiver Referenzfarbstoff im
Mastermix wurde ROX eingesetzt. Die Primer wurden zuvor auf Sensitivitit und Spezifitit fur
Arsenophonus und Stolbur Phytoplasmen getestet.

Zur Quantifizierung der Konzentration wurde eine Standardkurve einer bestimmten Zielsequenz mithilfe
von Plasmiden erstellt. Die aufgereinigten Amplikons wurden in einen pGEM®-T Easy Plasmidvektor
kloniert und in Escherichia coli Bakterien transformiert, welche anschlieBend auf mit 100 pg/ml Ampicillin
versetzten MacConkey Agarplatten und in mit 10 pg/ml Ampicillin versetztem LB-Medium kultiviert
wurden. AbschlieBend wurden die Plasmide aus der Bakterienkultur mittels eines Plasmidaufreinigungskits
isoliert (NEB Plasmid Purification Kit). Die DNA-Konzentration wurde durch Spektralphotometrie
gemessen und anhand der Plasmidsequenz die Anzahl der Plasmide bestimmt und eine entsprechende
Verdiinnungsreihe hergestellt. Zusitzlich wurde innerhalb der Arbeitsgruppe ein verbessertes Protokoll zur
DNA-Extraktion mittels CTAB erarbeitet (Doyle und Doyle, 1987; Rinklef, 2022).
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3 Diskussion

Das Verbreitungsgebiet der P. leporinus dehnt sich nach Norden aus

Seit der ersten Untersuchung zum Verbreitungsgebiet von P. /porinus in deutschen Zuckerriiben in Baden-
Wiirttemberg im Jahr 2013 wurde die Verbreitung in unterschiedlichen Abschlussarbeiten und seit 2020 im
NIKIZ-Projekt untersucht (Schwaderer, 2014; Hinkel-Stallmann, 2019; Rinklef, 2019; Hiuser, 2019; Pfitzer
et al,, 2019; Behrmann, 2020; NIKIZ-Projekt, 2023).

Im Jahr 2013 wurde ein Monitoring auf sechs Schligen im Landkreis Heilbronn durchgefiihrt, wobei pro
Leimtafel 6,5 P. kporinus gefangen wurden (Schwaderer, 2014). Die im Jahr 2018 erfolgten Untersuchungen
zeigten Fangergebnisse des zwanzigfachen an adulten Zikaden (Pfitzer, 2019; Hinkel-Stallmann, 2019). Das
Ausbreitungsgebiet hatte sich zudem von Heilbronn bis in die Siidpfalz (Rheinland-Pfalz) ausgedehnt. Im
Jahr 2018 wurden keine Zikaden im Landkreis Alzey-Worms und Mainz-Bingen gefangen (Hinkel-
Stallmann, 2019). Im Jahr 2020 wurden im Rahmen des NIKIZ-Projektes an einem Standortin Riedstadt
im Landkreis BergstraBe (Hessen) durchschnittlich 4,4 P. lporinus / Leimtafel gefangen, damit war die Zahl
vergleichbar mit dem Befallsdruck in Baden-Wiirttemberg 2013. Im Jahr 2022 hat sich die Fangzahl in
Riedstadt, exemplarisch fiir die Region, verdoppelt. Die in Publikation II gezeigte ansteigende Zahl der
Befallszahlen vom Jahr 2020 auf 2021 im Raum Alzey-Worms und Bergstralle (Hessen) wurde im Jahr 2022
fortgesetzt. Insbesondere am Standort Dexheim ist die Ausbreitung der P. Jporinus ertkennbar. Im Jahr 2020
wurde hier in einem Flugzeitraum von 9 Wochen (Untersuchungszeitraum 22 Wochen) 1,1 P. leporinus /
Leimtafel gefangen. Waren es im Jahr 2022 in einem Flugzeitraum von 14 Wochen
(Untersuchungszeitraum 22 Wochen) 8,3 P. leporinus / Leimtafel.

Im Rhein-Main-Gebiet wurden im Auswertungszeitraum von Mai bis September 2022 rund 600 Zikaden
pro Leimtafel gefangen. Damit war der Befallsdruck in dieser Region etwa 76-mal so hoch, wie 2013 im
Kraichgau (Hinkel-Stallmann, 2019; Rinklef, 2022). In Baden-Wiirttemberg (Heilbronn) blieb der
Befallsdruck mit etwa 66 -133 Zikaden pro Jahr auf dhnlich hohem Niveau wie 2019.

Abschlieend konnte im Rahmen dieser Arbeit die Ausbreitung von SBR in Zuckerriiben im Zeitraum von
2017 bis 2020 gezeigt werden. Weiterhin wurde im NIKIZ-Projekt und dieser Arbeit die Ausbreitung der
P. leporinus in Rheinland-Pfalz und Sidhessen, insbesondere nach Norden, dokumentiert.

Klimawandel beeinflusst Phinologie der P. leporinus

Arten in der Familie der Glasfligelzikaden wie P. /gporinus sind in der Regel univoltin, d. h. sie reproduzieren
sich pro Jahr mit einer Generation (Biedermann und Niedringhaus, 2004). Die erste Veréffentlichung von
Flugaktivititen von P. /lgporinus in Zuckerriben stammen aus den Jahren 1999 und 2000 in Frankreich
(Bressan et al., 20092). Hier wurden erste P. Jporinus in Zuckerriiben Ende Juni gefangen, der Flugzeitraum
endete Ende Juli. In den ersten deutschen Untersuchungen im Jahr 2018 wurde der Flugbeginn auf Ende
Mai datiert (Pfitzer, 2019). Die Untersuchung von Klebefallen in Publikation III zeigen keinen friheren
Flugbeginn, aber einen verlingerten Flugzeitraum mit einem zweiten Flugh6hepunkt Ende August. In dieser
Woche wurden erneut tUber 60 adulte P. /Jgporinus pro Klebefalle gefunden. Seit 2018 konnten
Untersuchungen zwar einzelne Individuen (< 20 P. leporinus /Standort) Ende August oder im September
fangen (Publikation II), der zweite FlughShepunkt einer zweiten Generation wie er 2022 in Bickenbach
gemessen wurde (Publikation III) ist das zweite Mal in fiinf Jahren nachgewiesen worden (Pfitzer et al.,
2019).

Obwohl die Verinderung des Voltinismus einer Art durch mehrere Faktoren, wie beispielsweise fehlenden
Niederschlag (Bonal et al., 2015) oder die an Anpassung an veranderte photoperiodische Signale (Urbanski
et al, 2012), eingeleitet werden kann, ist es am haufigsten die Anpassung an verinderte Temperaturen
(Buckley, 2022; Gutiérrez und Wilson, 2021; Baker et al., 2015). Der Rheingraben zihlt zu den wirmsten
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Regionen Deutschlands (Deutscher Wetterdienst, 2023b). Insbesondere im Sommer 2022 waren die
Temperaturen in Mannheim + 2,3 °C hoher als im Jahresmittel von 1991- 2020 (Deutscher Wetterdienst,
2023a). Unter diesen Bedingungen bildeten die P. /gporinus in Bickenbach sowie beispielsweise der
Buchdruckerkifer (Ips typographus) in Nordeuropa oder der Maisbohrer (Chilo partellus) in Afrika zwei statt
einer Generation aus (Jénsson et al.,, 2009; Khadioli et al,, 2014).

Diese Erkenntnis istvon gro3er Bedeutung, da Kontrollstrategien durch die zweite Generation ein erhéhtes
Zikadenaufkommen, nicht nur Mitte Juni (Kalenderwoche 25) (Publikation II), sondern zusitzlich ein
Autkommen Ende August (Kalenderwoche 35) (Publikation III) berticksichtigen sollten. In einer 50-
jahrigen Studie tber das Migrationsverhalten von Blattliusen konnten die Phinologie anhand der
akkumulierten Tagtemperaturen iiber 16 °Cund der ,,North Atlantic Oscillation® (NAO) modelliert werden
Bell et al, 2015). Um die Entwicklung der P. leporinus und damit Bekimpfungszeitpunkte zielsicher
einzuschitzen, kdnnte ein Modell zur Einschitzung der Phinologie entwickelt werden. Die Auswirkungen
dieser Verinderungen im Voltinismus der P. kporinus ist heute ungewiss. Wihrend eine zweite Generation
die Anzahl der Individuen und damit auch den Krankheitsdruck erth6hen kann (Bentz et al., 2010), ist es
ebenso mdéglich, dass die zweite Generation negative Auswirkungen auf die Populationsgré3e hat. Bedingt
durch die spite Eiablage, konnten die Insekten daran gehindert werden das kiltetolerante Stadium zu

erreichen, welches relevant fiir die Uberwinterung ist (Chinellato et al., 2014).

Kartoffel als weitere Wirtspflanze von P. leporinus

Als urspringliche Wirtspflanze von P. lporinus wurde das Schilfrohr (Phragmites australis) beschrieben. Bis
heute sind die Umstinde des Wechsels vom Schilfrohr zur Zuckerriibe unklar (Bressan et al., 2009a). Um
mehr tGber die evolutionsbiologischen Entwicklungsspringe der P. lporinus herauszufinden, wire es
interessant, nach P. /gporinus-Stimmen zu suchen, die noch im aquatischen oder semiaquatischen Schilfrohr
endemisch sind, und sie mit Stimmen zu vergleichen, die sich an die Zuckerriibe und Kartoffel angepasst
haben.

Die Entdeckung der Erweiterung des Wirtspflanzenkreises von P. lporinus auf die Kartoffel erh6ht das
Schadpotenzial fiir Zuckerriiben, da Kartoffeln auch Wirtspflanzen fiir Stolbur Phytoplasmen sind. Die
Besiedlung von Kartoffeln durch P. lporinus wurden durch Probenahmen an Knollen und Kescherfingen
im Feld, sowie die Saugaktivitit und die Eiablage der adulten P. lporinus sowie das Schliipfen und Ubetleben
der Nymphen an Kartoffelpflanzen bzw. -knollen im Gewichshaus gezeigt (Publikation III). Um zu zeigen,
dass es sich bei den gefundenen Insekten in Kartoffeln und Zuckerriiben um P. kporinus handelt, wurde ein
phylogenetischer Stammbaum mit Abschnitten der COI und COII-Sequenzen und Referenzsequenzen von
P. leporinus, H. obsoletus und Cixins sp. verglichen (Publikation II) und festgestellt, dass es sich bei den
gefundenen Individuen um P. /porinus handelt.

Basierend auf unseren Erkenntnissen, haben wir den Lebenszyklus fiir in Deutschland vorkommende
P. leporinus aktualisiert (Abbildung 6) und zusitzlich zur Zuckerriibe die neue Wirtspflanze Kartoffel fiir
Nymphen und Adulte im Sommer als auch die mogliche Reproduktion in einer zweiten Generation
dargestellt. Dartiber hinaus werden dort Informationen zum Eiablageverhalten und zur Bewegung der
Nymphen im Boden bei unterschiedlichen Temperaturen gegeben.

Derzeit liegen keine Verdffentlichungen tber Stolbur Phytoplasmen in deutschen Kartoffel-Anbaugebieten
vor. Daher stellen sich folgende Leitfragen, die in zukiinftigen Forschungsarbeiten beantwortet werden
sollten: Welche der Wirtspflanzen besiedelt die Schilf-Glasfliigelzikade bevorzugt? Wird die
Entwicklungsgeschwindigkeit durch die hoheren Temperaturen und feuchten Bedingungen im
Kartoffeldamm beeinflusst? Um die Eignung von Zuckerribben und Kartoffeln als Wirtspflanzen zu
vergleichen, sind Langzeitversuche zum Lebenszyklus erforderlich, um die Phinologie von P. lkporinus in
Kartoffeln genauer zu beschreiben.
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Abbildung 6. Aktualisierter Lebenszyklus von in Deutschland vorkommenden P. /eporinus anhand der
Forschungsergebnisse dieser Dissertation (Publikation IIT).

Studien zur Biologie zeigen Mboglichkeiten zur Unterbrechung des
Lebenszyklus auf

Um potenzielle Schwachstellen im Lebenszyklus von P. lporinus zu identifizieren, ist das Wissen um den
Entwicklungszyklus im Feld von hoher Wichtigkeit. Die mit zwei bis drei Monaten lange Flugzeit von
P. leporinus ist die grof3te Herausforderung bei der Suche nach geeigneten Bekdmpfungsstrategien, da eine
Applikation chemischer Insektizide keine Langzeitwirkung aufweist und in ihrer Applikationszahl gesetzlich
begrenzt ist (Behrmann, 2020) .

Bisherige Kontrollansitze basieren beispielsweise auf der Unterbrechung des Lebenszyklus der Nymphen
im Boden. Hierfir wurden unterschiedliche Bearbeitungsmethoden nach der Ernte der Zuckerritben
untersucht. In den Studien wurde in Feldversuchen der Einsatz von Grubber und Pflug direkt nach der
Ernte der Zuckerriiben sowie im Frihjahr nach der Winterpause studiert (Bressan, 2009; Pfitzer et al,
2022a). Durch die Bearbeitung des Bodens soll der Lebensraum gestort und damit der Entwicklungszyklus
unterbrochen werden. Um zunichst ein geeignetes Zeitfenster zur Bodenbearbeitung zu bestimmen, wurde
eine Untersuchung zur Lokalisierung der Nymphen in Abhingigkeit von der Bodentemperatur
durchgefiihrt. Zuvor wurde anhand von Probenahmen im September, vor der Zuckerriibenernte, und im
Mai, kurz vor dem Auftreten der adulten Tiere, gezeigt, dass sich die Nymphen von P. fgporinus unterirdisch
entwickeln und sich durch verschiedene Bodenschichten bewegen (Bressanetal,, 20092). Unsere Exrgebnisse
der wochentlichen Probenahmen zeigen, dass die Nymphen in den Oberboden (0-10 cm) wandern, wenn
die Temperatur durchschnittlich 8,6 °C erreicht, was die Mdéglichkeit bietet, das Pfliigen als Mittel zur
Unterbrechung des Lebenszyklus im Rahmen eines integrierten Schidlingsbekimpfungsprogramms
einzusetzen. Die Zuckerriiben werden zwischen September und November geerntet, wenn die
Bodentemperatur in unseren Untersuchungsgebieten von durchschnittlich 13,7 °C auf 6,6 °C sinkt, so dass
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das Pfliigen in 20 cm Tiefe kurz nach der Ernte eine praktikable Strategie darstellen kénnte, um die
Entwicklung der Nymphen zuadulten Insekten zu unterbrechen. Die Ergebnisse zeigen, dass die Nymphen
selbst dann noch aktiv waren, wenn die Bodentemperatur in 10 cm Tiefe auf 0 °C sank, ahnlich wie bei
anderen fulgoromorphen Arten wie Hyalesthes obsoletns (Sforza et al., 1999).

Neben der Lokalisation der Nymphen im Boden sind auch Studien zur Wirtspflanzenpriferenz der
Nymphen fiir die Entwicklung von Kontrollstrategien und der Zucht von Bedeutung. Fir die Zucht ist es
von Relevanz, dass Zuckerriiben fir Nymphen attraktiver sind als Winterweizen, sodass es nicht notwendig
ist, unterschiedliches Wirtspflanzenmaterial bereitzustellen. Im Zuge der Untersuchungen zur
Unterbrechung des Lebenszyklus wurden auch unterschiedliche Wirtspflanzen als Folgefrucht im Feld
untersucht. Diese Studien zeigten, dass die Einsaat von Mais, im Mai des nach der Ernte folgenden Jahres,
die Population von ausfliegenden Adulten reduzieren kann (Pfitzer et al., 2022a). Kombiniert mit unseren
Erkenntnissen bedeutet dies, dass nicht die Einsaat von Mais als Folgefrucht die Ursache fiir die Reduktion
der Population ist, sondern die lange Brache des Bodens von Oktober bis Mai. Die Nymphen scheinen
nichtin der LLage zu sein, ohne Wirtspflanze im Frihjahr die Entwicklung zu Adulten vollziehen zu kénnen.
Der Anbau von Nachfriichten ist jedoch ratsam, da durch die Bodenbedeckung und Durchwurzelung tiber
den Winter die Nitratauswaschung um bis zu 70 % vermindert wird (Tonitto et al., 2006). Um ein grof3eres
Spektrum an mdoglichen Wirts- und Feindpflanzen zu untersuchen, kénnte eine Festphasen-
Mikroextraktion-Gaschromatographie-Massenspektrometrie  in  Kombination mit einer Elektro-
antennografie durchgefiihrt werden (Robert et al., 2012; Barata et al., 2000), um Lock- beziechungsweise
Repellentwirkungen der Zikade auf unterschiedliche Kulturpflanzen zu untersuchen.

Laborzucht als Grundlage fiir weitere biotechnologische Studien

Fiar zwel Arten der Familie der Glasfliigelzikaden (Cixiidae) wurden bereits Protokolle zur Laborzucht
verbffentlicht. Erstes Beispiel hierfiirist H. obsoletus welche seit Mitte des letzten Jahrhunderts als ein Vektor
von Stolbur Phytoplasmen in Nachtschattengewichsen, insbesondere Kartoffeln bekannt ist (Suchov, K.C.
& Vovk, A M., 1948). Dartiber hinaus wurde H. obsoletus in Deutschland in den 2000er Jahren als Vektor
der Schwarzholzkrankheit (Bois noir), einer der bedeutendsten Krankheiten im Weinbau, bestitigt. Die
Schwarzholzkrankheit wird ebenfalls durch Phytoplasmen verursacht und zeigt eine Schadwirkung durch
Vergilbung und Rotverfirbung der Blitter (Maixner et al., 1995). Derzeit ist die Schwarzholzkrankheit eine
weitverbreitete Pflanzenkrankheit in serbischen Weinanbaugebieten (KKosovac et al., 2019). Genauso wie P.
leporinus ist H. obsoletns in der Lage sich von unterschiedlichen Wirtspflanzen, wie Brennnessel, Lavendel,
Ackerwinde oder Weinrebe, zu erndhren (Johannesen et al, 2008). Im Rahmen der Erforschung zur
Bekimpfung von H. obsoletus in Lavendel wurde ein Protokoll zur Zucht unter kontrollierten Bedingungen
verbffentlicht (Sforza et al, 1999). Die zweite Art der Glasfliigelzikaden, fiir die ein Protokoll zur Zucht
entwickelt wurde, ist die tropische Glasfligelzikade Haplaxinus crudus (Beltran-Aldana et al., 2020), welche
das Phytoplasma Candidatus Phytoplasma asteris iibertrigtund damitdie letale Vergilbungskrankheitder Ol-
Palmen (lethal wilt of oil palm) auslést (Alvarez et al., 2014).

Die in dieser Dissertation entwickelten Protokolle fir die Laborzucht von P. lporinus etleichterten nicht nur
die hier beschriebenen Studien zum Lebenszyklus, sondern werden auch zukiinftig die Analyse von
Merkmalsparametern ermdglichen, die zur Modellierung der Ausbreitung und der Phinologie der Schilf-
Glasfliigelzikade genutzt werden kénnen. Dariiber hinaus ist die kontrollierte Aufzucht unter Labor- und
Gewichshausbedingungen von P. kporinus notwendig, um Bioassays fir die Entwicklung biologischer und
umweltfreundlicher Bekdimpfungsmethoden durchzufithren. Wie auch in der Literatur fiir H. obsoletus
beschrieben, bendtigt P. lporinus einen sicheren Eiablageort (Sforza et al,, 1999). Unsere Methode weist
diesen durch die Verwendung von Tonkugeln als deckende Schicht im Ribentopf auf.
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Die Schadwirkung von Candidatus Arsenophonus phytopathogenicus

Die den frihen 1990er Jahren durchgefiihrte Studien zeigten, dass eine Infektion von Zuckerriiben mit
Arsenophonus einen geringeren Zuckergehalt bedeutete (Gatineau et al., 2001). Es wurde gezeigt, dass
dieses Bakterium durch P. kporinus auf Immergriin (IVinca minor L) und Zuckerriiben tibertragen werden
kann. Die phylogenetische Analyse dieses Bakteriums zeigte eine enge Verwandtschaft zu Phlomobacter
fragariae (Sémétey et al., 2007c). P. fragariae ist die derzeit einzige andere bekannte Art aus dem Genus
Arsenophonus mit phytopathogenen Eigenschaften. Das Krankheitsbild, welches durch P. fragariae
ausgel6st wird, hei3t ,,Marginal chlorosis disease of strawberry™ und spielt in West-Frankreich seit den
spiten 1980er Jahren und in jingerer Vergangenheit auch in Japan eine bedeutende Rolle (Nourrisseau,
1993; Tanaka et al,, 2000). Das Vektorinsekt fiir P. fragariae in Frankreich ist die Pfriemen-Glastligelzikade
Cixcius wagneri (Danet et al., 2003; Danet et al., 2004).

Sowohl Untersuchungen aus Frankreich (Bressan et al., 2008) als auch unsere Studien aus den Jahren 2020,
2021 und 2022 (Publikation II und Publikation III) zeigen, dass mindestens 60 % der untersuchten
P. leporinus eine Infektion mit Arsenophonus aufwiesen. Hervorzuheben ist, dass die Weitergabe des
Bakteriums auf Nachkommen infizierter Weibchen méglich ist, es also zu einer vertikalen Transmission
kommt (Bressan et al., 2009b). Hier bildet 4. phytopathogenicus keine Ausnahme, da mehrere Arsenophonus-
Symbionten hauptsichlich miitterlicherseits weitergegeben werden (Wilkes et al.,, 2011). Adulte Minnchen
und Weibchen, genauso wie Nymphen, konnen iiber ihre gesamte Lebensspanne Arsenophonus auf
Zuckerriibensimlinge iibertragen (Bressan et al., 2009b). Eine Ubertragung von Arsenophonus durch
P. leporinus auf Kartoffeln ist moglich (Publikation III).

90 % der untersuchten Kartoffel- und Zuckerriibenproben wurden positiv auf Arsenophonus getestet
(Publikation III). Es wurden zunichstdie Wurzelspitzen von Zuckerriiben und Kartoffelknollen untersucht
Die Probenahme der Kartoffelknollen erfolgte im September, also am Ende der Vegetationsperiode.
Simtliche Proben zeigten symptomatische Gummiknollen. Gummiartigkeit ist bei Riben eines der
bekannten Symptome des Befalls mit Stolbur Phytoplasmen (Curéi¢ et al, 2021). Studien zur
Charakterisierung der Symptome und Quantifizierung verursachten Schiden durch Arsenophonus in
Kartoffeln sind erforderlich, um das Schadpotenzial einschitzen zu kénnen.

Die Privalenz von Arsenophonus in anderen Kartoffelanbauregionen ist unbekannt und sollte untersucht
werden, um geeignete EindimmungsmalBnahmen zu erméglichen. Die Kultivierung der Bakterienart in
Nihrmedien wire sinnvoll, um das Krankheitsbild in Zuckerriiben und die Schadwirkungen von
Arsenophonus auf das Wachstum von Kartoffeln erforschen zu kénnen, und um die Henle-Koch “schen
Postulate zu etfiillen. Dies gelang fiir eine verwandte Art aus der dem Genus Arsenophonus, Arsengphonus
arthropodicus (Dale et al., 2006). Weiterhin missen die Auswirkungen der Besiedlung der Kartoffel untersucht
werden. Hier stellen sich folgende Leitfragen: Wie wirkt sich eine Infektion mit Arsenophonus auf die
Ertragsmenge und -qualitit der Kartoffeln aus? Welche weiteren Vektoren infizieren sich gegebenenfalls in
der Kartoffelkultur?

Dartiber hinaus bleibt die Frage offen, ob Arsenophonus in Kartoffeln iiber das Pflanzgut ibertragbar ist.
Dieses ist bei Stolbur Phytoplasmen der Fall (Crosslin et al.,, 2011). Die Ubertragbarkeitiiber Pflanzgut stellt
eine Gefahr fiir die Verschleppung der Infektion in andere Regionen dar und ist somit eines der dringlichen
Folgeprojekte auf diesem Gebiet.

Die Schadwirkung von Candidatus Phytoplasma solani

Phytoplasmen verursachen in zahlreichen europiischen Gemiisekulturen grof3e wirtschaftliche Schiden
(Girsova etal, 2016; Gaudin etal,, 2011; Crosslin etal., 2011; Carraro etal., 2008). In Zuckerriiben spielen

Stolbur Phytoplasmen vor allem in Serbien eine bedeutende Rolle (Curci¢ et al., 2021). Vor kurzem wurde
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die Entdeckung der letalen Auswirkungen des gemeinsamen Auftretens von Candidatus phytoplasma solani
und des bodenbiirtigen Pilzes Macrophomina phaseolina in Zuckerriiben veréffentlicht (Duduk et al., 2023).
In Sidwest-Deutschland wurden im Jahr 2021 Stolbur Phytoplasmen erstmals in mehr als 15 % einer
P. leporinus-Population, namlich in tiber 90 % der untersuchten Zikaden gefunden (Behrmann, 2020; Pfitzer
et al, 2019). Die Infektion der Rilben mit Stolbur Phytoplasmen ist deshalb von Bedeutung, weil die
Reduktion von Zuckergehalt (Brix) und mittlerer Pfahlwurzelbiomasse der Zuckerriiben bei einer Infektion
mit Stolbur Phytoplasmen stirker ausgeprigt sind als bei einem Befall mit Arsenophonus (Bressan et al.,
2008). In den deutschlandweiten Untersuchungen der Ritben von 2017 — 2020 (Publikation I) wurde
ausschlieBlich das Vorkommen von Arsenophonus untersucht. Seit der Veréffentlichung von Publikation
II erfolgte eine Anderung der bisherigen Praxis, da symptomatische Zuckertiiben bisher ausschlieBlich auf
eine Infektion mit Arsenophonus getestet wurden.

Die Ubertragung von Stolbur Phytoplasmen durch P. kporinus auf Pflanzen wurde bisher nicht untersucht.
In vorhergehenden Studien wurde H. obsoletns verwendet, um die Ubertragung von Stolbur Phytoplasmen
auf Zuckerriiben zu bestitigen, da zum Studienzeitpunkt keine mit Stolbur Phytoplasmen infizierten
Exemplare von P. leporinus zur Verfiigung standen (Bressan et al., 2008). Um zu untersuchen, ob P. kporinus
Zuckerriiben mit Stolbur Phytoplasmen infizieren kénnen, wurden Ubertragungsversuche durchgefiihtt.
Nymphen der P. lporinus ibertrugen binnen 64 Tagen Stolbur Phytoplasmen auf Zuckerriiben (Publikation
II). Die Ubertragung von Stolbur Phytoplasmen innerhalb der Insektenpopulation hingt in vielen Fillen,
anders als die Ubertragung von Arsenophonus, von der horizontalen Ubertragung durch Vektorinsekten ab
(Bressan et al., 2008; Hogenhout et al., 2008). Dennoch sind auch Arten bekannt, bei denen das Stolbur
Phytoplasma transovatiell weitergegeben wird (Alma et al, 1997). Untersuchungen zur Lokalisation der
Stolbur Phytoplasmen in regional auftretenden Arten der Glasfligelzikaden, wie H. obsoletus oder P. leporinus,
sind dringliche Folgeprojekt, um das Schadpotenzial in Kartoffeln einschitzen zu kénnen.

Es wire weiterhin wichtig zu untersuchen, ob die Saugaktivitit der Nymphen an infizierten Pflanzen vor
dem Winter ausreicht, um Stolbur Phytoplasmen aufzunehmen, und ob die Latenzperiode bis zum Ausflug
im nichsten Frithjahr anhilt. Weiterhin wire es mdglich, dass eine Aufnahme des Bakteriums von einer
Reservoir-Pflanze zu Beginn der Vegetationsperiode erforderlich ist. Als Reservoir-Pflanzen fir Stolbur
Phytoplasmen sind Ackerbeikriuter wie Ackerwinde (Comvolvus arvensis L.), Brennnessel (Urtica dioica L.),
Ackerkratzdisteln (Cirsinm arvense L.) oder Wilde Mohrenhirse (Sorghum balepense 1..) bekannt (Riolo et al.,
2007; Navratl et al, 2009; Jovi¢ et al, 2009). Insbesondere im Zusammenhang mit der Winden-
Glasfliigelzikade spielen Brennnesseln und Ackerwinden eine wichtige Rolle. An der Wurzel dieser
Pflanzenarten wurden Nymphen der Winden-Glasfligelzikade gefunden. Es wurde beobachtet, dass durch
die Erweiterung des Wirtspflanzenkreises von Hyalesthes obsoletus auf Brennnesseln und Ackerwinde die
Verbreitung des Stolbur Phytoplasmen und damit das Krankheitsbild Bois noir in deutschen und
franzdsischen Weinbaugebieten voranschritt (Johannesen etal,, 2008). Die Studie dieser Beikrautarten als
Zwischenwirte fiir die Schilf-Glasfligelzikade konnte erkliren, wie es zu dem sprunghaften Anstieg der
Stolbur Phytoplasmen in der Rheinebene kam.

Stolbur Phytoplasmen sind in Kartoffeln mehrfach als Ausloser von Krankheitsbildern nachgewiesen
wotden (Jovi¢ et al, 2011; Mori et al, 2013; Mitrovi¢ et al, 2015). Infektionen mit jeweils beiden
Phytopathogenen konnten sowohlin P. /gporinus, Zuckerriben als auch Kartoffeln nachgewiesen werden
(Publikation II und Publikation III). Es liegen bisher keine Daten iber die Auswirkungen von
Doppelinfektionen auf Zuckerriibenertrige und Kartoffelqualititen vor. Weitere Studien sind erforderlich,
um die Wechselwirkungen zwischen diesen Krankheitserregern, Vektorinsekten und den Wirtspflanzen zu

verstehen.
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4 Schlussfolgerungen

Die Schilf-Glasfligelzikade (Pentastiridius leporinus) gewinnt als Schidling von Zuckerriibe und Kartoffel im
Zuge des Klimawandels immer stirker an Bedeutung. Da das Wissen um die Biologie und Okologie dieser
Art unzureichend war, leistet diese Arbeit einen wichtigen Beitrag, Wissensliicken hinsichtlich der Biologie
und Okologie der Zikade zu schlieBen. Die wichtigsten Ergebnisse sind in Abbildung 7 zusammengefasst.
Es wurden eine Kartierung des SBR-Verbreitungsgebietes von 2017 - 2020 vorgenommen und die
Ausbreitung der Schilf-Glasfligelzikade in der Rheinebene von Mainz bis Mannheim in den Jahren 2020
bis 2022 gezeigt.

Es wurden Untersuchungen verdffentlicht, die wesentlich zum Verstindnis der Biologie hinsichtlich

Lebens- und Entwicklungszyklus, Phinologie, Wirtspflanzen und iibertragenen Erreger beitragen.

Verbreitungsgebiet von SBR & P. leporinus

»  Kartierung von SBR-Infektionen
in Riiben von 2017 — 2020

= Abbildung der
Wanderungsbewegung der

Darstellung der Phiinologie der
P leporinus in der Rheinebene

Nymphen im Boden

Bivoltine Entwicklung im Jahr
2022

Versuchsaufbau zur
Untersuchung der
Wirtspflanzenattraktivitit fiir
Juvenile P. leporinus

Ubertragung von Stolbur
Phytoplasmen auf Zuckerriiben
in der Rheinebene zwischen
Mainz und Mannheim

Ubertragung von Stolbur
Phytoplasmen auf Kartoffeln in
der Rheinebene zwischen Mainz

und Mannheim

=  Entdeckung und Beschreibung
der Kartolfel als neue
Wirtsplflanze

= Ubertragung von Arsenophonus
auf Kartoffeln in der
Rheinebene zwischen Mainz

= Beschreibung des Lebenszyklus und Mannheim

und Entwicklung einer
Zuchtmethode

Abbildung 7. Zusammenfassung der Forschungsergebnisse aus dieser Arbeit. Die wichtigsten Ergebnisse sind unter
den jeweiligen Themenfeldern zusammengefasst.

Die Erforschung der Schilf-Glasfliigelzikade und der von ihr tbertragenen Erreger Arsenophonus und
Stolbur Phytoplasmen sowie deren Wirtspflanzen sind im Zuge des Klimawandels weiterhin von hoher
Relevanz. Ohne eine wirksame und umweltfreundliche Bekdmpfungsstrategie sind hohe 6konomische
Verluste in den betroffenen Kulturen zu erwarten. Daher konnten weitere Forschungsprojekte wie z.B. das
EIP-Agri-geforderte Projekt ,,Sortenwahl fiir Nachhaltigkeit und Resistenz (SONAR)“ des Verbandes der
Hessisch-Pfilzischen Zuckerritbenanbauer e.V. im Sommer 2022 begonnen werden. Die Justus-Liebig-
Universitit GieBen und das Fraunhofer IME sind Projektpartner und bearbeiten ein Arbeitspaket zur
Attraktivitit unterschiedlicher Zuckerriibensorten in Gewichshausversuchen. Dartiber hinaus ist das
Fraunhofer IME im EntoProg-Projekt, finanziert durch das Bundesministerium fiir Erndhrung und
Landwirtschaft (BMEL), und unter der Projektleitung der Zentralstelle der Linder fiir EDV-gestiitzte
Entscheidungshilfen und Programme im Pflanzenschutz (ZEPP) beteiligt. Hier werden in Rahmen einer
Dissertation Fragestellungen zum Lebenszyklus der Schilf-Glastliigelzikade in verschiedenen Umgebungen
weiter untersucht.

GroBite Bedeutung haben die Ergebnisse zur Biologie der Schilf-Glasfligelzikade sowie die Besiedlung der
Kartoffeln durch die Schilf-Glasfliigelzikade. Die erarbeiteten Methoden und Bioassays konnen zukiinftig
an der Justus-Liebig-Universitit genutzt werden, um weiter an der Schilf-Glasfligelzikade zu forschen.
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Ausbreitung von bakteriellen und virésen
Vergilbungskrankheiten der Zuckerrtbe in
Std- und Mitteldeutschland von 2017-2020

Spread of bacterial and virus yellowing diseases of sugar beet
in South and Central Germany from 2017-2020

In den Jahren 2017 bis 2020 wurde in Sid- und Mittel-
deutschland ein umfangreiches Monitoring auf bakteri-
elle und virdse Vergilbungskrankheiten durchgefihrt. Das
Monitoring erfasste erstmals den Befall der Zuckerriiben
mit Vergilbungsviren und der Krankheit ,Syndrome Basses
Richesses® (SBR). Um den Vergilbungsvirenbefall abbilden
zu kénnen, wurden die Proben auf das Vorhandensein meh-
rerer Virusspezies (BYV, BtMV, Poleroviren) untersucht. Die
Krankheit SBR wurde in dieser Untersuchung anhand des
haufiger vorkommenden y-3-Proteobakteriums Candidatus
Arsenophonus phytopathogenicus untersucht. Es erfolgte die
Untersuchung von Verdachtsproben. Die Koordination der
Probenahme wurde vom Verband der Hessisch-Pfalzischen
Zuckerriibenanbauer e. V. iibernommen. Die Ergebnisse zei-
gen deutlich die Ausdehnung des Starkbefallsgebietes von
SBR. Die Ausbreitung von SBR ist durch die Weiterverbrei-
tung und Wanderung der Schilf-Glasfligelzikade (Pentas-
tiridius leporinus) erklirbar. Aufierdem wurde erstmals die
regionale und parallele Ausbreitung von Mischinfektionen
beider Vergilbungskrankheiten gezeigt, welche wahrschein-
lich die in der Praxis beobachteten, starken Zuckerertrags-
einbuffen mitverursachen und weiterer Erforschung bediir-
fen. Uber den vierjahrigen Untersuchungszeitraum konnte
sowohl eine kontinuierliche Zunahme der SBR-Infektion als
auch eine jahresabhangige, stark schwankende Infektion mit
Vergilbungsviren festgestellt werden. Daher ist der Entwick-
lungsbedarf geeigneter Managementsysteme zur Kontrolle
von SBR besonders hoch.

Schlagwérter: Vergilbungsviren, Syndrome basses richesses,
5BR, Vergilbungskrankheiten, Schilf-Glasflugelzikade (Pentas-
tiridius leporinus), sugar beet, Candidatus Arsenophonus phyto-
pathogenicus, Beta vulgaris

1 Einleitung

Die bakteriellen und virésen Vergilbungskrankheiten der
Zuckerriibe gewinnen in den letzten Jahren erheblich an
Bedeutung. Die bakterielle Vergilbungskrankheit “Syndrome
Basses Richesses” (weiterhin: SBR) wurde das erste Mal 1991
in Burgund (Frankreich) nachgewiesen, wo sich das Befalls-
gebiet in den Jahren bis 2004 auf 1800 ha ausdehnte (Sémé-
tey et al. 2007b). Der erste Erregernachweis in Deutschland

From 2017 to 2020 an extensive monitoring for bacterial
and viral yellowing diseases was carried out in southern and
central Germany. The monitoring recorded for the first time
the infestation of sugar beets with yellowing viruses and
the disease ,Syndrome Basses Richesses™ (SBR). To map the
yellowing virus infestation, samples were examined for the
presence of several virus species (BYV, BtMV, poleroviruses).
The disease SBR was investigated in this study using the
more common ¥-3 proteobacterium “Candidatus Arsenopho-
nus phytopathogenicus”. In this study samples were chosen,
which showed yellowing symptoms. The coordination of
the sampling was carried out by the Association of Hessian-
Palatinate Sugar Beet Growers. Results clearly show the
extent of the heavily infested area from SBR to southern
Hesse, Rhine-Hesse and Franconia. The spread of SBR can be
explained by the migration of the leafhopper Pentastiridius
leporinus. Furthermore, the regional and parallel spread of
mixed infections of both yellowing diseases was shown for
the first time, which probably contributed to the strong
sugar yield losses observed in practice. Causes and effects of
mixed infections of both yellowing diseases require further
research. Over the four-year study period, a continuous
increase in SBR infections was observed. Therefore, the need
for development of appropriate management systems to
control 5BR is very high.

Key words: virus yellowing, yellowing diseases, syndrome
basses richesses, SBR, Pentastiridius leporinus, sugar beet, Can-
didatus Arsenophonus phytopathogenicus, Beta vulgaris

wurde 2009 im Landkreis Heilbronn erbracht (Schrader et
al. 2012). Die SBR-Befallsgebiete in 2018 zeigten eine ausge-
pragte Infektion ganzer Anbauregionen in Baden-Wirttem-
berg (20 000 ha) und der Elbaue (10 268 ha) sowie ein begin-
nender Befallsdruck in der Sidpfalz (Rheinland-Pfalz; 200 ha)
(Pfitzer et al. 20183).

SBR kann durch zwei unterschiedliche Krankheitserreger aus-
gelést werden. In Deutschland wurde das y-3-Protecbakterium
Candidatus Arsenophonus phytopathogenicus (Sémétey et al.
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2007c; Bressan et al. 2012) als vorherrschender Krankheits-
erreger nachgewiesen (Pfitzer et al. 2019). Dieses Proteobak-
terium wurde in Phloemzellen (Siebelelementen) gefunden
(Gatineau et al. 2002). Das Stolbur-Phytoplasma (165rXII)
Candidatus Phytoplasma solani (Gatineau et al. 2001) konnte
nur in geringem Umfang in Rheinland-Pfalz und Baden-Wirt-
temberg nachgewiesen werden (Pfitzer et al. 2019). Beide
Erreger verursachen eine Bildung von Nekrosen, eine Ligni-
fizierung der Zellwinde und die Verbraunung der Leitbiindel
im Ritbenkdrper (Gatineau et al. 2001). Daraus resultieren
im Spatsommer Symptome wie vergilbte Blatter, Deforma-
tion der jungen Blitter und ein verringerter Zuckergehalt des
Ritbenkérpers.

Die Ubertragung der Phytopathogene erfolgt tiber den Haupt-
vektor, die Schilf-Glasflugelzikade (Pentastiridius leporinus)
(Bressan et al. 2009a). Die Schilf-Glasfiagelzikade (Familie:
Cixiidae) kommt in der Zuckerribe hiufig und durchliuft
ihren Lebenszyklus in Zuckerriibenflichen mit Weizen als
Folgefrucht (Bressan et al. 2011). Das Proteobakterium wurde
innerhalb einzelner Organe wie den Speichel- und Keimdrii-
sen nachgewiesen. Weitere Untersuchungen zeigten, dass die
adulten Zikaden tiber mehrere Tage infektits blieben und in
der Lage waren, mehrere Zuckerriben zu infizieren (Bressan
2014; Bressan et al. 2008b). Dariiber hinaus wurde das Prote-
obakterium durch infizierte Weibchen an ihre Nachkommen
weitergegeben, so dass die schliipfenden Nymphen bereits in
der Lage sind, das Protecbakterium zu itbertragen (Bressan et
al. 2009b).

Die Auswirkungen einer SBR-Infektion auf den Zuckergehalt
und die Frischmasse der Zuckerriitben kénnen immens hoch
sein (Bressan et al. 2012; Sémétey et al. 2007b; Bressan et al.
2008). Daher stellt SBR eine der bedeutendsten Krankheiten
im Zuckerriibenanbau dar und wurde seit 2017 durch umfang-
reiche Monitoringaktivititen untersucht, sodass die Ausbrei-
tung dieser Vergilbungskrankheit dargestellt werden kann.
Sémétey et al. (2007b) zeigten Zuckergehaltsverluste von bis
zu 5 % absolut bei einer Infektion mit SBR.

Ein weiteres bedeutungsvolles und wiederauftretendes Schad-
bild wird durch Vergilbungsviren verursacht. Zu den wichtigs-
ten Vergilbungsviren an Zuckerriiben zihlen nach Stevens et
al. (2004) und Hossain et al. (2021) das Beet chlorosis virus
(BChV) und das Beet mild yellowing virus (BMYV), welche
beide zu den Poleroviren gehéaren, die persistent iibertragen
werden (Brault et al. 2007). Es wird von den Blattliusen in
den Verdauungstrakt aufgenommen und wird bis zum Able-
ben dieser iibertragen. Die Virusaufnahme und Ubertragung
dauern mehrere Stunden (Dijkstra und Jager 1998). Das Beet
yellow virus (BYV) gehart zur Gattung der Closteroviren und
wird semi-persistent tibertragen (Sylvester 1956). Bei dieser
Ubertragung reichen kurze Saugzeiten, um das Virus wei-
terzugeben. Die Viruspartikel haften an den iufleren Mund-
werkzeugen, wodurch die Blattliuse nur wenige Tage infektids
bleiben (Dijkstra und Jager 1998).

Das Beet mosaic virus (BtMV) gehdrt zu den Potyviren und
tritt in Deutschland derzeit nur vereinzelt auf (Hossain et al.
2021). Es ist bekannt, dass Infektionen mit dieser Virusart
eine Reduktion der Wurzelmasse um bis zu 20 % verursa-
chen kiénnen (Watson und Watson 1953). Das BtMV wird
nicht persistent tibertragen und nach einer kurzen Saugzeit
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an infizierten Pflanzen aufgenommen. Die Blattliuse bleiben
nur eine kurze Zeit infektics, da sie das Virus z. B. durch Sau-
gen an gesunden Pflanzen wieder verlieren (Watson 1946).
Hierdurch wird eine schnelle Verbreitung dieser Virusspezies
ausgeschlossen.

Die Infektion mit Vergilbungsviren wird von Blattliusen,
wie Myzus persicae und Aphis fabae, verursacht. Watson et al.
(1951) zeigten, dass die Virusinfektionen mit der Anwesen-
heit von M. persicae stiegen. Es wird davon ausgegangen,
dass dies vor allem daran liegt, dass A. fabae im Gegensatz zu
M. persicae sehr standorttreu ist. Nach Limburg et al. (1597)
ist M. persicas mit 60 % doppelt so effizient in der Ubertragung
von BYV wie A. fabae mit 34 %.

Nach der Ubertragung der Vergilbungsviren zeigen sich erste
Symptome nach drei bis fiinf Wochen (Watson et al. 1951).
Smith und Hallsworth (1990) zeigten Ertragsverluste von
29 % bei BMYV und bis zu 47 % bei BYV, bei einer fridhen oder
mittelfrihen Infektion. Bei einer Infektion im Mai kann der
Ertrag um 27 % niedriger liegen. Bei einer spiten Infektion
mit BChV liegt der Ertragsverlust bei 4-15 %. In Versuchen
von Watson et al. (1946) konnte eine Zuckergehaltsreduktion
von 1-2 % (absolut) bei einer Infektion mit Vergilbungsviren
ermittelt werden. Diese Versuche zeigten weiterhin, dass eine
spite Saat anfilliger fiir eine natarliche Infektion ist als frith
gesite Bestande. Mit Vergilbungsviren infizierte Zuckerriiben
zeigen je nach Virusspezies Vergilbungen mit teils rotlichen
Mekrosen an den Blattern, aufierdem werden die Blatter dick
und sprode (Smith und Hallsworth 1930). Eine Infektion mit
BYV hat keinen Einfluss auf die Wasseraufnahme der Zucker-
ritbe aus tieferen Bodenschichten. Die Wachstumsverringe-
rung der Zuckerriiben ist vor allem auf die Reduktion der Pho-
tosyntheseleistung zuriickzufihren (Clover et al. 1959).

2 Untersuchungen auf Zuckerriitbenpathogene

Das Beprobungsschema in den Jahren 2017 bis 2020 war
identisch. Im Zeitraum von September bis Oktober wurden
von den beprobten Standorten Riibenkopfe und erdfreie, ver-
gilbte Blatter entnommen. Diese Rilben zeigten verschiedene
Vergilbungs- und SBR-Symptome, wie Vergilbungen mit Nek-
rosen, Aufhellungen, Mosaikmuster, dicke ledrige Blatter,
lanzettliche oder verformte Herzblatter. Die Probennahme
wurde durch den Verband der Hessisch-Pfalzischen Zuckerri-
benanbauer koordiniert und von der Arbeitsgemeinschaft fir
Versuchswesen und Beratung im Zuckerribenanbau in Baden-
Wirttemberg, Hessen und Rheinland-Pfalz (ARGE Sudwest),
den Mitarbeitern der Offizialberatungen, dem Verband der
Hessisch-Pfalzischen Zuckerritbenanbauer, dem NIKIZ!-Team
sowie den Rohstoffabteilungen der Siiddzucker AG mithilfe der
SRS (Studzuckerrohstoffservice) Landwirte gezogen.

Die Laboruntersuchungen auf SBR wurden 2017 am Land-
wirtschaftlichen Technologiezentrum Augustenberg (LTZ) in
Karlsruhe und am Institut far Zuckerribenforschung (IfZ)
in Gottingen nach derselben Methode durchgefihrt. Im Jahr
2018 wurden die Laboruntersuchungen auf SBR am Dienst-

1 Nachhaltiges Insekten- und Krankheitsmanagement im Zuckerrubenanbau der Zu-

kunft zur Sicherung von Anbau und Verarbeitungsstandort in Rheinland-Pfalz (NIKIZ).
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leistungszentrum Landlicher Raum Rheinhessen-Nahe-Huns-
rick (DLR) in Bad Kreuznach und am IfZ in Gattingen durch-
gefihrt. Im Jahr 2017 wurden die untersuchten Proben auf
Poleroviren und BYV mittels PCR bei der SESVanderHave
IN.V./S.A. in Tienen (Belgien) untersucht. Die Virusproben im
Jahr 2018 wurden teilweise mittels PCR bei der SES in Tienen
auf Poleroviren und BYV und teilweise iiber das immunologi-
sche Nachweisverfahren ELISA am DLR auf BYV, Poleroviren
und BtMV, durchgefithrt. 2019 wurden alle Analysen am DLR
durchgefiithrt. Im Jahr 2020 wurde das Monitoring im Rahmen
des EIP-Agri geforderten Projektes NIKIZ erweitert. Samtliche
Laboruntersuchungen auf Viren- und SBR-Befall wurden am
DLR durchgefithrt. Die Analyse des Befalls mit Vergilbungs-
viren wurden durch das immunologische Nachweisverfahren
ELISA untersucht. Der Nachweis des SBR-Proteobakteriums
erfolgte mit einer nested-PCR. Das angewandte Verfahren
erfolgte nach Sémétey et al. (2007a) mit den Primern Fra5 und
L1r sowie Albl und Olivl.

2.1  Standorte

Uber den vierjahrigen Zeitraum wurden insgesamt 3411 Blatt-
und Ritbenproben untersucht. Die Anzahl der beprobten
Standorte pro Bundesland unterschieden sich zwischen den
Jahren, da die Untersuchungskapazititen der Labore aber die
Jahre aufgestockt werden konnten. Die Anzahl der untersuch-
ten Standorte des jeweiligen Bundeslandes und Jahres sind
Tabelle 1 zu entnehmen.

Tab. 1: Anzahl der untersuchten Standorte nach Jahr und Bundesland.
2017 wurden die Proben auf BYV und Poleroviren, ab 2018 zusatzlich auf
BtMV untersucht.

Bundes- M7 2018 2019 2020
land Viren SBR WViren SBR  Viren SBR  Virem
BW 20 19 2 3 ] 22 10 a7
BY 2 0 0 0 7 16 33 21
HE 2 2 24 25 11 24 133 109
NI 0 0 0 0 o ] 1 1
NW o 0 0 0 ] (] 5 1
RP 31 23 67 69 11 25 214 208
SN 0 0 0 0 ] ] 14 10
ST 0 0 0 0 ] 0 4 3
TH 0 0 0 0 1 1 2 0
Summe 55 44 113 117 39 88 507 450

Bei der Beprobung wurde die Entnahme von fiinf Ribenpro-
ben pro Standort angestrebt. Aufgrund der unterschiedlichen
Probennehmer und Zeitpunkte sowie Transportschaden wur-
den eine bis fiinf Proben pro Standort untersucht. Auf SBR
wurden durchschnittlich 4 Riiben pro Standort untersucht.
Auf Vergilbungsviren wurden im Zeitraum von 2017 bis 2020
durchschnittlich 4 Riiben pro Standort untersucht.

2.2 Auswertung der Daten
Zur Auswertung der Daten wurden die Standorte nach Bundes-

lindern und Landkreisen unterteilt. Wurde an einem Standort
eine positive Probe detektiert, handelt es sich um einen positiv
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befallenen Standort. Zur Auswertung der Mischinfektionen
im Jahr 2017 und 2020 wurden nur Standorte herangezogen,
welche auf SBR und Vergilbungsviren untersucht wurden. Far
2017 waren es 45 Standorte in 18 Landkreisen in 4 Bundes-
landern. Far 2020 konnten 449 Standorte in 55 Landkreisen
in 7 Bundeslandern in die Auswertung aufgenommen wer-
den. Fur die Auswertung wurden die einzelnen Standorte je
nach Untersuchungsergebnis in die Kategorien SBR-Infektion,
Vireninfektion und Mischinfektion (SBR- und Vireninfektion)
eingeteilt. Anschlieflend wurde der Landkreis dem haufigsten
Infektionstyp entsprechend der prozentualen Anteile zuge-
ordnet. Die Karten (s. Abb. 1, 2 und 4) wurden mit ArcGIS Pro
2.4.2 erstellt, die Lander- und Kreisgrenzen entstammen dem
Bundesamt fiir Kartographie und Geodasie (BKG 2018).

3 Ergebnisse
3.1  Ausbreitung des SBR-Befalls

Das Vorkommen von SBR hat tiber den vierjahrigen Untersu-
chungszeitraum zugenommen. Im Jahr 2017 wurden Proben
aus den Bundeslandern Baden-Wirttemberg, Hessen und
Rheinland-Pfalz auf SER untersucht. Hier waren 74 %, 0 %
und 30 % der Standorte mit SBR befallen (Abb. 1, oben links).
Im Jahr 2018 wurden Proben aus den gleichen Bundeslindern
untersucht. In Baden-Wirttemberg waren 74 %, in Hessen
48 % und in Rheinland-Pfalz 58 % der Standorte befallen.
Damit wurde 2018 der erste Nachweis fiir SBR in Hessen
erbracht (Abb. 1, oben rechts).

Der Anteil befallener Standorte in Baden-Wirttemberg blieb
2019 hoch (68 %). In Hessen und Rheinland-Pfalz wurden
auf 17 % und 48 % der untersuchten Standorte eine Infektion
mit SBR nachgewiesen. Dariiber hinaus wurde 2019 eine SBR-
Infektion (6 %) im Landkreis Dingolfing-Landau in Bayern
nachgewiesen (Abb. 1, unten links).

2020 erfolgte die Untersuchung auf SBR in Proben aus den
Bundeslindern Baden-Wiirttemberg, Bayern, Hessen, Nieder-
sachsen, Mordrhein-Westfalen, Rheinland-Pfalz, Sachsen und
Sachsen-Anhalt. In Baden-Warttemberg hatte sich der auftre-
tende Befall noch einmal verstirkt, auf 88 % der beprobten
Standorte wurde eine SBR-Infektion nachgewiesen (Abb. 1,
unten rechts). Zum ersten Mal wurde das Proteobakterium in
dem bisher befallsfreien Landkreis Bablingen (Sindelfingen)
nachgewiesen.

Genauso stieg der Anteil befallener Standorte in Bayern (Fran-
ken und Miederbayern) auf 62 %. In Hessen und Rheinland-
Pfalz zeigte sich eine mittlere Befallssituation mit 33 % befal-
lener Standorte in Hessen und 49 % befallener Standorte in
Rheinland-Pfalz. Auf 5 von 10 untersuchten Standorten in
Sachsen (50 %) konnte ein SBR-Befall nachgewiesen werden.
In Sachsen-Anhalt wurden alle beprobten Standorte positiv
getestet. In Niedersachsen und Nordrhein-Westfalen konnte
kein Befall durch das SBR nachgewiesen werden.

3.2  Ausbreitung der Vergilbungsviren

Das Vorkommen von Vergilbungsviren in Zuckerritben unter-
lag starken, jahrlichen Schwankungen. Im vierjihrigen Unter-
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Abb. 1: Verbreitungskarten von SBR 2017-2020. Die Zahlen in den Landkreisen entsprechen den untersuchten Standorten. Die Untersuchungen
erfolgten auf das SER-Protecbakterium (Quelle Bundeslander- und Kreisgrenzen: @ GeoBasis-DE / BKG 2018 (Daten verandert).
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suchungszeitraum wurden 2017 und 2020 hohe Befallszahlen
nachgewiesen. Im Jahr 2017 wurden insgesamt 52 der 55
untersuchten Standorte (35 %) positiv auf eine Art der Ver-
gilbungsviren getestet (Abb. 2, oben links). In Bayern und
Hessen wurde auf allen untersuchten Standorten Viren nach-
gewiesen. In Baden-Wiirttemberg (95 %) und Rheinland-Pfalz
(94 %) konnte an jeweils einem Standort keine Infektion
gefunden werden.

Im Jahr 2018 wurde an insgesamt fanf von 116 Standor-
ten (4 %) eine Virusinfektion gezeigt. Der Virusbefall trat im
Rhein-Neckar-Kreis (BW), Kreis Bergstrafle (HE), Donners-
bergkreis (RP), Germersheim (RP) und Mainz-Bingen (RF) auf
(Abb. 2, oben rechts). Im Jahr 2019 wurden an zwei von 37
Standorten (Gieffen, HE und Alzey-Worms, RP) Vergilbungs-
viren nachgewiesen (Abb. 2, unten links). Im Jahr 2020 wurde
auf 261 von 507 untersuchten Standorten (52 %) ein Befall
mit Vergilbungsviren detektiert (Abb. 2, unten rechts). Mehr
als die Halfte der untersuchten Standorte in Bayern (67 %),
Baden-Wirttemberg (63 %), Nordrhein-Westfalen (60 %) und
Hessen (59 %) wies eine Infektion mit Vergilbungsviren auf.
In Rheinland-Pfalz waren 93 von 214 Standorten (44 %) mit
Viren befallen. In den Proben aus Sachsen, Sachsen-Anhalt
und Thiiringen konnte keine Infektion nachgewiesen werden.
In den Proben von einem niedersichsischen Standort konnte
eine Virusinfektion gezeigt werden.

3.3  Pravalenz der Phytopathogene

Um das Auftreten der einzelnen untersuchten Erreger zeigen
zu kénnen, wurde die Privalenz dieser in den Jahren 2017
und 2020 an untersuchten Standorten in verschiedenen Bun-
deslindern ausgewertet und in Abbildung 3 dargestellt. 2017
wurden 98 Proben auf eine Infektion mit Poleroviren und BYV
untersucht, auf das SBR-Proteobakterium wurden 94 Proben
untersucht. 2017 kamen Poleroviren am haufigsten vor. Eine
Infektion mit Poleroviren konnte dreimal haufiger nachge-
wiesen werden als eine Infektion mit dem BYV. 2020 wurden
insgesamt 2316 Proben auf Vergilbungsviren und 2103 Pro-
ben auf das SBR-Proteobakterium untersucht. Hierbei wurden
40 % der untersuchten Riiben positiv auf SBR untersucht,
wihrend 25 % der Untersuchungen der Blattproben positiv
ausfielen. Das Proteobakterium wurde in den Bundeslindern
Baden-Wiirttemberg, Bayern, Rheinland-Pfalz, Sachsen und
Sachsen-Anhalt am hiufigsten gefunden.

2020 wurden die Proben auf die drei Virenspezies Poleroviren,
BYV und BtMV untersucht. Am haufigsten wurde eine Infek-
tion mit Poleroviren festgestellt, das BYV trat weniger haufig
auf, war aber immer noch in finf der neun untersuchten Bun-
deslinder zu finden. Die Virusspezies BtMV wurden 2020 in
insgesamt 66 Proben gefunden, der Nachweis wurde in den
Bundeslindern Baden-Wirttemberg, Hessen und Rheinland-
Pfalz erbracht.

Daritber hinaus traten Mischinfektionen der Virenspezies auf
einem Standort auf. Die haufigste Mischinfektion von Polero-
viren und BYV konnte auf 56 Standorten festgestellt werden.
Eine Mischinfektion mit BtMV und Poleroviren konnte an
10 Standorten diagnostiziert werden. Auf sechs Standorten
konnte eine Infektion mit jeder untersuchten Virusspezies
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(Dreifachinfektion) nachgewiesen werden. Auf funf dieser
Standorte wurde zusitzlich das SBR-Proteobakterium nach-
gewiesen (Vierfachinfektion). 2020 war SBR das haufigste
Phytopathogen.

3.4  Mischinfektionen mit SBR und Vergilbungsviren

Beide Vergilbungskrankheiten waren 2017 und 2020 im Unter-
suchungsgebiet verbreitet (Abb. 4). Im Jahr 2017 waren die
untersuchten Landkreise in Bayern, Hessen und Rheinland-
Pfalz (aufier Germersheim/Sitdliche Weinstrafie) dominant
mit Vergilbungsviren befallen. Im Rhein-Neckar-Kreis lagen
vermehrt Standorte mit einer SBR-Infektion vor, so dass hier
SBR das vorherrschende Phytopathogen war. Dariber hinaus
waren in Baden-Warttemberg vier von acht Landkreisen mit
SER und Vergilbungsviren befallen, sodass kein dominanter
Schaderreger ausgemacht werden konnte. Im Landkreis Heil-
bronn und Hehenlohe wurden jeweils an allen Standorten
SBR- und Virusinfektionen nachgewiesen.

Im Jahr 2020 zeigte sich ein verandertes Bild. In Baden-Wiirt-
temberg waren 3 der 13 Landkreise dominant mit Vergilbungs-
viren befallen. In jeweils fiinf Landkreisen lagen hauptsachlich
SBR- und Mischinfektionen vor. Auch in Bayern zeigte sich
ein gemischtes Bild mit Landkreisen in denen SBR dominierte
(vier von neun Landkreisen). In Hessen, Niedersachsen und
Nordrhein-Westfalen spielte SBR eine untergeordnete Rolle,
hier wurden Infektionen mit Vergilbungsviren vorherrschend
festgestellt. In Rheinland-Pfalz dominierte SBR in den Land-
kreisen Bad Dirkheim, Frankenthal, Rhein-Pfalz-Kreis und
Sadliche Weinstrale. Mischinfektionen lagen im Donners-
bergkreis, Germersheim und Speyer vor. In allen untersuchten
Proben aus Sachsen konnte ausschliefilich SBR nachgewiesen
werden.

4 Diskussion

Diese Ergebnisse zeigen die Bedeutung und weitere Verbreitung
der bakteriellen und virdsen Vergilbungskrankheiten an Zucker-
riben. Mit der Durchfihrung der kontinuierlichen jihrlichen
Monitorings konnte die jahrliche Schwankung der Virusinfekti-
onen und die Entwicklung des SBR-Befalls gezeigt werden.

41  Entwicklungen und Auswirkungen des SBR-
Befalls

Im Kernbefallsgebiet Baden-Wiirttemberg ist das Auftreten
des Proteobakteriums seit 2009 im Landkreis Heilbronn nach-
gewiesen worden. Das starkste Auftreten des Schadbildes von
SBR wurde im Jahr 2011 bemerkt. Dort wurden Schilf-Glas-
fliigelzikaden gefunden, die zu 50 % mit dem Proteobakterium
beladen waren (Schrader et al. 2012). In den folgenden Jahren
muss sich die Zikadenpopulation und damit die SBR-Infektion
schleichend ausgebreitet haben, denn in den Jahren 2017 und
2018 wurden weite Teile Baden-Wiirttembergs, der Elbauen
und der Sadpfalz als SBR-Starkbefallsgebiete benannt (Pfitzer
et al. 2019).
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Abb. 2: Verbreitungskarten der Vergilbungsviren 2017-2020. Die Zahlen in den Landkreisen entsprechen den untersuchten Standorten. Untersuchungen
erfolgten 2017 auf BYV und Poleroviren; 2018-2020 erfolgten die Untersuchungen auf BtMV, BYV und Poleroviren {(Quelle Bundeslander- und
Kreisgrenzen: @ GeoBasis-DE / BKG 2018 (Daten verandert).
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Abb. 4: Vorkommen von SBR und Vergilbungsviren an den untersuchten Standorten 2017 (45 Standorte) und 2020 (449 Standorte). Einzelstandorte
wurden nach Untersuchungsergebnis kategorisiert. Landkreis wurde entsprechend dem haufigsten Infektionstyp eingefarbt (Quelle Bundeslander- und
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Die Ergebnisse der Untersuchung der baden-wiirttembergi-
schen Ritbenproben auf das Protecbakterium im Jahr 2017
und 2018 zeigten den nahezu flichendeckenden Befall der
untersuchten Landkreise mit Ausnahme von Boblingen und
dem Meckar-Odenwald-Kreis (Abb. 1). Bressan et al. (2007)
korrelierten das Vorkommen von SBR mit dem Vorkommen
der Schilf-Glasfliigelzikade und benannten diese als Hauptvek-
tor des Proteobakteriums. 2018 erfolgte der Nachweis eines
ausgepragten Zikadenfluges in den Landkreisen Heilbronn,
Karlsruhe und Heidelberg (Phtzer et al. 20189).

Im Jahr 20189 wurden samtliche Ritbenproben positiv auf
SBR getestet, lediglich der untersuchte Standort im Land-
kreis Schwibisch-Hall blieb befallsfrei (Abb. 1). Es wurden
keine Proben aus dem Landkreis Meckar-Odenwald, Tibin-
gen und Bablingen untersucht, so dass iiber den Befall keine
Aussage getroffen werden kann. Fur 2019 wurden die Moni-
toring-Aktivititen der Schilf-Glasflagelzikade durch das LTZ
Augustenberg ausgedehnt. Hier gelang es, den Flug der Schilf-
Glasfligelzikade in Baden-Wirttemberg von Simmringen
(Main-Tauber-Kreis) im Osten bis Marbach (Ludwigsburg)
im Stiden, sowie Karlsruhe und Heidelberg in nérdlicher und
westlicher Richtung nachzuweisen (Betz 2020). Schwabisch-
Hall war der einzige der untersuchten Landkreise in dem keine
SBR-Infektion nachgewiesen werden konnte. Hier wurden
2019 auf dem Monitoring-Standort Ilshofen vom LTZ Augus-
tenberg Schilf-Glasflagelzikaden nachgewiesen.

Im Jahr 2020 wurde der erste SBR-Befall in Zuckerrithen in
den Landkreisen Schwibisch-Hall und Béblingen nachgewie-
sen. Auch in diesen Landkreisen sollten zukanftig Monito-
ring-Daten zum Zikadenvorkommen erhoben werden, um die
Entwicklung des Infektionsdruckes feststellen zu kénnen.

Im Rahmen dieser Untersuchungen wurden in Bayern ab 2019
Proben auf das SBER-Proteobakterium untersucht. Im ersten
Untersuchungsjahr wurde eine SBR-Infektion an einem Stand-
ort im Landkreis Dingolfing-Landau nachgewiesen. Im Jahr
2020 wurden deutlich mehr Landkreise und Standorte in ver-
schiedenen Regionen Bayerns untersucht. Es konnten in den
Landkreisen Ansbach, Kitzingen, Landshut, Neustadt an der
Aisch, Straubing-Bogen und Wiirzburg SBR-Infektionen nach-
gewiesen werden.

Die SBR-Infektion in der Sidpfalz (Germersheim und Sadliche
Weinstrafie) ist seit 2017 bekannt. 2018 wurde ein Leimtafel-
Monitoring der Schilf-Glasflugelzikade in den Landkreisen
Alzey-Worms, Bad Dirkheim, Germersheim und Mainz-
Bingen in Rheinland-Pfalz durchgefihrt. Die Schilf-Glasflu-
gelzikade wurde zahlreich an Standorten in Germersheim
(RP) (>100 Tiere) gefunden. In Obrigheim im Landkreis Bad
Dirkheim konnten drei Individuen gefangen werden. In den
Landkreisen Alzey-Worms und Mainz-Bingen wurden keine
Zikaden gefunden (Hinkel-Stallmann 2019). Die Verkniipfung
der Ergebnisse des Monitorings der Zikaden und den Ergeb-
nissen der Laboranalysen im Jahr 2018 zeigte, das aufgrund
der Verdachtsproben eher ein Befall detektiert werden konnte
als durch ein Gelbtafelmonitoring. Im Jahr 2018 wurden 4 von
10 (40 %) Standorten in Alzey-Worms und 6 von 18 (33 %)
Standorten im Landkreis Mainz-Bingen positiv auf SBR getes-
tet. 2019 anderte sich der SBR-Infektionsdruck in Rheinland-
Pfalz nicht, in den Analysen wurde der Befall, der im Vorjahr
befallenen Standorte bestatigt. Im Jahr 2020 wurde ein hoher
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Anteil SBR-Infektionen in den Landkreisen Bad Diurkheim,
Donnersbergkreis und Alzey-Worms festgestellt. Diese Ergeb-
nisse zeigen, dass sich das Befallsgebiet von SBR im Jahr 2020
nordwirts nach Rheinhessen ausgedehnt hat.

In Hessen wurde 2017 an keinem der beprobten Standorte
SBR nachgewiesen. 2018 wurden die ersten SBR-Nachweise in
den hessischen Landkreisen Darmstadt-Dieburg, Frankfurt,
Grofi-Gerau, Bergstrafle und im Wetteraukreis erbracht. Hier
wurden im Mittel 49 % der beprobten Standorte pro Land-
kreis positiv getestet. 2018 wurde im Kreis Bergstrafle der
Flug der Schilf-Glasflagelzikade (Viernheim »>400 Zikaden)
nachgewiesen (Hinkel-Stallmann 2019). Im Jahr 2019 wurde
der Flug der Zikade auch in Bickenbach (Bergstrafie) nach-
gewiesen (Lutat 2019). Einzelne Individuen wurden an den
Standorten Trebur und Niedererlenbach (Frankfurt) nachge-
wiesen. In Nieder-Wéllstadt und Budingen (Wetteraukreis)
konnten 2019 keine Schilf-Glasflagelzikaden nachgewiesen
werden (Lutat 2019). Die Beprobung der Flichen zeigte, dass
neben der Bestatigung einer SBR-Verbreitung in den Land-
kreisen Bergstrafte und Darmstadt-Dieburg auch ein einzelner
Standort im Kreis Gieffen positiv auf SBR getestet wurde.

Die Analysen 2020 zeigten eine Zunahme der Befallsintensi-
tit in nérdlicher Richtung vom Kreis Bergstrafie (93 % befal-
lener Standorte) nach Darmstadt-Dieburg (36 %) und Grofi-
Gerau (31 %). Die Verbreitung von SBR in den Anbaugebieten
der Elbaue in Sachsen und Sachsen-Anhalt konnte anhand der
Analyse auf das Protecbakterium im Jahr 2020 erneut besta-
tigt werden.

4.2 Jihrliche Verbreitung der Vergilbungskrankheiten

2017 traten die Vergilbungsviren sehr hiufig auf und konnten
auf 94,5 % der untersuchten Standorte nachgewiesen werden.
In diesem Jahr wurde kein Monitoring der Vektorinsekten
durchgefiihrt, da die neonikotinoide Beize der Zuckerritben-
samen angewendet wurde, dennoch kam es 2017 zu hohen
Infektionszahlen. An der Wetterstation in Offstein konnten
im Jahr 2017 nur im Januar Frosttage aufgezeichnet werden
(Agrarmeteorologie Rheinland-Pfalz 2021). Dadurch kénnten
sich die Blattlauspopulationen in den darauffolgenden Mona-
ten gut entwickelt haben. Eine spite Infektion nach Bestan-
desschluss kann trotz der neonikotinoiden Beize nicht ausge-
schlossen werden. Die Symptome werden Watson et al. (1951)
zufolge drei bis finf Wochen nach der Infektion sichtbar. Die
Probenahme symptomatischer Ritben wurde 2017 Ende Okto-
ber durchgefithrt, was auf eine spate Infektion der Ritben im
September schlieffen lasst. Nach Smith and Hallsworth (1990)
haben Infektionen nach Ende Juli keinen relevanten Einfluss
mehr auf den Ertrag. Demnach konnten 2017 keine nennens-
werten Ertragseinbuffen auf den mit Virus befallenen Flachen
festgestellt werden.

I Jahr 2018 fielen nur einzelne Proben verschiedener Stand-
orte aus den Bundeslindern Baden-Wirttemberg, Hessen und
Rheinland-Pfalz positiv aus. Kilteperioden im Februar und
Marz 2018 mit Dauerfrost sowie Frosttage im April (Agrar-
meteorologie Rheinland-Pfalz 2021) kénnten die Entwicklung
und Vermehrung der Blattliuse geschwicht haben, so dass es
2018 zu einer geringen Virusinfektion der Zuckerritben kam.
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Die neonikotinoide Beize, die seit mehreren Jahrzehnten
zugelassen war, wurde ab 2019 verboten. Folglich wurde 2019
die erste Saat ohne eine neonikotinoide Beize vorgenommen.
2019 traten im Januar und Februar Frosttage auf, so dass sich
die Population aus dem Vorjahr wahrscheinlich nicht mafi-
geblich aufbauen konnte, um flichendeckende Virusinfekti-
onen auszuldsen. Durch das flachendeckende Monitoring der
Virusvektoren konnte die Flichenbehandlung mit Insektizi-
den punktgenau durchgefihrt werden. Dies kénnte zusatzlich
dazu beigetragen haben, dass nur wenige Infektionen stattge-
funden haben.

Dagegen stellte sich im Jahr 2020 eine véllig veranderte Lage
dar. Die Blattlause konnten ohne nennenswerte Frostereig-
nisse als adulte Tiere Gberwintern und somit kontinuierlich
in grofier Anzahl virusbeladen in die Zuckerrabenbestinde
einwandern. Hierdurch kam es zu massiven Vermehrungen
und in Folge zu frithen Virusinfektionen mit deutlich sicht-
baren Vergilbungssymptomen bereits Ende Juli, trotz flachi-
ger Behandlung nach Bekimpfungsrichtwert. Das war der
Auslaser fur das bisher gréfite Virus- und SBR-Monitoring in
Europa.

4.3  Privalenz der Phytopathogene

SBR wurde von 2017 bis 2020 zunehmend haufiger nachge-
wiesen. 2020 waren regionale Unterschiede in der Auftritts-
haufigkeit von SBR feststellbar. Vergilbungsviren zeigten sich
in den Befallsjahren in regionalen Auspragungen. Die Ausbrei-
tung der Virenspezies wurde wie folgt beobachtet: Poleroviren
traten am haufigsten auf, gefolgt vom BYV. BEMV konnte nicht
iiberall nachgewiesen werden (Hossain et al. 2021). Im Jahr
2020 wurde gezeigt, dass SBR als haufigstes Phytopathogen
auftrat. Es ist dennoch von Bedeutung, dass in 919 Riben
von 2300 Rilben mit Symptomen keine Infektion mit einem
der diskutierten Erreger nachgewiesen werden konnte. Ver-
gilbungssymptome kénnen durch andere biotische und abio-
tische Faktoren ausgelast werden, z.B. Nahrstoffversorgung
(Reinhardt et al. 1989). Die Tatsache das eine Probenahme
von symptomatischen Riben erfolgte, zeigt die Schwierigkei-
ten der Diagnose von Vergilbungskrankheiten im Feld. Daher
ist es wichtig, Monitoring- und Laborkapazititen auszubauen,
um eine sichere Einschitzung des regionalen Auftretens der
Vektorinsekten und Vergilbungskrankheiten geben zu kon-
nen. Nur durch eine Laboranalyse kénnen Managementsys-
teme erarbeitet und evaluiert werden, die den nachhaltigen
und effizienten Zuckerrbenanbau sicherstellen.

4.4  Mischinfektionen von Viren und SBER

Im Rahmen dieser Untersuchungen wurden 2017 an 45 Stand-
orten und 2020 an 449 Standorten Infektionen mit bakteriel-
len und virgsen Vergilbungskrankheiten gefunden. Die Abbil-
dung 4 zeigt in welchen Regionen, welcher Erreger vorwiegend
einzeln oder in Kombination auftrat.

2017 wurden in einigen Landkreisen in Baden-Wirttemberg
sowie in Germersheim (RF) und im Donnersbergkreis (RF)
iiberwiegend Standorte mit einer Mischinfektion vorgefun-
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den. Eine alleinige Infektion mit Vergilbungsviren fuhrt zu
Zuckergehalts- und Ertragsverlusten, wobei der Ertragsverlust
grofier ist (Watson et al. 1946). Kommt es zu einer Misch-
infektion verschiedener Viren, werden nicht nur schlechtere
Wuchseigenschaften, sondern auch eine schnellere Entwick-
lung der Vergilbungssymptome beobachtet (Wintermantel
2005). SBR hingegen verursacht durch die Verbraunung der
Leitbiindel hohe Zuckergehaltsverluste, bis zu 5 % absolut
(Sémétey et al. 2007b).

2020 wurden auf 28 % aller untersuchten Standorte Misch-
infektionen von Vergilbungsviren und SBR nachgewiesen,
inshesondere in Baden-Wirttemberg waren es 57 %. Diese
Mischinfektion kénnte eine starke Reduktion des Ritben- und
Zuckerertrags in den betroffenen Regionen verursacht haben.
Weitere Untersuchungen zu Wirkungen von Mischinfekti-
onen auf den Zuckerertrag und die Verbreitung der Vergil-
bungsviren und -bakterien sind dringend erforderlich.

5 Fazit

Anhand der gezeigten Daten von 2017 bis 2020 ist die konti-
nuierliche Weiterverbreitung der Schilf-Glasflugelzikade und
SBR nachgewiesen worden. Wahrend die Viruserkrankungen
in Abhingigkeit von Jahreswitterung, der dadurch beding-
ten Entwicklung der Blattlauspopulation und Regionen deut-
lich schwanken kénnen, dehnt sich das SBR-Befallsgebiet mit
der offenbar durch die Anpassung an die Zuckerritbenkultur
erméglichten starken Vermehrung und Wanderung der Zikade
aus. Die Jahreswitterung scheint durch die vorwiegend unter-
irdische Lebensweise eine untergeordnete Rolle zu spielen.
Die zunehmende Erwarmung durch den Klimawandel kénnte
begiinstigend auf die Verbreitung der Zikaden wirken. Der-
zeit gibt es keine Prognosemodelle, die eine Abschatzung der
Befallswahrscheinlichkeit oder gar der weiteren Ausbreitung
erlauben. Aufterdem fehlen geeignete Verfahren zum Manage-
ment der Schilf-Glasfliigelzikade.

Erste Ansatze fiir beides werden im Projekt NIKIZ entwickelt.
Die physiologischen Reaktionen der Zuckerriiben und die
damit verbundene Reduktion der Ertrage und Zuckergehalte
kiinnten durch Mischinfektionen deutlich verstarkt werden,
waoraus sich ein erhéhter Forschungsbedarf in diesem Bereich
ableitet. Der Schwerpunkt von Forschung und Entwicklung
sollte jedoch auf der Erarbeitung verbesserter Management-
methoden fiir die Kontrolle der Vektoren liegen.
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Simple Summary: Syndrome des Basses Richesses (SBR) is a bacterial yellowing disease of sugar beet
(Beta vulgaris) that reduces the sugar content of the root tissue significantly. There is currently neither
a cure for the disease nor effective control measures for the main insect vector, the Cixiid planthopper
Pentastiridius leporinus. SBR is therefore spreading in Germany and has caused substantial yield losses
in recent years. The development of effective control measures requires a better understanding of
P leporinus biology, including its life cycle and feeding behavior. We therefore established methods
for the continuous mass rearing of P. leporinus. In host plant choice experiments, we found that
the nymphs are polyphagous when offered sugar beet, winter wheat or maize. Life cycle data
indicated that adult planthoppers emerge 170 days after hatching, having passed through five
larval instar stages. We developed a state-of-the-art qRT-PCR protocol using TagMan probes to
study the prevalence of two bona fide SBR pathogens: Candidatus Arsenophonus phytopathogenicus
(Gammaproteobacteria) and Candidatus Phytoplasma solani (stolbur phytoplasma). These were
identified during field studies in newly-infected regions of Rhineland-Palatinate and south Hesse,
Germany, where we also observed insect mobility patterns in two consecutive years, including the
abundance of adults at four locations and soil-depth monitoring of nymphs. We documented the
spread of P. leporinus northward and eastward in Germany, accompanied by an increase in the number
of SBR-carrying planthoppers. Interestingly, F. leporinus does not appear to hibernate during winter.
Stolbur phytoplasma has a significant impact on SBR pathology in sugar beet.

Abstract: The rapid spread of the bacterial yellowing disease Syndrome des Basses Richesses (SBR)
has a major impact on sugar beet (Beta vulgaris) cultivation in Germany, resulting in significant yield
losses. SBR-causing bacteria are transmitted by insects, mainly the Cixiid planthopper Pentastiridius
leporinus. However, little is known about the biology of this emerging vector, including its life cycle,
oviposition, developmental stages, diapauses, and feeding behavior. Continuous mass rearing is
required for the comprehensive analysis of this insect. Here we describe the development of mass
rearing techniques for P. leporinus, allowing us to investigate life cycle and ecological traits, such as
host plant choice, in order to design agronomic measures that can interrupt the life cycle of nymphs
in the soil. We also conducted field studies in recently-infected regions of Rhineland-Palatinate and
south Hesse, Germany, to study insect mobility patterns and abundance at four locations during
two consecutive years. The soil-depth monitoring of nymphs revealed the movement of the instars
through different soil layers. Finally, we determined the prevalence of SBR-causing bacteria by
designing TagMan probes specific for two bona fide SBR pathogens: Candidatus Arsenophonus phy-
topathogenicus (Gammaproteobacteria) and Candidatus Phytoplasma solani (stolbur phytoplasma).
Our data suggest that . leporinus is spreading northward and eastward in Germany, additionally,
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the abundance of SBR-carrying planthoppers is increasing. Interestingly, P. leporinus does not appear
to hibernate during winter, and is polyphagous as a nymph. Stolbur phytoplasma has a significant
impact on SBR pathology in sugar beet.

Keywords: SBR; Pentastiridius leporinus; sugar beet; Gixiidae; rearing; monitoring; Beta tulgaris;
stolbur phytoplasma; proteobacteria

1. Introduction

The planthopper Pentastiridius leporinus belongs to the family Cixiidae in the infraorder
Fulgoromorpha. Cixiid species are small hemipterans that feed as adult stages on above-
ground plant material, whereas their nymph stages feed below the ground on root sap.
Many cixiid species are economically important because they transmit bacterial pathogens
to plants. P. leporinus is a vector of the bacterial yellowing disease Syndrome des Basses
Richesses (SBR) in sugar beet (Beta vulgaris), and large populations of this insect are found in
sugar beet crops [1]. The symptoms of SBR include yellowing of older leaves, lancet-shaped
leaf deformations, and necrosis of the vascular tissue, which significantly reduces the sugar
content of root tissue and results in lower yields. SBR was first identified in France [2,3] but
is now spreading rapidly in southern and eastern Germany, threatening the profitability of
the sugar beet industry [4].

In central Europe, P. leporinus produces one generation per year. After mating at the
end of June, beginning of July, the females deposit their egg mass in the soil and the nymphs
continue to develop in the topsoil. Adult females and nymphs produce filamentous wax
structures that protect them and the eggs from predation [5]. Sugar beet is harvested
in fall, and winter wheat is sown shortly afterwards, providing the P. leporinus nymphs
with an overwinter/spring food source until they emerge as adults and seek a new sugar
beet crop [6].

SBR is associated with two different bacterial pathogens, Candidatus Arsenophonus
phytopathogenicus and Candidatus Phytoplasma solani, both of which are transmitted by
insect vectors and limited to the phloem [7,8]. Candidatus Arsenophonus phytopathogeni-
cus (phylum Gammaproteobacteria), hereafter abbreviated to SBRars, is an intracellular
bacterium that is transmitted vertically from . [eporinus females to their offspring with
an efficiency of ~30%, and with a lower efficiency by males due to the presence of fewer
bacteria in the male salivary gland [9]. Candidatus Phytoplasma solani, hereafter abbrevi-
ated to SBRps, is commonly known as stolbur phytoplasma. Phytoplasmas are bacterial
pathogens (family Acholeplasmataceae) that lack a cell wall and colonize the phloem sieve
tubes of plants, resulting in various economically important crop diseases [10]. In Serbia,
stolbur phytoplasma is also associated with a different disease of sugar beet, known as
rubbery tap root disease [11].

There are currently no effective measures against either of the SBR pathogens or the
insect vector. Effective vector control requires a comprehensive knowledge of the distribu-
tion and behavior of F. leporinus, but the lack of mass breeding protocols makes it difficult
to assess life cycle and life history traits in order to model the spread of the disease and
test biological and environmentally safe alternative control measures in the laboratory and
greenhouse. We therefore set out to develop the first mass rearing methods for this insect
species. Furthermore, we gathered information on the flight behavior of the planthopper
in different regions to determine the most suitable application period for any new control
measures and investigated the subterranean movement of nymphs as a function of soil
temperature in order to design strategies that interrupt the P. leporinus life cycle in the soil.
Finally, we screened for both SBR pathogens at four sites in Rhineland-Palatinate and Hesse
to monitor the spread of the disease in Germany. A better understanding of P. leporinus
biology and the SBR pathogens will facilitate the development of environmentally friendly
control strategies and assist with pest management decisions to control the spread of SBR.
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2. Materials and Methods
2.1. Field Collection of Adults

We collected P, leporinus adults from commercial sugar beet fields during July 2020
in Biblis (49°41'52.6" N 8°27'12.8" E) and during June and July 2021 in Bickenbach
(49°45'46.0" N 8°33/36.2" E). Both fields are located in the Rhine Valley close to the border
of the Odenwald (89 m above sea level) in Hesse. Adults were collected using a sweep net
and were immediately transferred to the greenhouse for rearing.

2.2 Rearing

Field-collected P. leporinus adults were placed directly on 8-week-old sugar beet plants
(KWS Annarosa) growing in Gottinger 3-L pots (Lamprecht-Verpackungen, Gottingen,
Germany) filled with Friihstorfer potting soil LD 80 (Heinrichs, Ingelheim, Germany) and
covered with expanded clay (Floragard, Oldenburg, Germany). The insects were kept in
groups of ~400 in a Cavea PopUp size M net cage (Howitec, Bolsward, Netherlands). The
sugar beet plant in the cage was changed every 7 days. Flants were watered moderately
twice weekly. The temperature in the greenhouse chamber was set to 22/16 °C day/night
with a 16 h photoperiod.

In 2020, egg clusters were left inside the pot, allowing the nymphs to develop on the
sugar beet roots. When the plant wilted (due to SBR infection), the nymphs were transferred
to a new sugar beet plant. In 2021, sugar beet plants from the adult cages were carefully
screened for eggs, which were transferred to a climate chamber (continuous 22 °C and
60% relative humidity, 16 h photoperiod). Mass rearing was carried out in GODMORGEN
plastic boxes (IKEA Deutschland, Miinchen, Germany) filled with the granular soil additive
GeoHumus (GeoHumus, Frankfurt/Main, Germany) to maintain humidity. Young sugar
beet plants were placed in the boxes as a food source and were replaced weekly.

2.3. Life Cycle Data

Solitary nymphs were maintained in 60 mM Petri dishes with GeoHumus substrate
and 1 x 1 % 1 cm cubes of young sugar beet roots as nutrition. The developmental
stages were documented and measured using a VHX-5000 digital microscope (Keyence
Deutschland, Neu-Isenburg, Germany) on a weekly basis for 34 weeks. The body size of
individual nymphs was measured along the lateral axis [12] and the pigmentation of the
nymphs was used for further characterization.

2.4. Host Plant Choice Experiments

Sugar beet, wheat and maize were presented to P: Ieporinus nymphs (the first progeny of
field-collected adults) to determine their host plant preference. The host choice experiments
were carried out using five replicate cohorts of 30 nymphs. The number of nymphs on each
host plant was assessed after 1, 3, 6, 12, 24 and 48 h. The experimental setup consisted of
four areas; a central area created by a plastic container (8 x 10.5 % 9 cm) from which three
transparent plastic pipes (1.7 em diameter) led to three separate plastic containers holding
the different plants. The nymphs were released to the central area. The stalks of the plants
were wrapped with 2 cm foam strips and fixed in the perforated lids of the containers, to
make the roots available for the nymphs.
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The host plants were grown in a hydroponic system. Maize and wheat seeds were
transferred to a sandwich culture [13] and grown in 1 mM Ca50,, whereas sugar beet
seed was grown in 1 mM Ca50y containing 10 um boric acid. Before germination, all
cultures were coated with the seed treatment Maxim XL (Syngenta, Basel, Switzerland)
containing the fungicides mefenoxam and fludioxonil. Sandwich cultures were grown
under controlled conditions from day 4 (26/18 °C day /night, 16-h photoperiod). On
day 8, the seedlings were transferred to 2.5-L containers filled with semi-concentrated
nutrient solution containing the following nutrient salts: calcium nitrate tetrahydrate,
potassium sulfate, magnesium sulfate heptahydrate, calcium chloride dihydrate, monobasic
potassium phosphate, ferric EDTA, boric acid, manganese(Il) sulfate monohydrate, zinc
sulfate solution, copper(Il) sulfate pentahydrate, ammonium heptamolybdate tetrahydrate
and nickel(Il) sulfate hexahydrate [14]. The containers were maintained under controlled
conditions for a further 4 days (21/16 °C day /night, 16 h photoperiod). The stalks of the
seedlings were then wrapped with 2 cm foam strips and fixed in the perforated lids of the
containers, into which aeration tubes were inserted. An Osaga LK 60-piston compressor
(Osaga, Buchholz, Germany) was used to circulate air in the nutrient solutions. On day 12,
the plants were refreshed with fully-concentrated nutrient solution, which was changed
weekly. The host choice experiments were initiated when the plants reached BBCH stage
15 (sugar beet and maize) or 31 (wheat).

2.5. Abundance of Adults in the Field

To measure the abundance of P. leporinus, 10 x 25 cm yellow sticky traps (Aeroxon,
Waiblingen, Germany) were set up at four locations in Rhineland-Palatinate and south
Hesse in the summer of 2020 and 2021. The sites were commercial sugar beet fields in
Riedstadt (2020, 49°51'20.34" N 8°23'47.67" E; 2021, 49°52'18.2" N 8°24'53.1" E), Bick-
enbach (2020, 49°46'04.4" N 8°33/30.9" E; 2021, 49°46'03.2" N 8°33/33.0" E), Monsheim
(2020, 49°37'59.2" N 8°14'02.0" E; 2021, 49°38'15.1" N 8°14'42.9" E) and Steinweiler (2020,
49°07'07.0" N 8°09'03.6" E; 2021, 49°06'29.8" N 8°09'29.6" E). Three traps were set up per
site at a distance of 10, 30 and 50 m from the edge of the field on a pole at a height of 10 cm
above the sugar beet vegetation. The panels were set up in the first week of May and the
sampling was finished after two continuous weeks without catches. The sticky traps were
replaced weekly and the number of adult F. leporinus on each trap was determined.

2.6. Subterranean Nymph Movement

From mid-November 2020 until June 2021, we excavated soil from winter wheat fields
following a heavily SBR-infested sugar beet crop (2020, 49 °37'06.4" N 8°07'45.5" E). After
the adult planthoppers had left the field in June 2021, the study was continued in a nearby
sugar beet field (2021, 49°37'51.2" N 8°07'00.3" E) until March 2022, where peas were sown
in spring after the sugar beet harvest. Once a week, six soil samples (25 % 25 x 25 cm)
were taken at marked points to determine the whereabouts of nymphs during the course
of the year. Each soil sample was sliced in 5 cm increments and the number of P’ leporinus
nymphs per slice was counted. After each survey, the sampling points were moved 1 m in
different directions on six sampling lines. The study was conducted for 66 weeks in total.
The soil temperature was recorded using a Tinytag Plus 2 TPG-4017 (Gemini Data Loggers,
Chichester, UK) at 5-10 cm depth.

2.7. Detection of SBRars and SBRps by gRT-PCR

Trapped P, eporinus specimens were tested for infection with SBRars and SBRps in 2020
and 2021 by examining 343 and 296 planthoppers, respectively. In the flight monitoring,
up to 10 planthoppers per week collected from four sites were transferred to Eppendorf
tubes containing 70% ethanol, and DNA was extracted using the Bloodé&Tissue Kit (Qiagen,
Hilden, Germany). The detection of SBRars and SBRps was determined by qRT-PCR (Ap-
plied Biosystems, Foster City, CA, USA). For SBRars, we used primers SBRars_qRTforK1.437
(5"-CAC AAG CGG TGG AGC ATG TG-3") and SBRars_gqRTrevKL438 (5-ACT CCC ATG
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GTG TGA CGG-3') with the FAM/TAMRA-labeled probe SBRars_qRTprobeKL457 (5'-
FAM-TCT CAA TTA CTC ATA GTG AGA T-TamRa-3'). For SBRps, we used primers
SBRps_qRTforKL464 (5-TGG AGG TTA TCA GAA GCA CAG-3') and SBRps_qRTrevKIL465
(5'-TGC TAA AGT CCC CAA CTT AAT G-3') with the FAM/TAMRA-labeled probe
SBRps_qRTprobeK1.466 (5-FAM-ATG TTG GGT TAA GTC CCG CAA CGA GCG CAA
CC-TamRa-3"). Targets were amplified using the Luna Universal Probe qPCR master mix
kit (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA). The total DNA amount of the samples
was adjusted to 10 ng/pL. A plasmid carrying the SBRars and SBRps target was used to
prepare a standard curve including 10-fold dilution series. The samples were heated to
55 °C for 10 min, then 95 “C for 1 min, followed by 40 cycles of 95 °C for 10 s and 60 °C for
30 s in the amplification and fluorescence detection steps, respectively. The bacterial load
was calculated against the standard curve using ABI 7500 System SD5 Software (Applied
Biosystems). In brief, we considered a threshold of 10 copies for SBRars and a threshold of
3 copies for SBRps, or for both cases a CT value higher than 35 as negative results.

2.8. Statistical Analysis

For growth rate analysis, a linear model was fitted to the lateral length data plotted
against the number of days after hatching. Molting events were determined by observing
the shed cuticle remnants, called exuviae, and were assigned to one of five developmental
transitions based on the characteristic physical attributes of the nymphs. Host plant
choice data were analyzed in GraphPad Prism v9.1.2 for Windows (GraphPad Software,
San Diego, CA, USA) using Friedman'’s test followed by Dunn’s multiple comparisons
test. Subterranean nymph movement data were assessed by one-way analysis of variance
(ANOVA) followed by Bonferroni’s multiple comparisons test, also in GraphPad Prism.
Adult abundance data were analyzed in R v4.1.2 (R Core Team, Vienna, Austria, 2021) using
a Mann-Whitney U-test and a Kruskal-Wallis test for data with non-normal distribution.

3. Results
3.1. Successful Mass Rearing of P leporinus Facilitates Life Cycle Dafa Analysis

The rearing of F. leporinus was successful in two different settings. In 2020, we observed
oviposition by caught adults (P0) and the development of nymphs in a climate chamber. The
second generation of adults (F1) started molting after three months under climate-controlled
conditions in August 2020 and continued emerging until January 2021. During this period,
905 adults emerged and deposited eggs (F2). Nymphs from the second generation hatched
in sugar beet pots and were transferred to the climate chamber for use in other projects.

From the initial F. leporinus population (collected in the field in summer 2021) we
studied two successive generations under climate chamber conditions (Figure 1). Under
climate-controlled conditions, a growth curve with molting events was prepared based
on the data from 60 individuals over 34 weeks (Figure 2). The mean molting time points
(M1-M5, dark gray vertical lines) were at 32, 44, 77, 90 and 170 days after hatching,
respectively. The mean size of first instar was 1053 £ 30 um, increasing to 1600 & 34 yum for
the second instar, 2300 + 60 pum for the third, 3320 + 83 um for the fourth, and 4270 + 43 um
for the fifth. The mean size of adult specimens was 5028 &+ 372 um. Waxy filaments were
produced by all five instars. We observed no morphological differences between male and
female specimens at any nymph developmental stage.
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Life Cycle of
Pentastiridius
leporinus

Figure 1. The life cycle of Pentastiridius leporinus. Development from the egg to the adult imago
proceeds through five instar nymphs (N1-N5).
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Figure 2. Growth rate of Pentastiridius leporinus. The body length (shown as lateral length in pm on
the y-axis) was determined for n = 60 nymphs over a period of 34 weeks. Light gray intervals around
molting time points (dark gray bars) represent + one standard error of the mean. A linear regression
yielded the function y = 20.6x + 11764, which is displayed as a solid black line with gray dashed lines
indicating the 95% confidence interval.
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3.2. P. leporinus Nymphs Are Polyphagous with Weak Host Preferences

The ability of P. leporinus to survive for several months in the absence of a sugar beet
crop suggests that the nymphs feed on alternate hosts. We therefore carried out host choice
tests in which nymphs were offered sugar beet and two typical crops planted after the
sugar beet harvest: winter wheat and maize. We found that significantly greater numbers
of nymphs were attracted to sugar beet and maize than to wheat and the central area, but
sugar beet and maize were equally attractive (Figure 3).

T
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E 10=
2
-
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Figure 3. Host choice experiment in which Pentastiridius leporinus nymphs were placed in the central
area and given a free choice of three alternative hosts. The number of nymphs found in the four
areas of the test was counted after 1, 3, 6, 12, 24 and 48 h. The box plot shows the distribution of
nymphs in all four areas averaged over all time points. Data were analyzed using a Friedman test.
Boxes span the 25th to 75th percentiles, and the horizontal line in the box represents the median. The
whiskers and outliers are plotted using Tukey's method. Qutliers are plotted as individual points.
Each experiment was carried out with five sets of 30 nymphs. Statistical significance: *** p < 0.0001;
ns, not significant.

3.3. Subterranean P. leporinus Nymphs Show Temperature-Dependent Movement

Field studies revealed that nymphs are present in the soil throughout the year, and
they do not hibernate over winter. However, the movement of individual nymphs is
limited by the colder temperatures. In 2021, the first oviposition was observed on July
6th in Bubenheim (49°37/51.2" N 8°07'00.3" E). From November 2020 to March 2022,
488 individuals were found. The number of nymphs per sampling point and soil layer
varied between 1 and 36, with an average of 2.6 + 3.94. Nymphs were found in the topsoil
layer (0-10 cm) at a mean temperature of 8.6 °C. When the temperature in the topsoil
dropped below 5.6 °C, nymph abundance increased significantly in the next deeper layer
(10-20 cm) and in the subsoil (20-30 cm) (Figure 4).
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Figure 4. Subterranean Pentastiridius leporinus nymph movement. The topsoil temperature at which
individual nymphs between November 2020 and March 2022 were found is plotted against the soil
depth. In June, the site was changed due to the emergence of P. leporinus adults. Sample sizes per
group: 010 cm (1 = 95), 10-20 cm (1 = 298), 20-30 cm (1 = 95). Each data point represents one nymph.
Data were analyzed by one-way ANOVA. Violin plots indicate the frequency distribution of the
nymph movement; lines indicate median and quartiles. Statistical significance: **** p < 0.0001; ns,
not significant.

3.4. Abundance of Adults of P. leporinus and Prevalence of SBR Pathogens

In 2020, we caught 800 P. leporinus individuals at all sites using yellow sticky traps, 95%
of which were males. In 2021, the number of trapped individuals was 2022. The longest
flight activity was tracked in Bickenbach. The 2020 flight period lasted from calendar week
21 (mid-May) until calendar week 38 (late September). In 2021, the flight period in Bicken-
bach was shorter, from calendar week 23 (mid-June) until calendar week 33 (mid-August).
In order to compare the abundance of P. leporinus between the years, we defined the main
flight period starting from calendar week 23 and lasting until week 31, when planthoppers
were present at all sites. In Bickenbach, Steinweiler and Monsheim a significantly greater
number of adults was caught in 2021 than 2020. In Riedstadt, there was no significant
difference between the numbers of adults trapped in these two years (Table 1).

Table 1. Abundance of Pentastiridius leporinus in Rhineland-Palatinate (RP) and south Hesse (SH) in
2020 and 2021 during the main flight period (calendar weeks 23-31).

Site 2020 2021 Significance
Bickenbach (SH) 104 +7.11 35.8 + 287 p<0.012
Steinweiler (RP) 57 +54 226+ 258 p<0.05
Monsheim (RP) 6.4+ 6.0 115+ 85 p<0.05
Riedstadt (SH) 43+45 47 +46 p=06

1 Data are means + standard deviation. 2 Mann-Whitney U-test.
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Figure 5 shows the adult abundance data, as well as the prevalence of both SBR
pathogens during each calendar week, indicating a strong increase in adult abundance and
the SBR infection rate between 2020 (Figure 5A) and 2021 (Figure 5B). Interestingly, in 2021,
we recorded a substantial increase the number of individuals infected with both pathogens,
coinciding with the elevated abundance of F. leporinus from calendar week 26 onwards

(Figure 5B).
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Figure 5. Adult abundance (lines) and infection rates (columns) of adult P. leporinus at four different
locations in Rhineland-Palatinate and Hesse. The numbers representing adult abundance are means
of three sticky traps for (A) 2020 and (B) 2021. The number of adult samples per week for the analysis
of SBRars + SBRps infection rates was (A) 10-40 for 2020 and (B) 7—40 for 2021

A closer look at the infection profiles at each site reveals interesting differences
(Figure 6). In 2020, the proportion of uninfected planthoppers was 20.5-85.1% depending,
on the site. However, in 2021 this had fallen to 2.9-20.0%. When comparing the means of
all four sites, 53.4% P. leporinus were singly or doubly infected in 2020 whereas this had
risen to 89.4% in 2021.
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Figure 6. Analysis of Pentastiridius leporinus adults by gRT-PCR for the prevalence of the SBR
pathogens Candidatus Arsenophonus phytopathogenicus (SBRars) and Candidatus Phytoplasma solani
(SBRps) in 2020 (left) and 2021 (right). The number of samples tested varied per site, but 349 adults
in total were tested in 2020 and 296 in 2021.

In both years, and at all sites except Riedstadt in 2021, SBRars was the dominant
pathogen. Interestingly, 94.3% of the planthoppers examined in Riedstadt, tested positive
for infection with SBRps.

4. Discussion

The development of P. leporiniis mass rearing protocols not only facilitated the life
cycle studies described herein but will also allow the analysis of trait parameters that
can be used to predict the future spreading and behavior of this pest. Furthermore, the
mass rearing of P leporinus is necessary to establish bicassays for the development of
biological and environmentally friendly control methods. We developed a P, leporinus mass
rearing method that was satisfactory in two different settings: a climate-controlled cabinet
and greenhouse. Rearing in the climate-controlled cabinet required more effort than the
greenhouse, but made it easier to collect adults and nymphs, and to trace them through
their developmental stages. A key factor underpinning the success of rearing was the
moderate and stringent watering regime and the use of GeoHumus or expanded clay to
provide hiding places for oviposition and molting. The absence of an obligate diapause
during the development of P. leporinus was in line with the field studies, where nymphs at
different soil depths remained active even at low temperatures during winter.

The results of the host plant preference tests were important for several reasons. First,
they showed that sugar beet is an attractive host for nymphs as well as adults, so there
is no need to provide different host plant material during mass rearing. Second, they
confirmed that nymphs are polyphagous, and indeed show no preference when offered a
choice between sugar beet and maize. Winter wheat is the most common following crop
after sugar beets, and it has been hypothesized that winter wheat might be a suitable host
plant for P Jeporinus nymphs. However, our host plant preference test did not confirm
a high attractiveness of winter wheat. One reason for the lack of attractiveness of wheat
could be the amount and composition of volatiles released by the single plants. For further
evaluation of the attractiveness for P. leporinus nymphs solid-phase micro-extraction-gas
chromatography-mass spectrometry could be performed [15].

The initial host plant of P. leporinus was the common reed Phragmites australis, but the
circumstances surrounding the switch from reed to sugar beet are unclear [16]. It would be
interesting to check for F. leparinus strains that are still endemic in aquatic or semi-aquatic
P. australis and to compare them with strains that have adapted to sugar beet. Planthoppers
have colonized subterranean habitats, as exemplified by the cavern-dwelling genus Oliarus,
and might serve as a model for rapid subterranean speciation [17,18].
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Nymph nutrition and movement are important factors to consider when evaluating
pest control strategies based on limiting the food supply of insect pests or the use of
agronomic practices that disrupt their life cycle [19]. We found that the nymphs are not
restricted to sugar beet, only showing a weak preference for sugar beet over winter wheat
and no preference between sugar beet and maize. The suggestion to switch from winter
wheat to maize as a post-beet crop is therefore unlikely to inhibit . [eporinus development.
In terms of movement, it was shown that P. leporinus nymphs develop underground and
move through different soil layers based on sampling carried out in September, before
sugar beet harvesting, and in May, just before adult emergence [1]. Our results from
weekly sampling show that nymphs migrate to the topsoil (0-10 ¢m) when the temperature
reaches an average of 8.6 “C, providing an opportunity to use ploughing as a means to
disrupt the life cycle as part of an integrated pest management program. Sugar beet is
harvested between September and November, when the soil temperature in our study areas
falls from an average of 13.7 °C to 6.6 °C, so ploughing soon after harvest would seem
a feasible strategy to interfere with F. leporinus movement. However, we also found that
nymphs remained active even when the soil temperature dropped to 0 °C, similar to other
fulgoromorph species such as Hyalesthes obsoletus larvae found on lavender [20].

We have provided the first experimental observations of F. leporinus movement pat-
terns in south Hesse and Rhineland-Palatinate. SBR was first detected in sugar beet roots
in Heilbronn, Baden-Wiirttemberg, in 2010 [20], and the Palatinate has been infested with
SBR since 2018 [21]. No SBR infection was detected in the Riedstadt district of GroB-Gerau
during yellowing disease monitoring in 2018 and 2019 [4]. Infected sugar beet roots were
first detected in the district of GroB-Gerau (south Hesse) in 2020 [4]. The significant increase
in the P. leporinus population in south Hesse and the Palatinate between 2020 and 2021 may
indicate the recent colonization of sugar beet crops in this area. Our field studies revealed
that stolbur phytoplasma infection increased significantly between 2020 and 2021. To our
knowledge, this is the first time a phytoplasma infection has exceeded 15% of a P leporinus
population, which is alarming due to the key role of phytoplasma in SBR-induced damage
to sugar beet, especially in south Hesse. Further studies are needed to understand the
interactions between these pathogens and their host plant and insect vector. Including
phytoplasma in future monitoring activity could help to predict the mass movement of
P leporinus and thus prevent the spread of SBR by allowing the deployment of appropriate
countermeasures. Another possibility is that the habitat is already infested the stolbur phy-
toplasma. Candidatus Phytoplasma solani is also transmitted by H. obsoletus in potato [22].
In 2021, stolbur phytoplasma caused tremendous damage in south Hesse and the Palati-
nate by reducing the marketability of potato tubers (Michael Lenz, Regierungsprasidium
Hessen, personal communication). The cross-infestation of potato and sugar beet by vector
insects has yet to be investigated.

The movement pattern we observed was similar to that reported in Baden-
Wiirttemberg [21] and Burgundy/Franche-Comté [1]. The emergence of adults is sub-
ject to annual fluctuations. The main flight period is calendar weeks 23-31 with a peak
during week 25. The long flight period of P leporinus is the main challenge when seeking
control strategies. P. leporinus females carrying SBRars were shown to remain infectious
over their entire adult lifespan of 30 days [9], whereas SBRps transmission assays by the
same group were carried out using H. obsoletus because no infected P. leporinus could be
found at the time of their study [23]. The two pathogens affected sugar beet plants in
different ways, with the sugar content (Brix) of the roots and the mean tap root biomass as
a proportion of total plant biomass affected more severely by SBRps than SBRars [24]. No
data are yet available showing the effect of dual infections on sugar beet yields, but this
information would facilitate the development of suitable SBR control measures.
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5. Conclusions

We have established mass rearing techniques for P. leporinus allowing us to study
life cycle and ecological traits that will facilitate the development of control strategies,
including agronomic practices such as tilling and biological control methods. We found
that P leporinus nymphs do not appear to hibernate overwinter and move to the topsoil
when the average temperature is ~9 °C. Host-choice experiments indicated a broad host
range. Furthermore, we conducted field studies in recently infested regions of Germany to
better understand the movement patterns of this insect. The results indicate that F. leporinus
is spreading rapidly in Germany. Finally, we developed an accurate and sensitive protocol
to detect the two bona fide SBR pathogens Candidatus Arsenophonus phytopathogenicus and
Candidatus Phytoplasma solani, showing that the number of infected P. leparinus increased
during the 2-year course of our study.
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Simple Summary: Pentastiridius leporinus is a planthopper that transmits two bacterial pathogens
to sugar beet plants: Arsenophonus and Stolbur. These bacteria cause an economically important
disease known as syndrome basses richesses (SBR), characterized by deformed yellow leaves and
low beet yields. Having observed potato fields in Germany infested with planthoppers and showing
signs of leaf yellowing, we set out to identify the planthoppers and any transmitted pathogens.
We identified P. leporinus by comparisons of COIl and COII partial sequences and detected both
bacterial pathogens in planthoppers, as well as in beet and potato plants. We found that P. leporinus
nymphs and adults can transmit the bacteria and that long, warm summers allow two generations of
planthoppers to breed, probably increasing the population size and threat of disease transmission
in the following year. We conclude that the planthopper P leporiinus has expanded its host range to
potato, and that further studies are needed, to facilitate the development of control strategies that
minimize losses in sugar beet and potato crops.
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acterized by yellowing, deformed leaves and low beet yields. Having observed potato fields in
Germany infested with cixiid planthoppers and showing signs of leaf yellowing, we used morpho-
logical criteria and COI and COIl as molecular markers, to identify the planthoppers (adults and
nymphs) primarily as F. leporinus. We analyzed planthoppers, potato tubers, and sugar beet roots

Academic Editor. Maurizio and detected both pathogens in all sample types, confirming that P. leporinus adults and nymphs can
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(Beta vulgaris L.) since the early 2000s [1-3]. Before this, the adults were known to feed
on reed grass (Phragmites australis (Cav.)), in moist or wet sites along rivers or in ruderal
and brackish ecosystems, but the host plant for the nymphs was unknown [4]. The recent
host shift has enabled P. leporinus to complete its life cycle on sugar beet (adult feeding,
oviposition, hatching, and nymphal feeding). After the harvesting of sugar beet in autumn,
nymphs overwinter on subsequent crops, typically winter wheat (Triticum aestivum (L.)) or
barley (Hordewm vulgare (L.)) [5]. The adult planthoppers begin to emerge the following May
and show flight activity usually until August, and sometimes until September if the summer
is hot and dry [6]. Oviposition takes place at the beginning of July. Laboratory assays
showed that the time from the first larval stage until adult emergence, under controlled
conditions, is >100 days, without an induced diapause [6].

Pentastiridius leporinus is the main insect vector of the bacterial disease of sugar beet
known as syndrome basses richesses (SBR), in Germany and Switzerland [7-9]. Symp-
toms of SBR include the yellowing of older leaves, lancet-shaped leaf deformations, and
necrosis of the vascular tissue, which reduces the sugar content of the beet roots [10]. The
syndrome is associated with two different bacterial pathogens: the y-proteobacterium
Candidatus Arsenophonus phy topathogenicus (hereafter described as Arsenophonus) and
the stolbur phytoplasma Candidatus Phytoplasma solani (hereafter described as stolbur) [10].
Arsenophonus has been more abundant in sugar beet over the last five years, based on
monitoring activities in Germany [7,11].

Bacteria of the clade Arsenophonus typically associate with insects as mutualists or
parasites, but they are also pathogens of sugar beet and strawberry, where they cause
marginal chlorosis disease [5]. Arsenophonus is transmitted by both adults and nymphs of
F. Ieporinus [10,12]. An inoculation access period (IAFP) of three days was tested in adults,
revealing that females lived longer and were better vectors than males, with 64% and
24% efficiency of transmission, respectively [10]. Nymphs were hosted for 30 days on sugar
beet seedlings, and Arsenophonus transmission was successful in four of six replicates [12].
The bacteria were also vertically transmitted to the offspring [12]. Arsenophonus was
abundant in most internal organs of P. leporinus, with the highest bacterial load in the
salivary glands and gonads of adults [12].

Stolbur is responsible for rubbery tap root disease (RTD) in sugar beet in Southeast
Europe [13], and was first observed in Serbia in the 1950s [14]. Stolbur is also known
to cause bois noir in grapevines (Vitis vinifera L.) [15]. This is transmitted by Hyalesthes
obsoletus (Signoret), another cixiid planthopper known for its ability to complete its life
cycle on different host plants, such as the nettle Urtica divica (L.) and bindweed Convolous
arvensis (L.) [16]. Several other crops are damaged by H. obsoletus, including celery, lavender,
maize, and salvia [17-20]. Recently, we detected a high abundance of stolbur 16sR-XII in
P. leporinus captured in sugar beet fields in Rhineland-Palatinate and South Hesse [6]. The
same insects were also carrying Arsenophonus.

In potato (Solanum tuberosum (L.)), stolbur is known to cause diverse symptoms
including reddening, aerial tubers, leaf discoloration, shortened internodes, and upward
rolling of the top leaf, resulting in severe yield losses [21]. The identified main vector insect
of stolbur in potato was Hyalesthes obsoletus [22]. P. leporinus had neither been found in
potato nor transmitting stolbur. The detection of stolbur in sugar beet in 2020 and 2021 drew
our attention to nearby potato fields, that started to show yellowing symptoms. The aim of
this study was to identify the planthopper associated with wilting potato plants, and to
characterize the pathogens responsible for this novel syndrome.

2. Materials and Methods
2.1. Field Collection of P leporinus from Potato Titbers and Sugar Beet Roots

P, leporinus samples were collected from three locations (Table 1) on neighboring sugar
beet and potato fields (<300 m apart), in September 2022. Adults were collected using a
sweep net. Nymphs were collected by digging them out from between potato tubers, or
by using a beet fork to collect them from along the beet roots. Field-collected nymphs
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were transferred individually to microcentrifuge tubes or Petri dishes for further analysis
in the laboratory. Field-collected adults were transferred to a 2-week-old potted potato
plant var. Jule (Solana, Windeby, Germany), for egg deposition and hatching of first-instar
nymphs. Plants were kept in the greenhouse in single cages (Cavea PopUp size M net
cage (Howitec, Bolsward, The Netherlands)). The temperature of the chamber was set to
22/16 °C day /night, with a 16 h photoperiod. Images of field-collected and freshly-hatched
nymphs were captured using a VHX-5000 digital microscope (Keyence Deutschland, Neu-
Isenburg, Germany), and measured using the VHX-5000 communication software.

Table 1. Sampling locations.

Location State Crops Coordinates
Eich Rhineland-Palatinate Potato, sugar beet 49.765428, 8.393707
Ibersheim Rhineland-Palatinate Potato, sugar beet 49.726559, 8.393205
Lampertheim Hesse Potato 49610846, 8.465391
Bickenbach Hesse Sugar beet 49.758758, 8.577285

Potato tubers expressing stolbur-like symptoms, characterized by the formation of
side shoots, wilting, and rubbery tubers, were collected from the same locations. In the
Eich and Ibersheim locations, we also collected 15 sugar beet samples with SBR symptoms,
characterized by yellowing leaves, deformed young leaves, and necrosis of the vascular
tissue and root tips.

2.2, Identification of Nymphs and Adults

To confirm the species, adults were morphologically examined [23] and DNA was
extracted from nymphs and adults representing each location using the DNeasy Blood
& Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Germany). A single fragment of the partial cytochrome
oxidase subunit [ and II (COI and COII) genes was amplified, as previously described [5],
using primer pair C1]2441 /C2N3661 [24]. The amplicons were purified with Exonuclease
and SAP (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA), followed by sequencing (Eurofins
Genomics, Cologne, Germany). In total, seventeen adults were analyzed: for potato, four
from Eich, seven from Lampertheim and five from Ibersheim; and for sugar beet, one from
Ibersheim. As for the nymphs, nine were analyzed, one from potato in Eich, two from
potato in Ibersheim, four from potato in Lampertheim, one from sugar beet in Fich, and
one from sugar beet in Ibersheim. COL/COII sequences from three I leporinus nymphs,
collected from potato fields, one adult, collected from a sugar beet field, and reference se-
quences FN179288-FN179291 from P. leporinus and Hyalesthes obsoletus, were compared [8].
COI and COII sequences were trimmed to 972 bp and aligned using MUSCLE [25], and
a phylogenetic tree was created using the neighbor-joining method and Geneious v10.2
(Biomatters, Auckland, New Zealand). Bootstrap analysis was conducted using 10,000 repli-
cations. The COI/COII sequences were submitted to Genbank, under accession numbers
with sequential numbering from OQ420381 to OQ420405.

2.3. Abundance of P. leporinus in 2022

The abundance of P. leporinus was evaluated using transparent, sticky “cloak” traps
(PAL, CSALAMON Group, Budapest, Hungary), 25 x 35 cm. The traps were set up at
one location in Hesse (coordinates 49.758758, 8.577285). The site was a commercial sugar
beet field, 13.2 km away from the examined potato field in Eich (Table 1). Three traps were
placed at distances of 10, 30, and 50 m from the edge of the field, on a pole at a height of
10 cm above the sugar beet vegetation. The sampling period started in May and ended in
September, after two continuous weeks without catches. The traps were replaced weekly
and the number of adults was determined. To evaluate the ability of P. leporinus nymphs to
develop on potato plants, the head capsule width and dorsal length of 100 field-collected
nymphs were measured, using a VHX-5000 digital microscope.
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2.4 Transmission Assays with Nymphs

The ability of P. leporinus nymphs to transmit Arsenophonus and stolbur to uninfected
potato plants, was tested by releasing five field-collected nymphs (third to fifth instar)
onto twelve potato plants and three sugar beet plants, followed by feeding for an IAP of
66 days. The control group consisted of three potato plants without nymphs. Field-collected
P. leporinus nymphs were placed directly onto 3-week-old sugar beet plants (KWS Annarosa,
Einbeck, Germany) and 5-day-old potato plants (Colomba HZPC, Joure, The Netherlands),
growing in Gottinger 3 L pots (Lamprecht-Verpackungen, Géttingen, Germany), filled with
Friihstorfer potting soil LD 80 (Heinrichs, Ingelheim, Germany) and covered with expanded
clay (Floragard, Oldenburg, Germany). Plants were kept in single cage, in a Cavea PopUp
size M net cage (Howitec, Bolsward, The Netherlands), and watered moderately twice
weekly. The temperature in the greenhouse chamber was set to 22/16 “C day/ night, with a
16 h photoperiod.

After 66 days, nymphs were collected from plants and pooled by plant origin for
DNA extraction, as described above. Potato plants were divided into leaves, upper stem,
midsection, lower stem, tubers, and roots. Sugar beet plants were divided into leaves, leaf
stems, upper root, midsection of root, root tip, and tender roots. DNA extracts from plants
were prepared from 0.1 g samples according to a modified CTAB procedure [26], followed
by qRT-PCR (Section 2.6).

2.5. Comparison of Arsenophonus Isolated from Potato Tubers, Beet Roots, and P. leporinus

Nested PCR with primer pairs Fra5/rP1 and Alb1/0liv1, was carried out to amplify
the Arsenophonus 165 ITS sequence [3]. The products were separated by 2% agarose gel
electrophoresis and stained with 0.1 pl./ ml SYBR-Safe {Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA), followed by visualization under UV light. The products were then cleaned
up and sequenced as described above. Multiple sequences were aligned with MUSCLE,
using Geneious v10.2, as described above. The Arsenophonus sequences were submit-
ted to Genbank, under accession numbers with sequential numbering from OQ411083
to OQ411090.

2.6. Analysis of Arsenophonus and Stolbur Infections

Ninety-one individual insects, from three locations, were analyzed: thirty-six adults
and thirty-six nymphs from potato fields, as well as nine adults and ten nymphs from
sugar beet fields. Following DNA extraction, as described above, TagMan qRT-PCR was
performed using Luna Universal qRT-PCR Master Mix (New England Biolabs, Frankfurt,
Germany), 25 ng of template DNA, and primer pairs KL437/438 and KL464/465, for the
detection of Arsenophonus and stolbur, respectively [7]. The number of target copies was
determined using absolute standard curves. Samples with a CT value > 35 were considered
negative, which is equivalent to 22 copies for Arsenophonus and 14 copies for stolbur.

To assess the abundance of infected potato and sugar beet plants in two locations,
30 symptomatic sugar beet root samples and 45 symptomatic potato tuber samples were col-
lected, from three locations, and tested for Arsenophonus and stolbur. DNA extracts were
prepared from 0.1 g tuber or sugar beet root samples, using a modified CTAB method [26]
followed by qRT-PCR, as described above.

3. Results
3.1. Identification and Morphometric Analysis of P. leporinus on Potato Plants

A recent increase in wilting syndromes in potato fields in Southwest Germany, was
accompanied by the observation of hitherto unknown planthoppers in those affected
fields. We identified the species as . leporinus, based on morphological traits in potatoes
(Solamum tuberosum var. Juventa). We found symptomatic potatoes colonized by nymphs,
filamentous residues reminiscent of the characteristic wax structures of egg clutches, and

hatching P. leporinus adults (Figure 1).
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Figure 1. Pentastiridius leporinus found on potato plants in Ibersheim, September 2022. (A) Sub-
terranean colonization of roots and tubers by nymphs, characterized by white, waxy filamentous
residues. (B) Nymphs on the potato tubers and roots. (C) Colony of nymphs at different developmen-
tal stages and residues of molting, hidden under potato tubers. (D) Adult P. leporinus found in the
soil. Red arrows indicate nymphs (A-C) and adults (D).

Morphometric analysis was carried out on 100 of the field-collected nymphs (Table S1).

3.2. Molecular Identification of P. leporinus

We analyzed 23 individual nymphs and adults from potato and sugar beet fields, all
of which (except one nymph) were identified as P. Ieporinus. The one exception, collected
from sugar beet, was identified as Cixius sp., another planthopper in the family Cixiidae.
Evolutionary relationships among the planthoppers and some reference specimens from
other years and locations, were checked on the basis of COI and COII sequence similarity,
resulting in the phylogenic tree shown in Figure 2.
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Figure 2. Phylogenetic relationship between cytochrome oxidase subunits [ and 11 (COI and COII)
sequences from collected Pentastiridius leporinus, Hyalesthes obsoletus, and Cixius sp. Specimens, and
sequences of planthoppers from earlier studies (marked with #) [8]. The tree was constructed using
the neighbor-joining method, based on a MUSCLE alignment of COI and COII sequences. The bar
indicates the number of substitutions per site. Bootstrap values (10,000 replications) are included as
numbers at the branches. POT: found in potato, 5B: found in sugar beet.

Based on COI and COII sequences, the planthoppers found in potato and sugar beet
showed a closer genetic relationship to P [eporinus than the two known references from
France and Russia. The nearest related species (! beieri), as well as the more distantly
related H. obsoletus and Cixius sp. specimens, showed clear sequence differences.

3.3. Second Generation of Adults in Bickenbach, 2022

In 2022, 1336 P leporinus adults were caught in a sugar beet field in Bickenbach, Hesse
using transparent, sticky traps (Figure 3). The flight period lasted from calendar week
20 (mid-May) until calendar week 39 (end of September). At this location, 92.4% of the
captured individuals were males.

Surprisingly, two peaks of abundance were observed. The first occurred at the begin-
ning of July (calendar week 27), followed by a decline until the end of July (calendar week
30), at which point the mean capture rate per trap fell to a low of 0.3 insects. Afterwards,
the number of captured adults rose again, reaching a second peak at the end of August
(calendar week 35). One insect was trapped at the end of September (calendar week 39).
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Figure 3. Abundance of adult Pentastiridius leporinus in Bickenbach, Hesse, 2022, The numbers
represent means of three sticky traps per week.

3.4 Transmission Assay

The detection of Arsenophonus and stolbur in nymphs and plants, by qRT-PCR, is
summarized in Table 2. All groups of nymphs tested positive for Arsenophonus, but
only one of fifteen groups tested positive for stolbur. Three of twelve potato plants tested
positive for Arsenophonus, whereas stolbur was not detected in any potato plants. In the
first potato plant, Arsenophonus was detected in the tubers with 45 copies. In the second
plant, 141 copies were found in the roots. The third potato plant was more severely infected,
with 85,635 copies in the lower stem, 5341 in the roots, 172 copies in the leaves, and 93 in
the tubers. Arsenophonus and stolbur were both detected in one of the three sugar beet
plants, which contained 23 copies of Arsenophonus and 1416 copies of stolbur in the root
tip. Neither pathogen was found in the control group.

Table 2. Detection of Candidatus Arsenophonus phytopathogenicus (Arsenophonus) and Candidatus
Phytoplasma solani (stolbur) in F. leporinus nymphs, as well as potato and sugar beet plants, after
inoculation with field-collected third-to-fifth-instar nymphs for 66 days. Control were potato plants

without nymphs.
Plants Group of Nymphs
Plant Species Arsenophonus Stolbur Arsenophonus Stolbur
Potato 3/12 0/12 12/12 0/12
Sugar beet 1/3 1/3 3/3 1/3
Potato (Control) 0/3 0/3 - -

3.5. Similarity of Arsenophonus in All Organisms

The Arsenophonus qRT-PCR results were verified by nested PCR followed by agarose
gel electrophoresis [3]. Infected potato tubers showed the same characteristic banding
pattern as infected sugar beet and planthopper samples (Figure 51). No bands were
observed in the negative control. Two Arsenophonus amplicons from planthoppers, one
from sugar beet, and four from potato plants were sequenced, revealing 100% identity with
the Arsenophonus 165 ITS sequence DQ834353.1 (positions 80-419 bp) submitted by [3].

3.6. Prevalence of Arsenophonus and Stolbur in P. leporinus and Plant Material

We tested 91 P. leporinus adults and nymphs for Arsenophonus and stolbur, 69.2% of
which were positive for Arsenophonus and 2.2% of which were positive for stolbur. Each
adult positive for stolbur was also positive for Arsenophonus (Figure 4).
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Figure 4. Prevalence of Candidatus Arsenophonus phytopathogenicus (Arsenophonus) and Candidatus
Phytoplasma solani (stolbur) in Pentastiridius leporinus adults (n = 36) and nymphs (n = 36) on potato,
and adults (n = 9) and nymphs (n = 10) on sugar beet plants, as determined by qRT-PCR. Nymphs
and adults were collected in September 2022,

The prevalence of Arsenophonus in both plant species was high: 95% of the sugar
beet roots and 100% of the potato tuber samples were positive for this species. In addition,
stolbur was detected in 20% of the potato tubers and 45% of the beet root samples (Figure 5).
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Figure 5. Prevalence of Candidatus Arsenophonus phytopathogenicus (Arsenophonus) and Candidatus
Phytoplasma solani (stolbur) in symptomatic potato tubers (n = 45) and sugar beet roots (n = 30), in
September 2022,

We analyzed forty-five potato tuber samples in total. Among the fifteen samples
from Eich, all were positive only for Arsenophonus, except a single uninfected sample.
Among the fifteen samples from Ibersheim, seven were positive only for Arsenophonus,
seven were positive for both pathogens and one was positive only for stolbur. Among
the fifteen samples from Lampertheim, fourteen were positive for Arsenophonus alone
and one sample was positive for both pathogens. We analyzed thirty sugar beet samples
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in total, all of which were positive for Arsenophonus or a double infection. Among the
fifteen samples from Eich, seven were positive for Arsenophonus and eight were positive
for both pathogens. Among the fifteen samples from Ibersheim, nine were positive for
Arsenophonus and six were positive for both pathogens.

4. Discussion

Several species of planthoppers and psyllids cause serious damage to potato crops
by direct feeding and/or by transmitting pathogens, especially phytoplasmas, bacteria,
and viruses [27]. Many planthopper species associated with potato fields belong to the
family Cixiidae, including H. obsoletus, Reptalus quinquecostatus (Dufour) and R. panzeri
(Low) [22]. Our study presents the first molecular evidence that potato plants are colonized
by P. leporinus. We also confirmed adult feeding, egg laying, hatching, and nymphal feeding
on potato plants and tubers. Our data therefore suggest that P. leporinus can move between
sugar beet and potato host plants, as represented in an updated life cycle diagram (Figure 6).
To compare the suitability of sugar beet and potato as hosts, long-term life cycle trials are
needed to understand the dynamics of P. leporinus developmental biology. To compare
these host interactions, suitable protocols for some host plants under controlled conditions
have already been established by [6].

A June - September
d7-215¢
8
e
& &
0-10cm &
10 - 20 em
20 - 30 em
c April - June B October - March

fsi-180c Bs2-100c

Figure 6. The life cycle of . leporinus with two different host plants, including data [6]. (A) P. leporinus
adults lay eggs, which give rise to nymphs, on sugar beet and potato plants between June and Septem-
ber. Under favorable conditions, a second generation of adults develops in the summer, depicted
by red arrows. The blue arrow demonstrates the ability of adults to move between host plants.
(B) Nymph distribution and temperature-dependent movement between October and March. After
harvesting, the subsequent crop is usually winter wheat. (C) Nymph distribution and temperature-
dependent movement between April and June. Thermometer symbols indicate minimum and
maximum temperatures.
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The identification of species was not possible based on morphological characteristics
alone during the nymphal stages, so we sequenced COI amplicons to provide species-
dependent molecular markers. We found that the nymphs and adults on sugar beet and
potato plants were 100% identical to the P. leporinus reference sequences, which differed
from the H. obsoletus and Cixius sp. amplicons. However, further genomic analysis of
planthoppers is necessary to identify potential differences between populations.

Cixiid species such as P. leporinus are typically univoltine—they produce a single
generation per year [4]. However, the examination of sticky traps and soil samples provided
convincing evidence that the hot and dry summer in 2022 enabled P. leporinus to produce
a second generation of adults in September, which were able to lay eggs. Under field
conditions in 2020 and 2021, there was no clear evidence of bivoltine development, whereas
a second generation of adults was also evident, from the monitoring of sticky traps, in
2018 [28]. The ability to produce two generations in 2022 is likely to increase the number
of adults in the region in 2023. This enhances the threat of economic damage caused by
P leporinus, in regions where potato and sugar beet are cultivated in the same rotation.
Rising temperatures, caused by climate change, are predicted to reduce crop yields, by
encouraging the growth of pest insect populations [29], and projections in staple cereals
such as rice, maize, and wheat indicate a yield loss of up to 25% per degree Celsius increase.
Our data show a real-time change in voltinism in P. leporinus, probably due to the increase
in temperatures.

During our field study in September, we found one Cixius sp. nymph on sugar
beet in Eich (Rhineland-Palatinate). Cixius wagneri (China) is known to transmit Candi-
datus Phlomobacter fragariae, which causes marginal chlorosis in strawberries [30]. In
France, C. wagneri in heavily-infested sugar beets, were shown to carry and transmit Ar-
senophonus [10]. We found one Cixius sp. nymph on sugar beet, but no adults in the sticky
traps. Further studies monitoring cixiid species in sugar beet and potato crops, should
also include Cixius species as potential Arsenophonus vectors in Southwest Germany. The
recent finding of stolbur in sugar beet [6], and the observed host shift of P. leporinus to
potato, may also influence the disease pressure in this region. In Ibersheim, two H. obsoletus
individuals were found on sticky traps in sugar beet crops (data not shown). Further
studies are needed to clarify the population density of H. obsoletus and identity which
bacteria are carried. Interactions between sugar beet, potato, and vine plants could lead
to an outbreak of stolbur in Rhineland-Palatinate’s vineyards and should therefore be
investigated in a timely manner [15].

We conducted transmission assays to determine whether I leporinus can vector Ar-
senophonus and/or stolbur to potato plants. Transmission from adults to sugar beet
seedlings was previously reported [10,12], and was possible within an [AP of 3 days and oc-
curred over a period of 33 days. Transmission assays from nymphs to sugar beet seedlings
were also conducted previously for an IAP of 30 days, revealing a transmission frequency
of 60%, based on PCR detection [12]. We provided quantitative data confirming that P. Jep-
orinus nymphs were able to transmit Arsenophonus to the stem, tender roots, and tubers
of potato plants, after 66 days, as well as the first evidence of stolbur transmission from
P leporinus nymphs to sugar beet. Stolbur depends on horizontal transmission via insect
vectors [31,32]. H. obsoletus was previously used to confirm the transmission of stolbur to
sugar beet seedlings, because no stolbur-infected specimens of P! leporinus were available at
that time [10].

We detected Arsenophonus in P. leporinis, as well as sugar beet root tips and potato
tubers from the field. We found that 90% of all potato and sugar beet samples tested
positive for Arsenophonus. The gRT-PCR results were confirmed by endpoint PCR, using
the primer pairs Fra5/rP1 and Alb1/Oliv1 [3]. All potato, sugar beet, and planthopper
samples showed the same band pattern. Furthermore, Arsenophonus 165 ITS sequences
from different samples were identical, showing that all isolated strains shared a close genetic
relationship. Further sequencing of these strains should be carried out, to determine if
there is a genetic basis for the host shift from sugar beet to potato.
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In our study, only rubbery potato tubers and yellowing sugar beets were collected
for analysis. Stolbur was detected in 20% of potato samples, significantly lower than
the prevalence of Arsenophonus. The symptoms of Arsenophonus in sugar beet and
strawberry plants are convergent with those of phytoplasmas [5]. We conclude that stolbur-
like symptoms in potato can also be triggered by Arsenophonus, and 80% of the examined
potato tubers were infected with Arsenophonus alone.

More studies examining the relationship between Arsenophonus, potato plants, and
planthopper vectors are urgently needed, because we currently lack an in-depth characteri-
zation of symptoms and the quantification of damage caused by these pathogens, under
controlled conditions. It is also unclear where, inside the plant, Arsenophonus localizes,
accumulates, and propagates. The prevalence of both pathogens in different regions of
Germany is still unknown and must be assessed to facilitate appropriate containment
measures. Seed potatoes could potentially spread both diseases [33]. Potential control
strategies could include population suppression in P. leporinus and the modification of crop
rotations to avoid consecutive crops of potato and sugar beet.

5. Conclusions

Sugar beet and potato are important root crops, with a significant socioeconomic
value in the Rhine Valley. In Rhineland-Palatinate, both crops together covered more than
23,000 ha (6.0% of total arable land) in 2022 [34]. In this study, we present evidence that
the planthopper P leporinus has expanded its host range to potato, which will help in
the development of control strategies to prevent the loss of sugar beet and potato crops.
Phylogenetic analysis suggested that the planthoppers found in potato and sugar beet from
different locations in Southwest Germany had a common origin. Most of the potato plants
with disease symptoms such as side shoots, wilting, and rubbery tubers were colonized
by Arsenophonus, in the absence of stolbur. We confirmed the ability of P. leporinus
nymphs to transmit Arsenophonus to potato and stolbur to sugar beet. Our field data
also provide evidence that P. leporinus can produce a second generation per year, under
favorable conditions.
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des Lebenszyklus unterstiitzt. Die Feldarbeiten zur Untersuchung der Abundanz und zur Untersuchung der
Nymphen wurde gréBtenteils durch MarS, AD und ManS tibernommen. Ich habe das Manuskript mit
Unterstitzung von NW und KL verfasst.

Publikation III

Ich habe die Studien zusammen mit KL designt. Ich habe die Laborarbeiten mit Unterstiitzung von AR
durchgefiihrt. Ich habe die Feldarbeiten mit Unterstiitzung des Verbandes der Hessisch-Pfilzischen
Zuckerriibenanbauer e.V. und die Ubertragungsversuche durchgefiihrt. Ich habe Datenauswertung der
Abundanz, Privalenz und Ubertragungsversuche iibernommen sowie die Abbildung zum Lebenszyklus
erstellt. Ich habe mit Unterstitzung durch AR und KL das Manuskript verfasst.
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