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Kurzfassung Deutsch

Im organischen Erdbeeranbau sind bodenblrtiger Krankheiten, z. B. Verticillium-Welke und
Rhizomféaule, ein wachsendes Problem. Auch im konventionellen Anbau ist eine Bekdampfung der
Verticillium-Welke nur bedingt moglich, da keine effiziente Pflanzenschutzmittel verfligbar sind..
Aus diesem Grund sollte untersucht werden, ob Mikroorgansimen zur Regulierung von
bodenbirtigen Krankheiten an Erdbeeren verwendet werden kdnnen.

Hierfiir wurden 98 Mikroorganismen, davon 68 Bakterien und 26 Pilze, in in vitro Tests gegen die
Verticillium-Welke (V. albo-atrum, V. dahliae), die Rhizomfaule (Phytophthora cactorum) und die
Rote Wurzelfaule Erreger getestet. In einem mehrstufigen Selektionsprozess wurden von den 98
Mikroorganismen 15 Mikroorganismen fiir weitere Laborversuche ausgewdhlt. Als
Selektionskriterien wurden u.a. das antagonistische Potential, die Kombinierbarkeit und die
Marktverfigbarkeit bericksichtigt.

Die fiinfzehn Mikroorganismen, die die vorgegebenen Kriterien erfiillten, wurden in weiteren
Kompatibilitdtstest getestet. AnschlieBend wurden vier Mikroorganismen ausgewadhlt: zwei
Trichoderma (T. atroviride P1 und T. harzianum T58), ein entomopathogener Pilz (Metarhizium
anisopliae Ma43) und ein Bakterium (Bacillus subtilis FZB24). Diese Antagonisten wurden in
Gewdchshaus- und Freilandversuche an zwei Erdbeersorten (Honeoye und Sonata) in mit V.
dahliae und P. cactorum inokulierter Erde getestet.

Weder in Gewdchshaus- noch in Freilandversuchen konnten auch nach kiinstlicher Inokulation
des Bodens mit den zwei Pathogenen reproduzierbare Krankheitssymptome hervorgerufen
werden. Damit konnte keine klare Aussage zur befallsreduzierenden Wirkung der
antagonistischen Mikroorganismen getroffen werden.

Allerdings wurde in Gewadchshausversuchen mit V. dahliae inokulierter Erde bei der Sorte
Honeoye ein positiver Einfluss der Antagonisten auf unterschiedliche Wachstumsparameter
beobachtet. Die Ergebnisse zum Einfluss der Antagonisten auf die Mikrosklerotien, die
Uberdauerungsformen von V. dahliae, waren widerspriichlich. Nur in Freilandversuchen wurde
eine Reduktion der Mikrosklerotien durch pilzliche Antagonisten erreicht.
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Summary

In organic strawberry production soil borne diseases, like Verticillium wilt and crown root rot, are
an increasing problem. Even in conventional orchards it is not possible to control Verticillium wilt
because no effective pesticides are available. Therefore, the potential of microbial control of
these diseases was investigated.

98 microorganisms, including 68 bacteria and 26 fungi, were screened against Verticillium wilt
(V. albo-atrum, V. dahliae), crown root rot (Phytophthora cactorum) and red steel agents in vitro.
Different parameters were considered for the successive selection for the following
experiments: first was the capacity of the microorganism to reduce the growth of the pathogens
followed by the presence as product on the market and other criteria e.g. growth temperature.
Fifteen microorganisms that fulfill most of the criteria were selected for further compatibility
tests. The four microorganisms that afterwards were chosen for the successive experiments
were two Trichoderma (T. atroviride P1 and T. harzianum T58), one entomopathogenic fungus
(Metarhizium anisopliae Ma43) and a bacterium (Bacillus subtilis FZB24). These four antagonistic
microorganisms were tested in greenhouse and field trials on two different strawberry cultivars
(Honeoye and Sonata) in the presence of V. dahliae and P. cactorum inoculated soil.

In greenhouse and field trials no clear disease symptoms caused by the two pathogens were
observed. But in the greenhouse experiments in the presence of V. dahliae, a positive influence
of the antagonists on different growth parameter of the cv. Honeoye was observed. The results
on the control of microsclerotia (MS), produced by V. dahliae as persistence bodies, were
inconsistent. On the other hand in the field trials a partial reduction of MS concentration was
achieved by the fungal antagonists. But no clear positive effects on the plant health for both
cultivars (Sonata in the presence of P. cactorum and Honeoye of V. dahliae) were observed.
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1 Einfiihrung

1.1 Gegenstand des Vorhabens
Gegenstand des Forschungsprojektes ist die Entwicklung von Applikationssystemen fir

mikrobiologische Praparate, die fiir eine optimierte Schaderregerregulierung bei Erdbeeren

geeignet sind. Im Einzelnen sollten folgende Fragen bearbeitet werden:

. Kénnen bodenbiirtige bzw. wurzelinfizierende Krankheitserreger der Erdbeere mit
mikrobiologischen Prédparaten (Pflanzenstarkungs- und Pflanzenschutzmittel) effektiv
reguliert werden?

. Beeinflussen (positiv wie negativ) solche Prdparate u.U. das Auftreten anderer
Schaderreger?

. Gibt es Wechselwirkungen zwischen den nitzlichen Mikroorganismen und koénnen
mikrobiologische Praparate so kombiniert werden, dass ein Schaderregerkomplex effektiv

reguliert werden kann?

1.2 Ziele und Aufgabenstellung des Projekts

1.2.1 Gesamtziel des Vorhabens

Wichtige Krankheitserreger der Erdbeere kdnnen im 6kologischen Anbau nur sehr begrenzt mit
chemischen Pflanzenschutzmitteln bekdmpft werden. Neben kulturtechnischen MaRnahmen
und einer zielgerichteten Sortenwahl kommt somit dem Einsatz von mikrobiologischen

Pflanzenschutz- und Pflanzenstarkungsmitteln eine besondere Bedeutung zu.

In verschiedenen Forschungsprojekten bzw. Forschungszentren (z.B. BLE-Projekt 020E093
"Biologische Regulierung von bodenblirtigen Phytophthora-Krankheiten an Erdbeeren", DBU-
Projekt (Az 18940) ,Verticillium-Welke bei Erdbeere regulieren” und SafeCrop Centre, San
Michele, Trentino, Italien) wurde intensiv unter anderem der Einsatz von Mikroorganismen zur
Regulierung von Krankheiten an Erdbeeren bearbeitet. Allerdings konzentrierten sich die
Arbeiten meist nur auf einen Schaderreger bzw. auf wenige antagonistische Mikroorganismen.
Der mogliche Einfluss auf einen Schaderregerkomplex und die Interaktionen verschiedener

Mikroorganismen untereinander wurden nicht beriicksichtigt.

Allerdings treten meist an Erdbeerkulturen mehrere Schaderreger gleichzeitig auf, so dass auch
verschiedene RegulierungsmaBnahmen gleichzeitig durchgefiihrt werden miissen. Bislang gibt es

keine klaren Empfehlungen fiir einen kombinierten Einsatz von mikrobiellen Antagonisten

6
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einerseits und moglichen Wechselwirkungen mit den verschiedenen Praparaten auf organischer
und anorganischer Basis andererseits. Dies wird auch von den Herstellern mikrobiologischer

Produkte beklagt (Junge 2008).

Hauptziel des Forschungsprojektes sollte die Entwicklung von Applikationssystemen sein, die fir
eine optimierte Schaderregerregulierung bei Erdbeeren geeignet sind. Im Teilprojekt ,Graufaule
und Echter Mehltau” der Forschungsanstalt Geisenheim wurde sich auf die Blatt- und
Fruchtpathogene konzentriert, hingegen wurde sich in diesem Teilprojekt auf die bodenbiirtiger

und wurzelinfizierender Pathogene beschrankt.

1.2.2 Bezug des Vorhabens zu den forderpolitischen Zielen
Wichtiges Hemmnis bei der Umstellung auf den 6kologischen Anbau von Erdbeeren und dessen

Flachenausweitung ist u.a. die Beflirchtung der Obstbauern vor erhohten Ertragsausfallen durch
Krankheiten und Schadlinge. Die Erarbeitung von Konzepten zur Regulierung von Schaderregern
kann somit dazu beitragen, die Rahmenbedingungen fir eine weitere Starkung und Ausdehnung
des 6kologischen Erdbeeranbaus dauerhaft zu verbessern. Das durchgefiihrte Forschungsprojekt
sollte somit einen wichtigen Beitrag in der Ertrags- und Qualitdtssicherung im biologischen

Erdbeeranbau leisten.

1.3 Planung und Ablauf des Projektes
Das Projekt wurde in Kooperation mit der Forschungsanstalt Geisenheim (FAG) und weiteren

Projektpartnern (Bioland, LWK-NRW) durchgefiihrt. In in vitro Tests sollte die Wirksamkeit
verschiedener Mikroorganismen gegen vier bodenblrtige Pathogene getestet werden.
Anschliefend sollte fiir eine begrenzte Anzahl an lIsolaten deren Kompatibilitit ad planta
getestet werden. Sowohl in Gewachshaus- als auch Freilandversuchen sollte die Wirkung der

ausgewahlten Mikroorganismen gepriift werden.

1.3.1 Labortests zur Wirksamkeit mikrobiologischer Praparate
Im Dualkultur-Test auf Agarplatten (gegen Verticillium albo-atrum, V. dahliae, Phytophthora

fragariae var. fragariae, P. cactorum) wurden u.a. folgende Mikroorganismen im Laborversuch

zur Regulierung der pilzlichen Krankheitserreger getestet:

Ampelomyces quisqualis (AQ-10®)

Bacillus subtilis (Compendium®, Serenade®, FZB24®, Phytovit WG®)
B. amyloliquefaciens (RhizoVital FZB42®)

B. thuringiensis (Dipel, Xentari)

Clonostachys rosea
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Metschnikowia fructicola (Shemer®)

Pseudomonas chlororaphis (Cedemon®)

Ps. fluorescens

Serratia plymuthica (Rhizostar®)

Trichoderma harzianum (Trianum®, Trichodex®, Trichostar®)

weitere Mikroorganismen oder Prdparate, die sich noch in der Entwicklung befinden.

Bei den ausgewahlten Mikroorganismen handelt es sich teilweise um solche, die in biologischen
Pflanzenschutzmitteln verwendet werden bzw. sich in der Entwicklung befinden. Des Weiteren
wurden aber auch Mikroorganismen aus anderen Sammlungen in die Versuche mit einbezogen.

Insgesamt wurden in diesen Labortests 98 Isolate untersucht.

1.3.2 Kompatibilitdt ausgewahlter Mikroorganismen bzw. Prdparate
In weiteren Untersuchungen sollte geprift werden, in welcher Form wirksame Prédparate

untereinander und ggf. mit zugelassenen Pflanzenschutz- bzw. Pflanzenstarkungsmitteln
kombinierbar sind. In in vitro Tests (Dualkultur) wurde die gegenseitige Hemmung ausgewahlter
Praparate untersucht und in ad planta Versuchen sollten Praparat-Kombinationen auf ihre

Wirksamkeit hin gepriift werden.

Die Kombinierbarkeit mikrobiologischer Prdparate wurde zunachst in vitro geprift, wobei
insbesondere Hemmwirkungen zwischen verschiedenen Mikroorganismen untersucht werden
sollten. Hierfiir wurden aus den zu testenden Produkten die Mikroorganismen re-isoliert. Das
jeweilige Reisolat wurde auf ein geeignetes Nahrmedium ausplattiert. AnschlieRend wurde das
zweite Produkt (Mikroorganismus und Formulierung) in verschiedenen Konzentrationen auf das
Medium aufgetragen und die Hemmwirkung bestimmt (Hemmhoftest). Dariiber hinaus war
vorgesehen, auch verschiedene mikrobiologische Praparate, die primar gegen tierische
Schaderreger eingesetzt werden (z.B. Bacillus thuringiensis, Beauveria bassiana, Metarhizium

anisopliae), in die Untersuchungen einzubeziehen.

Ausgewadhlte Praparate, insbesondere diejenigen, bei denen im in vitro Test Hemmwirkungen
beobachtet wurden, sollten ad planta in Kombination mit anderen Praparaten zur Regulierung
der Zielorganismen (V. albo-atrum, V. dahliae, P. fragariae var. fragariae, P. cactorum) im

Gewadchshaus getestet werden.

1.3.3 Interaktionen im System "Praparat-Schaderreger-Wirtspflanze"
In Labor- und Gewachshausversuchen sollte der Einfluss (positiv wie negativ) eines Praparates

auf den Schaderreger und bestimmte Begleitschaderreger an der Wirtspflanze untersucht

werden. Es war geplant, in enger Kooperation mit dem Projektpartner FAG auch Pflanzen zu
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verwenden, die mit den dort selektierten Mikroorganismen bzw. Prdparaten gegen

Blattpathogene behandelt wurden.

1.3.4 Wirksamkeit ausgewahlter Praparate im Freiland an verschiedenen Sorten
An mehreren Standorten (z.B. Geisenheim; Verbundpartner: Weinsberg, Kéln-Auweiler) sollte

die Wirksamkeit ausgewahlter Praparate bzw. Kombinationen im Freiland untersucht werden. Im
Rahmen dieser Versuche sollte neben den bodenbiirtigen Krankheitserregern {iber den
Vegetationsverlauf die Pflanzenentwicklung zur Erfassung einer moglichen pflanzenstarkenden
Wirkung der Mikroorganismen, Entwicklung weiterer Krankheiten und Schadlinge sowie das

Nachernteverhalten dokumentiert werden.

1.3.5 Erprobung unter Praxisbedingungen
Basierend auf den Ergebnissen der Teilziele 1-4 sollte ein mogliches Applikationsschema fir

mikrobiologische Produkte erarbeitet und an mehreren Standorten mit unterschiedlichem
Schaderregerdruck angewendet werden. Neben dem Ertrag und dem Nachernteverhalten sollte
in diesen Versuchen (iber den Vegetationsverlauf der jeweilige Schaderregerkomplex erfasst

werden.

1.3.6 Chronologischer Arbeitsplan
Das Projekt begann am 01.01.2009 mit vorbereitenden Arbeiten zur Durchfiihrung der

Labortests. Im Projektjahr 2009 lag der Schwerpunkt der Arbeiten auf Labortests zur Wirkung
und zur Kompatibilitdt der Mikroorganismen. Im Projektjahr 2010 wurden mit ausgewahlten
Mikroorganismen Gewachshaus- und Freilandversuche zur Erfassung von Interaktionen im
Komplex "Prdparat-Schaderreger-Wirtspflanze" angelegt. Im Projektjahr 2011 wurden neben

weiteren Laborversuchen die Gewachshaus- und Freilandversuche fortgefiihrt.
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2009 2010 2011
1]2]3afla]2]3]af1]2]3]4

zeitliche Arbeitsplanung

Wirksamkeitstests (Labor) _

Kompatibilitat versch. Mikroorganismen
in vitro
ad planta

Interaktionen "Praparat-Schaderreger-
Wirtspflanze" (Gewachshausversuche)

Wirksamkeit - Freilandversuche

Erprobung unter Praxisbedingungen

Meilensteine | | |M1 | |M2| | | ||\/|3

1.3.7 Meilensteine
M1: Auswahl von Prdparaten fir weitere Versuche auf der Basis der Wirksamkeitspriifungen in
vitro

M2: Bewertung der Kompatibilitdt ausgewahlter Mikroorganismen von Pflanzenschutz- bzw.
Starkungsmittel zur Planung der Gewachshaus- und Freilandversuche

M3: Ergebnisse der Freilandversuche zur Erstellung eines Applikationssystems fiir die
abschlieBende Anwendung in Praxisbetrieben
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2 Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angekniipft wurde

Erdbeeren stellen fiir den Verbraucher nach dem Apfel die beliebteste Frucht der Deutschen dar.
Sie sind reich an Inhaltsstoffen sind aber auch leicht verderblich und anfallig fur Pilzkrankheiten.
Pilzliche Krankheitserreger kommen sowohl an Frucht, am Blatt wie an unterirdischen
Pflanzenteilen vor. Mangels wirksamer Alternativen beschrinkt sich der &kologische
Erdbeeranbau bei der Regulierung von Schaderregern vornehmlich auf pflanzenbauliche
MaBnahmen und die Wahl weniger anfalliger Sorten. So wird z.B. versucht, tber die Reduktion
des organischen Diingereinsatzes oder veranderte Standweiten die Anfilligkeit gegeniiber
pilzlichen Krankheitserregern zu reduzieren (Zimmer 2008). Grundsatzlich ware auch der Einsatz
von mikrobiologischen Praparaten (BCAs = biocontrol agents) bei Erdbeeren moglich. Zahlreiche
kommerzielle und semi-kommerzielle BCAs sind fiir verschiedene Krankheiten und Schadlinge an
Erdbeere verfligbar (Moser et al. 2008). In der Praxis wird jedoch eine geringe Akzeptanz der
BCAs beobachtet. Einer umfassenden Studie zufolge (Moser et al. 2008) sind es vor allem drei
Grinde, die dem Einsatz von BCAs aus der Sicht der Anbauer entgegenstehen: i. unzureichende
Befalls-Reduzierung, ii. hohe Empfindlichkeit gegeniber Witterungsbedingungen und iii.

zeitspezifische Applikation.

Da im vorgesehenen Teilprojekt spezifisch bodenbirtige bzw. wurzelinfizierende
Krankheitserreger an Erdbeeren untersucht werden sollten, wird im Folgenden der Stand des
Wissens fir die biologische Bekampfung dieser besonders wichtigen Erdbeerkrankheiten naher

erlautert.

Die Verticillium-Welke (Erreger: Verticillium albo-atrum und V. dahliae) hat an wirtschaftlicher
Bedeutung in den letzten Jahren gewonnen, weil qualitativ hochwertige und ertragsreiche
Erdbeersorten stark anfillig sind (Dathe 1994). Die zwei Pilze unterscheiden sich geringfiigig, so
dass man sie ofter nur einer Art zuordnet. Beide Arten sind bei mehr als 200 verschiedenen
dikotyledonen Pflanzen als Erreger bekannt (Fradin und Thomma 2006). V. dahliae produziert
Mikrosklerotien (MS), die als Uberdauerungsformen fungieren und fir die Erstinfektion
verantwortlich sind. Hinzu kommt, dass diese melanisierten Strukturen mehr als eine Dekade im
Boden (berleben konnen. lhre Keimung und die folgende Wourzelinfektion wird von
Wurzelexsudaten stimuliert (Debode et al. 2007). Daher ist eine chemische Bekdampfung der

Verticillium-Welke nahezu ausgeschlossen (Maas 1998; Zimmer 2008). Das typische Schadbild
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dulert sich durch Welken und Absterben der duReren Blatter. Anfdllige Sorten sterben ab,

wiahrend weniger anféllige Sorten mit Ertragsreduktion reagieren (Dathe 1994).

Zur Reduzierung der MS werden Solarisation, chemische Bodenfumigation oder Fruchtfolge
praktiziert. Solarisation kann nur in Regionen mit geeigneten klimatischen Bedingungen
angewendet werden (Fradin und Thomma 2006). Fruchtfolgen mit kurzer Rotation haben wegen
der langen Persistenz der MS im Boden wenig Erfolg (Fradin und Thomma 2006). Die chemische
Fumigation ist weder im biologischen noch im konventionellen Anbau moglich. Eine andere
anbautechnische Methode, die im biologischen Anbau praktiziert werden kdnnte, ware die
Untermischung von ,griiner Biomasse”, gefolgt von einer Solarisation. Das Verticillium-Inokulum
konnte mit dieser Methode um 75% reduziert werden (Eikemo et al. 2003, Lamers et al. 2008).
In Indien (Subbarao et al. 2007) erbrachte eine Rotation mit Broccoli und Rosenkohl positive
Ergebnisse und in der Schweiz wurde durch Einarbeiten von braunen Senfpflanzen in den Boden
das MS vorkommen um 25% reduziert (Michel et al. 2006). Neben der Suche nach geeigneten
Sorten und anbautechnischen MalRknahmen stellt die mikrobiologische Bekdampfung der
Verticillium-Welke mit antagonistischen Mikroorganismen eine Alternative dar (Berg et al. 2001,
Berg et al. 2006). Hier kommen besonders pilzliche Antagonisten, Mykorrhiza-Pilzen und
antagonistischen Rhizobakterien in Frage (Fradin und Thomma 2006). Als Mikroorganismen mit
antagonistischem Potential wurden Bacillus subtilis, Trichoderma harzianum, Serratia plymuthica
(Kurze et al. 2001) und Talaromyces flavus (http://www.dbu.de/PDF-Files/GGTSPU-styx2.bba.de-
27850-1728022-DAT/A-05129.pdf) identifiziert. Fluoreszierende Pseudomonaden hemmen nicht
nur das Wachstum des Pilzes (Erdogan und Benlioglu 2010), sondern eignen sich auch als
Antagonisten der MS (Debode et al. 2007). T. flavus reduzierte sowohl den Krankheitsbefall an
Pflanzen als auch die Vitalitdt der MS (Marois et al. 1984). Um die Verticillium-Welke regulieren
zu konnen, muss auf ein integriertes Management mit resistenten/robusten Sorten und
Anbaupraktiken zur Reduktion der Krankheit zuriickgegriffen werden (Erdogan und Benlioglu
2010). Bei Verwendung toleranter Erdbeersorten-Genotypen muss bedacht werden, dass trotz
Toleranz der Pilz ins Xylem eindringen kann. Das kann dazu fiihren, dass im Boden die
Mikrosklerotienkonzentration (MS-Konzentration) sogar ansteigt und eine sukzessive
Bepflanzung mit anfalligen Sorten nahezu unmoglich wird. Hinzu kommt, dass sich die Resistenz
wahrend der langen Vegetationsperiode oder unter verschiedenen Umweltbedingungen je nach

Resistenzmechanismus unterschiedlich entfalten kann (Shaw et al. 2010).
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Die Rote Wurzelfaule (Erreger: Phytophthora fragariae var. fragariae) ist in allen Anbaugebieten
eine gefahrliche Erdbeerkrankheit. Aufgrund des Wurzelbefalls bleiben die befallenen Pflanzen
im Wuchs zurlick, weisen ein gestauchtes Aussehen auf, und bilden wenige wertlose Friichte und
schwache Ausldufer. Rattenschwanzsymptome und Rotfarbung des Zentralzylinders der Wurzel
sind die wichtigsten Merkmale der Krankheit auf dem Feld. Feuchtigkeit und dichte Boden
beglinstigen ebenso wie niedrige Bodentemperaturen den Pilz. Die Oosporen kénnen 10-15

Jahre Gberdauern (Merkblatt nr. 57, 1981).

Die Rhizomfaule (Erreger: Phytophthora cactorum) wurde in Deutschland zum ersten Mal 1952
beschrieben (Van der Scheer 1971). Dieser Erreger ist inzwischen weit verbreitet und einer der
destruktivsten Erdbeer-Pathogene. Die Krankheit tritt sporadisch auf, aber dann ist der Ausfall
beachtlich (Porras et al. 2007). Hauptinfektionszeit sind die Monate Juli und August. Hohe
Temperaturen und Probleme bei der Wasserversorgung fordern die Infektion. Die
Schadsymptome zeigen sich vier Wochen nach der Pflanzung oder im Friihjahr nach der Bliite.
Oberirdische Pflanzenteile welken, verbrdunen und sterben anschlieRend ab. Im Rhizom sind
braune oder rotbraune verfarbte faule Stellen sichtbar. Die Krankheitserreger verbleiben lange
Zeit als Sporen (Diasporen/Oosporen und Chlamydosporen) im Boden, Staundsse und hohe
Temperaturen begiinstigen den Befall. Der Erreger kann auch latent als Infektion auftreten und
mit dem Pflanzgut verbreitet werden (Lilia et al. 2006; Baht und Brown 2010). Als
kulturtechnische Malinahmen stehen die Verwendung von gesundem Pflanzengut, eine gute
Bodendranage und Pflanzung auf Dammen zur Verfligung. Die Verwendung von Bion und
Chitosan 20 Tage vor der Inokulation des Pathogens, bewirkte eine signifikante Reduktion der
Krankheit (Eikemo et al. 2003). Die Kombination von Solarisation und Trichoderma-Applikation
reduzierte die P. cactorum-Population im Boden (Porras et al. 2007). Auch bei konnte durch
Anwendung von S. plymuthica eine Wirkung auf P. cactorum erzielt werden (Kurze et al. 2001).
Am Institut fur Biologischen Pflanzenschutz des JKI in Darmstadt wurden im Rahmen des BLE-
Projekts 020EQ93 "Biologische Regulierung von bodenblirtiger Phytophthora-Krankheiten an
Erdbeeren" gegen die zwei Phytophthora-Arten verschiedene Bakterien getestet: Routella
terrigena (G-584), B. amyloliquefacies (G-V1) und Pseudomonas fluorescens (2R1-7) erbrachten

die besten Ergebnisse (Anandhakumar und Zeller 2008; Kurze et al. 2001).

Die FuBfaule (Erreger: Sclerotium rolfsii Sacc.) an Erdbeere hat ein breites Wirtsspektrum, wobei
die langlebigen Sklerotien problematisch sind. In Indien wurden gute Erfolge mit Trichoderma
viride und Thiram aber auch mit der Solarisation erzielt (Khosla und Kumar 2005; Raj und Shamar

2005).
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3 Material und Methoden

98 Mikroorganismen wurden aus verschieden Quellen bezogen, wobei 26 Pilze (Trichoderma
harzianum T39 stammte von zwei verschiedenen Urspriingen) und 68 Bakterien (Serratia
plymuthica HRO-C48 stammte auch aus zwei verschiedenen Urspriingen und Streptomyces
albidoflavus 1W1 wurde auf zwei verschiedene Ndahrmedien gezogen) in die Untersuchungen
einbezogen wurden. Von den getesteten Mikroorganismen sind 27 als Produkt auf dem Markt

(siehe Anhang Tabelle 11) oder in der Entwicklung

Die Herkunft der vier Pathogene wird in Tabelle 1 angegeben. Da sich im Nachhinein
herausstellte, dass das zugesendete Isolat P. fragariae var. fragariae verunreinigt war, wurde der
Quaranténeerreger P. fragariae var. fragariae vom JKI in Braunschweig neu bezogen (am

25.01.2010) und erneut gegen 98 Antagonisten getestet.

Tabelle 1: Liste der Pathogene und deren Ursprung

Pathogen Herkunft

Verticillium dahliae E107/98 Erdbeere (Elsanta) 1998 | Herr Heitmann (FH Osnabriick)

Verticillium albo-atrum k.A. Herr Schwarz (BLfL)

Phytophthora cactorum k.A. Frau Sylla (FAG)

Phytophthora fragariae var. | Erdbeere (Elsanta) 1994 | Frau Dr. Werres (JKlI-Institut flr

fragariae BBA 11/94-KO19 Pflanzenschutz in Gartenbau und
Forst)

Die pilzlichen Antagonisten wurden routinemaRig auf den Agarmedien MPA, OMA und PDA bei
25 °C auf Platten kultiviert. Die bakteriellen Antagonisten wurden entsprechend ihrer
Nahrstoffbedirfnisse auf TSA bzw. GYM bei 25 °C auf Agarmedium kultiviert. Die Pathogene

wurden auf V8 Agarplatten bei 20 °C routinemaRig kultiviert.

3.1 Labortests zur Wirksamkeit mikrobiologischer Praparate: Dualkultur
Vom peripheren Bereich des Myzels (von den

Antagonist .
obengenannten phytopathogenen Pilzen) wurden

mit Hilfe eines Korkbohrers Agarscheiben
(Durchmesser 5 mm) ausgestochen und in der Mitte
OPathogen

einer V8 Platte positioniert. In einem Abstand von

1,0 cm, gemessen vom Rand der Petrischale,
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wurden rechts und links zwei parallele Striche des zu untersuchenden Antagonsiten (Bakterien

und Pilze) von einem Rand der Petrischale zum nachsten ausgestrichen.

Die Platten wurden anschlieRend bei 20 °C im Dunkeln inkubiert. Die Auswertung erfolgte sobald
das Myzel des phytopathogenen Pilzes in den Kontrollplatten (ohne Antagonist) den Rand der

Petrischale erreicht hatte.

Auswertung:
Berechnung der durchschnittlichen Reduktion in Prozent:
Kontrolle—Behandelt % 100
Kontrolle
Y .
Kontrolle = Myzelwachstum des Pathogens ohne Antagonist
< X »| Behandelt = Myzelwachstum des Pathogens mit Antagonist

Myzelwachstum = Mittelwert von X+Y

(Anandhakumar und Zeller, 2008)

3.2 Kompatibilitats-Test ausgewahlter Mikroorganismen bzw. Praparate
Basierend auf den Ergebnissen des Kapitel 3.1 wurden 15 Mikroorganismen ausgewdhlt und ihre

Kompatibilitdt in vitro untersucht. Im folgenden Schritt wurden von den 15 Mikroorganismen

vier selektiert, und ihre Kompatibilitdt nach Mischung gepruft.

3.2.1 Invitro Tests
Zuvor wurden die pilzlichen Antagonisten auf den Agarmedien MPA, OMA und PDA bei 25 °C

angezogen, die bakteriellen Antagonisten in Erlenmayer Kolben mit TSB Medium auf einem
Horizontalschiittler (Novotron, Infors, CH) bei 25 °C und 150 UPM kultiviert. Die Versuche zur

Kompatibilitat wurden anschlieBend auf V8-Agarmedium durchgefiihrt.
-Pilzlicher und bakterielle Antagonist gegen pilzliche Antagonisten

Die beiden Antagonisten wurden jeweils 3 cm vom Rand der Petrischale

(links/rechts) mit der Impfose ausgestrichen.
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-Bakterieller Antagonist gegen pilzliche Antagonisten

50 uL bakterieller Antagonist wurde auf der Halfte der Petrischale mit dem
Drigalski-Spatel ausplattiert. Der pilzliche Antagonist wurde wie oben beschrieben

ausgestrichen.
-Bakterieller Antagonist gegen bakterielle und pilzliche Antagonisten

Ein Antagonist wurde auf der gesamten Platte ausplattiert (100 uL) und der zweiter

Antagonist Uber vier Tropfen (je 15 plL) auf der Platte ausgebracht.

Fir die Bonitur wurde die Bildung von Hemmhaofen bonitiert.

3.2.2 Invitro Tests in Kombination zweier Mikroorganismen
Die Pilze wurden von der Agarplatte abgeschwemmt und auf eine Konzentration von 10’

Konidien/mL eingestellt, das Bakterium wurde einen Tag in TSB Medium bei 25 °C und 150 rpm
fermentiert. AnschlieBend wurden die Bakterienzellen zentrifugiert und das Pellet in 50 mL
physiologischer Losung (0,9% NaCl) resuspendiert. In einem ersten Versuch wurden 100 pL der
Antagonisten auf einer Seite einer PDA Agarplatte ausplattiert (zwei Antagonisten pro Platte)
und nach 5 Tagen das Wachstum gemessen. In einem zweiten Versuch wurden die Antagonisten
in verschiedenen Verhéltnissen, (siehe Tabelle 2) gemischt. Danach wurden 100 ulL der
Antagonisten-Suspension oder deren Mischung in 96 well Mikrotiterplatten bei 24 °C inkubiert.
AnschlieBend wurde das Wachstum der Antagonisten ber eine Zeitraum von acht Tagen mittels
Bestimmung der optischen Dichte bestimmt. In einem weiteren Versuch wurde noch PDB (90 pL

Antagonisten-Suspension mit 10 uL PDB gemischt) als Ndahrmedium zugegeben.

Tabelle 2: Mischungsverhaltnis der verschiedenen Antagonisten

Bezeichnung B. subtilis FZB24 T. atroviride P1 T. harzianum T58 | M. anisopliae Ma43
P 100%
T 100%
F 100%
M 100%
X 25% 25% 25% 25%
P+T 50% 50%
P+F 50% 50%
P+M 50% 50%
T+F 50% 50%
T+M 50% 50%
F+M 50% 50%
P+T+F 33% 33% 33%
P+T+M 33% 33% 33%
P+F+M 33% 33% 33%
T+F+M 33% 33% 33%
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3.2.3 Ad planta Versuche
Versuche zur Kombinierbarkeit wurden in die Versuche zur Wirksamkeit der antagonistischen

Mikroorganismen integriert. So konnte eine praxisnahe Testung erfolgen und es musste nicht
nur auf in vitro Versuche zurlickgegriffen werden. Wahrend das Feld 1 nicht kiinstlich mit
Pathogenen inokuliert wurde, wurde Feld 2 wahrend der Pflanzung sowohl mit P. cactorum als

auch mit V. dahliae inokuliert. Die entsprechenden Methoden sind in Kapitel 3.4.1 beschrieben.

Im Jahr 2011 wurden Kompatibilitatsversuche mit Erdbeersamlingen durchgefiihrt. Dazu wurden
Erdbeersamen der cv. Riigen auf feuchtes Handtuchpapier in einer Gerda Schale mit Wasser zum
Keimen gebracht. Danach wurden die zwei Wochen alten Samlinge auf 1 %igem Wasseragar in
24 well Mikrotiterplatten Uberfliihrt und 10 plL der Antagonisten-Suspension bzw. deren
Mischungen dazugegeben. Nach einen Monat Inkubation bei 20 °C und 16/8 h Beleuchtung

wurde der prozentuale Anteil gestorbener Pflanzen bonitiert.

3.3 Interaktionen im  System  "Prdparat-Schaderreger-Wirtspflanze" -
Gewachshausversuche
Die Erdbeerpflanzen wurden als Frigo-Pflanzen bezogen. Nach dem Kauf wurden diese bis zur

Pflanzung im Kiihlraum bei 4 °C gelagert. Fir die Versuche mit V. dahliae wurde die Sorte
Honeoye und fiir Versuche mit P. cactorum die Sorte Sonata verwendet (die jeweilige Sorte wird

laut Sortenbeschreibung als sehr empfindlich fiir die jeweilige Krankheit angegeben).

3.3.1 Versuche in 2010

3.3.1.1 Vorbereitung der Antagonisten

T. atroviride P1 und T. harzianum T58 wurden im Mini-Feststoff-Fermenter auf Hafer fiir 10 Tage
bei 25 °C im Dunkeln fermentiert. Danach wurden die Konidien mit einer wassrigen Suspension
von Tween 80 (0,01%) abgeschwemmt und eine Konzentration von 10° Konidien/mL eingestellt.
Um eine gleiche Konidienqualitat sicherzustellen, wurde fiir jede Behandlung frisch produziert.
M. anisopliae Ma43 wurde im Prophyta-Laborfeststoff-Fermenter auf einem 5:1 Reis-Hafer-
Gemisch fiir 14 Tage bei 25 °C im Dunkeln fermentiert. Die Korner wurden mit einer
Maschenweite von 150 um gesiebt und als Konidienpulver im Kiihlschrank bei 5 °C gelagert. Fir

die Versuche wurden diese mit Tween 80 (0,1%) auf 10° Konidien/mL eingestellt.

FZB24® wurde als RhizoPlus® (B subtilis-FZB24) von der Firma ABITEP bezogen und entsprechend

der Produktinformationen verwendet.
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Es wurde ein Gemisch aus den vier Antagonisten mit jeweils 25% der Aufwandmenge hergestellt.

3.3.1.2 Vorbereitung der Pathogene
Zur Produktion von MS wurde V. dahliae ca. eine Woche in einem Flissigmedium (CD) bei 25 °C

und 150 rpm kultiviert. Mit dieser Vorkultur wurde ein Quarzsand-Roggenmehl-Gemisch
angeimpft und fir 4 bis 6 Wochen bei 20 °C im Dunkeln bebriitet (Heitmann, pers. Mitteilung).
Die entstandene MS/Sand Mischung wurde anschlieRend getrocknet und durch ein 1 mm Sieb

gesiebt. Fiir die Versuche wurde dieses Gemisch noch auf 1:1000 mit Sand verdiinnt.

3.3.1.3 Vorbereitung der Gewdchshaus-Versuche
1 kg Pflanzerde wurde mit 10 g V. dahliae MS/Sand Mischung vermengt und in die Pflanztopfe

gegeben. Dies entspricht einer Konzentration von 10 MS pro g Boden. Die Wurzeln der
Erdbeerpflanzen (cv. Honeoye) wurden durch eine Tauchbehandlung 15 Minuten in der
Antagonisten-Suspension vorbehandelt und anschlieRend gepflanzt. Fir jede Behandlung
wurden 6 Topfe vorbereitet. Alle 14 Tage (4 malige Applikation) wurde zusatzlich eine
GieRbehandlung mit 250 mL Antagonisten-Suspension (10° Konidien/ml) pro Pflanze
durchgefiihrt. FZB24® wurde in einer Konzentration entsprechend der Produktbeschreibung
eingesetzt. Der Versuch wurde bei 20 °C Bodentemperatur und einen Tag/Nacht Rhythmus von
16/8 Stunden durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte durch visuelle Bewertung des
Rhizombefalls nach Befallklassen (0-3) sowie der Bestimmung der MS-Konzentration im Substrat

mit Hilfe der Nasssiebmethode (nach Neubauer und Heitmann, 2011).

Abbildung 1: Befallsklassen fiir Rhizombefall. Von links nach rechts: 0 (nicht infiziert), 1, 2 und 3

Es wurden folgende drei Wiederholungen angesetzt:

Wdh 1 Angesetzt am 18.11.2010 Ausgewertet am 21.04.2011
Wdh 2 Angesetzt am 02.12.2010 Ausgewertet am 05.05.2011
Wdh 3 Angesetzt am 16.12.2010 Ausgewertet am 19.05.2011
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3.3.2 Versuchein 2011

3.3.2.1 Vorbereitung der Antagonisten

Die Antagonisten wurden wie fiir die Versuche in 2010 angezogen (siehe Kapitel 3.3.1.1).
Allerdings wurden diese zu Beginn der Versuche produziert und bis zur Verwendung im
Kihlschrank gelagert. RoutinemaRig wurde die Keimfahigkeit bestimmt. Fir die Versuche wurde

eine Konzentration von 10° keimfihige Konidien /mL eingestellt.

3.3.2.2 Vorbereitung der Pathogene
Im Gegensatz zu den Versuchen in 2010 wurden in 2011 zur Inokulation mit V. dahliae nicht MS

sondern Konidien verwendet, da sich diese schneller produzieren lassen. Hierfir wurde V.
dahliae ca. eine Woche bei 20 °C auf dem Horizontalschittler in CD Fliissigmedium angezogen.

Die Konzentration wurde auf 10° Konidien/mL eingestellt.

P. cactorum wurde auf Roggen-R Sitosterol-Agar fiir 14 Tage bei 20 °C kultiviert und bis zur
Verwendung bei 15 °C gelagert und vor Anwendung mit sterilem 0,01%Tween 80

abgeschwemmt und auf eine Konzentration von 10° Sporen/mL eingestellt.

3.3.2.3 Vorbereitung der Gewéchshausversuche
Die Erdbeerpflanzen wurden durch eine Tauchbehandlung 15 Minuten in der Antagonisten-

Suspension vorbehandelt. AnschlieRend wurden sie in Null-Erde gepflanzt, nachdem 1 mL
Pathogen-Suspension auf die Wurzel pipettiert wurde. Fiir jede Behandlung wurden 6 Topfe
vorbereitet. Alle 14 Tage (4 malige Applikation) wurde zuséatzlich eine GieRbehandlung mit
250 mL Antagonisten-Suspension (10> Konidien/mL) pro Pflanze durchgefiihrt. FZB24® wurde in
einer Konzentration entsprechend der Produktbeschreibung eingesetzt. Der Versuch wurde bei
20 °C Bodentemperatur und mit einen Tag/Nacht Rhythmus von 16/8 Stunden durchgefihrt
(Abbildung 2). Bei Bedarf wurde bewassert und zweimal mit Compo® Naturabell Pflanzendiinger,

der fiir 6kologischen Landbau geeignet ist, gediingt.

Folgende Parameter wurden erfasst: Pflanzenfrischgewicht; Lange und Frisch- bzw.
Trockengewicht der Wurzeln, Anzahl der Blatter, Blattoberflaiche (mit einer Schablone und in 7
Klassen unterteilt) sowie Aussehen; Anzahl Blattstangel sowie deren Lange und Aussehen; Frisch-
und Trockengewicht von Blattern und Stangel; Anzahl und Frisch- bzw. Trockengewicht von
Ablegern und Gewicht und Aussehen des Rhizoms. Um die Bildung von MS zu erfassen wurden
zusatzlich Bodenproben von den mit V. dahliae inokulierten Pflanzen genommen und

getrocknet.
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Abbildung 2: Versuchsaufbau der Gewachshausversuche

Wdh 1 Angesetzt am 29.06.2011 Ausgewertet am 26.10.2011
Wdh 2 Angesetzt am 13.07.2011 Ausgewertet am 09.11.2011
Wdh 3 Angesetzt am 27.07.2011 Ausgewertet am 23.11.2011

3.4 Wirksamkeit ausgewahlter Praparate im Freiland

3.4.1 Freilandversuche in 2010
In 2010 wurden zwei Versuche auf den Versuchsfeldern des Instituts vorbereitet (Abbildung 4).

Auf den Flachen wurden zusatzlich Bodentemperatur und Niederschlag erfasst. Die Antagonisten
wurden wie in Kapitel 3.3.1.1 und V. dahliae wie in Kapitel 3.3.1.2 beschrieben vorbereitet;
P. cactorum wurde auf Roggen-Sitosterol-Agar kultiviert, mit 0,01% Tween 80 abgeschwemmt
und auf eine Konzentration von 10° Sporen/mL eingestellt. Fiir Versuche zur Wirksamkeit
ausgewahlter Antagonisten im Freiland wurden zu unterschiedlichen Terminen zwei Felder

vorbereitet.

Feld 1: Der Standort wurde gewahlt, weil auf dieser Parzelle schon in der Vergangenheit
Versuche mit P. cactorum durchgefiihrt wurden und somit davon ausgegangen wurde, dass
P. cactorum natdrlich im Boden vorkommt. Die Versuchspflanzen wurden vor Auspflanzung fir
15 Minuten in die jeweilige Antagonisten-Suspension getaucht. Als Kontrolle diente
Leitungswasser. Nach Pflanzung erfolgte bei jeder Parzelle alle 14 Tage Uber einen Zeitraum von
acht Wochen eine Giellbehandlung mit 10 L Antagonisten-Suspension je Parzelle (105
Konidien/mL). Bei Bedarf wurde die gesamte Versuchsflaiche mit Leitungswasser beregnet. Auf
dieser Flache wurde die Bodentemperatur in 10 und 20 cm Tiefe gemessen. Die Auswertung
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erfolgte nach einen Jahr. Hierfiir wurde anhand der unten aufgefiihrten Boniturskala die Vitalitat
von jeder Pflanze (n= 25 bis 30 Pflanzen pro Variante) visuell erfasst. Mit Hilfe der Nasssiebung
wurde die MS-Konzentration des Krankheitserregers V. dahliae im Boden zu Versuchsbeginn
erfasst (nach Neubauer und Heitmann, 2011). Da davon ausgegangen werden kann, dass sich der
Wirkungsmechanismus der einzelnen Mikroorganismen unterscheiden, sollte Gber eine Mixture-
Variante gepriift werden, ob diese im Vergleich zur Behandlung mit einem Antagonisten eine
erhohte Pflanzenvitalitat erbringt. Zusatzlich sollten Uber diese Behandlung Hinweise einer

Kompatibilitat erhalten werden.

Abbildung 3: Boniturskala zur Erfassung der Vitalitat: 1 (links) bis 5 (rechts), 1= vital bis 5= tot

Feld 2: Die Versuchspflanzen wurden vor Pflanzung fiur 15 Minuten in der Antagonisten-
Suspension getaucht. Als Kontrolle diente Leitungswasser. Um sicherzustellen, dass die
Krankheitserreger auch wirklich in der Parzelle vorhanden sind, wurde zusatzlich eine kiinstliche
Pathogen-Inokulation durchgefiihrt. Die MS von V. dahliae wurden mit Quarzsand vermischt und
anschlieRend in den Pflanzgraben gestreut. Es wurde mit Konzentrationen inokuliert, die auch
fir die Topfversuche im Gewdachshaus verwendet wurden. Fiir P. cactorum wurden 10 L der
Suspension pro Variante in den Pflanzgraben gegossen. Wie auf Feld 1 erfolgte bei jeder Parzelle
alle 14 Tage Uber einen Zeitraum von acht Wochen eine GieBbehandlung mit 10 L Antagonisten-
Suspension je Parzelle. Bei Bedarf wurde mit Leitungswasser bewdassert. Die Auswertung erfolgte
nach neun Monaten indem die Vitalitdt der Pflanze bonitiert wurde. Zusatzlich wurden zur
Bestimmung der MS-Konzentration an zwei verschiedenen Zeitpunkten (im Herbst und im

nachsten Friihling) Bodenproben genommen.
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Nord Griun: nicht behandelt

Violett: Honeoye
Orange: Sonata

C: Kontrolle

F: FZB24°®

P: T. atroviride P1

T: T. harzianum T58

M T X M: M. anisopliae Ma43
X: Mixture

Feld 1: Angesetzt am 16.06.2010
Ausgewertet vom 09 bis 14.06.2011

Feld 2: Angesetzt am 06.09.2010
Ausgewertet vom 23 bis 25.05.2011

Sud

Abbildung 4: Versuchsaufbau Feld 1 und Feld 2 (2010)

3.4.2 Freilandversuche in 2011
Fir die Freilandversuche 2011 wurde wie in 2010 vorgegangen, wobei sich die Felder A und B

dahingehend unterschieden, dass im Feld A (a und b) die Pilze mit 10° keimfihigen Sporen/mL
und FZB24® nach Gebrauchsanweisung ausgebracht wurden und im Feld B (c und d) eine

zehnfach hohere Konzentration verwendet wurde (Abbildung 5).

Die Antagonisten und Pathogene wurden wie in Kapitel 3.3.2.1 und 3.3.2.2 beschrieben
hergestellt. P. cactorum wurde auf Roggen-Sitosterol-Agar kultiviert, mit sterilem 0,01% Tween

80 abgeschwemmt und auf eine Konzentration von 10 Sporen/mL eingestellt.

Die Versuchspflanzen (15 Pflanzen pro Wiederholung mit 2 Wiederholungen pro
Aufwandmenge) wurden vor Pflanzung flir 15 Minuten in der Antagonisten-Suspension getaucht.
Als Kontrolle diente Leitungswasser. Zusatzlich wurde eine kinstliche Pathogen-Inokulation
durchgefiihrt. Die MS von V. dahliae wurden mit Quarzsand vermischt und anschlieBend in den

Pflanzgraben gestreut. Fiir P. cactorum wurde 1 mL der Suspension auf die Wurzel gegeben.
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Violett: Honeoye

Feld Aa Orange: Sonata
C: Kontrolle
F: FZB24®

Feld Ab i i X T M K P: T. atroviride P1

T: T. harzianum T58
M: M. anisopliae Ma43

X: Mixture
X M F K P T
Feld Bc
Feld A Angesetzt am 29.06.2011
b K T M X F Feld B Angesetzt am 14.07.2011
Feld Bd

Sud

Abbildung 5: Versuchsaufbau der Freilandversuche 2011

Wie auf Feld 1 und 2 (im Jahr 2010) erfolgte bei jeder Parzelle alle 14 Tage Uber einen Zeitraum
von acht Wochen eine Gielbehandlung mit 10 L Antagonisten-Suspension je Parzelle. Bei Bedarf
wurde mit Leitungswasser bewassert. Die Auswertung folgte nach ein, zwei und sechs Monaten.
Nach einem Monat wurde das Wachstum (Abbildung 6) und die Anzahl der bliihenden und/oder

fruchttragenden Pflanzen, nach zwei Monaten die fruchttragenden Pflanzen und nach sechs

Monaten (Winter 2011) die Vitalitat der Pflanzen bonitiert.

Abbildung 6: Boniturschema zur Erfassung des Wachstums: Boniturnote 1 (groRe Pflanze), 2 (normal), 3 (kleine Pflanze)
und 4 (sehr kleine Pflanze). Boniturnote 5 tote Pflanze
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3.5 Erprobung unter Praxisbedingungen
Fiir Versuche im Rahmen des BOL Projektes 060E148 wurde der M. anisopliae-Stamm Ma43 zur

Anwendung gegen den Erdbeerbliitenstecher am JKI produziert und fir Versuche bereitgestellt.
Zur Regulierung der Verticillium-Welke wurde im oben aufgeflihrten Projekt das Produkt
Trichostar (T. harzianum T58) getestet. Beide Mikroorganismen hatten im Labor gegen V. dahliae
gute Resultate erzielt. Um die eventuelle Wirkung des Stamms von M. anisopliae Ma43 auf
V. dahliae zu priifen, wurde zusatzlich fir den Projektpartner Bodenproben nach V. dahliae MS
getestet. In der Projektphase wurden keine weiteren Versuche unter Praxisbedingungen

durchgefihrt.
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4 Ausfiihrliche Darstellung der wichtigsten Ergebnisse

4.1 Labortests zur Wirksamkeit mikrobiologischer Praparate: Dualkultur
Die detaillierten Ergebnisse der Labortests sind im Anhang aufgefihrt. Insgesamt wurden 98

Mikroorganismen verglichen. In Abbildung 7 und Abbildung 8 sind die Ergebnisse der 25

wirksamsten Mikroorganismen der Dual-Kulturen mit den vier Pathogenen dargestellt.
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dass sich das

Standardabweichung (Fehlerbalken) aus drei zeitlich unabhingigen Wiederholungen
antagonistische Potential

der

Abbildung 7: Hemmende Wirkung potentieller Antagonisten gegen Verticillium sp. in Dualkultur. Mittelwert und

einzelnen

Die Ergebnisse verdeutlichen,
Mikroorganismen in diesem Testsystem sehr stark unterscheidet. Nur ca. 20% der untersuchten

Isolate konnten eine Wachstumshemmung von bis zu 50% erzielen. Versuche mit V. dahliae und

P. cactorum verliefen ahnlich, auch wenn die Reduktion geringfligig niedriger ausfiel. Bei

P. fragariae var. fragariae zeigte die Gberwiegende Zahl an Antagonisten eine Hemmwirkung von

2

5

Uber 90%. Besonders der Pilz Trichoderma spp. erwies sich gegen alle vier untersuchten



Pathogene als besonders wirksam. Die detaillierten Ergebnisse der Labortests sind im Anhang
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aufgefihrt.
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Von diesen Ergebnissen ausgehend, wurden 15 Isolate fiir weitere Untersuchungen ausgewahlt.
Hierflir wurden die 15 wirksamsten Isolate, die mindestens gegen zwei Pathogene eine Wirkung

verfligbar sind und laut Produzent eine ad planta Wirkung gegen die Gattung Verticillium
aufwiesen, selektiert. Zusatzlich wurde das Isolat Pseudomonas fluorescens Pf153 mit in die

zeigten (ausschlieBlich pilzliche Antagonisten) sowie bakterielle Antagonisten, die als Produkt
Untersuchungen aufgenommen, da dieser Organismus in den letzten Jahren intensiv am Institut

Abbildung 8: Hemmende Wirkung potentieller Antagonisten gegen Phytophthora sp. in Dualkultur. Mittelwert und

Standardabweichung (Fehlerbalken) aus drei zeitlich unabhingigen Wiederholungen

untersucht wurde.
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Tabelle 3: Ausgewadhlte Mikroorganismen und deren Hemmwirkung gegen die Phytopathogene

Ordnungszahl*
. V. albo- P. fragariae
V. dahliae P. cactorum var.
atrum .
fragariae

Antagonist

Bacillus amyloliquefacens FZB42 37 35 16 4
Bacillus subtilis FZB24 40 30 17 21
Clonostachys rosae 1K726 12 17 89 19
Metarhizium anisopliae Ma43 6 12 10

Isaria fumosorosea 12 4 2 98

Penicillium oxalicum 5 23 22 12
Pseudomonas fluorescens Pf153 79 82 39 3
Serratia plymuthica HRO-C48 36 59 48 1
Trichoderma asperellum 22 6 6 1
Trichoderma atroviride P1 2 1 1
Trichoderma harzianum T39 18 13 2 1
Trichoderma harzianum T58 1 4 3 1
Trichoderma PR-9-10-9 16 7 5 10
Trichoderma virens 7 9 8 1
Trichoderma harzianum RR 15 5 4 1

*Die Hemmwirkung aller getesteten Mikroorganismen wurde fir jeden Krankheitserreger der GroRe nach
sortiert, der am besten Wirksame bekam die Ordnungszahl 1 der mit der geringsten Hemmung die Zahl 98. In
griner Schrift sind die fiir weitere Versuche ausgewéahlten Mikroorganismen geschrieben.

4.2 Kompatibilitats-Test ausgewahlter Mikroorganismen bzw. Praparate

4.2.1 |Invitro Tests

Fir die Kompatibilitatstest wurden Isolate verwendet, die gegen die zwei bedeutenderen
Pathogene V. dahliae und P. cactorum eine hemmende Wirkung aufwiesen, d.h. 15 Kandidaten
(4 Bakterien und 11 Pilze) wurden untersucht, von denen 7 als Produkte auf den Markt erhaltlich
sind. In Abbildung 9 sind beispielhaft die Dualkulturen zum Teil mit deutlichen Hemmzonen

dargestellt.

Diese Versuche waren allerdings nur Uber eine visuelle Bonitur auswertbar, quantifizierbare
Daten konnten nicht ermittelt werden. Die Ergebnisse ergaben (Fehler! Verweisquelle konnte
nicht gefunden werden.), dass die zwei untersuchten Bacillus-Stamme gerade pilzliche
Antagonisten hemmten, pilzliche Antagonisten beeinflussten sich in manchen Fallen. Bei
Bakterien vs Bakterien waren nur Hemmungen zwischen Ps. fluorescens Pf153 und Serratia
plymuthica HRO-C48 nachweisbar. Im Fall Bakterien vs Pilz waren Hemmungen sichtbar. Wurde
das Bakterium ausplattiert und der Pilz punktuell auf den Agar appliziert, bildete der

antagonistische Pilz eine Kolonie. In manchen Fallen waren auch Hemmbhofe zu erkennen (z.B.
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bei T. virens aus Soilguard reisoliert) oder der Pilz breitete sich wie ein Rasen aus (T. harzianum

T39 aus Trichodex reisoliert).

?’ AS3/P4 44302

RuizoVital 42/ \solet 6

F2B 24 | IK 326

Abbildung 9: In vitro Kompatibilitatsuntersuchungen verschiedener potentieller Antagonisten. Auf jeder Petrischale sind
zwei unterschiedliche Isolate aufgetragen. In Abhédngigkeit von den Isolaten ist eine hemmende Wirkung sichtbar.
Bakterien wurden entweder flachig (links) oder strichférmig (rechts) ausplattiert.
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Tabelle 4: Untersuchungen zur Vertraglichkeit von 15 ausgewdhlten Mikroorganismen (- = keine Hemmung, + =
Wachstum mit geringer Hemmzone zwischen den Isolaten, ++ = mindestens ein Isolat ist im Wachstum gehemmt). In
griiner Schrift sind die fiir weitere Versuche ausgewahlten Mikroorganismen geschrieben.

Bacillus amyloliquefacens FZB42

Bacillus subtilis FZB24 -

Clonostachys rosae IK726 + | ++

Isaria fumosorosea 12 + + +

Metarhizium anisopliae Ma43 + | ++ |+ +

Penicillium oxalicum - | - - -

Pseudomonas fluorescens Pf153 - - |na.| + + +

Serratia plymuthica HRO-C48 - - - - - - |+

Trichoderma asperellum ++ | + |na.| - - - - +

Trichoderma atroviride P1 + + - + - - - + -

Trichoderma harzianum RR 17BC | - - + - + |na.| - - |na.| +

Trichoderma harzianum T39 +H+ |+ - + - - - + - - -
Trichoderma harzianum T58 - + + + + [na.| ++ | ++ | - - + +
Trichoderma PR-9-10-9 + + - + - + + + - - - - |na
Trichoderma virens ++ | + |na.| + + - - - - - + - |na.| -

Bacillus amyloliquefacens FZB42
Bacillus subtilis FZB24
Clonostachys rosae IK726

Isaria fumosorosea 12
Metarhizium anisopliae Ma43
Penicillium oxalicum
Pseudomonas fluorescens Pf153
ISerratia plymuthica HRO-C48
Trichoderma asperellum
Trichoderma atroviride P1
Trichoderma harzianum RR 17BC
Trichoderma harzianum T39
Trichoderma harzianum T58
Trichoderma PR-9-10-9

Trichoderma virens

4.2.2 In vitro Tests zur Kombination zweier Mikroorganismen
Aufgrund der vorangegangen Ergebnisse wurden fir diese Versuche vier Antagonisten

ausgewahlt:

e |solat T. atroviride P1, da es gegen alle getesteten Pathogene am besten wirkte,

e T. harzianum T58 (Trichostar), das eine sehr gute Wirkung zeigte und als Produkt verfligbar
ist,

e B. subtilis FZB24 (Rhizo Plus®), als bakterieller Antagonist mit geringstem Einfluss auf pilzliche
Antagonisten,

e M. anisopliae Ma43, als insektenpathogener Pilz mit Wirkung gegen die Phytopathogene. M.
anisopliae Ma43 wird laut Hersteller (Novozyme) demnachst als Produkt verfligbar sein und

soll in Versuche zur Bekampfung des Erdbeerbliitenstecher getestet werden.
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In ersten Versuchen mit den vier selektierten Mikroorganismen (B. subtilis FZB24,
T. atroviride P1, T. harzianum T58, M. anisopliae Ma43) hemmte B. subtilis FZB24 deutlich
M. anisopliae Ma43, weniger deutlich T. atroviride P1 und T. harzianum T58. Die drei Pilze

zeigten keine Hemmzonen sondern wuchsen ineinander.

Anhand der optischen Dichte wurde das Wachstum der Mikroorganismen in Flissigkultur
untersucht. Diese nicht wiederholten Versuche lassen vermuten, dass die Etablierung der
Mikroorganismen wesentlich von der Nahrstoffverfligharkeit abhangig ist. Wurden Nahrstoffe
dem Medium zugegeben (Abbildung 10), konnte gerade fir T. harzianum T58 ein erhohtes
Wachstum beobachtet werden. Weiterhin konnte eine erhohte optische Dichte und somit ein
Mikroorganismenwachstum in Flissigkultur ohne zusatzliche Nahrstoffe gerade bei
Kombinationen mit B. subtilis FZB24 beobachtet werden, nicht aber fiir die pilzlichen

Antagonisten (Abbildung 11).

14 mit PDB
- P
- T
1,2 A v F
A M
& X
—&— P+T
1,0 1 O~ P+F
<O P+M
- —A— T+F
E 0,8 - —y— T+M
8 —@— F+M
< —@— P+T+F
) 06 —@— P+T+M
®) ) —@— P+F+M
—v— T+FM
0,4 A
0,2 A
0,0 T T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8
Tage

Abbildung 10: Wachstum ausgewahlter Mikroorganismen in mit PDB angereicherten Fliissigkultur, alleine oder in
Kombination
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Abbildung 11: Wachstum ausgewahlter Mikroorganismen in Fliissigkultur, alleine oder in Kombination

4.2.3 Ad planta Versuche
Um die Wirksamkeit der vier ausgewahlten Mikroorganismen und der Mischung zu vergleichen,

wurden auf dem Versuchsfeld des Instituts in 2010 zwei verschiedene Versuche angelegt. Fiir die
Versuche wurden zwei unterschiedliche Erdbeersorten mit unterschiedlicher Empfindlichkeit
gegenlber V. dahliae und P. cactorum verwendet. Abbildung 12 verdeutlicht, dass der natirliche
Infektionsdruck nicht ausreichte, um einen sichtbaren Befall in der Kontrolle hervorzurufen. Die
Versuche zeigen aber, dass nach Anwendung der Mixture in beiden Feldern die Anzahl der
Pflanzen der Boniturnote 1 mit der Kontrolle vergleichbar war. Es ist somit nicht mit einer

negativen Wirkung der Mixture auf die Pflanzengesundheit zu rechnen.

31



Schlussbericht Forschungsprojekt Nr. 060E155
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Abbildung 12: Visuelle Bonitur der Erdbeerpflanzen nach Behandlung mit verschiedenen Mikroorganismen ein Jahr nach
Pflanzung

Abbildung 13 verdeutlicht, dass ein negativer Einfluss der ausgewdhlten Produkte auf
Erdbeersamlinge bei alleiniger Anwendung unwahrscheinlich ist. Es starben nach Anwendung
der Produkte weniger als 5% der Pflanzen ab. Auffillig war, dass bei Anwendung von

M. anisopliae Ma43 in Kombination mit FZB24® 33% der Samlinge abstarben.
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Abbildung 13: Einfluss der Antagonisten alleine oder in Kombination auf Erdbeersamlinge (P= T. atroviride P1, T=T.
harzianum T58, M= M. anisopliae Ma43, F= FZB24®, X= Mixture, C= Kontrolle)
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4.3 Interaktionen im System "Praparat-Schaderreger-Wirtspflanze" -

Gewachshausversuche
Zur Untersuchung der Interaktionen im System "Praparat-Schaderreger-Wirtspflanze" wurden in

2010 Versuche mit V. dahliae und 2011 Versuche mit V. dahliae und P.cactorum im

Gewachshaus durchgefihrt.

4.3.1 Versuchein 2010
Abbildung 14 zeigt, dass sich die MS-Konzentrationen im Boden der drei Wiederholungen

deutlich voneinander unterscheiden. Schon in der Kontrolle wies die dritte Wiederholung eine
deutlich niedrigere Konzentration an MS auf und fir FZB24® konnte nur in der dritten

Wiederholung eine deutliche Wirkung beobachtet werden.

30 ‘
I Kontrolle

oY == FZB24®
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Abbildung 14: MS-Konzentration nach Applikation der Antagonisten zu Versuchsende. Der Versuch wurde zeitlich
unabhangig dreimal durchgefiihrt.

Wurde der Rhizombefall bonitiert (Tabelle 5), so konnte nur in der Mixture-Variante eine
Reduktion auf 33% Befall beobachtet werden. Wurden der Modalwert der Auswertung zugrunde
gelegt, so wiesen die Behandlungen mit Mixture und T. harzianum T58 einen Modal von 1 auf

und unterschieden sich deutlich von der Kontrolle und dem FZB24°®,

Tabelle 5: Rhizombefall nach Inokulation mit V. dahliae und Behandlung ausgewahlter Antagonisten im Gewachshaus

Behandlung Wdh* 1 Wdh 2 Wdh 3 Mw Modal % W:rte §
Kontrolle 0,5 2,5 2,1 1,7 3 56
FZB24°® 2,3 1,3 2,0 1,9 3 61
T. atroviride P1 1,2 1,9 2,0 1,7 2 56
T. harzianum T58 0,7 2,5 1,7 1,6 1 44
M. anisopliae Ma43 0,9 2,2 2,5 1,9 3 61
Mixture 1,0 1,0 2,5 1,4 1 33

* Pro Wiederholung wurde der Mittelwert aus sechs Pflanzen berechnet. Der Rhizombefall wurde vier
Boniturklassen zugeordnet.
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4.3.2 Versuchein 2011
In den Gewachshausversuchen von 2011 zeigte sich, dass tendenziell in der Kontrolle die

Wachstumsparameter am niedrigsten waren. Wurde mit V. dahliae inokuliert (Tabelle 6), deuten

die Ergebnisse darauf hin, dass trotz einer Kontrollmortalitit von nur 17% ein geringeres

Wachstum zu beobachten war bzw. durch die Antagonisten eine Erhdhung hervorgerufen

wurde. So konnte fir T. harzianum T58 der hochste Biomassenanstieg und Wurzellange

beobachtet werden. Die Trockenmasse der Wurzeln war allerdings bei P1 am hochsten.

Die Versuche mit Inokulation von P. cactorum (Tabelle 7) fielen allerdings nicht eindeutig aus. Es

konnte trotz kiinstlicher Inokulation keine Mortalitdt in der Kontrolle hervorgerufen werden.

Auch konnte durch Anwendung der Mikroorganismen keine klare Steigerung des Wachstums

erzielt werden. So konnte der niedrigste Biomassenanstieg fiir den insektenpathogenen Pilz

Ma43 beobachtet werden.

Tabelle 6: Gewachshausversuche zur Wirkung verschiedener Antagonisten gegen Verticillium dahliae an Erdbeere

% Tote o Trocken
Pflan- Bior:’asse Aus- Pflarrl‘:en Pflanzen T':::::en Wurzel Masse
Behandlung zen . laufer p.. Héhe (cm) .. Linge (cm) | Wurzeln
-anstieg Auslaufer Blatter (g)
n=18 (8)
Kontrolle 17 51 (+12) 0,9 1,4 15,5(+4,6) | 3,1(x1,6) | 22,0(x4,9) | 0,6 (x0,5)
FZB24® 6 63 (+9) 1,7 3,2 18,3 (+1,9) | 4,7(x1,9) 26,3 (£ 2,8) 1,1(x0,7)
T. atroviride P1 11 62 (+9) 0,9 1,2 16,8(+2,8) | 4,1(x1,6) | 24,5(¢x7,5) | 1,2(x0,9)
T. harzianum T58 0 69 (1 6) 1,7 2,8 19,1(+2,8) | 48(+1,2) | 30,0(x4,3) | 0,9(+0,5)
M. anisopliae Ma43 0 64 (+ 4) 1,3 2,6 19,3(+2,1) | 51(+1,8) | 27,5(x6,6) | 0,9(x0,6)
Mixture 6 62 (+4) 1,4 2,5 18,8(+2,5) | 4,2(x1,7) | 25,6(+4,7) | 0,6 (+0,5)

Mittelwert aus drei zeitlich unabhangigen Versuchen mit je sechs Pflanzen

Tabelle 7: Gewachshausversuche zur Wirkung verschiedener Antagonisten gegen Phytophthora cactorum an Erdbeere

% Tote Trocken
9 Pfl Trock
Pflan- Biorfasse Aus- ar:;en Pflanzen ':::s:;n Wurzel Masse
Behandlung zen . laufer pr Héhe (cm) - Ldnge (cm) | Wurzeln
-anstieg Ausliufer Blatter (g)
n=18 (8)

Kontrolle 0 66 (* 6) 1,5 2,1 23,5(+2,7) | 3,9(x1,5) | 27,4(x4,6) | 0,8(+0,5)
FZB24® 6 65 (+6) 1,9 2,6 23,8(+4,3) | 4,7(x2,1) | 27,5(x3,5) | 0,8(+£0,6)
T. atroviride P1 6 65 (£ 4) 1,4 2,1 22,5(+3,3) | 46(x2,1) |27,4(x49) | 0,8(x0,3)
T. harzianum T58 0 66 (+2) 2,1 2,9 23,1(x2,9) | 4,1(x2,0) | 26,1(£4,1) | 0,7(x0,5)
M. anisopliae Ma43 6 59 (+11) 1,4 1,9 19,9 (+5,4) | 4,4(+x3,0) | 26,5(x5,7) | 1,3(x1,8)
Mixture 0 60 (£ 3) 1,2 1,8 22,5(+3,0) | 3,6(+1,6) | 28,3(x4,3) | 0,8(+0,5)

Mittelwert aus drei zeitlich unabhangigen Versuchen mit je sechs Pflanzen
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4.4 Wirksamkeit ausgewahlter Praparate im Freiland

4.4.1 Freilandversuche in 2010

In diesen Freilandversuchen wurde mit beiden bodenbirtigen Pathogenen inokuliert und
anschlieRend die Erdbeerpflanzen mit den ausgewahlten Mikroorganismen behandelt. Die auf V.
dahliae empfindlich reagierende Sorte Honeoye zeigte im Vergleich zu der Sorte Sonata in der
Kontrolle und allen Behandlungen - auBer der M. anisopliae Behandlung - eine niedrigere Anzahl
Pflanzen in der Boniturnote 1. Bei beiden Versuchen war der Anteil der Boniturnote 1 nach
Anwendung von M. anisopliae Ma43 am hochsten, hingegen bei Anwendung der Mixture war
der Anteil am niedrigsten. Es war Uberraschend, dass trotz kiinstlicher Inokulation des Bodens
mit den Krankheitserregern der Anteil der Pflanzen in der Boniturnote 1 mit 52% bzw. 89,3%
sehr hoch war. Nur durch die Anwendung des insektenpathogenen Pilzes M. anisopliae Ma43

wurde bei der Sorte Honeoye der Anteil mit 85,2 deutlich erhéht.
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Abbildung 15: Visuelle Bonitur der Erdbeerpflanzen nach Behandlung mit verschiedenen Mikroorganismen neun Monate
nach Pflanzung, das Versuchsfeld wurde kiinstlich mit V. dahliae und P. cactorum inokuliert.

Zu Versuchsbeginn wurde das Feld beprobt und eine MS-Konzentration von 5,2 MS pro Gramm
Boden bestimmt. Aufgrund dieser niedrigen Konzentration wurde mit frisch produzierten MS
kiinstlich inokuliert. Nach der letzten Behandlung (ca. 2,5 Monaten nach Pflanzung) und nach
finf Monaten wurden erneut Bodenproben gezogen und die MS-Konzentration bestimmt. Die
Ergebnisse zeigen, dass die Anzahl an MS im Frihling in der Kontrolle um 85% und in den
Behandlungen um 76-98% reduziert wurde. Wurde die Reduktion auf die Kontrolle bezogen so
wies die Mixture-Behandlung mit einer Reduktion um 86% die besten Ergebnisse auf. Bei FZB24°®
konnte keine Reduktion beobachtet werden, bei den drei pilzlichen Antagonisten schwankte die

Reduktion zwischen 37% (M. anisopliae Ma43) und 67% (T. atroviride P1).
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Abbildung 16: Konzentration an MS im Boden drei Monate und ein Jahr nach Pflanzung und Behandlung

4.4.2 Freilandversuche in 2011
Wurde mit V. dahliae kinstlich inokuliert zeigte sich bei Behandlung mit FZB24® und

M. anisopliae Ma43 eine geringfiigig erhohte Anzahl an Bliten und Friichten (Abbildung 17,
links). Bei 10fach erhohter Aufwandmenge konnte gerade die Anzahl roter Friichte gegeniiber
der Kontrolle nach Anwendung von FZB24®, M. anisopliae Ma43 und der Mixture erhoht
werden. Fir die zwei Trichoderma-Stamme konnte kein positiver Effekt beobachtet werden.
Wurde mit P. cactorum kunstlich inokuliert so konnte nur nach einem Monat die Anzahl Bllten
in den Varianten FZB24®, T. harzianum T58 und M. anisopliae Ma43 leicht erh6ht werden. Die
Anzahl roter Friichte konnte nur durch eine 10fach erhohte Aufwandmenge der Mixture-

Behandlung erreicht werden (Abbildung 17, rechts).
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Abbildung 17: Einfluss der Aufwandmenge (einfach=gestreift, 10x=ohne) einen (griin) und zwei Monate (rot) nach
Pflanzung und Behandlung mit verschiedenen Antagonisten, links: Sorte Honeoye, rechts: Sorte Sonata
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Wurde das Pflanzenwachstum entsprechend des Boniturschemas bestimmt, so konnte fiir die

mit V. dahliae inokulierte Sorte Honeoye nur ein leichter Effekt bei der 10fachen Aufwandmenge

beobachtet werden (Abbildung 18). Diese Effekte lassen sich aber nicht statistisch absichern. Fir

die mit P. cactorum inokulierte Sorte Sonata konnten keine klaren Effekte der Behandlungen

beobachtet werden (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Visuelle Bonitur der Erdbeerpflanzen (Sorte Sonata) nach Behandlung mit verschiedenen Mikroorganismen
einen Monat nach Pflanzung und kiinstlicher Inokulation mit P. cactorum

Wurde die MS-Konzentration im Boden bestimmt, konnte nur bei der 10fachen Aufwandmenge

tendenziell eine geringer MS-Konzentration nach Applikation von FZB24®, T. harzianum T58 und

M. anisopliae Ma43 beobachtet werden (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Konzentration an MS in Boden nach Anwendung verschiedener Antagonisten, links: einfache
Aufwandmenge, rechts: 10fache Aufwandmenge

4.5 Erprobung unter Praxisbedingungen
Aufgrund eigener Labor-Ergebnisse wurde das Produkt Trichostar (T. harzianum T58) fir

Freilandversuche des BOL Projektes 060E148 empfohlen und angewendet. Die
Versuchsauswertung erfolgte von dem Projektpartner Bioland/Foko. Fir die Versuche gegen den
Erdbeerblitenstecher wurde der Stamm M. anisopliae Ma43 produziert und fir die Versuche

bereitgestellt.
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5 Diskussion der Ergebnisse

Im Rahmen des Projektes sollte die Integration von Mikroorganismen zur Bekampfung eines
Schaderregerkomplexes untersucht werden. Hierfiir wurden im Teilprojekt 060E354 Blatt- und
Fruchtpathogene und am JKI, Institut fir Biologischen Pflanzenschutz, Bodenpathogene
untersucht. Im Verbundprojekt 060E148 wurden u.a. Mikroorganismen im Freiland gegen den
Erdbeerblitenstecher und gegen die Verticillium-Welke getestet.

Um eine groRe Anzahl von Mikroorganismen vergleichen zu koénnen, wurde deren
antagonistisches Potential in in vitro Tests gepriift, obwohl davon ausgegangen wird, dass die
Ergebnisse stark durch den Versuchsaufbau (z.B. Medienwahl, Temperatur) beeinflusst werden
und eine Ubertragbarkeit auf die Wirkung im Feld nicht zwingend gewihrleistet sein muss. In
einem ersten in vitro Screening wurden am JKI 98 Mikroorganismen gegen vier Pathogene
getestet. Es zeigte sich, dass T. atroviride P1 gefolgt von T. harzianum T58 gegen alle Pathogene
sehr gut hemmend wirkten. Aber auch der insektenpathogene Pilz M. anisopliae Ma43 wies eine
Uberraschend hohe Hemmwirkung auf. Im Teilprojekt 060E354 wurde eine dhnliche Anzahl an
Antagonisten gegen Frucht- und Blattpathogene getestet und im ersten Teil der
Blattscheibentests erzielten T. harzianum  T58, Enterobacter  radicincitans und
M. anisopliae Ma43 eine signifikante Reduktion des Mehltaubefalls. Auch wiesen
T. harzianum T58 und M. anisopliae Ma43 einen hohen bis mittleren Wirkungsgrad gegen
Botrytis cinerea auf. Somit konnten Isolate identifiziert werden, die sowohl gegen
Blattpathogene (Projektpartner FAG) als auch bodenbirtige Pathogene eine in vitro Wirkung
aufwiesen. In den in vitro Versuchen zeigte sich allerdings auch, dass bakterielle Antagonisten
auf die getesteten Phytopathogene nur gering hemmend wirkten. Moglicherweise kdnnen
relevante Stoffwechselprodukte in dem verwendeten V8 Medium nicht in ausreichender Menge
produziert werden. Hinzu kommt, dass in dem verwendeten System Bakterien die Petrischale

langsamer als Pilze besiedelten.

Um die Anzahl an Antagonisten fiir die weiteren Versuche einzuschranken, wurde nur mit den
wirksamsten pilzlichen Antagonisten sowie mit den wirksamsten und als Produkt verfligbaren
bakteriellen Antagonisten weitergearbeitet. Urspriinglich sollte als weiteres Selektionskriterium
das Wachstum bei 37 °C (Kérpertemperatur des Menschen) mit herangezogen werden. Da sich
aber zeigte, dass die Uberwiegende Anzahl an Mikroorganismen, die in Produkten verwendet

werden, bei 37 °C wachsen, wurde dieses Selektionskriterium verworfen.
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Wurde die Kompatibilitat der 15 ausgewahlten Mikroorganismen in vitro geprift, zeigte sich,
dass beim Vergleich unterschiedlicher Methoden (verschiedene Dualkulturen, Wachstum) die
Ergebnisse unterschiedlich ausfielen. Tendenziell konnte allerdings zwischen Bakterien keine
Hemmung beobachtet werden. Bakterien hemmten pilzliche Mikroorganismen, wobei
Trichoderma sp. nur schwach gehemmt wurde. Wurde die Kompatibilitat pilzlicher
Mikroorganismen verglichen, so zeigte sich hier keine eindeutige Hemmung. Die Versuche lassen
vermuten, dass bei einer gleichzeitigen Ausbringung von B. subtilis FZB24 und den selektierten
Pilzen (T. atroviride P1, T. harzianum T58, M. anisopliae Ma43) eine Hemmung der Pilze durch
B. subtilis FZB24 stattfinden konnte und, dass die Pilze sich untereinander nicht hemmen aber
bei der Besiedlung von Nischen im Wettbewerb stehen. Im Verbundprojekt 060E354 wurden in
zwei Gewachshausversuchen zur Wirkung der mikrobiologischen Praparate AQ10°WG
(Ampelomyces quisqualis), Trichostar® (T. harzianum T58) und FZB24®fl (B. subtilis FZB24)
signifikante Wirkungen gegenliber dem Echtem Mehltau, jedoch keine Wechselwirkungen durch

die gemeinsame Applikation von verschiedenen Antagonisten nachgewiesen.

Um neben den zeitlich sehr aufwandigen Pflanzenversuchen noch weitere Ergebnisse zu
erzielen, wurde das von Berg et al. (2001) entwickelte Verfahren mit Erdbeersamlingen etabliert.
Versuche in diesem System ergaben, dass die Anzahl abgestorbener Samlinge im Vergleich zur
Kontrolle bei manchen Mikroorganismenkombinationen leicht erhéht war, allerdings nicht bei
dem Gemisch aller vier Mikroorgansimen. Weitere Untersuchungen missten durchgefiihrt
werden, um diese Ergebnisse eindeutig interpretieren zu kénnen. In Freilandversuchen konnte
bestatigt werden, dass die Mixture bei beiden getesteten Erdbeersorten keinen negativen
Einfluss auf die Erdbeerpflanzen hatte. Weitere Mikroorgansimenkombinationen konnten

allerdings im Freiland nicht getestet werden.

Zur Erfassung der Interaktionen im System Pradparat-Schaderreger-Wirtspflanze wurden
Versuche im Gewidchshaus mit vier Mikroorganismen (B. subtilis FZB24, T. atroviride P1,
T. harzianum T58, M. anisoplie Ma43) und ihrer Mixture, zwei Schaderregern (V. dahliae,
P. cactorum) und zwei Sorten (Honeoye, Sonata) durchgefiihrt. In diesen Versuchen stach keiner
der vier Mikroorganismen besonders heraus. Wurden verschiedene Wachstumsparameter
erfasst, riefen die verwendeten Mikroorganismen unterschiedliche Effekte bei den
Erdbeerpflanzen hervor. Die Analyseergebnisse der MS-Konzentration im Boden wiesen so grolRe

Schwankungen zwischen den Wiederholungen auf, dass eine Interpretation der Ergebnisse nicht
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moglich ist. Auch konnte kein eindeutiger Zusammenhang zwischen MS-Konzentration und
Rhizombefall beobachtet werden. In diesen Versuchen konnten die getesteten Mikroorgansimen

und ihre Mixture nur einen tendenziellen Effekt erbringen.

Wurden die vier ausgewahlten Mikroorganismen sowie deren Gemisch im Freiland getestet,
konnte auch hier keine klare Wirkung festgestellt werden. Trotz hoher MS-Inokulationen konnte
in der Kontrolle nur eine Mortalitdt von 4% erzielt werden. Bei den Behandlungen lag diese
zwischen 4% (M. anisopliae Ma43) und 17% (Mixture und T. harzianum T58). Obwohl die Anzahl
der MS im Boden nach der Anwendung der pilzlichen Produkte deutlich abnahm, konnte aulRer
fir M. anisopliae Ma43 kein Anstieg der Anzahl Erdbeerpflanzen in der Boniturklasse 1
festgestellt werden. Dieser Anstieg bei M. anisopliae Ma43 kann u.U. darauf zurilickzufiihren
sein, dass im Versuchsfeld bei Rodung des Feldes ein hoher Befall an Engerlingen festgestellt
wurde. Es ist nicht auszuschlieBen, dass der insektenpathogene Pilz M. anisopliae Ma43 die
Engerlinge negativ beeinflusst hat. Allerdings konnte im Verbundprojekt 060E148 durch eine
Anwendung von M. anisopliae Ma43 keine erhoffte Verringerung der durch den
Erdbeerblitenstecher Anthonomus rubi verursachten Abbissrate erzielt werden, jedoch wurde
nur in dieser Variante eine signifikante Erhohung der Erntemenge erreicht. Es ist also nicht
auszuschlieBen, dass M. anisopliae Ma43 neben seiner insektenpathogenen Wirkung auch eine
pflanzenstarkende Wirkung hat. Derzeit ist M. anisopliae Ma43 nicht in Deutschland zugelassen,
allerdings ist laut der Firma Novozymes Biologicals Inc. das auf diesem Isolat basierende Produkt
Met52 Granular bereits in neun europdischen Landern zugelassen, eine spritzbare Formulierung
ist in den USA bereits zugelassen und wird fiir Europa angestrebt. Dies bedeutet, dass in naher
Zukunft ein auf diesem am JKI isolierten Isolat basierendes Produkt auch auf dem deutschen

Markt verfiigbar sein wird.

Wie auch im Verbundprojekt 060E148 konnte kein klarer Zusammenhang zwischen MS-
Konzentrationen im Boden und einer Verticillium-Welke beobachtet werden. In den eigenen
Gewadchshaus- und Freilandversuchen wurden in den Versuchswiederholungen hohe MS-
Schwankungen erfasst, die sich aber nicht in der Symptomausprdagung wiederspiegelten. Dies
galt auch fir Freilandversuche mit einfacher und 10facher Aufwandmenge, in denen kein klarer
Zusammenhang zwischen MS-Konzentration im Boden und der Boniturklassenverteilung
gesehen werden konnte.

Im Verbundprojekt 060E148 wurden neben der Biofumigation die drei Pflanzenstarkungsmittel

RhizoVital®42, RhizoStar® und Promot®WP auf ihren Einfluss auf den Verticillium-Befall auf zwei
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verschiedenen Standorten verglichen (siehe Schlussbericht Projekt 060E148). So konnte in der
Promot®WP-Variante auf dem einen Standort die Anzahl ,,normal entwickelter Pflanzen“ erhoht
und die Anzahl an Symptompflanzen verringert werden, hingegen wurde durch die Anwendung
von RhizoVital®42 im Bereich ,mit Biofumigation” die hochste Gesamternte erzielt. Auf einem
lehmig-sandigen Standort konnte hingegen in der Promot®WP-Variante im Bereich ,mit
Biofumigation” der hochste Gesamtertrag erzielt werden. Die eigenen Ergebnisse und die
Ergebnisse der Verbundprojektpartner lassen vermuten, dass die Wirkung antagonistischer
Mikroorganismen unter anderem stark von Standortfaktoren abhdngt. Auch deuten eigene,
zusatzliche Versuche an, dass die Nahrstoffverfligbarkeit von Bedeutung ist.

Weiterhin ist die Bodentemperatur sowohl fir die Entwicklung des Krankheitserregers als auch
fir die Entwicklung des Antagonisten von groRer Bedeutung. Wurden die optimalen
Wachstumstemperatur der drei Pathogene (V. dahliae, V. albo-atrum, P. cactorum) ermittelt, so
lagen diese bei 20-25 °C. Im Gegensatz zu V. dahliae, der auch sehr gut bei 30 °C wuchs, zeigt
V. albo-atrum bei 30 °C kein Wachstum. Diese Ergebnisse stimmen mit den Informationen von
Klosterman et al. (2009) Uberein. Die optimalen Wachstumstemperaturen der vier ausgewahlten
Antagonisten lagen zwischen 20 °C und 30 °C, wobei auffallig war, dass die Trichoderma Isolate
auch bei 10 °C noch ein gutes Wachstum aufwiesen. Die Messungen der Bodentemperatur
wahrend der Versuche in 2010 und 2011 ergaben, dass im Sommer im Wurzelbereich
Bodentemperaturen von ca. 15 °C bis 28 °C vorlagen, im Herbst/Winter diese auf bis 1 °C
abfielen und ab Marz stetig bis auf 23 °C anstiegen. Folglich war die Bodentemperatur sowohl fir
die Pathogene als auch fiir die Antagonisten im Frihjahr/Sommer optimal. Zusé&tzlich traten im
August/September 2010/2011 hohe Niederschldge auf, so dass glinstige Bedingungen fir eine

Infektion mit P. cactorum vorlagen (Abbildungen 27 bis 30).
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6 Voraussichtlicher Nutzen und Verwertbarkeit der Ergebnisse

Die bisher erzielten Ergebnisse lassen sich nicht unmittelbar im Okologischen Erdbeeranbau

umsetzen. Dies hat verschiedene Griinde:

e Die Erfassung des Befalls mit den bodenbiirtigen Krankheitserregern erwies sich trotz
intensivem Austausch mit anderen Wissenschaftlern innerhalb und auRerhalb des
Verbundprojektes als sehr schwierig.

e Der Infektionsdruck war trotz kinstlicher Inokulation nicht ausreichend, um klar

auswertbare Symptome zu erhalten.
Dennoch sind die bisherigen Ergebnisse von Nutzen und sind insofern verwertbar, da

o diese Aufschluss dariiber geben, welche der 98 getesteten Mikroorganismen ein
Potential zur Bekdampfung eines Schaderregerkomplexes (vier Pathogene) aufweisen.
Diese Informationen sind auch fiir Produzenten und Vertreiber biologischer
Pflanzenschutzmittel bzw. Pflanzenstarkungsmittel von Bedeutung.

e bei welcher Kombination von Mikroorganismen eine gegenseitige Hemmung zu erwarten
ist. Diese Informationen sind sowohl fiir die Hersteller, fiir die Beratung aber auch fiir
den Anbauer von Bedeutung, um besser abschatzen zu kénnen, welche Spritzfolgen ohne
negative Beeinflussung verwendet werden konnen.

e dass Mikroorganismen wie insektenpathogene Pilze neben ihrer Wirkung auf
Schadinsekten durchaus auch phytopathogene Pilze beeinflussen konnen. Dies
verdeutlicht die Komplexitat der Wirkung von Antagonisten bzw. Pathogenen.

o die Erfassung der Mikrosklerotiendichte im Boden als Mal3 der Bodenverseuchung nicht
zwingend aussagekraftig interpretiert werden kann. Trotz teilweise sehr hoher
Mikrosklerotienkonzentrationen im Boden konnte keine Infektion erzielt werden. Diese
Informationen kdnnen auch fiir den Erdbeeranbauer von grofRerer Bedeutung sein.

e bei der Wirksamkeit antagonistischer Mikroorganismen nicht nur Symptomauspragung

sondern auch die pflanzenstarkende Wirkung mit bericksichtigt werden sollte.
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7 Gegeniiberstellung der urspriinglich geplanten zu den tatsachlich
erreichten Zielen; Hinweise auf weiterfiihrende Fragestellungen

Entgegen der geplanten Versuche wurde die Anzahl der zu untersuchenden Pathogene reduziert.
So zeigte sich bei den verschiedenen Projekttreffen, dass besonders die Gattungen Phytophthora
und Verticillium ein wichtiges Problem darstellen. Weniger bedeutsam hingegen schien S. rolfsii
zu sein. Daher wurde sich zuerst auf die vier wichtigen Pathogene der Gattungen Phytophthora
und Verticillium konzentriert und auf Versuche mit S. rolfsii verzichtet. Da P. fragariae var.
fragariae eine Quarantanekrankheit ist, wurde diese nur in in vitro Versuchen untersucht, nicht
aber in den Gewachshausversuchen beriicksichtigt. Ebenso zeigte sich bei den Projekttreffen
dass die Bedeutung von V. albo-atrum gering ist und daher wurde sich neben P. cactorum
vornehmlich auf V. dahliae konzentriert.

Die in vitro Wirksamkeitstest wurden entsprechend des Arbeitsplans durchgefiihrt und es
konnten entsprechende Mikroorganismen mit einem vielversprechenden Antagonistenpotential
identifiziert werden. Die Kompatibilitdt der verschiedenen Mikroorganismen wurde in vitro und
ad planta geprift. In Gewadchshausversuchen wurden die Interaktionen ,Praparat-Schaderreger-
Wirtspflanze” untersucht. Diese Versuche erwiesen sich aber als unerwartet schwierig, da fiur die
beiden Pathogene V. dahliae und P. cactorum keine klaren Symptome nachweisbar waren. In
Diskussion mit anderen Forschergruppen zeigte sich, dass auch diese dhnliche Probleme haben.
Hier wird teilweise durch kiinstliche Verletzungen eine Infektion provoziert, was allerdings fir
die eigenen Versuche als nicht sinnvoll erachtet wurde. In zwei Vegetationsperioden wurde die
Wirksamkeit in Freilandversuchen auf dem Institutsversuchsfeld untersucht. Auch hier konnte
selbst nach kinstlicher Inokulation mit beiden Pathogenen unter Verwendung von zwei
verschiedenen Sorten keine eindeutige Infektion hervorgerufen werden. Somit waren die
Versuchsergebnisse schwer interpretierbar. Aufgrund der Probleme des Infektionsnachweises
wurden in zusatzlichen Aktivitaten geprift, in wie weit indirekte Messmethoden, wie die
Chlorophyllfluoreszensmessung und Beta-Glucanase-Messungen einen Hinweis auf einen Befall
geben konnen. Eine Erprobung unter Praxisbedingungen konnte aufgrund fehlender Ergebnisse
der Freilandversuche nicht durchgefiihrt werden.

Die projektbegleitende Arbeitsgruppe erwies sich Uber die Projektlaufzeit hinaus als duRerst
hilfreich. So konnten Versuche aufeinander abgestimmt werden, und Prioritdten entsprechend
angepasst werden. Auch entstand ein reger Austausch mit den Produktherstellern, so dass

Versuchsaufbauten den Bediirfnissen der einzelnen Mikroorganismen angepasst werden
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konnten. Die bisher erzielten eigenen Ergebnisse und die Ergebnisse der anderen Teilprojekte
verdeutlichen, dass die Berlicksichtigung eines Schaderregerkomplexes aus verschiedenen
Krankheiten und Schadlingen von Bedeutung ist. Allerdings konnten aufgrund der Komplexitat
eines entsprechenden Versuchsaufbaus diese nur am Rande bearbeitet werden, auch wenn die

Regulierung eines Schaderregerkomplexes fiir den Praktiker von groRer Bedeutung ist.
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8 Zusammenfassung

In dem vorliegenden Projekt wurde zu Beginn das antagonistische Potential von 98
verschiedenen Mikroorganismen in vitro gegenliber vier bodenbirtigen Krankheitserreger der
Erdbeere (Verticillium albo-atrum, V. dahliae, Phytophthora cactorum, P. fragariae) ermittelt.
Die Ergebnisse erbrachten, dass gerade pilzliche Antagonisten teilweise alle vier
Krankheitserreger hemmten. Auch zeigten insektenpathogene Pilze eine Hemmung gegen
verschiedene Pathogene. Aufgrund dieser Ergebnisse wurden 15 Mikroorganismen fir
weiterfihrende Kompatibilitatsstudien ausgewahlt. Diese zeigte, dass Bakterien pilzliche
Antagonisten, hingegen pilzliche Antagonisten sich untereinander nur sehr begrenzt hemmten.
Fir weitere Untersuchungen wurden vier Mikroorganismen (Trichoderma atroviride P1,
T. harzianum T58, Metarhizium anisopliae Ma43, Bacillus. subtilis FZB24) sowie deren Gemisch
ausgewahlt. Bezliglich der Temperaturbedirfnisse wiesen diese Mikroorganismen &hnliche
Temperaturbediirfnisse wie die vier Pathogene auf. Wurde der Einfluss der Mikroorgansimen auf
die Mikrosklerotien (MS)-Konzentration im Freilandboden untersucht, so konnten gerade die
pilzlichen Antagonisten eine gewisse Reduktion der MS-Dichte im Boden hervorrufen. Diese
Ergebnisse konnten allerdings im Gewachshaus unter Verwendung von Bodensubstraten nicht
bestatigt werden. Hier unterschieden sich die Wiederholungen teilweise erheblich. Auch konnte
kein Zusammenhang zwischen MS-Dichte im Boden und von V. dahliae hervorgerufenen
Welkesymptomen festgestellt werden. Sowohl in Gewachshaus- als auch in Freilandversuchen
konnte durch eine kinstliche Inokulation mit P. cactorum und V. dahliae keine eindeutige
Infektion der Erdbeerpflanzen hervorgerufen werden. Wohl aber konnte im Gewachshaus ein
Einfluss der Antagonisten auf verschiedene Wachstumsparameter der zwei Erdbeersorten
Honeoye und Sonata beobachtet werden. Hingegen waren die Ergebnisse der angelegten

Freilandversuche nicht eindeutig und missen durch weitere Versuche noch erganzt werden.
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Marz 2009 Okologische Beerenobsttagung, | Vorstellung der Projektes
LVWO Weinsberg

Marz 2009 Tagung des  Arbeitskreises | Vorstellung des Projektes
,Biologische Bekdampfung von
Pflanzenkrankheiten”

Januar 2010 JKI Darmstadt, Institutsfiihrung, | Vorstellung des Projektes

Herr Zebitz Uni Hohenheim

07.-11. Juni 2010

IOBC  Tagung; Arbeitskreis
“Biological Control of Fungal
and Bacterial Pathogens”, Graz
(A)

Poster: Biocontrol activity of
different Pseudomonas spp. against
Verticillium dahliae microsclerotia

06.-09.
2010

September

57. Pflanzenschutztagung, Berlin

Vortrag: Vergleich verschiedener
Mikroorganismen zur biologischen
Bekampfung bodenbiirtiger
Pathogene an Erdbeeren

Vom 28. Marz bis 30
September 2011

Diplomarbeit von Soléne Juillet

Influence of the four antagonistic
microorganisms (Trichoderma
atroviride strain P1, T. harzianum
strain T58, Metarhizium anisopliae
strain Ma43 and Bacillus subtilis
strain FZB24) on the
phytopathogenic fungus
Verticillium dahliae in strawberries

20.-22. Februar 2012 15th International Conference | Poster und  kurzer  Vortrag:
on  Organic  Fruit-Growing, | Influence of antagonistic micro-
Hohenheim organism on the growth of
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of  Verticillium  dahliae  and
Phytophthora cactorum
22. Februar 2012 Erdbeer Fachtagung, LLH | Vortrag: Verticillium-Welke
Griesheim
15.-16. Marz 2012 Tagung des  Arbeitskreises | Vortrag: Einfluss von Antagonisten

,Biologische Bekdampfung von
Pflanzenkrankheiten”

auf Verticillium dahliae an

Erdbeeren
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11 Zusatzliche Aktivitaten

Erganzend zu den im Antrag aufgefihrten Aktivititen wurden noch weitere, fir den

Projektverlauf wichtige Arbeiten durchgefiihrt.

11.1 Produktion der Pathogene
Sowohl fir Gewachshaus- als auch Freilandversuche sollte kiinstlich mit Pathogenen infiziert

werden. Um dies zu gewahrleisten, missen die Pathogene in ausreichender Menge bereitgestellt

werden konnen.

11.1.1 Produktion von Phytophthora cactorum
Um P. cactorum zu produzieren, wurden zwei verschiedene Methoden - beschrieben von

Anandhakumar und Zeller (2008) und von Vestberg et al. (2004) - wiederholt getestet. Beide
Methoden erbrachten keine positiven Resultate. Bei der ersten Methode konnte kein
ausreichendes Myzelwachstum erreicht werden und bei der zweiten Methoden traten immer
wieder Kontaminationen auf, die das Wachstum von P. cactorum negativ beeinflussten.
Aufgrund dieser negativen Ergebnisse wurde im Folgenden P. cactorum auf Roggen-Sitosterol-
Agar-Platten vermehrt. Auf diese Weise konnte genug Inokulationsmaterial fur Freilandversuche

bereitgestellt werden, nicht aber fiir die Gewachshausversuche.

Aufgrund der Erfahrungen aus 2010 wurde 2011 versucht den Oomycet in FlUssigkultur
anzuziehen. Die getesteten Nahrmedien waren: V8B, SPTB und PDB. 300 mL Kolben gefiillt mit

100 mL Medium wurden mit bewachsenen Agarstiicken inokuliert und auf einem Schiittler bei
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Abbildung 21: Sporenbildung von P. cactorum in verschiedenen Fliissigmedien nach unterschiedlichen Inkubationszeiten.
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25 °C und 150 rpm inkubiert. Nach 3, 5, 7 und 10 Tagen wurde die Anzahl gebildeter Konidien
bestimmt. Die Versuche wurden dreimal zeitlich unabhdngig widerholt. Die Abbildung 21
verdeutlicht, dass P. cactorum im V8B-Medium schon nach drei Tagen die héchste Sporendichte

aufwies.

11.1.2 Produktion von Verticillium dahliae
Zur Produktion von V. dahliae wurde nach der von Heitmann (personliche Mitteilung)

beschriebenen Methode vorgegangen (siehe Kapitel 3.3.1.2). Mit Hilfe dieser Methode konnten
MS fiir Tests im Gewdachshaus und Freiland produziert werden. Fiir die Laborversuche wurden
MS nach Hawke und Lazarovitis (1994) produziert. Beide Verfahren erbrachten gute Resultate.
Da die kiinstlich inokulierten Pflanzen keine Symptome erbrachten, wurde 2011 versucht,
V. dahliae in Flissigkultur zu fermentieren und anschlieRend die Pflanzen mit in FlUssigkultur
gebildeten Konidien anstatt mit MS zu infizieren. Ziel war es, liber diese Inokulation eine bessere

Infektion mit deutlichen Symptomen zu erhalten.

Die getesteten Nahrmedien waren SPTB, PDB und CD. 300 mL Kolben gefiillt mit 100 mL Medium
wurden mit bewachsenen Agarstiicken inokuliert und auf einem Schittler bei 25 °C und 150 rpm
inkubiert. Nach 3, 5, 7 und 10 Tagen wurde die Anzahl Konidien bestimmt. Die Versuche wurden
dreimal zeitlich unabhangig widerholt. Abbildung 22 verdeutlicht, dass die Fertigmedien PDB und

CD vergleichbar gute Sporenausbeuten erbrachten.
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Abbildung 22: Sporenbildung von V. dahliae in verschiedenen Fliissigmedien nach unterschiedlichen Inkubationszeiten.

53



Schlussbericht Forschungsprojekt Nr. 060E155

11.2 Tests zur Verticillium dahliae Infektion
Um zu prifen, welche MS-Konzentration fiir eindeutige Symptome in den

Gewadchshausversuchen notwendig sind, wurde die V. dahliae empfindliche Sorte "Honeoye" in
Null-Erde, die mit 1, 10 oder 100 MS/g Boden beimpft wurden, gepflanzt. In diesem dreifach
wiederholten Versuch konnte auch bei Inokulation mit der hohen Konzentration an MS keine

eindeutige auf V. dahliae zuriickfihrbare Symptomauspragung beobachtet werden.

11.3 Produktion von Metarhizium anisopliae Ma43 gegen Erdbeerbliitenstecher
Im Prophyta-Labor-Feststoff-Fermenter wurde der Pilz auf Hafer fir 14 Tage bei 25 °C

fermentiert. In 2010 und in 2011 wurde anschlieBend das Substrat in 0,1% Tween 80 suspendiert
und (iber einen Siebschiittler mit 150 um Maschenweite gesiebt. AnschlieBend wurde eine
definierte Sporenkonzentration eingestellt und nach Ermittlung der Keimfahigkeit an den

Projektpartner verschickt.

11.4 Bestimmung der in vitro Hemmung auf Keimung der MS
Ziel der Versuche war es, eine schnelle Methode zur Bestimmung der Wirkung der BCAs auf die

Keimung der MS verfligbar zu haben.

11.4.1 Versuche 2010
Die MS-Suspension wurde in 0,08% Wasseragar mit ca. 50 oder ca. 200 MS pro 10 pL

vorbereitet. Die antagonistischen Pilze wurden in einer Konzentration von 10° und
10° Konidien/mL und das Bakterium entsprechend des Beipackzettels vorbereitet. Das Gemisch
der vier Antagonisten wurde im selben Mischungsverhiltnis angesetzt. Der Test wurde in
Mikrotiterplatten angesetzt. In jede Kavitat wurden 10 pL MS-Suspension, 10 puL PDB und 80 puL
der Antagonisten-Suspension zugegeben. Nach 0, 2, 5 und 7 Tagen wurden 100 plL auf SPTA
ausplattiert und bei 24 °C inkubiert. Nach 5 bzw. 10 Tagen wurde geprift, ob MS gekeimt waren
bzw. sekunddre MS gebildet wurden. Hierfir wurden je Wiederholung zwei bzw. drei

Petrischalen ausgewertet. Der Versuch wurde zeitlich unabhangig dreimal wiederholt.

Die Ergebnisse zeigen, dass diese in vitro Versuche Anhaltspunkte geben kénnen, in wie weit das
Auskeimen der MS durch Antagonisten beeinflusst wird. Diese Informationen sind fiir eine
Beschreibung des Wirkungsmechanismus von Bedeutung. Nach zwei Tagen Inkubation konnten

Unterschiede festgestellt werden, eine langere Inkubation erwies sich allerdings als schwer

54



Schlussbericht Forschungsprojekt Nr. 060E155

auswertbar, da sich in der Kavitdt ein nicht ausplattierbarer Myzelklumpen bildete und eine
Auswertung sehr erschwerte. B. subtilis FZB24 zeigte keinen Einfluss auf die Hemmung der
Keimfahigkeit der MS und auf der Ausbildung von sekunddre MS. M. anisopliae Ma43 hemmte
die Keimfahigkeit nach einem Kontakt von 7 Tagen mit einer Konzentration von 10° Konidien/mL
bei 50 MS. Bei Anwendung des Gemisches konnte eine Keimhemmung nach 2 Tagen Inkubation
beobachtet werden. Bei T. atroviride P1 konnte keine Hemmung nach einem zweitdgigen

Kontakt beobachtet werden. Nach 5 und 7 Tagen zeigte sich keine vollstandige Hemmwirkung.

11.4.2 Versuche 2011
Die MS-Suspension wurde in 0,08% Wasseragar mit ca. 100 MS pro 10 uL vorbereitet. Die

antagonistischen Pilze wurden in einer Konzentration von 10° Konidien/mL und das Bakterium
wie in Kapitel 3.2.2 beschrieben kultiviert. Es wurden auch die verschiedenen Mischungen
untersucht (Tabelle 2). Der Test wurde in Mikrotiterplatten und in 1,5 mL ReaktionsgefdRRe
durchgefiihrt. In jede Kavitit/GefaR wurde ein Teil MS-Suspension und neun Teile der
Antagonisten-Suspension zugegeben. Nach 0, 2, 5 und 7 Tagen wurde 50 pL auf SPTA ausplattiert
und bei 25 °C inkubiert. Nach weiteren 7 bzw. 14 Tagen wurde gepriift, ob sekundare MS
gebildet wurden. Der Versuch wurde zeitlich unabhadngig dreimal wiederholt. Abbildung 23
veranschaulicht, dass verschiedene Mikroorganismen und deren Kombinationen die Bildung

sekundarer Mikrosklerotien hemmen kdnnen.
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Abbildung 23: Beispiel fiir den Einfluss der Antagonisten und ihrer Gemische auf die Bildung sekundarer Mikrosklerotien.

55



Schlussbericht Forschungsprojekt Nr. 060E155

11.5 Temperatur-Verlaufe

11.5.1 Antagonisten

Diese Versuche wurden in 2009 begonnen und in 2010 abgeschlossen. Es wurden
Wachstumsversuche mit 15 Antagonisten bei 10 °C, 15 °C, 20 °C, 25 °C und 30 °C durchgefiihrt.
Bei Pilzen wurde das Myzelwachstum auf PDA (n=18 zeitlich unabhangig), bei Bakterien die
Anderung der Optischen Dichte (OD) bei 595 nm (1 pL Bakterien Suspension und 99 pL TSB; n=96
zeit unabhangig) gemessen. Die Ergbnisse veranschauliche, dass das Temperaturbediirfnis flr die
verschiedenen Mikroorganismen unterschiedlich ist. So wuchsen die zwei Trichoderma-Stamme
noch bei 10 °C stetig, fur B. subtils FZB24 hingegen unterschied sich die Wachstumskurve bei 10

°C deutlich von denen bei hoheren Temperaturen (Abbildung 24).
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Abbildung 24: Beispiel fiir das Wachstum von T. harzianum T58, T. atroviride P1 und B. subtilis FZB24 bei verschiedenen
Temperaturen
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11.5.2 Pathogene

Aus Abbildung 25
Temperaturbedirfnisse aufweisen. Bei 20°C konnte ein starkes Radialwachstum beobachtet
werden, dass bei Erhohung der Inkubationstemperatur auf 25°C nur bei V. dahliae geringfligig

zunahm. Aus diesen Versuchen kann abgeleitet werden, dass die potentiellen Antagonisten

ist zu erkennen,

dass die drei

gerade bei Temperaturen von 20°C wirken sollten.

Radialwachstum [cm]

Radialwachstum [cm]

Abbildung 25: Myzelwachstum der Pathogene, V. dahliae, V. albo-atrum und P. cactorum bei unterschiedlichen

Verticillium dahliae
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11.6 Tests mit Erdbeersamlingen
Diese Versuche wurden durchgefiihrt, um einen Schnelltest zur Uberpriiffung moglicher

Wechselwirkungen zwischen Antagonist, Pathogen und Pflanze aufzubauen. Die Versuche
wurden nach der Methode von Berg et al. (2001) durchgefiihrt. Hierfiir wurde die Wirksamkeit
der Antagonisten nach Infektion der Pflanzen mit Konidien und MS von V. dahliae getestet. Des

Weiteren sollten phytotoxische Effekte mit erfasst werden.

Vier bis sieben Tage alte Erdbeersamlinge wurden auf 1 mL, 10% Wasser-Agar platziert. Danach
wurden 10 pL Antagonist und 10 pL Pathogen dazugegeben und bei 18 °C inkubiert. Alle

Antagonisten wurden zuvor auf Agar-Platten angezogen und anschlieRend abgeschwemmt.

Die ersten bisher nicht wiederholten Resultate lassen eine Wirkung der Antagonisten auf die
Erdbeersamlinge vermuten. AuBerdem ist es nicht auszuschlieRen, dass Ma43 eventuell eine

phytotoxische Wirkung auf Erdbeersamling haben kénnte.

Tabelle 8: Einfluss der vier Antagonisten auf die Mortalitdt der Erdbeersamlinge nach Inokulation MS oder Konidien von
V. dahliae

BCA und BCA und
BCA V. dahliae | V. dahliae
Konidien MS
Kontrolle 6* 3 2
B. subtillis FZB24 5 4 4
T. atroviride P1 5 4 5
M. anisopliae Ma43 2 4 2
T. harzianum T58 4 4 4

* Anzahl lebender Pflanzen (n=6).

Im Jahr 2011 wurden die Versuche an Erdbeersamlingen fortgefiihrt. Die Tests wurden mit den
obengenannten Antagonisten und deren Mischung durchgefiihrt. V. dahliae wurde als MS
dazugegeben und P cactorum als Sporensuspension. Die Platten wurden bei 20 °C inkubiert.
Leider keimten die MS auf Wasser Agar nicht aus. Darum wurden SPTA Medium getestet, auf

dem die MS mit Sicherheit keimten. Die Sdmlinge starben aber auf diesem Medium ab.
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11.7 Tests mit Pseudomonas
38 Pseudomonas-lsolate wurden auf zwei Agarmedien fir 24 h (28 °C) kultiviert und

anschlielRend in sterile physiologischer Losung suspendiert.

Bestimmung der in vitro Hemmung auf Keimung der MS: 1 mL frisch kultivierte

Bakteriensuspension wurde mit ca. 9 mL 40 °C warmen TSA (pH 7,0) in Petrischalen vermischt.
Danach wurden 10 mL PDA (pH 5,5) auf die erstarrte Agarschicht gegeben. Die Platten wurden
bei 28 °C inkubiert. Nach 24 h wurde eine Prise Sand/MS Mischung auf die Agar-Oberflache
verteilt. Die Auswertung erfolgte nach 7 Tagen. 12 Pseudomonas-lsolate zeigten eine
Verhinderung der MS-Keimung unabhangig davon, welches Agar-Medium verwendet wurde. Bei

vier Isolaten zeigte das Medium einen Einfluss.

Wachstum der Bakterien in_Gegenwart von MS: 20 uL der Sand/MS Mischung (in 0,08%

Wasseragar suspendiert) wurden mit 70 pL Bakteriensuspension und 10 pylL TSB Medium in
Mikrotiterplatten gemischt. Es folgte die Inkubation bei 24 °C. Das bakterielle Wachstum wurde

mittels Optischer Dichte (OD) bei 595 nm nach 0, 2, 5 und 7 Tagen gemessen.

Es konnte kein sichtbarer Einfluss der MS auf das Wachstum von Pseudomonas festgestellt
werden. Zuséatzlich wurde von 4 Isolaten die Lebendzellzahl mit Hilfe der Most Probable Number-
Methode und das Auskeimen von MS nach Kontakt (bis zu 7 Tage) mit den Pseudomonaden

bestimmt. In diesem Fall wurden Unterschiede beobachtet.

11.8 Chlorophyllfluoreszenzmessung
Da davon ausgegangen werden kann, dass befallene Pflanzen im Vergleich zu gesunden Pflanzen

einen veranderten Stoffwechsel aufweisen (V. dahliae stellt eine vaskuldre Krankheit dar und
beeinflusst den Wasserhaushalt), wurde die Chlorophylfluoreszens (CF) mit Hilfe des Junior-PAM

Chlorophyl-Fluorometer von Walz Mess- und Regeltechnik bestimmt.

Im Jahr 2010 wurden drei Erdbeerpflanzen nur mit V. dahliae infiziert, drei Pflanzen wurden mit
T. harzianum T58 und drei Pflanze mit T. harzianum T58 behandelt und zusatzlich mit V. dahliae
infiziert. Drei unbehandelte Pflanzen dienten als Kontrolle. Die durchgefiihrten Messungen
ergaben keine eindeutigen Resultate da die Messungszeit zu kurz war. Der Versuch wurde nach

zwei Monate abgebrochen da die Pflanzen Blattlause hatten.
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In Frihling 2011 wurden 6 Honeoye Pflanzen 10 min in eine 5 Tage alte V. dahliae Konidien
Suspension getunkt und anschlieBend in Null-Erde gepflanzt und im Gewdachshaus fir 3
Monatekultiviert. Danach wurden die Pflanzen einen Monat bei 20 °C gelassen und die CF
gemessen. Die Analyse der Resultate hat gezeigt, dass junge Pflanzen einen Y-Wert von 0,82
haben, wahrend alte Blatter mit V. dahliae inokulierte Pflanzen einen niedrigeren Wert

aufwiesen.

Im Sommer 2011 wurde ein Versuch mit den Antagonisten angesetzt. Die Halfte der Pflanzen
wurde 30 min in einer V. dahliae 2 x 10° Konidien/mL Suspension getunkt und anschlieSend
gepflanzt. Danach wurden die mit V. dahliae behandelte Pflanze und die unbehandelte Pflanze
mit den Antagonisten angegossen. Nach 5 Wochen wurde alle zwei Wochen immer am selben
Blatt Messungen durchgefiihrt. Die Kontrollpflanze mit V. dahliae war zu Beginn der
Messungsreihe tot und die Pflanzen behandelt mit T. atroviride P1 starben im Laufe der
Messungen ab. Abbildung 26 stellt ein Versuchsergebnis eines nicht wiederholten Versuches dar.
Es zeigte sich, dass die CFs der nicht infizierten Kontrolle (ber den Beobachtungszeitraum
nahezu konstant blieb. Hingegen konnte nach Infektion und anschliefender Behandlung mit T.
harzianum T58 nach einer Abnahme der CF ein anschlieRender Anstieg auf das Niveau der
Kontrolle beobachtet werden. Ob dieses Messsystem flir die Beschreibung eines

Krankheitsverlaufes mit herangezogen werden kann, miissen weitere Versuche erbringen.

1,0

09— ———————

0,8 ‘**Wfﬂﬁf&*zf’ 99

7
0,6 + | —— F+V.dahlige -+ ——————— — — — —
©— T+ V. dahliae
v Kontrolle
0,5

o x’B\g rL\,\g 30\9 1\'\-0 ,&b‘\'\-() ,L\‘\\«O ,L%\\«O
Datum

Abbildung 26: Nicht wiederholten Resultate der CF-Messungen von Erdbeerblitter (cv. Honeoye) behandelt mit FZB24°®
(F) und T. harzianum T58 (T) und mit V. dahliae Konidien inokuliert.
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11.9 Beta-Glucanase Messung
In der Literatur wird beschrieben, dass mit V. dahliae infizierte Pflanzen das PR Protein Beta-

Glucanase produzieren. Dafilir wurden inokulierte und nicht inokulierte Pflanzen nach der nach
Sasse (1997) beschriebenen Methode analysiert. Hierfiir wurde ein Teil der Pflanze (in unseren
Fall wurden Blatt, Stangel, Rhizom und Wurzel) in Extraktionspuffer (0,1 M Natriumacetat, pH 5)
gemorsert und anschliefend bei 15000 rpm fiir 10 min zentrifugiert. Fir jede Probe wurden drei
Mikrotiterwell mit jeweils 50 pL Puffer (0,2 M Natriumacetat, pH 5), 100 pL Probe und 50 pL CM-
Curdalan gefiillt (und eines zusatzlich fir die negative Kontrolle ohne Probe) und fir zwei
Stunden bei 40 °C inkubiert. AnschlieBend wurden 50 pL 2N HCI hinzugegeben (bei der negative
Kontrolle erst 100 pL Probe und gleich danach das HCI) und fir 10 min auf Eis gelegt. Die Proben
wurden erneut zentrifugiert (2500 rpm fiir 10 min) und 175 pL wurden fir die photometrische
Messung bei 595 nm genutzt. Die Auswertung der Daten ergab allerdings keine eindeutigen

Ergebnisse, so dass dieser Versuchsaufbau nicht weiter verfolgt wurde.
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ANHANG
Tabelle 9:: Verwendete Nahrmedien und Nahrlésungen. Angaben fiir 1 L
Medium
CD 35,0 g Czapek- Dox Broth (Otto Nordwald, #233810)
CDA Ccbh
15,0 g Agar-Agar (Roth, #5210.2)
GYM 4,0 g Glucose (Merck, #1.08337.1000)

4,0 g Hefeextrakt (Merck, #1.03753.0500)
10,0 g Malzextrakt (Merck, #1.05391.0500)
2,0 g CaCO; (Merck, #1.02066.1000)

12,0 g Agar-Agar (Roth, #5210.2)

MPA 30,0 g Malzextrakt ( Merck, #1.05391.0500)
5,0 g Pepton aus Sojabohnenmehl (Merck, #1.07212.0500)
15,0 g Agar-Agar (Roth, #5210.2)

OMA 72,5 g Difco™ Oatmeal Agar (Otto Nordwald, #255210)

PDA 39,0 g Difco™ Potato Dextrose Agar (Otto Nordwald, #213400)
PDB 24,0 g Difco™ Potato Dextrose Broth (Otto Nordwald, #254920)
Quarzsand-Roggenmehl 210,0 g Quarzsand

Gemisch (Heitmann, | 15,0 g Roggenmehl (health food quality)

persdnliche Mitteilung) 20 mL entionisiertes Wasser

Roggen-Sitosterol-Agar (in | 10,0 g Gefriergetrocknete Roggenmasse
Anlehnung an das CIP | 5,0 g D(+)-Glucose-Monohydrat (Merck, # 1.08342)

Manual) 0,05 g B-Sitosterol (Fluka, #85451)
20,0 g Agar-Agar (Roth, #5210.2)
SPTB 1,5 g KH,PO, (Merck, #1.04873.0250)

4,0 g K,HPO, (Roth, #6875.1)
2,0 g Polygalacturonic acid (MP, #102711)
25,0 mL Bodenextrakt

SPTA SPTB
15,0 g Agar-Agar (Roth, #5210.2)
TSB 30,0 g Bacto ™ Tryptic Soy Broth (Otto Nordwald, #211822)
TSA TSB
15,0 g Agar-Agar (Roth, #5210.2)
TSM 1,00 g NH;NO;

3,30 g D(+)-Glucose-Monohydrat (Merck, #1.08342)
0,90 g K,HPO, (Roth, #6875.1)

0,15 g KCl

0,20 g MgS0O,4 x 7 H,0

20,0 g Bacto Agar (Otto Nordwald, #214010)

0,15 g Bengalrosa

0,30 g Streptomycinsulfat (Sigma, #3810-74-0)

V8-Agar (Romero and Erwin, 300 mL Gemusesaft (Viva Vital, Netto)
1959) 4,5 g CaCO; (Merck, #1.02066.1000)
15,0 g Agar-Agar (Roth, #5210.2)

30 mg B-Sitosterol (Fluka, #85451)

62




Schlussbericht Forschungsprojekt Nr. 060E155

Tabelle 10: Ergebnisse zur Wirksamkeit mikrobiologischer Prdparate (in vitro); in rot nicht eindeutig mit BIOLOG

identifiziert (Geisenheim)

V. dahliae

V. albo-
atrum

P. cactorum

P. fragariae
var.
fragariae

Antagonist

Hemmwirkung +

Hemmwirkung +

Hemmwirkung +

Hemmwirkung +

Stdev Stdev Stdev Stdev
Aktinomycet 984 20,24 + 4,49 16,67 £1,79 13,99 £ 2,10 78,17 +1,72
Aktinomycet 98A 14,88 + 2,53 16,07 £ 2,15 23,41+2,81 80,56 + 6,98
Aktinomycet A267 49,01 +2,41 38,49 + 6,25 20,83 +2,53 86,51+ 1,82
Ampellomyces quisqualis AQ10 22,92 £2,95 44,84 + 2,48 25,2+0,91 86,9 + 0,60
Aneusisbacillus migulans 0,60 £ 0,84 6,35+ 6,90 8,53 + 8,08 n.a.
Aureobasidium pullulans 9,97 £0,75 26,64 +20,4 n.a. 88,69 + 0,00
Bacillus (fastidiosus?) U461a 27,78 £0,91 n.a. 0,60+ 1,03 30,95 + 53,61
Bacillus (halodurans?) 10,52 + 4,62 13,1+11,36 36,31 +2,53 92,86 + 0,00
Bacillus (laevolacticus?) 1116/1 0,40 + 0,69 13,39+1,26 17,26 £ 0,84 92,86 + 0,00
Bacillus (megaterium?) 975 27,98 + 2,06 35,42 +0,42 30,75+0,91 90,48 + 0,00
Bacillus (megaterium?) IV298a 1,39+2,41 12,9+0,69 29,17 0,84 36,11+ 14,12
Bacillus (subtilis?) A K13 32,94 + 24,02 35,71+1,57 40,77 £ 1,26 92,86 + 0,00
Bacillus 051 14,29 £ 0,00 9,52 +9,83 25,2+4,47 74,4 + 5,89
Bacillus amyloliquefacens FZB42 31,55+ 3,37 35,12 +4,17 44,44 + 2,41 90,48 + 0,00
Bacillus brevis (evtl. Brevibacillus?) 13,10+ 3,15 11,01+2,1 13,49 +14,35 | 80,16 + 13,95
Bacillus circulans (BIOLOG) 41,87 + 4,47 48,02 + 4,22 29,37+1,91 92,86 + 0,00
Bacillus laevolactus (BIOLOG) 44,44 + 10,85 57,54+ 0,34 31,55+ 0,00 92,86 + 0,00
Bacillus licheniformis? 27,18 £ 0,69 35,52+0,34 33,53+2,81 92,86 + 0,00
Bacillus mycoides B153 12,30+ 3,83 18,45 + 3,31 8,13+ 8,04 81,55+12,67
Bacillus mycoides B154 18,65 + 18,12 n.a. 11,71+ 4,96 88,49 + 4,18
Bacillus pumilis BB1-3-5 36,31 + 14,67 27,58 £ 9,68 35,12 +2,38 92,86 + 0,00
Bacillus SLU3 31,15+ 3,28 33,93 +2,98 35,12 +9,58 92,86 + 0,00
Bacillus subtilis 1Pe4 - 13 32,94 + 9,82 31,25+2,95 36,914,221 87,5+2,98
Bacillus subtilis A (BIOLOG) 26,98 £ 0,91 32,59+2,40 40,48 + 3,37 92,86 + 0,00
Bacillus subtilis B2g 41,67 +1,68 40,67 + 8,04 43,75+ 1,26 92,86 + 0,00
Bacillus subtilis MB/600 28,77 £ 0,34 34,92 +0,34 21,43 +0,84 89,68 +1,37
Bacillus subtilis QST713 28,37 +1,24 35,12+1,19 40,77 £ 2,10 92,86 + 0,00
Bacillus subtillis FZB24 30,56 £ 5,40 36,9 + 3,09 44,05 + 2,53 85,52 +1,82
Bacillus thuringiensis Dipel ES 14,88 + 1,68 n.a. 10,71 +0,84 92,06 + 1,37
Bacillus thuringiensis Dipel WP n.a. 8,33 £0,00 7,44 £ 2,95 42,06 £ 22,29
Bacillus thuringiensis San 415 re 20,24 £ 4,21 n.a. 10,86 + 13,73 | 42,66 44,21
Bacillus thuringiensis subsp. aizawai 12,7+7,77 13,99 + 1,26 3,97 + 6,87 77,78 + 17,87
Bacillus thuringiensis Thuricide HD 97 16,07 + 10,43 20,83 + 3,37 21,13 +6,31 72,02 £6,21
Bakterien 1010 38,49 +9,01 37,5+1,68 20,63+ 7,44 84,23 +1,26
Bakterien 1135a n.a. 13,69 £ 0,00 20,44 + 2,75 n.a.
Bakterien 1179/2 0,40+ 0,69 12,20+ 0,42 17,66 £ 2,09 83,93 +4,87
Bakterien IV906 11,11 +£19,25 | 23,81+10,10 19,25 + 3,28 90,48 + 2,48
Bakterien U439b 0,30+0,42 n.a. n.a. n.a.
Beauveria bassiana 33,13+ 3,64 30,75+2,41 18,45+ 1,19 92,86 + 0,00
Burkholderia bryophila sp. nov. A5 n.a. n.a. n.a. n.a.
Burkholderia glumae (BIOLOG) U407a/1 1,19+1,68 n.a. n.a. 9,82+7,16
Burkholderia glumae (BIOLOG) U442b/b 7,14 +7,14 7,14 £ 0,00 14,29 + 0,00 n.a.
Clonostachys rosea IK726 55,16 + 7,35 51,19+1,19 0,60+ 0,84 86,11+ 1,82
Clonostachys sp. 55,36 + 2,59 50,99 + 0,69 24,60 £ 2,25 92,86 + 0,00
Collimonas fungivorans A23 31,35+7,15 29,17 £ 5,36 39,58 £ 2,95 92,86 + 0,00
Enterobacter radicicitans 1 35,12 + 4,49 32,54 +4,81 48,21+ 1,68 92,86 + 0,00
Enterobacter radicicitans 2 35,12 + 5,05 12,8 +1,26 17,86 £ 1,68 92,86 + 0,00
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P. fragariae

V. dahliae V. albo- P. cactorum var.
atrum )
fragariae
Antagonist
Hemmwirkung + Hemmwirkung + Hemmwirkung + Hemmwirkung +
Stdev Stdev Stdev Stdev
Erwinia herbicola 12,95+ 11,52 30,36 £1,68 22,22 £5,96 20,44 £ 1,50
Gurke Wurzel 1 33,48 £ 27,02 85,71 +2,06 64,48 + 5,40 92,86 + 0,00
Isaria fumosorosea 12 79,76 + 6,86 88,10+ 0 n.a. 90,48 + 0,00
Metarhizium anisopliae Ma43 67,46 + 3,64 66,07 £ 6,73 53,77 £+ 7,05 92,86 + 0,00
Metschnikowia fructicola n.a. 4,61 +5,33 8,53+ 3,05 92,86 + 0,00
Microsphaeropsis sp. 27,08 £2,10 26,98 £4,18 20,54 £ 4,63 84,52 £2,73
Penicillium oxalicum 68,30+ 2,50 47,42 £ 1,82 40,08 £ 10,12 88,10+ 1,03
Pseudomonas (synxantha?) E183 2,58+2,41 0,99+1,72 23,51+1,26 86,31+£1,79
Pseudomonas aurantiaca SDK2-2-6 3,97 £ 4,96 0,60+0,84 17,86 £ 2,15 88,10 £ 0,00
Pseudomonas clororaphis MA342 37,5+0,84 23,21+2,15 26,49 + 2,95 26,00+ 1,26
Pseudomonas fluorescens B040 n.a. n.a. 19,94 + 1,26 48,81 +0,84
Pseudomonas fluorescens biotyp F? 0,40 £ 0,69 12,8 +3,79 19,25+ 2,94 75,99 + 1,50
Pseudomonas fluorescens CHAO 22,22 +9,89 20,24 £ 0,84 22,62 + 3,15 85,71+ 7,46
Pseudomonas fluorescens DMZS 13134 n.a. 28,57 £ 2,59 48,21 £ 0,60 92,86 + 0,00
Pseudomonas fluorescens Pf153 3,37 +3,59 5,95+0,84 27,98 £ 2,59 91,53 +1,40
Pseudomonas putida 1T1 25,79 £11,08 15,18 £ 2,95 17,56 £ 2,10 92,86 £ 0,00
Pseudomonas sp. WCS365 2,38+4,12 3,57 £3,15 17,26 +1,19 92,86 £ 0,00
Pseudomonas trivialis 3Re2-7 1,79+ 2,53 6,85+ 2,10 22,22 +4,99 86,31 +£9,35
Pseudomonas trivialis RE¥1-1-14 11,31+2,73 13,29+1,50 18,75+ 1,26 80,16 + 7,27
Pythium oligandrum 25,79+ 4,22 28,37 + 16,99 22,42 +0,91 92,86 + 0,00
RI 5 56,15 + 4,22 49,8 + 3,87 30,75 +0,34 92,86 + 0,00
Serratia entomophila 363 Nr. 79 1,19+ 1,19 2,38 £0,00 n.a. 86,31+ 0,60
Serratia plymuthica HRO-C48 32,54 + 8,08 18,06 + 2,68 23,21+1,03 92,86 + 0,00
Serratia plymuthica HRO-C48 19,44 £ 1,50 18,06 + 3,05 22,82+1,24 92,86 + 0,00
Serratia plymuthica RR2-5-10 29,17 £5,29 15,08 £ 0,69 20,04 £ 3,28 92,06 + 1,37
Serratia proteamaculans BSR1-2-6 35,71 +£13,05 15,67 £ 0,34 53,37 £ 10,65 92,86 + 0,00
Staphilococcus (epidermis?) 58,04 + 8,84 54,76 + 2,38 30,36 +3,31 92,86 + 0,00
Staphilococcus (xylosus?) 1,19+1,68 1,39+2,41 n.a. 6,55+6,27
Stenotrophomonas rhizophila e-p10 P69 28,87 +5,47 n.a. n.a. 67,00 £ 21,04
Streptomyces albidoflavus 1W1 19,44 + 1,37 54,32 +11,79 20,54 + 0,42 47,02 £20,20
Streptomyces albidoflavus 1W1 16,07 + 1,68 16,37 + 0,42 18,25 + 0,69 92,86 + 0,00
Streptomyces graminofaciens FZB53 58,04 + 2,95 46,73 £9,68 17,86 £ 0,84 58,53+1,91
Streptomyces sp 62A 21,23+2,81 20,24 £3,31 32,14+ 0,84 92,86 £ 0,00
Subtercola pratensis Riibel1-3-7 0,60+ 0,84 n.a. n.a. 92,86 + 0,00
Trichoderma asperellum 43,45 + 3,09 82,94 +1,91 67,66 £ 1,24 92,86 + 0,00
Trichoderma atroviride P1 86,71+ 4,22 89,48 + 0,34 71,23 £2,25 92,86 + 0,00
Trichoderma ICC1 83,93+0,84 23,51+4,63 31,40+ 27,94 88,89 £ 2,09
Trichoderma 1CC2 44,64 + 6,44 38,49+2,94 21,03+1,50 74,01 +2,94
Trichoderma harzianum 25,00+ 10,33 | 73,51+11,32 51,19 + 3,57 92,86 + 0,00
Trichoderma harzianum RR 50,99 + 0,91 85,32 +2,41 69,05 + 4,29 92,86 + 0,00
Trichoderma harzianum T22 25,79 +1,50 50,00 + 4,72 34,23 + 26,64 90,48 + 0,00
Trichoderma harzianum T39 47,02 £ 10,58 62,2 +31,53 70,68 £ 5,68 92,86 + 0,00
Trichoderma harzianum T39 11,31+1,68 66,87 £1,91 51,39+ 1,50 92,06 +1,37
Trichoderma harzianum T58 87,3+0,69 85,42 +3,79 69,84 + 1,50 92,86 + 0,00
Trichoderma harzianum 22,62 + 2,06 80,36 +7,18 60,52 + 4,39 92,86 + 0,00
Trichoderma PR-9-10-9 50,20 + 6,08 81,55+7,24 68,85 + 3,87 88,49 +2,41
Trichoderma virens 66,67 + 1,68 77,53 +2,30 62,10 £ 2,68 92,86 + 0,00
Ulme 3 53,33 £15,25 31,55+0,60 27,38 £4,87 90,48 £ 0,00
Verticillium lecanii 18 35,32+2,25 31,55+0,84 23,61+£0,91 82,34+2,41
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P. fragariae

. V. albo-
V. dahliae P. cactorum var.
atrum )
fragariae
Antagonist

Hemmwirkung + Hemmwirkung + Hemmwirkung + Hemmwirkung +

Stdev Stdev Stdev Stdev
Verticillium lecanii 23 45,24 £ 5,46 29,56 £ 1,50 21,43 +£2,53 73,41 14,31
Wel8 51,79+ 4,86 50,60 + 8,99 30,56 £ 3,05 92,86 + 0,00

Enterobacter radicicitans 1 und 2: reisoliert aus Praparat der Firma Abitep.

Trichoderma ICC1 und 2: reisoliert aus Produkt Bioten Mix der Firma Intrachem bestehend aus

T. harzianum ICC012 und T. viride ICC080. Da keiner fiir folgende Versuche benutz wurde, wurde auf

eine Bestimmung verzichtet.

Streptomyces albidoflavus 1W1: wurde auf zwei verschiedene Nahrmedien gezogen (GYM und PDA)

Trichoderma harzianum T39: wurde von zwei verschieden Personen reisoliert

Serratia plymuthica HRO-C48: wurde von zwei verschieden Quellen bezogen
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Tabelle 11: Getestete Mikroorganismen die als Produkt verfiigbar sind

Antagonist Produktname
Ampellomyces quisqualis AQ10 AQ10
Aureobasidium pullulans Boniforte
Bacillus amyloliquefacens FZB42 RhizoVital42
Bacillus subtilis QST713 Serenade
Bacillus subtillis FZB24 RhizoPlus®

Bacillus thuringiensis Dipel ES

Dipel ES re Nr. 127

Bacillus thuringiensis Dipel WP

Dipel WP re Nr. 126

Bacillus thuringiensis subsp. aizawai Xentari
Bacillus thuringiensis Thuricide HD 97 Thuricide
Beauveria bassiana Naturalis

Isaria fumosorosea 12

Preferal (PFR-97) Stamm Bemisia argentifolia

Pseudomonas clororaphis MA342

Cedemon

Pseudomonas fluorescens DMZS 13134 Proradix
Pseudomonas trivialis 3Re2-7 Salavida
Pythium oligandrum Polyversum
Serratia plymuthica HRO-C48 Rhizostar
Trichoderma asperellum Ecofit
Trichoderma harzianum Vitalin
Trichoderma harzianum Supresivit
Trichoderma harzianum 1CC012 Bioten mix
Trichoderma harzianum T22 Trianum-P
Trichoderma harzianum T39 Trichodex
Trichoderma harzianum T58 Trichostar
Trichoderma virens Soilgard
Trichoderma viride 1CC0O80 Bioten mix
Verticillium lecanii 18 Vertalec
Verticillium lecanii 23 Mycotal
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Abbildung 27: Temperaturverlauf und Niederschlagmengen wéahrend des Versuchszeitraum von Feld 1 und Feld 2 (vom

16.06.2010 bis 14.06.2011)
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Abbildung 28: Temperaturverlauf in 10 und 20 cm Tiefe Feld 1 und 2
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Abbildung 29: Temperaturverlauf und Niederschlag Mengen vom Pflanztag (29.06.2011) bis 31.12.2011 von Feld A und
Feld B
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Abbildung 30: Temperaturverlauf in 10 und 20 cm Tiefe Feld A und B
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